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Resumen y Abstract IX

Resumen

La investigacion fitoquimica del extracto etandlico de la parte aérea dehlegmariurus
cruentus condujo al aislamiento y purificacién por técnicas cromatogréaficas de cuatro nuevos
triterpenos del tipo serrateno, identificados como 24acetoxiserratenediol (S5),
lycophlegmariol E S7), lycophlegmariol F §8) y 3-acetil-serratriol (S9), asi como de cinco
serratenos conocidos y nombrados como phlegmanol §1), acetato de 3serratenediol (S2),
21-epi-serratenediol (S3), serratenediol (S4), y 2l-episerratriol (S6). Sus estructuras
guimicas y configuraciones relativas fueron elucidadas mediante el andlisis de datos obtenidos
por HRESIMS, RMN en 1BH, APT3C) y en 2D (COSY, HMQC, HMBC y NOESY) y rotacion
Optica especificaAdemas, bs datos obtenidos se compararon cdos valores espectroscépicos

previamente publicados para serratenos conocidos.

El uso del ensayo de letalidad contrArtemia salinapermitié el aislamiento bioguiado de los
compuestos purificados. Las fracciones-€, enriquecida en el compuest&l, E14, con el
compuesto mayoritario S2, E20, fuente principal de los compuestoS3y S4y A-4, conformada
mayoritariamente por los serratenos S5, S6, S7, S8 y S9, mostraron valores de actividad
biolégica promisorios contra A. salina Asi mismo, los compuestos S, S2, S3, S5y S6
exhibieron resultados de actividad citotéxica contra la lineacelular U87-MG, miertras los
compuestosS2y S5 presentaron actividad frente ala linea cdular MCF7 de cancer de mma.
Ademas, d analisis por GEMS de la fraccion volatil AL, mostré en sumayoria ésteres etilicos
como el palmitato de etilo (25,42%), ademéas dey-O1 AT O D Et@bspiro B,k@pojtados por

primera vez en este trabajo parala familia Lycopodiaceae

Palabras clave: Familia Lycopodiaceae Phlegmariurus cruentus serratenos, aislamiento

bioguiado, Artemia salina
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Abstract

The phytochemical researchof the ethanolic extract of the aerial partof Phlegmariurus
cruentusled to the isolation and purification by chromatographic techniques of four new
serratene-type triterpen esidentified as 24-acetoxyserratenediol §5), lycophlegmariol E §7),
lycophlegmariol F (S8) and 3-acetyl-serratriol (S9), as well as five serrateneknown as
phlegmanol C £1), 3-serratenediol acetate §2), 21-epi-serratenediol (S3), serratenediol (S4),
and 2l-episerratriol (S6). Their chemical structures and relative configurations were
elucidated by analyzing data obtained by HRESIMS, 1BH( APT3C) and 2D (COSY, HMQC,
HMBC and NOESY) NMR and specific optical rotatiddoreover, the obtained data were
compared to spectroscpic values for known serratenes previously published in the

literature.

The use of the lethality assay against Artemia salina allowed the bioguided isolation of the
purified compounds. The fractions &, enriched in the compound S1,-#4, with most of the
compound S2, E20, main source of the compounds S3 and S4 anédAmade up mainly of
serratenes S5, S6, S7, S8 and S9 showed promising biological activity values against A. salina.
In the same way, the compounds S1, S2, S3, S5 y S6 exhibited refltcytotoxic activity
against the cell line U8/MG, while the compounds S2 an85 showed activity against the cell

line MCF7 of breast cancer. Furthermore, the @@S analysis of volatile fraction Al revealed

that it contained mostly ethyl esters, such siethyl palmitate (25.42%), as well ag -tocospiro

A and J -tocospiro B, which were discovered for the first time in this work for the family

Lycopodiaceae.

Keywords: LycopodiaceaePhlegmariurus cruentusserrateres, bioguided isolation, Artemia

salina
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AChE

AcOEt

BChE
br.s
°C
Cao
cC
CCD
CDC4
GDsN
CF
CG
CGMS
CHCbk
CHC}
-CHOH
cm

-COCH

Rotacién dptica a 25°C
acetilcolinesterasa

acetato de etilo

axial

butirilcolinesterasa
Singlete ancho

Grados Celsius

oxido de calcio
Cromatografia en columna
Cromatografia en capa delgada
cloroformo deuterado
piridina deuterada
Cromatografia flash

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa

diclorometano
cloroformo

Grupo hidroximetileno
Centimetros

Grupo acetilo
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COSY

314,15

1

1H

1c

d

dd

dd

d.i.
DMAPP
DMEM
EdP
EDTA
eq

ESI
EtOH
eV

Fasa
FAD

FPP

g/mol

Hax

Heq

Espectroscopia correlacional protonica
Posicion de doble enlace entre carbonos 14 y 15
Desplazamiento quimico
Desplazamiento quimico protnico
Desplazamiento quimico en carbond3
Doblete

Doblemente destilado

Doble doblete

Didmetro interno

dimetilalil pirofosfato

Medio esencial minimo Eagle

éter de petréleo

acido etilendiaminotetracético
Ecuatorial

lonizacién por electrospray

etanol

Electronvoltio

Fluorescencia a 254 nm

dinucleétido de flavina y adenina
farnesil pirofosfato

Gramos

Gramos por mol

Horas

hidrogeno axial

hidrégeno ecuatorial
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HMBC Conectividad heteronuclear a enlaces multiples
HMGCoA [ -hidroxi - -metilglutaril -CoA

HMQC Correlacion cuantica de multiples heteronucleos
HNC Herbario Nacional Colombiano

H.O agua

Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a

HPLC MSIMS espectrometria masas/masas

HRESIMS Espectrometria de masas de alta resolucion
H.SQ acido sulfarico

Hz Hertz

I indices de Kovats

ICs0 Concentracion inhibidora media maxima
IC80 Concentracion inhibidora méximaal 80%
ICN Instituto de Ciencias Naturales

IE Impacto electrénico

IPP isopentenil pirofosfato

IR Espectroscopia infrarroja

J Constante de acoplamiento

kg Kilogramos

kv Kilovoltios

LGso Concentracion letalmedia

LGMS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
L/h Litros por hora

> Mayor que

< Menor que
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M

m

m/z

[M + Na}
MeCN
Me.CO
MeOH
tg

mg

MHz
min

mL

ti

tM

mM

mm

MS
m.s.n.m.
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Introduccioén

El primer estudio botanico de lafamilia Lycopodiaceae en Colombifue publicado en 1999.
(Murillo & Murillo, 1999) , donde se identificaron tres géneros de licopodios colombianos:
Huperzia, Lycopodiellyy Lycopodium Lasactualizacionesrecientesen torno a su clasificacién
taxondmica con base en la nueva clasificacion propse& por el grupo PPG | (Pteridophyte
phylogeny group)(Schuettpelzet al, 2016), permitioé reconocera partir del 2017 ochogéneros
representativos en nuestro paislos cuales sonPhlegmariuruscon 75 especiesPalhinhaeacon
9 especies Lycopodiellacon 2 especies Pseudolycopodiellaon 2 especiesDiphasiumcon una
especie Diphasiastrumcon una especiglLycopodiumcon una especigy Austrolycopodiumcon
una especigMurillo & Murillo, 2017; @ligard,2019; Jligard,2020).

El analisis taxondmico del géner®@hlegmariurusen Colombia, ha permitido reconocer nuevas
especies endémicas para el pais conf®. cocuyensjslicopodio descubierto en la zona de
superparamo del Nevado del CocuyP. josesantaeencontrado en zonas de parara del
Departamento de Antioquia P. idroboi ubicado en el macizo colombiano y variedades
novedosas deP. cruentuscomoP. cruentusvar. exilis,y P. cruentuyar. illimitatus . Identificadas
en los paramos y zonas de bosqustoandino de los Departaments de Boyaca, Cundinamarca
y Meta (Qllgard,2019).

En contraste con el estudio botanicavanzadode la familia Lycopodiaceaeen Colombia,la
investigacion quimica de los licopodios colombianosnicié apenasen el afio 2016 en el Grupo

de Investigacionde Productos Naturales, Vegetales Bioactivos y Quimica Ecolégica, donde se
han llevadoa caboestudios quimicos preliminares de las especiekycopodium clavatunrssp.
contiguum, P. linifolius P. kilipii y P. cruentus entre otos. En estogsrabajos se hanaislado e
identificado los alcaloides licodina, licopodina, licoclavina y el triterpeno 3,2%erratan-diol-
16-ona de la especie_ycopodium clavatumsubsp. contiguum. Asi mismo, otros alcaloides

derivados de la licodina se&letectaron por técnicas cromatograficas acopladas como L@S, en
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fracciones organicas obtenidas a partir de extracenes acido z base (Mendozaet al, 2016;

Carazzoneet al, 2017).

El presente trabajo aporta al estudio quimicg de actividad biol6gicade la especiéP. cruentus
enfocado en la separacidbioguiadae identificacion de triterpenos pentaciclicos conformados
por un anillo quecuenta con7 atomos de carbono en su estructa, conocidos comaerratenos
Mediante la purificacién porseparaciones cromatogréaficas en fase normal, reversa (RB) y
de exclusion por tamafig se aislaron nueve triterpenos del tipo serrateno, cuatro de ellos
nuevos yhalladospor primera vez para la familia Lycopodiaceaél odos estos compuestos se
identificaron mediante el andlisis de HREIMS y RMND (tH, APT23C) y en 2D (COSY, HMQC,
HMBC y NOESYademas deotacion optica especifica

Asi mismo, se determind la actividad bidgica de las fracciones que contenian los compuestos
aislados frente al crustaceo Artemia saling en las cuales se evidenciarorvalores de
bioactividad promisorios, que indican una probabilidad de actividad citotoxicaen ellos Por
otra parte, se ralizaron alguncs estudios de citobxicidad cortra lineas celularesusando ¢
reactivo MTT, donde se evidencidactividad (concentracionesmenores al0 uM) en cuatro de
los nueve serratenoscontra la linea de neuroblastoma US8MG, mientras dos compuest®
fueron activoscontra la linea de cancer denama MCF7 La mayoriade serratenos presentd un
mecanismo de nmuerte cdular por apoptosis, mientras dos tuvieron un mecanisno de muerte

celular por necrosis.

De igual forma, el emidio quimico y preliminar de labioactividad en la especieP. cruentus
aporta argumentos paracontinuar enfrentando el desafo de la exploracién del conocimiento
qguimico y de actividad biologicaen la gran diversidad de especies colombianas que existen

actualmente ertre los ecosistemas d@uestro pais y pertenecen a l&amilia Lycopodiaceae
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Lycopodiaceae es una familia conformada por 388 especies distribuidas en 3 subfamilias y 16
géneros, que se localiza principalmente en Afriaentral, Asia y Suramérica, entre los 200 y los
4500 m.s.n.m(Field et al.,2016; Boonya-Udtayan et al., 2019). Esta familia tiene escasos
estudios quimicos o bioldgicos, y la mayoria de sus compuestos conocidos fueron aislados e
identificados en plantas asiatica (Ayer, 1991; Ma & Gang, 2004Kobayashi & Morita, 2005
Zhaoet al, 2012). No obstante, en los ultimos afios se han desarrollado avances en el estudio
de la actividad biolégica y la composicién quimica en algunas espeailesAmérica del Sur, con

el uso de bioensayos y de técnicas analiticas acopladas para la deteccion de sus componentes
bioactivos (Konrath et al, 2013; Armijos et al, 2016; Armijos et al, 2018).

Los estudios quimicos y biolégicos mas relevantes de larfdia Lycopodiaceae se conocen para
especies de los génerotycopodium Palhinhaeay Huperzia Sin embargo, el grupo PPG |
(Pteridophyte phylogeny group) en 2016, dividi6 este ultimo etduperziacon 25 especies y en
Phlegmariuruscon 250(Schuettpelzet al., 2016, Testoet al, 20183). Por tanto, gran cantidad
de estudios bioldgicos y quimicos en especies suramericanas del génklperzia, realmente
se llevaron a cabo en plantas del génemdhlegmariurus (Tryon & Tryon, 1982; Murillo &
Murillo, 1999; Calderonet al, 2013).

Todas las modificaciones taxondmicas propuestas por el PPG |, cambiaron radicalmente el
estudio existente de estas plantas en nuestro pais. Hasta el afio 1999, se conocia que la familia

Lycopodiaceae en Colombia se conformaba pores géneros y 55 especies, siendo el género
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Huperziael mas diverso con 42. Con la nueva clasificacion, en el afio 2017 se establecieron 8
géneros y 83 especies, de las cuales 67 se encuentran en la Region Ardingn & Tryon,
1982; Murillo & Murillo, 1999 ; Murillo & Murillo, 2017) .

A la fecha, se conocen algunos estudios sobre la composicion quimica y la actividad biol6gica
de plantas colectadas en Ecuador, Panama y Argentina de los génésasopodium, Palhinhaea

y Phlegmariurus cuyas especies son tam@éh comunes en Colombia (Konratlet al, 2013;
Armijos et al, 2016; Armijoset al, 2018). Aunque existen varios trabajos botanicos sobre la
familia Lycopodiaceae en nuestro pais (Murillo & Murillo, 1999; Murillo & Murillo, 2017,
Jllgaard, 2020), solo hayuna publicacion sobre la composiciébn quimica de dos especies
colombianas,Lycopodium thyoidey Lycopodium contiguum(Ayer & Dikko, 1974), mientras
otros avances preliminares en la quimica de licopodios colombianos han sido realizados
recientemente por integrantes e investigadores asociados al grupo de Productos naturales

vegetales bioactivos y quimica ecoldgica (Mendoza al,, 2016, Carazzoneet al, 2017).

En esta medida, hay un campo de investigacion inexplorado en Colombia. Sin embargo, el
grupo de investigacionproductos naturales vegetalesbioactivos yquimica ecolégica comenzo

los estudios quimicos destinados a la extraam de compuestos y la evaluacion de la actividad
biol6gica de los extractos de algunas especies de la familia Lycopodiaceae. El presente trabajo
intenta contribuir a este conocimiento mediante el estudio quimico y de actividad citotoxica
del extracto, fraciones y triterpenos del tipo serratano o serrateno de la especke. cruentus
nativa del bosque alto andino colombiano. Este capitulo presentara una revisién sobre la
botanica, la quimica y la actividad biol6gica de los triterpenos y triterpenoides en familia
Lycopodiaceae y en el génerBhlegmariurus la cual articulara los capitulos posteriores de este

documento.

1.1 Aspectos botanicos de la familia Lycopodiaceae

La familia Lycopodiaceaese compone por plantas terrestres, epifitas gupicolas, ubicadas en
suelos ricos en humus con altos grados de humedad y poca vegetacion, a excepcién de especies
comoP. hippurideusy P. reflexusque crecen en zonas boscosédligaard et al,, 2018; Dllgard,
2019). Se clasifica dentro del filo Tracheophyta, subfilo Lycopodiophytina, clase
Lycopodiopsida y orden Lycopodiales, y se divide en tres subfamilias: Lycopodioideae,

Lycopodielloideae y Huperzioideae, las cuales contienen dieciséis géneros y un estim de
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388 especies que, a la fecha, superan las 400 (Figurd)l Esta informacién se basa en el
andlisis molecular y filogenético de cada familia, en su distribucién geografica y su modo de
vida terrestre o epifito (Figura 1-2) (Wikstrém & Kenrick, 2001; Margulis & Chapman, 2009
Ruggieroet al, 2015, Field et al, 2016, Testoet al, 2018a).

Lycopodiales Lycopodiaceae
Lycopodiophytina (16/400 )
| Lycopodiopsida

Isoétales

Isoétaceae (1/25 0)

Selaginellales Selaginellaceae
(1/700)

Plantas con semilla

Tracheophyta

Euphyllophyta

Polypodiopsida (helechos)

Figura 1-1. Cladograma taxondémio del filo Tracheophyta. Tomado de Schuettpelz et al
(2016)

— = Austrolycopodium (8 spp.)
g Dendrolycopodium (4 spp.)

—a Diphasiastrum (20 spp.)
= Diphasium (5 spp.)
—= Lycopodiastrum (1 sp.)
—a@| Lycopodium (15 spp.)
—=m| Pseudodiphasium (1 sp.)

Lycopodiaceae —— Pseudolycopodium (1 sp.)
= Spinulum (3 spp.)

Lycopodioideae

— g Lateristachys (4 spp.)

——g Palhinhaea (25 spp.)

—< Pseudolycopodiella (10 spp.)
A Huperzia (25 spp.)
Phlegmariurus (aprox. 250 spp.)
L g Phylloglossum (1 sp.)

Huperzioideae

Figura 1-2. Cladograma taxonomico para la Familia Lycopodiaceae
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Tanto la ubicacion geografica como la morfologide los licopodios cambiaron de forma
considerable a partir del periodo Devonico y Carbonifero de la era paleozoica, hace 420
millones de afios. Para entonces, la familia Lycopodiaceae dominaba el suelo continental con
plantas gigantes, que luego se redujeron en tamafio y ersion con la aparicion de helechos y
plantas con semillas. Asi, los grandes licopodios se extinguieron, dando paso a pequefios
licofitos ramificados y de tallos erectos, cuya altura no superan los 50 cm y que, en la
actualidad, conforman el 1% de la floraerrestre (Figura 1-3) (Wikstrém & Kenrick, 2001;
Margulis & Chapman, 2009Arana & @ligaard, 2012Field et al,, 2016).

PI-1 Pl-2 rk Pl4 I PIS Pl& Pl e mm et s L Pl-12
g g g I £ E I Con la aparicion de helechos,I E £
z % I I g E ;- -.i musgosy plantascon 1 % E
a E g E I = = . semillas, loslicopodios se i z
o o . ~ = =
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— T
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E ! Aparicion del grupo monofilético I
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o ANCESTORS q R q ]
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ms i - :
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Figura 1-3. Evolucién de la familia Lycopodiaceae a lo largo de las eras geolégicas. Imagen y

texto tomados de Margulis y Chapman (2009)

La mayoria de estudios que se conocen sobre la familia Lycopodiaceae, se repogara
especies localizadas en el paleotrdpico (Africa central y sur de Asia); sin embargo, desde 1982

(Tryon & Tryon, 1982), se inicio su estudio taxondmico en el neotropico (América del Sur), el
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cual sigue fortaleciéndose con el descubrimiento de nuevaspecies en Ecuador, Colombia,
Bolivia, Panama4, Brasil, Uruguay y Argentir(durillo & Murillo, 1999 ; Arana & @llgaard, 2012
Jligaard, 2015 Field et al,, 2016; Murillo & Murillo, 2017 ; Armijos et al,, 2018; Jllgaardet al,,
2018; Testo et al, 2018b). Desde las 259 especies de licopodios que se identificaron

mundialmente a inicios de los ochenta, hoy en dia ya se conocen §88gaardet al, 2018).

@ Lycopodium
Lycopodium, Phlegmariurus, Diphasium,
Diphasiastrun, Lycopodiella, Palhinhaea

@ Austrolycopodium y Huperzia

Figura 1-4. Distribucion de licopodios en Latinoamérica. La convencion presenta los géneros

reportados para cada pais. Adaptado de Tryon y Tryon (1982)

De estos cuatro centenares de ejemplares, aproximadamente la mitad son neotropicales. Hasta
el 2015, se conocian 150 especies del géndthlegmariurusen el neotropico; sin embargo, esta
cifra aumentd con la documentacion de nuevas plantas para la regiéaramericana en los
tltimos 3 afios. De las 250 especies que se conocen actualmente para este género, cerca del
60% se hallaron en paises andinos como Colombia, Ecuador, Perl, Bolivia y Venezuela, y el

40% restante se distribuye entre los demas paises de Am@a del Sur y algunos de
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Centroamérica como Panam4, Cuba o Costa Rica (Figu) 1dllgaard, 1992 Jllgaard, 2015
@llgaard, 2016 Murillo & Murillo, 2017 ; Sanchez, 2017 Testo et al, 2018b; Jligaard et al,
2018; Pllgard, 2019 Jligaard, 2020)

Hasta é afio 1982, la clasificacion de la familia Lycopodiaceae se reducia al gérigroopodium
(Tryon & Tryon, 1982). Con el tiempo, el hallazgo de nuevas especies con morfologia variada
en las hojas, las ramificaciones y las esporas, dio paso a los génétoperzia, Lycopodiuny
Lycopodiella(Holub, 1985). En los Ultimos afios, los avances filogenéticos y bioquimicos en el
estudio de licopodios conllevaron a que su taxonomia se ampliara de 3 a 13 géneros, como en
la actualidad se encuentra vigentéHolub, 1991; Wikstrom & Kenrick, 2001; Field et al,, 2016).

Antes de la clasificacion propuesta poSchuettpelzet al. (2016), Holub(1991) y Jligaard
(1992) propusieron géneros adicionales para la familia Lycopodiaceae, asi como grupos para
subdividir el género Huperzia que hoy en dia se mantienen para clasificar a las especies del
género Phlegmariurus para su agrupacion, el primercriterio que se manejo fue la diferencia

en sus ramificacionegHolub, 1991; Testoet al, 2018a).

Figura 1-5. La especiePhlegmariurus reflexugA) tiene ramas erectas divididas

8

simétricamente, mientras que las especieBiphasiastrum thyoidegB) y Lycopodium clavatum

(C) tienen divisiones asimétricas y tallos rastreros

Las especies de la familia Lycopodiaceae de los génekgsopodium, Lycopodielldiphasium,
Diphasiastrumy Palhinhaeg presentan ramas anisotomas o asimétricas con estrobilos en el

final, mientras las especies de la subfamilia Huperzioideadduperzia y Phlegmariurus
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presentan ramificaciones isotomas o simétricas sin estrébilos y con espordfilos adpresos o
esporangios amarillos descubiertos en la base de los licofild®ligaard, 1992 Arana &
Dllgaard, 2012). Ademas, las especies pertenecientes a las subfamilias Lycopodioideae y
Lycopodielloideae presentan tallos largos, rastreros, con pequefias ramas dorsales erectas,
simples o0 anis6tomas, y estrobilos apicales de 280 mm de largo (Figura 15) (Holub, 1985;
Arana & @llgaard, 2012)

Esporangios

Figura 1-6. Superior:Fotografias deHuperzia fuegiana(A) y P. reflexugB), que pertenecen a
la subfamilia Huperzioideae Inferior: La imagen deH. fuegiana(C), sefiala la presencia de
bulbillos, comunesenlos licopodios delgéneroHuperzia.Laimagen deP. reflexugD) muestra

esporangios descubiertos en la base de las hojasracteristica comunen todas las especies

del géneroPhlegmariurusimagenes tomadas dérana & Jllgaard (2012)
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Algunos géneros comoPalhinhaea presentan ramificaciones rastreras y ramas laterales
profusas, con aspecto de conifera. Sus ramas anisétomas tienen estrobilos apicales agudos,
pendientes y sésiles de &0 mm (Arana & Qllgaard, 2012) Por su parte, las especies de la
subfamilia Huperzioideae presentan ramificaciones erectas, con raices poco pnofias que
permiten retener mejor la humedad del suelo. Los esporangios pueden encontrarse
descubiertos en las bases de las hojas y su apice es agudo (FigeBa El géneroPhlegmariurus

se diferencia del génerdiuperziapor la existencia, en este Ultimo, & espordfilos entre la mitad

y la parte superior del tallo que contienen a los esporangid®ligaard, 2015)
— Phleamariurus capellae

—— Phlegmariuruscrassus
— Phlegmariurusandinus

Grupo crassus

— Phlegmariurus reflexus

Grupo reflexus

—— Phlegmariuruseversus
L—— Phlegmariurusurbanii
— Phlegmariurus linifolius

Grupo linifolius —— Phlegmariurussarmentosus
Phlegmariurus L Phlegmariurushomocarpus

. ,— Phlegmariurus brogniartii
Grupo brogniarti ——Phlegmariurusrosenstockianus &S

— Phlegmariurus taxfolius
—— Phlegmariurustuberosus
— Phlegmariurusbradeorum

Grupo taxifolius

Grupo lindenii Phlegmariurus lindenii
— Phlegmariurus ruber
Grupo ruber —— Phlegmariurus heterocarpon (
— Phlegmariurusrecurvifolius
— Phlegmariurus hartwegianus "

Grupo hartwegianus ———— Phlegmariurus echinatus
— Phlegmariurus campianus

— Phlegmariurus dichotomus
—— Phlegmariurus hippurideus
— Phlegmariurus mexicanus

Grupo dichotomus

— Phlegmariurus acerosus
—— Phlegmariurus tenuis
— Phlegmariurus filiformis

Grupo acerosus

— Phlegmariurus agualupianusg
— Phlegmariurus dichaeoides [§&

— Phlegmariurus subulatus

Figura 1-7. Clasificacion por grupos para&hlegmariurus Adaptado de Testet al. (2018a)

Grupo aqualupianus
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La presencia de esporofitos euperzia, redujo el género de 300 a 25 especies y consolidé a
Phlegmariurus(Herter & Holub) con 250 plantas, de las cuales 150 se ubican en el neotrépico
y un 20% se hallan en paramos y bosquestoandinos (>2700 m.s.n.m.). Actualmente, los
paramos cuentan con aproximadamente 78 especies de licopodios del génBitdegmariurus
gue se localizanprincipalmente en Colombia, Bolivia y EcuadogMurillo & Murillo, 2017;
Armijos et al, 2018; QDllgaardet al,, 2018; Jllgard, 2019)

1.1.1 Diversidad biol6gica del género Phlegmariurus

Teniendo en cuenta el gran nimero de especies reportadas para el génBrdegmariurus, se
elaboré una clasificacién por grupos que se bas6 en la filogenia, morfologia, gendémica y
ecologia de especies ubicadas en Africa, América Central y parte de América de(Sald et

al., 2016; Bauret et al,, 2018, Testo et al, 2018b); por consiguiente, & nueva categorizacion
permitié agrupar las especies andinas de este génefbesto et al, 2018a) en lossiguientes

grupos:

A. crassuslindeniiy brogniartii, ubicados en paramos y superparamos;

B. reflexusy hartwegianus localizadossobre los 2500 m.s.n.m.;

C. linifolius, acerosus, dichotomusaqualupianus licopodios epifitos situados entre los
1500 y 2500 m.s.n.m.

Aunqgue gran parte de las especidsalladasaln no pertenecen a un grup@articular, sumodo
de vida y ubicaién geograficapodran suministrar informacién atil para clasificarlas (Figura
1-7) (Testoet al, 2018a). Entre estos gruposgrassusse ubica enzonasde altamontaia dela
Cordillera de Los Andey sus colores variardel amarillo al rojo, mientras ruber y aqualupianus
estan entrelos 1500 y 2500 m.s.n.men zonas de alta humedaccon colores que van del rojo al
verde, respectivamente(Figura 1-8) (Bauret et al,, 2018; Testoet al, 2018a).

Aunque la gréfica 18 se basa en datos a nivel mundial, est4 estrechamente relacionada con los
valores de estudios previos acerca de la diversidad de la familia Lycopodiaceae en nuestro pais
(Murillo & Murillo, 1999 ; Murillo & Murillo, 2017) . A continuacion, se enfatizara mésn este

ultimo aspecto.
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nimerode  Altitud vs abundancia en especies de Phlegmariurus

especies

80 ® linifolius
70 @ ruber
v texifolius

60
® dichotomus

20 @ oacerosus
40 A agqualupionus
reflexus

30
. hartwegianus
20

. Crassus
10 ._ brongniartif
® . « lindenii
U T L 5. 1. T

] 200 1000 1300 2000 2300 3000 3500 4000

Figura 1-8. Distribucion de Phlegmariurusneotropicales. Adaptado de Testet al.(2018)

1.1.2 La familia Lycopodiaceae en Colombia

A pesar de que los estudios mundiales para la fanailiLycopodiaceae han sido amplios y
novedosos en su clasificacion taxondmica y ecolégica, en nuestro pais también se conocen
algunos articulos botanicos sobre los licopodios colombianos, realizados en los ultimos treinta
afios(Murillo & Murillo, 1999 ; Murillo & Murillo, 2017). Sin embargo@llgaard en el 2019
publicé la primera sinopsis del géneroPhlegmariurus en Colombia, que complementd
recientemente con una revision botanica sobre las subfamiliad.ycopodioideae y
Lycopodielloidead@llgard, 2019, @ligaard, 2020).

De las seis regiones naturales que tiene el pais, la Orinoguia y el Caribe son las menos diversas.
La mayor parte de licopodios colombianos se concentran en zonas de media y alta montafia,
entre los 1000 y 4800 m.s.n.m., siendo mas comunen las cordilleras oriental y central
(Figura 1-9). Por esta razon, la region andina abarca 67 de las 83 especies que se conocen para
el territorio nacional (Tabla 1-1) (Murillo & Murillo, 2017) .
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Tabla 1-1. Distribucién de la familia Lycopodiaceae en Colombia. SNSM: Sierra Nevada de

Santa Marta. Tomado de Murillo y Murillo (2017)

Familia Numero de Numero de Distribucién por regiones

Pacifico

géneros SEEEEEE Amazonia  Andina SNSM
8 67 10 16

Lycopodiaceae

Distribucion de Lycopodiaceae por
mimero de cordillera

aspecies

30 . |

25

20

15

10

) S —

0
0 Oriental Central Occidental cordillera

®Lycopodiacease @ Lycopodiella Phlegmariurus

Figura 1-9. Distribucion de Lycopodiaceaen las cordilleras colombianas. Adaptado de
Murillo y Murillo (2017)

De las especies halladas en Colombia, 65 pertenecen al géréntegmariurusy 8 de ellas son
endémicas. Aunque la gran mayoria de estos licopodios se clasificaron previamente en el
géneo Huperzia actualmente no se conocen especies de este género en el pais y para
Latinoamérica solo se encontraron dos en la region austral de Argentina y Chité:fueguiana

y H. saururoidegArana & @ligaard, 2012)

Entre las investigaciones que se hamencionado sobre la distribucion geografica de las
Lycopodiaceae en Colombia, gran parte de los consignado por Murillo y Murillo (1999) aun
tiene vigencia, pese a que los ecosistemas nativos de estas plantas siguen siendo arrasados
anualmente como consecencia de la urbanizacion y la expansion agricola. Sus resultados
indicaban la existencia de especies dg/copodiellaen la Orinoquia y la presencia de licopodios

del géneroPhlegmariurus(conocido en ese entonces comiduperzia), en las regionesAndina,

Pacifica y Caribe (Figura-10).
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nimero de
especies

60 I

Distribucion de Lycopodiaceae por regiones naturales

50

40
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e Y o 09

0 Amazonia Andina Caribe Orinogquia Pacifico region

® Lycopodiacens @ Lycopodiella Phlegmariurus

Figura 1-10. Distribucion de Lycopodiaceae en Colombia por regiones naturales. Adaptado
de Murillo y Murillo (2017)

A continuacion, se presentaran las caracteristis botanicas de la especie objeto de estudio de

este trabajo.

1.1.3 Botanica de la especie Phlegmariurus cruentus

La especieP?hlegmariurus cruentugSpring) B. @llg. (Figura 111), previamente conocida como
Huperzia cruenta(Spring) Rothm.Lycopodiumcruentum Spring yUrostachys cruentugSpring)
Nessel, es una planta del gruporassusgue se ubica en ecosistemas de bosque alto andino y
paramos, en altitudes superiores a los 3000 m.s.n.m. Se reconocen cuatro variedades de esta
especie:P. cruentuar. cruentus P. cruentusvar. illimita tus, P. cruentusrar. Exilisy P. cruentus

var. Innocentium Estas plantasse dividen simétricamente y tienen entre 15 y 30 cm de
longitud (Qllgard, 2019). Hasta ahora, no se conocen estudios de su composicion quimica o

actividad biolégica, y su clasificacion taxonémica se encuentra en la tabk2 1

Tabla 1-2. Clasificaciontaxonémica deP. cruentus Adaptado de @ligard (2019)

Taxonomia

Reino Plantae
Division Tracheophyta

Clase Lycopodiopsida
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Familia Lycopodiaceae

Género Phlegmariurus
Epiteto especifico etk

Nombre cientifico Phlegmariurus cruentugSpring) B. @llg.

El presente trabajo se hizo con la varieda@éxilis, dadas las caracteristicas morfologicas

referidas en la sinopsis dedligard en 2019.

Figura 1-11.P.cruentusvar. exilis, de ecosistemas altandinos colombianos
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1.2 Quimica de la familia Lycopodiaceae

El estudio quimico de la familia Lycopodiaceae inici6 en 1881, cuando Karl Bodeker identifico

la licopodina por andlisis elemental en la especleycopodium complanatunh. (Bddeker, 1881).

Este hall&zgo gener6 grandes avances en torno a la identificacion cualitativa de alcaloides en

otras especies comd. annotinumL.,L. clavatum L. inundatumy L. selagaen la primera mitad

AAl OEcii 88n AlTi1T OAOOI OAAT AA AW &bpscurind OOOAET Oh
annotinina, saururina y complanatina, entre otros (Figura 412) (Muszynski, 1955; Manske,

1955).

L. complanatum licopodina a- obscurina annotinina
Figura 1-12. Estructura de los primeros alcaloides aislados de las especiescomplanatumy

L. annotinum

El aislamiento en 1986 de la huperzina A deluperzia serrata, condujo a la revisién de la
composicion quimi@a de otras especies de la familia Lycopodiaceae, con el fin de encontrar
compuestos activosen el control de enfermedadeseurodegenerativas(Liu et al, 1986).
Actualmente, se conoce que la especlé serratatiene otros alcaloides que previenen el
Alzheimercomo lo hace la huperzina A, taleasomola huperzina B(Mandal et al, 2010; Konrath

et al, 2012); en los ultimos 30 afos, ednalisis de otros licopodios asiaticospermitio aislar e
identificar alcaloidescomohuperminona A, hupermina A,[ -obscurina, licobelina A, casuarina

B, entre otros(Figura 1-13) (Ayer, 1991).

HN CHz7—nN

huperzina A huperzina B b-obscurina huperminona A
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I

HO

hupermina A licobelina A casuarina B

Figura 1-13. Estructuras guimicas de algunos alcaloides hallados en especies de los géneros

Huperziay Lycopodium.

Desde elafio 2017 hastala fecha, el estudio quimico de laafmilia Lycopodiaceaeha tenido
notables progresos en la identificaciébn de nuevos alcaloides, triterpenos y neolignanos de
licopodios asiaticos y centroamericanos comdduperzia cuernavacensigFigura 1-14). En
algunos casos, su clasificacion taxondmica omites cambios propuesos por el PPGI
(Schuettpelzet al, 2016), puesto que este documento adn no es tenido en cuenta por algunos

investigadores dedicados al analisis quimico de estas plantas (Tabk3)L

Tabla 1-3. Publicacionesde composicion quimica para especies de la Familia Lycopodiaceae

. . , Clase de Nombre de algunos .
Especie estudiada Pais . Referencia
compuesto compuestos re conocidos

Publicaciones del 2017
Huperzia . ; Garciaet al,
. México huperzina A
cuernavacensis (2017)
Lycopodiastrum : : Wanget al,
- licocasuarinas A-C
casuarinoides (2017)

China 1-metillicodina ;
. ; ) ; ; Liu et al,
Huperzia serrata N-metil-16, hidroxi-huperzina B
. . (2017)
alcaloide N-metilhuperzina A
Phlegmariurus _ : : Nakayamaet
o Tailandia phlenumdinas AC
nummulariifolius al., (2017)
Lycopodium ) } Zhanget al,
licoplanina A
complanatum (2017)
China
Lycopodium licoannotinas A, annotinolido Tanget al,
annotinum F (2017)

. ) neolignano licocernuasida BD Lietal,
Palhinhaea cernua China ) ) ;
triterpeno licernuic-cetona DE (2017)
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Publicaciones del 2018

Lycopodium 5-epi-6-hidroxi-6,7-dehidro-8- Zhuet al,
japonicum deoxi-13-dehidroserratinina (2018)

Lycopodium China

Zhanget al,

complanatumvar. licogladinas AH (2018)

glaucum alcaloide

Huperzia ) ) Hirasawaet
. o Taiwan hupercuminas Ay B
cunninguhamioides al., (2018)
Huperzia ' Nguyenet al.,
. huperphlegminas Ay B
phlegmaria (2018)

: serrat-14-en-c 1 h diply
Vietnam .
Lycopodium ) serrat-14-en-o 1 hy gdipl Dienet al,
triterpeno L
cernuum o r h gipydroxyserrat-14-en- (2018)

21-il acetat, nonacosanol

Lycopodiastrum . : licocasuarinas D-H, Wanget al,
o China alcaloide -
casuarinoides casuarinosidos A-H (2018)

) ] ) Zhanget al,
alcaloide licoplaninas BD
Lycopodium (2018)
complanatum Wenget al,
diterpeno Complanatinas AE
China (2018)
o1 h p 1 +rihidrgxigerratano, _
Palhinh i h R oo al
alhinhaea cernua triterpeno o} T q
p [hpt| pr (2018)

tetrahidroxiserratano

Publicaciones del 2019

Lycopodium ) ) . Yeapet al,
. Malasia licoplatirina A
platyrhizoma (2019)
Lycopodiastrum : : Zhuet al,
o licocasuarinas +Q
casuarinoides (2019)
China alcaloide -
. . ) . Xionget al,
Huperzia fargesii licofargesiinas AF
(2019)
Phlegmariurus - : Nakayamaet
o Tailandia phlenumdinasD y E
nummulariifolius al.,(2019)
. ; ) huperzinaY1z Y3, (+) Jianget al,
Huperzia serrata China alcaloide ) )
huperzina Z y ¢)-huperzina Z (2019)
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Huperzia
phlegmaria

Publ|caC|ones del 20 20

Phlegmarlurus
squarrosus
Wu et al.,
Huper2|a serrata huperserratinas Ay B
(2020)
Phlegmarlurus
phlegmaria

Lycopod|um Zhouet al,
triterpeno lycomplanatums AH
complanatum (2020)

Phlegmariurus
saururus
Liet al,

Palhinhaea cernua China flavonoide palhinosidoO ! M(
(2020)

Publicaciones del 20 21

i uperZia - --_-

Lycopodium 5 ) ) Hirasawaet
Japén alcaloide complanadina F
complanatum al., (2021)

Lycopodiastrum
casuarinoides

Lycopodium
clavatum
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H3C,
HO
o
o N = NH
HsC S
(¢}
hupercumina A phlegmariurina B licocasuarina F

Figura 1-14. Estructura quimica de algunos compuestos mencionados en la Tabla 1.3

Pese a que los alcaloides son los compuestos mas conocidos en la familia Lycopodiaceae, se
han aislado otros tipos de sustancias como flavonoid€ganet al, 2005), onoceroidegZhang

et al, 2014), diterpenos del tipo abietangqDoan et al, 2019)y triterpenos del tipo serrateno

(Wei et al, 2018), dando cuenta de la gran diversidad quimica de estas plantas; ademas, se
conoce que algunas de estamoléculas presentan actividad citotdéxica contra lineas tumorales,

en contraste con la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa (AChE), principalmente
relacionada con los compuestos alcaloidales. Sin embargo,cehocimiento completo de la
guimica para la familia Lycopodicaeae aun esta inconclusalado que la mayoria de sus
especiesneotropicales no tienen estudios A continuacién, se presentara la clasificacion y

caracteristicas quimicas de los triterpenos en la familia Lycopodiaceae.

1.2.1 Triterpenos de la familia Lycopodiaceae

A Serratenos

Los serratenosson triterpenos pentaciclicos presentes en la familia Lycopodiaceae, cuya
estructura tiene un anillo de 7 miembros, dos oximetinos en-8y G21 y 7 grupos metilo, de
los cuales dos se encuentran favoread para la oxidacion (24r y G¢ w (Vi et al, 2018).
Los serratenogpresentan un enlace doble entre el-C4 y el G15; sin embargo, estas posiciones
pueden oxidarse para generar un compuesto saturado con un grupo hidroxilo, un grupo
carbonilo o un puente oxigenado como sustituyente. Esta distincion permite clasificar los
triterpenos en dos grupos: los serratenos, que tienen la insaturacion descrita en el cuarto
anillo, y los serratanos que no la tiene(Boonya-Udtayan et al, 2019) (Figura 1-15). A los

Ultimos se dedicara una revision mas adelante.
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serrateno serratano

Figura 1-15. Estructuras generales de los serratenos y serratanos

Algunos compuestos no cumplen las caracteristicas estructurales mencionadas y por tal razén

se categorizan en un grupo miscelaneo, donde se encuentran trjjenos como el acetato de

serrat-14-en-o filo, que no tiene el oximetno enel €@ p U Al | oy BRI2Ehpt13h ¢opr
trinidroxi -p @ § pld)@Abeoserratanrl5-al, que presenta en su cuarto anillo (D) 5 miembros;

el G15 de esta molécula es unamificacion que esta oxidada como un grupo formil(Boonya-

Udtayanet al, 2019) (Figura 1-16).

23 24

acetatode serrat-14¢(2d;BB®Rj14S, 21b) -3YR4) 2dbe¢os di

Figura 1-16. Estructuras de algunos serratenos miscelaneos

El grupo de losserratenos consta de 83 compuestos, siendo el mas grande y diverso en
estructuras quimicas. El primer triterpeno de esta clase se aislo e identificd de la especie
serratum THUNB. var ThunbergiiMAKINOpor Inubushi y su equipo en 1964, y lo nombraron
serratenediol (Inubushi et al, 1971); como el conjunto de estos compuestos se asemeja con la
estructura del serratenediol, se les conoce conserratendioles Desde entoncese obtuvieron

y elucidaron varios estereois@neros de su tipo, de acuerdo con la ubicacién del grug®H en
los carbonos 3 y 21, respectivament@Boonya-Udtayanet al, 2019; Liu et al,, 2019) (Figura 1-
17).
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episerratenediol 21b-hidroxiserrat-14-en-3a-ol serrat-14-en-3a- 21a-diol

Figura 1-17. Estructuras del serratenediol y sus estereoisbmeros

Otros derivados naturales presentan grupos hidroximetilenogCHOH) en los carbonos 24,
C-29 y G30, acetilacion e hidroxilaciondel @ mh O1 z@QHEO® EI2gu zQHenel G
19, siendo estos dos ultimos casos inusual@®oonya-Udtayanet al, 2019) (Figura 1-18). Estos
compuestos se clasifican de acuerdo con el nimero de grupos hidroxilicos en su estructura

como trihidroxilados (serratentrioles) o tetrahidroxilados (serratentetroleg (Tabla 1-4).

Figura 1-18. Estructura general de los serratenos tri y tetra hidroxilados

Tabla 1-4. Sustituyentesfuncionales y estereoisomeria en estructuras de serratentrioles y

serratentetroles

T I O I

triol 1-OH H H [-OH H H H

A B N A

1-OH H H [ -OH [ -OH H H
tetrol

[ -OH H H [ -OH [ -OH H H

“ 1-OH H H r-OH H [-OH H

S tetrol

“ r-OH OH H r-OH H H H

“ 1-OH OH H [ -OH H H H
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1-OH OH H 1-OH H H H
1-OH H OH r-OH H H H
2 triol r-OH H H r-OH r-OAc H 1-OH

*Los compuestos se hombran en la Tabla 12.

Sin embargo, el phlegmanol E es un serratentrigin oxidacion en el €4, cuya estructura se
asemeja al 21epilycocriptol y se descubrié con otros serratenos que completan su secuencia
de analogog(Inubushi et al.,1971) (Figura 1-19). Algunos derivados de estos serratendioles,
trioles y tetroles, incluyen ésteres del acido acéticq-hidroxi benzdico, p-cumaricoy ferdlico,

o la presencia de un grupo carboxilo formado por la oxidacién completa del carbinol en el C
24,

21-epilycocriptol phlegmanol E

Figura 1-19. Diferenciasestructurales entre el 2%epilycocriptol y el phlegmanol E

Los ésteres de los serratendioles, trioles y tetroles derivados del acido acético son los mas
comunes en la familia Lycopodiaceae, y su variedad estructural depende de la esterecisomeria
del grupo acetilo en los carbonos @ y G21. Cabe resaltar que, en estos compuestos, stBC
generalmente esta esterificado sin importar la presencia de otros grupos funcionales en sus
carbonos restantes; por tal razén, a estas moléculas se les conoce como serratendioles 3
acetato (Boonya-Udtayan et al., 2019) (Figura 1-20). Algunos pueden estar di, tri o tetra
acetilados, y por lo general son menos polares que aquellos que tienen uno solo de estos grupos
(Tabla 1.5).

Tabla 1-5. Variantesestructurales y estereoisomeria de acetatos de serrateno

_ serratenol acetato [-OAc 1-OH
serratenol acetato [ -OAc H H r-OH H
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1-OAc H [ -OH H
. [ -OAC H 1-OAc H
serrateno diacetato
[ -OAc H [ -OAc H
serratenol diacetato r -OAc H OH r-OAc H
[-OAc  OAc H 1-OAcC H
serrateno triacetato -OAc OAc H r-OAc H
[ -OAC H OAc  [-OAc H
serrateno tetracetato [-OAc OAc H r-OAc r-OAc

*Los compuestos se hombran en la Tabla 12.

Figura 1-20. Estructura general de los serratenos acetilados

Por otra parte, los serratendiolegambién se esterifican en los carbonos-@, G24 y G29 con

residuos aromaticos de los &cidop-hidroxibenzoico, ferulico,p-cumaérico, y dehidrocafeico. A

la fecha, estos compuestos se conocen en especies cayunpodium phlegmarigWittayalai et

al., 2012), L. japonicum(Zhang et al, 2014), Huperzia miyoshiana(Tong et al, 2003), L.

obscurum(Caiet al,, 1992) Palhinhaea cernugYanet al, 2012)y P. cernuavar. skkimensis(Yan

et al, 2009). Tales residuos estructurales se identificaron tanto en serratenos como en

serratanos (Tabla 16).

Los é&cidos carboxilicos son otro conjunto de derivados de los serratenos, generados a partir

de la oxidacion completa de su-24. Estos compuestos puedensterificarse en el carbono €

3, con porciones de los acidog-cumarico, p-hidroxibenzoico y vainillico (Figura 1-21).
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Tabla 1-6. Estructuras de serratenediolescon sustituyentes aromaticos

Derivados del acido p-hidroxibenzoico

o
o
o *,CH,OH

4'-hidroxibenzoato de 3b,21U-hidroxiserrat-14-en-3-ilo

HO
4'-hidroxibenzoato de 3b,21b-24-trihidroxiserrat-14-en-24-ilo

Derivados del acido p-cumarico

WOH

(0]
MO < CH,0H
HO 24 HO 2 2

(3b, 21a)- lycophlegmariol C

p-dihidrocumarato de 21a-hidroxiserrat-14-en-3b-ilo

.OH

lycojaponicuminol D lycojaponicuminol E
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* CH,OH
24

p-cumarato de diepilycocriptol-29-ilo

Derivados del acido cafeico

(0]
HO
o
HO

phlegmanol A

(3b, 21b)- lycophlegmariol B

triacetato de phlegmanol A

Derivados del acido ferdlico

phlegmanol B

Los grupos hidroxiloen esta clase de serratenos acidos se ewraran en bs carbonos €y G
21, donde elzOH de este ultimo presenta cominmentd O OA OAT E Cd su Ae2 [aA
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posiciones G20 y G29 pueden hidroxilarsey mostrar la misma configuracion relativa en las

posiciones quirales €20 y G-21 (Tablal1-7; Figura 1-22).

R1

* ,COOH

Figura 1-22. Estructura de los serratenos acidos

Tabla 1-7. Estereoisomeriade grupos hidroxilo en serratenos acidos

1-OH H r -OH H
[-OH H [-OH
1-OH H 1-OH
r-OH OH r-OH

1-OH H [-OH [-OH
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*Los compuestos se hombra en la Tabla 12.

Algunos ésteres inusuales de los serratenolesenen grupos formiato o malonato, los cuales
fueron identificados en las especiek. japonicum(Wang et al,, 2014) y H. serrata(Zhou et al,
2003) (Figura 1-23); pese a su escaso registro en la literatura, también se conocen otros
derivados de acetal coo sus glicosidos y aceténidos (acetales disbpropilideno), obtenidos

de las especiesL. inundatum (Tsuda et al, 1981) y L. japonicum(Zhang et al, 2014),

respectivamente (Figura 124).

formiato de 3b- hidroxiserrat-14-en-21b- ilo formiato de 21b- hidroxiserrat-14-en-3b- ilo

malonato de 21a- hidroxiserrat-14-en-3b- ilo

Figura 1-23. Estructuras quimicas de los ésteres de formiatos y malonatos de serratenoles

Los glicésidos de serrateno conocidos soserratenoles unidos por el € a una porcién
organica de Llarabinosa. Estas moléculas son conocidas como inunddsidos y pueden

esterificarse naturalmente en la posicion@ 8 AAT  AUT AAO ATl 1T O1T OOOOEOC
el acidop-cumarico(Tsudaet al, 1981) (Tabla 1-8; Figura 1-24).

Tabla 1-8. Estereoisomeria de grupos hidroxilo y otros sustituyentes en glicésidos de

serratenos




30 Estudio quimico y de actividad citotoxica d€. cruentugLycopodiaceae)

1-OAc

[-OH
1-OH
1-OAc

Figura 1-24. (A) Estructura general de glicésidos inunddsidos y (B) estructura quimica del

acetonido lycojaponicuminol F

Otra clase de serratenos identificados en los licopodi@®n las serratencetonasformadas por

la oxidacion de los grupozOH en los carbonos @ y G21; dos ejemplos de su tipo son el
lycojaponicuminol A y el serratl4-en-3,21-diona (Figura 1-25). Sin embargo, estos
compuestos son inusuales puesto que el carbonilo se encuentra porgeneral en el carbono
C-16, originando la funcionalidad de enona; estas estructuras se denomina6-oxo serratenos
(Tabla 1-9). Estos compuestos presentan otros grupos funcionales acetilo, carboxilo e
hidroxilo como sustituyentes en los carbonos G, G24 y G21, aunque es posible encontrar
algunos grupos hidroxilicos en los carbonos-20 y G12, acorde con las sustituciones picas

de los serratenolegBoonya-Udtayanet al,, 2019).

Tabla 1-9. Estereoisomeriade grupos hidroxilo y ubicacién de otros grupos funcionales en

16-oxo-serratenos

I I I
ChHs H H H H

[-OH 1-OH

r-oH  CHOH H H 1-OH H
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1-OH  CHOH H H [-OH H H
{-OH CHOH  OH H
[-OH CHOH  OH H - oH y y
1-OH  Ch OH H
1-OH  CHOH H [-OH  r-OH H
1-OH  CHOH H [ -OH H [ -OH
[-OH COOCH OH H [ -OH H H
1-OH COOCH  OH H
1-OH CHO H H
1-OAcC Chs H H
r-OAc  ChOAC H H r-OAc H
r-OAc  CHOAC H H 1-OAc H
1-OH  COOH H H [ -OH H
H H r-OH r-OH H
OH H r-OH H
[-OH COOH OH H [ -OH H

*Loscompuestos se nombran en la Tabla 12.

“2aR1

lycojaponicuminol A serraten-14-en-3,21-diona 16-oxo-serratenos

Figura 1-25. Estructura de serratencetonas y 16oxo serratenos

Hasta el afio 2018, los compuestos 38 a 56 eran los Unicos@®&-serratenos conocidos para

la familia Lycopodiaceae. Sin embargo, en los ultimos tres afios se publicaron 16 moléculas con
cinco y seis hidroxilos (Tabla 110), incluyendo la estructura de un 5-oxo-serrateno (Dong et

al., 2019, Zhou et al, 2020; Joet al, 2020) (Figura 1-26). Otros compuestos son dicetonas
(dionas), y tienen un carbonilo en su @3, adicional al del €16 (Nguyen et al, 2015), 0

corresponden a cetonagolihidroxiladas con ramificaciones aromaticas derivadas del acido



32 Estudio quimico y de actividad citotoxica d€. cruentugLycopodiaceae)

cumarico y ferulico (Tabla t11), unidas a los carbonos Q4 y G29 (Figura 1-27) (Boonya
Udtayanet al, 2019, Tonget al, 2003).

Ri Re

Figura 1-26. Estructura general de los 160xo-serratenos polihidroxilados

B

71

Tabla 1-10. Estereoisomeriade grupos hidroxilo en 16oxo-serratenos polihidroxilados

----

S D N N O

--_----

1-OH
(et
70 CHhOH CHOH
=

N NN N N N N N A
----
CHzOH -0 H H
“ CHzOH H r-OH
----
CI-bOH H H H H
----_----
CHOCH
OCOCH Ch
-------
[ -OH H 1-OH H H H
GRS AR TN I I N N
*Los compuestos se hombran en la Tabl.

**Este compuesto tiene un grupo hidroximetileno {CHOH) en el €5
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CH,OH
serrat F 21b-hidroxyserrat-14-en-3,16-diona

Figura 1-27. Estructurade 15-0xo y 3,16dioxo serratenos. La estructura A representa de

forma general a los 160xo serratenos con sustituyentes aroméaticos (Tabla 1.11)

Tabla 1-11. Estereoisomeriade grupos hidroxilo y ubicacién deporciones estructurales

aromaticas en 16oxo-serratenos

I N N N

72

H4;CO
-oH 3

HO

*Los compuestos se hombra en la Tabla 12.

Algunas especies arbéreas de la familia Pinace@enbién presentan serratenoles metoxilados

0 metoxiserratenos, los cuales son mayoritarios en las cortezas de las coniferas de los géneros
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Pinusy Picea Teniendo en cuenta que no se conocen este tipo de moléculas en la familia
Lycopodiaceae, se usan comamarcadores quimiotaxonomicos para dichas plantas
gimnospermas (Figura 128) (Le Milbeauet al, 2013). Otros articulos presentan serratenos
con carbonilos en €21 y G29, ademas de tener su-3 metoxilado. Estos compuestos, aislados
en Picea jezoensisar. hondoensisson también caracteristicos de la familia Pinace§€anaka

et al, 1998).

3b-metoxi-21a-hidroxiserrat-14-eno 3b-metoxi-21a-acetoxiserrat-14-eno  3b-metoxi-29-hidroxiserrat-14-en-21-ona

Figura 1-28. Estructurade algunos metoxiserratenoobtenidos de la corteza de la especie

Pinus armandii Tomado de Le Milbeaegt al.(2013)

I T AOOAT 6Ah A1 cOT 1 O OAOOAGATT O T ATAETTAAT O O1I1 Al
¢ p-fihidroxiserrat -14-eno, el serratenediol y el episerratenediglFang et al, 1991).Como se
observa en la figura 129, el carbono €1 puede estar hidroxilado, acetilado o tener un grupo
carbonilo para formar un 21-oxo-serrateno. A continuacion, se presentan los nombres de cada
uno de los serratenos descritos en las tad 1-4 a 1-11 y figura 1-21, con la numeracién arabiga

respectiva (Tabla 112) (Boonya-Udtayanet al, 2019).

Tabla 1-12. Nombresde los serratenosnumerados en las tablas 1.4 a 1.11 y la figura 1.22

serratriol
lycoclavanol
epilycoclavanol
lycoclaninol
wightianol B
japonicumina A
lycocriptol
21-epilycocriptol
diepi-lycocriptol
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i o1 h-seprat-M4-en-3,21,24,29tetrol

acetatodeo 1 h , autrihidroxi -serrat-14-en-¢ Ti-flo

phlegmanol C

diacetatode serratenilo

diacetatode phlegmanol E

triacetato de 21-episerratenilo

acetatode wightianol B

U A E A-(4'-haroxibenzoato)-o 1 h ¢ ptrihfdoxiserrat -14-en-24-oico

acido phlegmarico

UAEAIT -dihidfoxsergat -14-en-24-oico

acidoo | h ¢ m qtrihidrgxigerrat -14-en-24-oico

inunddsido A

inundésido E

inundésido D

16-oxoserratenediol

lycernuic cetona C

lycernuic cetona D
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B 0000 vemeeomE

44 o | h ¢ ptrihdroxiserrat -14-en-16-ona

japonicumina B

lycernuic cetona B

acetatode 16-oxo-¢ p-hidroxiserrat-14-en-g tilo

triacetato de 16-oxoserratenilo

UAEAT o jthhidmoxi A&-qgxgserrat-14-en-24-oico

UAEAT o 1rihidyoxif-16-ox@serrat-14-en-24-o0ico

serrat B

serrat D

16-oxolyclanitina

Lycomplanatum A

LycomplanatumC

LycomplanatumE

LycomplanatumG

p-AOi AOAOIT 4-dithdrogi {l6raxgserrat-14-en-24-ilo

p-cumarato de 16-oxolyclanitin-29-ilo
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miyoshianol B
miyoshianol C

A Serratanos

Losserratanosson triterpenos derivados del serrateno, cuyo carbono-C4 esta sustituido con

01 CcOObPiI EEAOI @EI T h AAAEAT 1AsdelderrdicBoespeblidoA EE T A A
como esta adicion electrofilica cumple con la regla de Markovnikov, el carbonel€ se

encuentra hidroxilado y no el €15 (Figura 1-29); no obstante, algunos serratanos son dioles

vecinales en las posiciones-T4 y C15, lo cual los hace aun méas polaréBoonya-Udtayan et

al., 2019).

24 Rz

Figura 1-29. Estructura general de los serratanos polihidroxilados

Tabla 1-13. Estereoisomeriade grupos hidroxilo en serratanos polihidroxilados. Tomado de
Boonya-Udtayanet al.(2019)

e I N N N
H H H

78 serratantriol H 1-OH

79 OH H 4-OH H H

serratantetrol  -OH r-OH
H OH J-OH H H

81 Serratano OH H [-OH -OH H

82 polihidroxilado = j-OH = OH H [-OH H -OH OH

*Los compuestos se nombran en la Tabla 17.

Estas moléculas, al igual que los serratenasfrecen una variedad estructuralde acuerdo con
las ramificaciones que tieneny susgrupos zZOHtambién se ubicaren las posiciones tipicas de
los serratenos.En esta medida, se encuentran serratanos polihidroxiladg¢3abla 1-13), &cidos

y ésteres derivadogdel acido acético, dehidrocafeico, ferulico, entre otros (Figura30).



w
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24 Ry : ,LCOO0H

A §cido lycer

Figura 1-30. Estructura general de serratanos esterificados (A) y acidos

Tabla 1-14. Estereoisomeriade los sustituyentes en ésteres de serratano

OAc H

serratantriacetato H 1-OAc

| 00
F V)

serratandiacetato H H J1-OAc

. OAc
serratantriacetato OAc H |-OAc H

5

serratantetracetato OAc H [-OAc -OAc
serratandehidro- v D/\/\LO'R OH H
cafeato HO H H H
(o]
1-OH
serratanferulato HSCOD/\V\LO’R H H H
HO

serratanacetato OAc H H H

e

*L.os compuestos se nombran en [&abla 17.

Los compuestos presentados en la tablall4, corresponden a serratanogjue tienen un grupo

hidroxilo terciario en su G14; sin embargo, es mayor el numero de los compuestos que poseen

una estructura de diol vecinal en sus posicionesCl y G15 6 G14 y G27 (Figura 1-31). Con

respecto a la estereoisomeria de los grupos hidxilo en estas posiciones, se encuentra que

cuandoelGpt AOOU EEAOI GEI AAT OET ET £ OAT-BEEN AA CcOODI
AAOT AA DPOAOAT OAO EEAOI @EI T O -GH(TaBld 115D @BoohyA 1T OEAT OAA
Udtayanet al,, 2019).
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2 "Ry

Figura 1-31. Estructura de los serratanos con sustitucion vecinal en las posicionesl@, G
15y G27

Tabla 1-15. Estereocisomeri de los sustituyentes en ésteres, cetonas y polihidroxiserratanos.

Tomado de Tomado ddoonyaUdtayanet al.(2019)

A A I

l-OH OH OH OH H [-OH
serratanol -OH OH OH OH OH OH r-OH
J-OH OH H OH OH OH
0 [‘-OH
serratan p- R
-oH OH OH OH H X 0 H
cumarato
HO
3-0x0-
=O OH OH OH OH OH OH OH
serratano

*Los compuestos se hombran en la Tabla 17.

No obstante, algunos compuestos estan esterificados con porciones estructurales del acido
vainillico y p-hidroxibenzéico, unidos a los carbonos @ y G15 (Figura 1-32), mientras sus
analogos, los serratanos acidos, son poco conocidos; a la fecha, solmaseidentificado cinco

de estos compuestos, de los cuales dos presentan sustituyentes aromaticos (Tabla6)l

(Boonya-Udtayanet al,, 2019).

Tabla 1-16. Estereoisomeriade los sustituyentes en serratanos acidos con hidroxilos enid

[-OH r-OH
100 -OH H -OH

y G15
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1-OH

Figura 1-32. Estructurade los ésteres de serratanos9g-98), y serratanos acidos
dihidroxilados en G14 y G15 (A)

Una ultima clase de estos compuestos son los epoxiserratanos, los cuales tienen un puente
oxigenado entre los carbonos @4 y G15, formando un epéxido. Aunque estas moléculas son
mas comunes en la familia Pinaceq@anakaet al, 1996)h A1  @poxybepatano| h¢pr h
29-triol se identifico en la especieH. serrata(Zhou et al, 2004), y es el Unico proveniente de la

familia Lycopodiaceae que se conoce a la fecha (Figur33).

A continuacion, se presentan los nombres de cada ude los serratanos descritos en las tablas
1-13 a 1-16 y la figura 132, segun la numeracion arabiga correspondiente (Tabla-17)
(Boonya-Udtayanet al, 2019).
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14b,15b-epoxyserratan-36,216,29-triol

Figura 1-33. Estructura del epoxiserrateno aislado de la especid. serrata

Tabla 1-17. Nombresde los serratenos numerados en las tablas 1.13 a 1.16 y la figura 1.33

e

9 tohogeninol

wightianol A

triacetato de phlegmanol F

triacetato de tohogeninol

o1 h dypophlegmariol D

miyoshianol A

complanatumol C

serratan-oc f hpt 4y hpuy hehegtoh cpr het hge

complanatumol A

o-dnetoxil-t EEAOT GEAAT UT A O Hrihidedxisepratan R3p-ilo| h ¢

acido licernuico C

acido licernuico F
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102 acidoo (4-hidroxibenzoato)-p T 4 h p p h dewapidroxiserratan -14-en-24-0ico
103 U A E A T 8metgxi-urbidroxibenzoato)-p T | h p p-tri fidgogiserratan-24-oico

A Biosintesis y biogénesis de serratenos y serratanos
La biosintesis de los serratenogn el citosol de las células de los espordéfilogor la ruta del
mevalonato, explica su diversidad quimican las plantas de la familia Lycopodiaceae. Su
sintesis inicia cuando dos unidades de acetloA se unen para formar una molécula de
acetoacetitCoA, que se incrementa en un atomo de carbono y en un grupo hidroxilo por
condensacion aldolica con acetiCoA, catalizada por la enzimBlMG CoA sintasapara formar
A 1 -hidroxi -1 -metilglutaril -CoA (HMGCoA). Este producto se reduce en dos etapas y genera
el acido mevalénico, el cual se fosforila y luego se descarboxila para producir el isopentenil
pirofosfato (IPP) y su isémero, el dimetilalil pirofosfato (DMAPP}JZografos & Anagnostaki,
2016).

El DMAPP cede el grupo pirofosfato (PP) debido a que es un buen grupo saliente, y genera un
carbocation alilico estabilizado por dos formas candnicas. En la forma carbocatiénica terciara,
gue es la mas estable, recibe al IPP que se comporta como nucle@filosu doble enlace. Esta
adicion electrofilica produce un carbocation terciario que se estabiliza por la pérdida
estereoespecifica de un protén en el metileno vecinal més cercano al grupo PP de la siguiente
unidad isoprénica. Como consecuencia, la catiti enzimatica de la enzimaeranil difosfato
sintasafavorece la formacion de un doble enlace y origina el geranil PP (GPP), conocido como

el precursor de los monoterpenos y diterpenogDewick, 2009).

, A O1 Ee FATAAMOA ABIMOA 1 A A BH, £pehitd éod @r@uniflall de IRPA&A T E
formar el farnesil PP (FPPgn el citosol, una molécula con 15 4&tomos de carbono que da origen
AET OET Oi OEAT A 110 OAONOEOAOPAT T GAT #AAT SRT ADAT ORE
escualeno, un compuest de 30 4tomos de carbono que sirve como precursor biosintético de

los triterpenos (Figura 1-34) (Dewick, 2009, Zografos & Anagnostaki, 2016)

1 Los espordfilos son las hojas de los licopodios, en cuyo envés se encuentran los esporofitos aplanados.
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f ¢} o O o] OH O Ei: acetoacetitCoA sintasa §
2/lk — I N — w Ez: HMGCoA sintasa
SCoA  E, SCoA g, HO SCoA  E;: HMGCOA redutasa
acetil-CoA acetoacetil-CoA b-hidroxi-b-metilglutaril-CoA  Ez: mevalonato quinasa
Es: fosfomevalonato quinasa
E, |NADPH .
3l Es: mevalonato 5difosfato
OH NADPH o OH OH descarboxilasa
W J\>\ﬁ Ez: IPP isomerasa
E: ho o B Ho SCoA Es: geranil difosfato sintasa
§cido meval -Bttcdo mel vadlcdidoo mel valdi CEg:terpenQS|_ntasa _
E e o Eio: farnesil difostato sintasa
2ATP [N . ;
l 475 HO- FI, “O-ADP E11: escualeno sintasa
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CO,
0 “opp =—= /Kﬂ .
E, Y E, OPP Citosol
mevalonil PP isopentenil PP dimetilalil PP
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~ o
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triterpenos
K J

Figura 1-34.Rutageneral de biosintesis de los triterpenos en las células de los esporofilos.
Adaptado deZografos & Anagnostaki (2016) y Xet al. (2004)

Una vez obtenido el escualeno en el citosol, reacciona con oxigeno en presedeiFAD, NADPH
y la enzima escualeno epoxidasa para producir 6xido de escualeno, con el grupo epoxido
localizado en los carbonos @ y G3 de la molécula. Cuando la concentracion de la enzima

lanosterol sintasaes escasa dentro de la célula, se oxida aditalmente en las posiciones 22
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y G23, originando una estructura con dos epdxidos conocida como kixido de escualengXu
et al, 2004; Dewick, 2009).

La ciclacion de esta moléculas un rearreglo favorecido por la enzimalioxidoescualeno

ciclasaU &£ Oi A O1 AT EI 11T AZOHAnelcArbokol GAdeblbd d la rGpluraC OO D 1
del epéxido. EI compuesto biosintéticamente producido se conoce como greonocerina 'y se

le considera el precursor de los triterpenos del tipcserrateno en las células de las plantas
pertenecientes a las familias Pinaceae y Lycopodiacdd@eaki et al, 2016, BoonyaUdtayanet

al., 2019) (Figura 1-35).

@ N\
X X X N N N
escualeno
N
12
NADPH, FAD
2,3-.-xido de escual eno
E,, %2
12 INADPH, FAD (o)
-
. . 2/
2,3,22,23-bis--xido de esc I"eno
Ei2: escualeno epoxidasa Citosol
Ez3: dioxidoescualeno ciclasa
S ~ 4

Figura 1-35. Biosintesisde la pre-| -onocerina. Adaptado deéAraki et al.(2016)

La pre-| -onocerinase cicla nuevamente en la segunda parte de su estructura para formar otro
anillo de decalina; esta nueva molécula queda con un carbocation terciario en el carbor®, C

gue interactia de dos maneras enziméaticamente controladas (Figura3b): la primera, el

metilo vecinal cede un protdn y el par electrénico forma el doble erfiacel OECET A1 AT AOp

onocerina. La segunda via se da cuanébdoble enlacentre los carbonos €14 y G27, realiza
una adicion electrofilica al @ para formar un anillo de siete rembros en la mitad de la
estructura; como producto de la ultima ruta, queda un intermediario con un carbocation en la

posicion G14 que puede formar biosintéticamente un doble enlace con el carbonelS en un



Capitulo 1 Estado actual del tema 45

medio alcalino (serratenediol), o recibir el adque nucleofilico del agua y luego desprotonarse
para formar un alcohol terciario (tohogenol). Este mecanismo es viable, debido a que las
células de los licopodios sintetizan alcaloides simultaneamente, aumentando el pH en el citosol
(Sagaet al, 2017).

9/
. . )
pre-a-onocerina H Medio neutro / onocerina
2 Movimiento :
9|l —— s sincronizado ataque y
g de ciclacién nucleofilico
B de una base
+OH
E
15
adicion
electrofilica

HO

o serratenediol
Medio ligeramente rdto. 9,1%

alcalino

E14: onoceroide sintasa LCD
Eis: onoceroide sintasa LCE

tohogenol
rdto. 90,9%

Figura 1-36. Rutageneral de biosintesis de serratenos, serratanosonoceroides. Adaptado
de Araki et al.(2016) y Sageet al.(2017)

Araki y otros en el 2016, proponen un mecanismo concertado para la biosintesis HeA- |
onocerina, que inicia con el movimiento del par de electrones del enlaceHCen la posicién €

26. Comdos carbonos que favorecen el movimiento electrénico presentan hibridacion 5gos
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AT EITT O OA AEA@HRAE cathoneBR1Y urAdbble@hlace entre los carbonos-C
8y G26. Este otro mecanismo es posible si el pH del citosol es neutro, cimi@h que presentan

los espordfilos de los licopodiogAraki et al, 2016) (Figura 1-36).

La gréfica anterior explica desde el punto de vista biosintético, conteopre-{ -onocerinaforma

los serratenos y serratanosSin embargo, el rendimiento de la reaccion indica que el tohogenol
se produce en mayor cantidad que el serratenediol, en una relacién 1QSkagaet al, 2017). En

esta medida, ¢,como se justifica que la diversidad quimica y la cantidad aislada de lossdenos
sean mayores que la de los serratanos? La explicacién que se propone indica que una enzima
deshidratasafavorece la pérdida del grupoOH en el €14 y el hidrogeno del metileno vecinal

en el G15, el cual no tiene impedimento estérico por el radicahetilo del G26. Esta reaccion
sucede en un medio celular ligeramente acido y se favorece por la formacion de un carbocation

terciario cinéticamente estable (Figura 137).

tohogenol

Medio ligeramente acido

serratenediol

Figura 1-37. Propuestabiosintética de deshidratacién del tohogenol para la sintesis de

serratenediol

Otra ruta propuesta para la biosintesis del serratenediol tendria como precursor lg-
onocerina, cuyo mecanismaincronizado de ciclacion surge desde uno de los hidrégenos del
carbono G15, donde el par electrénico de su enlaceld@ se mueve a través de los carbonoszp
generando un anillo de 7 miembros y un protén. A pesar de que se conoce un estudio quimico

gue swstenta este modelo, actualmente hay publicaciones que indican que la célula
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biosintéticamente no lleva a cabo este procegdsudacet al, 1964; Zhanget al, 2014)(Figura

1-38).

a-onocerina

serratenediol

Figura 1-38.PropuestaA A Op 1T OAOEO AAl OAOGdcdifd Thohdeidde A DA O

Zhanget al.(2014)

El serratenediol que se forma en el citosol de la célula, se oxida en distintas posiciones para

generar los derivados que 8 mencionaron anteriormente; estas reacciones suceden en el

reticulo endoplasmatico liso, donde el precursor ingresa y en los limites de este organelo se

transforma en otras estructuras, con grupos hidroxilo, carbonilo y carboxilo, produciendo

derivados triterpenoides (Zografos & Anagnostaki, 2016)En consecuencia, pueden llamarse

triterpenos del serratenoa los compuestos que provienen directamente de la ruta biosintética,

mientras los productos procedentes de la oxidacion biologica del serratenediol son

triterpenoidesdel serrateno o del serratano, respectivamente (Figuras-15y 1-39).

Asi como sucedelc 1

Al

OAOOAOAT A A E-briocerva tdnibienGé @xideCeh ell 1 h

reticulo endoplasmatico liso y produce por biosintesis compuestos con cuatro anillos en su

estructura. El lycojaponicuminol C es un caso excepcional, porque su anillo B es una lagton
(Figura 1-40).

Otros compuestos de la familia Lycopodiaceae se forman por la unién de uno o mas grupos

aromaticos o acetilos, mediante esterificacion alcalina de los hidroxilos del serrateno con

grupos activos a la biosintesis como cafe@oA y acetiCoA. Nuevamente, los alcaloides

aumentan el pH del citosol y favorecen el mecanismo de reaccion (Figuratl) (Sagaet al,

2017).

A
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serrat B

serrat E

Citosol

escualeno

\ N J

Figura 1-39. Biogénesisde triterpenoides polihidroxilados del tipo serrateno. Adaptado de
Donget al.(2019)

1.2.2 Antecedentes quimicos del género Phlegmariurus

A pesar de que el génerd’hlegmariurus esta conformado por 250 especies conocidas, y
continla en aumento con los descubrimientos recientes de licopodiasevos(Rojas-Alvarado
& CalderénFallas, 2017 Kiew & Kamin, 2018;) solo se tienen conocimiento sobrda
composicion quimica en nueve de ésta®. phlegmaria P. carinatus P. fargesij P. fordii, P.
squarrosusP. yunnanensid. saururusP. henryiy P. nummulariifolius(Donget al,, 2016; Yang
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et al, 2016, Danelonet al, 2017, Nakayamaet al, 2017). Cabe resaltar que, de las especies
mencionadas, Phlegmariurus saururuses la Unica que se ha estudiado en el continente
americano(Danelonet al, 2017). En la actualidad, las investigaciones mas sobresalientes se
realizaron con las plantas asiaticeP. phlegmariay P. squarrosusademas de los licopodios de
China y Malasia que se caracterizan por tener los estudios quimicos y biol6gicos mas

exhaustivos.

(

Nucleo

RER

REL

a-onocerina

Citosol

Figura 1-40. Rutabiogenética de lycojaponicuminol C. Tomada de Wei al.(2018)
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Figura 1-41.Biogénesisde derivados aromaticos de serratenos y serratanos. Adaptado de
Wei et al.(2018) y Donget al.(2019)
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La finalidad del andlisis quimico en estaplantas responde a la necesidad de encontrar
compuestos novedosos con igual o mayor bioactividad que la huperzina A (Figura 1.13), un
alcaloide de Huperzia serrata.Hasta el momento, no hay otros compuestos aislas con
actividad biologica mas promisoria, aunque la diversidad quimica del géneRhlegmariurus
tiene relevancia en el estudio de otras plantas descubiertas de este género durante los Ultimos
60 afios(Yarg et al, 2016). Las investigaciones actuales se orientan a contribuir a esta
perspectiva fitoquimica. Como es tipico de la familia Lycopodiaceae, el génBtdegmariurus

se compone quimicamente de alcaloides derivados de la licodina, diterpenos del tipo abietano
y trite rpenoides de serrateno y serratano, cuyas estructuras son comunes en otros géneros de

la familia, comoLycopodiumy Huperzia(Figura 1-42).

El articulo de Yanget al.en 2016, consolidé la primera revision sobre la composicion quimica
para el géneroPhlegmariurus. En los ultimos afios, se realizaron aportes nuevos con el estudio
quimico de otras especies novedosas, aunque clasificadas por los autores dentro del género
Huperzia Una de estas publicaciones es la de Armijesal.(2016), en la cual se idenficaron

por CGMS varios alcaloides de seis especies dduperzia, comoH. crassay H. brevifoliay,
recientemente, Xionget al.(2019) aislaron e identificaron alcaloides nuevos de la especld.
fargesii. Lo anterior denota que las Ultimas publicaciones aidesconocen la clasificacion
taxondémica propuesta por el PPG (Schuettpelzet al, 2016), limitando las contribuciones

nuevas a nombre del géner@hlegmariurus

En la actualidad, se conocen eRhlegmariurus98 alcaloides, 29 triterpenos y 1 diterpeno,
algunos con nucleos estructurales Unicos, como las phleghenrinasDAo la phlegmadina A,
aisladas de las especidg. henryiy P. phlegmaria respectivamente Ponget al, 2016; Zhanget

al., 2019). Aunque la cantidad de compuestos identificados es alta Bmcion de las especies
investigadas, aun falta por estudiar mas del 96% de licopodios pertenecientes a este género.
No obstante, el nimero puede variar debido a las diferencias existentes en su clasificacion
taxondmica, pero los compuestos descubiertos o@sponden a solo un 10% de las especies
conocidas (Tabla 118).
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Tabla 1-18. Composiciénquimica en especies del génerBhlegmariurus Tabla adaptada de
Yanget al (2016), con los aportes deNilsu et al.(2018), Zhanget al. (2019), Nakayamaet al.
(2019) y Liu et al.(2016)

Alcaloides

fawcettimina

P. carinatus

phlegmariurina A

licopodina licodolina
lucidiolina gnidioidina
malicorina B licopodatina C
licodina carinatina A

licoposerramina Q

phlegmariurina B

lobscurinol Obscurinina 2014
licoflexina 8-deoxi-13-dehidroserratinina
licoflexina N-6xido carinatina B
licopodina ¢ thidroxilicopodina
diacetillicoclavina licopodina N-6xido
P. fargesii 6 H. licodina 8,15-dehidrolicopodina
fargesii N-metilhuperzina B Phlegmarina
licofargesinas AF phlefargesiina A
2019
flabelina 16-hidroxihuperzina A
licopodina dihidrolicopodina
acrifolina Annotina
1961
annotinina [ -Obscurina
1 -obscurina
malicorina C malicorina B
2008
malicorina A
licophlegmina licophlegmarina
P. phlegmaria
licoflexina 8-deoxi-13-dehidroserratinina 1082
. h-didetilphlegmarina fawcettidina
8-deoxiserratinidina licoposerramina Q
huperzina A huperminona A 2013
hupermina A 2014
Acetyllycophlegmarianol 2018
huperphlegmina A huperphlegmina B 2018
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phlegmariurina B 2018
phlegmadina A 14-hidroxilobscurinol
2019
lobscurinol fawcettimina
P.phlegmaria
phlegmadinaB phlegmadinaC
epilobscurinol obscurinina 2019
isoobscurinina Lobscurinol
p p-pcetoxiN- Y Facetoxip ¢-hidroxiepi-
metilhuperzina B dihidrolicopodina
licodina des-N-metil -1 -obscurina
licodolina huperzinina
fawcettimina alopecuridina
- . - 2014
fawcettidina Y racetoxifawcettimina
P. squarrosus — — -
phlegmariurina B licojapodina A

Y thidroxilicojapodina A 8-deoxi-13-dehidroserratinina

licoposerramina U acetillicoposerramina U
Y pacetillicoposerramina U licoflexina
huperzina A 2008
squarrosinoxido 2018
licodolina 1984
fordimina phlegmariurina C 1988
S isofordina 2002
phlegmariurina M 1989
phlegmariurina A phlegmariurina B 1986
phlegmariurina N 1989
P u-mve tillcopodano- p u-metillicopodano-v 1 h-djot
P. yunnanensis L 1 h-dpof N-6xido 2010
licoposerramina H
phlenumdina D phlenumdina E
huperzina A licopodina
12-epi-licopodina 8-O-acetil-epi-clavolonina 2019
P. nummulariifolius licodolina phlenumdinas AC
licodina hupermina A

phlenumdinas AC 2017

4-epi-licopodina 2018
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1-epi-malycorina A

16- hidroxilicodina
8-deoxiserratinina

gnidioidina

licoposerramina U

P. henryi licofolina
licoposerramina D
licoflexina
licopodina
cernupaldina A
malicorina A
N-metilhuperzina A
phleghenrinas A-D
huperzina A

6-hidroxili copodina
P. saururus

. serratenediol
P. yunnanensis -
serratriol

serratenediol

P. squarrosus

3,21,24,29 tetraol

14-en-24-oico

serratenediol

P. phlegmaria

phlegmanol A

2S,4Rdihidroxi fawcettimin a

des-N-metil-r -obscurina

21-episerratenediol

serrat-14-en-o 1 h ¢ ptyioh ¢
i 01 h-seprat-T4-en-

UAEAIT -dihidfoxseriat -

1-epi-17Shidroximalycorina A 2016
@ thidroxiphlegmariurina A

anhidrolicodolina

12-epi-licodolina N-6xido

huperzina A

6-hidroxi-6,7-dehidro-8-deoxi-13-dehidroserratinin a

phlegmariurina B

p p-hidroxi phlegmariurina

huperzina C
2016
des-N-metil-huperzinina

licoposerramina E

huperzina B

licodina
licotunina

carnatina A
neophleghenrina A

huperzina B

sauroina
2017

sauroxina

Triterpenoides

serratenediol-3-acetato
: 2010
lycocriptol
serratenediol-3-acetato

phlegmanol A

¢ p-hidroxiserrat-14-en-o ril monoéster del acido

propanodioico

lycocriptol

i o h-seprat-Cd-en-
3,21,24,30tetraol

2006

4cidoj oy hpt 4 h-pu
3,14,15,21,29

pentahidroxiserratan-24-oico

serratenediol-3-acetato
1971
phlegmanol B



Capitulo 1 Estado actual del tema 55

phlegmanolC hidroxiserratenona
serratriol phlegmanol E

acido phlegmarico tohogenol

phlegmanol D 1971

21y -hidroxiserrat-14-en-c ¢ ¢ p-hidroxiserrat-14-en-o ¢

ol ol
- - - 2005
licophlegmarina serratenediol-3-acetato
¢ p-hidroxiserrat-14-en-o fil acetato
P.phlegmaria
licophlegmariol A licophlegmariol C
licophlegmariol B licophlegmariol D 2012
21y -hidroxiserrat -14-en-3y -il acetato
1-0onocerina 1974
licophlegmariol A 2018

P. phlegmaria margocilina 2012
Compuestos miscelaneos

5-hidroximetil -2-furaldehido
P. phlegmaria 2018
rhemanonaC loliolida

1.2.3 Estudios quimicos en licopodios colombianos

La Familia Lycopodiaceae en Colombia cuenta con 83 ejemplares descritos y clasificados en 8
géneros, lo que constituye cerca del 0,2% de las especies neotropicales del pais. Pese al gran
namero de plantasinformadas, solo se conocauna publicacionsobre su composicion quimica

Las dos especies estudiadas fuerohycopodium contiguum(Lycopodium clavatumsubsp.
contiguum) y Lycopodium thyoidegDiphasiastrum thyoidey colectadas en los alrededores de
Bogota en1974 (Ayer & Dikko, 1974). Los autores identificaron en estas especidisopodina,
fawcetiina, O-acetilfawcetiina, O-acetildehidrolicopodina, y clavolonina, mediante la
determinacion de sus constantes fisicas y andlisis por CCD, IR y MS, en comparamén

muestras auténticas de referencia (Figura-43).

RAAEAT OAI AT OAR Al COODPI AA Hégbrdled Bidaqivod Eimicad 0 O A O
%Al 1 e CEAAGh AAIT $ADPAOOAI AT O AA 10pi EAA 51 EOA
realiz6 dosavances preliminares: Mendozaet al.(2016) aislaron por técnicas cromatogréficas
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e identificaron por RMN los alcaloides licodina, licopodina, licoclavina y el triterpeno 3,21

serratan-diol-16-ona de la especi&ycopodium clavatunsubsp.contiguum.

= OH
R WH
2 “NH [;F = P [;
N
o

licofargesiina B licofargesiina C licofargesiina D licofargesiina E

/
o

squarrosinoxido 4-epilicopodina phlegmadina B phlegmadina C

huperphlegmina B rhemanona C

NH

NH [CHs ©

phleghenrina A phleghenrina C phleghenrina D
Figura 1-42. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos mencionados en la Tabla
18, aislados entre el 2016 y el 2019

O-acetilfawcettiina O-acetildehidrolicopodina  fawcettiina clavolonina

Figura 1-43. Estructuras de compuestos detectados en las especies colombiahaghyoidesy

L. contiguum
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Asi mismo, encolaboracion con el laboratorio de técnicas analiticas avanzadas en productos
naturales de la Universidad de los Andes, Carazzoeieal.(2017) analizaron por HPLC MS/MS

el extracto etandlico deD. thyoidesy D. jussiagiy detectaron en los perfiles cromimgréaficos
respectivos al comparar con algunos patrones de referencia, la presencia de una serie de

alcaloides bioactivos y conocidos, tipicos de la familia Lycopodiaceae.

1.3 Actividad bioldgica en la familia Lycopodiaceae

Los estudios debioactividad para la familia Lycopodiaceag demuestran quelos extractos y
compuestos deestas plantas actlan como agentgweventivos contra el cancetry trastornos
neurodegenerativos(Boonya-Udtayanet al, 2019), el tltimo efecto debido a la inhibicién de
la acetilcolinestaasa (Sahoo et al, 2018). Los primeros avancessurgieron a partir de la
medicina tradicional china, donde se utilizaban infusiones de Huperzia serrata para el
tratamiento del dolor, la tension,la esquizofrenia, la hinchazén y las contusiong®Vu et al,
2011; Wanget al,, 2021).

Liu y otros en 1986, documentaron el aislamiento del alcaloide huperzina A dd. serrata,un
inhibidor potente de la acetilcolinesterasaal cual se le consideraagent farmacol6gico
potencial de origen natural para el tatamiento de la enfermedad de Alzheimg(Liu et al,, 1986;
Wang et al, 2021). A lo largo de los ultimos afios, se han encontraduros alcaloidescon
actividad prominente frente a estaenzima, y en el @ituro se cree que podria utilizarse como

agentes alternativosen tratamientos terapéuticos(Siengalewiczet al, 2013) (Tabla 1-19).

Tabla 1-19. Algunosalcaloides con actividad biolégica promisoria en Lycopodiaceae

Nombre del . . - _,_
Especie de origen Actividad Biologica
compuesto

Serratezomina Lycopodium serratunvar.

Inhibidor AChE con IGo= 0,6 mM
Serratum

D
Inhibidor AChE con 1Go=4¢ { -
Lycopodium carinatum
Inhibidor AChE con 1Go= 771t -
Lycoparina C Lycopodium casuarinoides Inhibidor AChE conIGEE ¢ U | -

- : : Citotoxica contra leucemia premielotica
Lycochinina C Lycopodium chinese e A . ]
EOI ATA jteb AA ETEE/
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Lycojapodina A Lycopodium japonicum

Lycopodium hamiltonii

u A
tcri
Induce la secrecion de factores neurotrépicos

Inhibidor AChE con 1G=900 t -
anti-VIH-1 con EGE v

Nankakurina A (células 1321N1) y pranueve la diferenciacion

neuronal de células de PQ2.
Lycopodium

) Inhibidor AChE con IG= 1060 { -
cryptomenicum

Cryptadina A

Recientemente, los trabajos sobre licopodios en paises como India, Panama, Ecuadinagil

muestran también varias especies de los géner&hlegmariurus Palhinhaeay Lycopodiumcon
actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa prometedora y, ademaspn potencial para el
tratamiento de enfermedades de la piel, el rifidn, el pulmaon, el estbmago, entre ot{@alderén
et al, 2013; Armijos et al,, 2016; Armijos et al, 2018, Sureshkumaret al, 2018) (Tabla 1-20).

Tabla 1-20. Especiescon actividad biolégica de la familia Lycopodiaceae colectadas en la India
U 300Ai 1 OEAA8 ,1 0 AAOI O AA AET AAGEOEAAA OA

Konrath et al.

Huperzia acerosa (P. Actividad inhibitoria de AChE Panamay 5
_ (2013); Calderén
acerosus) moderada(ICs0=5,5+09) Brasil
et al.(2011)
Huperzia chamaeleon Actividad inhibitoria de AChE
(P. chamaeleon) moderada
Huperzia cuneifolia (P. i Calderonet al.
o Panama
cuneifolius) (2011)
Baja actividad inhibitoria de AChE
Huperzia linifolia (P.
linifolius)
_ Elevadaactividad inhibitoria de ) Konrath et al.
Huperzia reflexa (P. Panamay 5
AChE(ICs0=0,11+005) y BChE : (2013); Calderon
reflexus) Brasil
(IC50=5,6£03) et al.(2011)
Huperzia reflexa var. o S
Actividad inhibitoria de AChE Calderdnet al.
minor (P. reflexus var. Panama

minor )

moderada

(2011)

OADPOAO
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Actividad inhibitoria de AChEbaja
(ICs0=42,6+15), util en el

tratamiento del beriberi, la gripa, Sureshkumaret
. desordenes pectorales, inflamaciony Panama al. (2018);
Lycopodiella cernua _ : _
_ picazon de la piel, desordenes Brasil e Konrath et al.
(Palhinhaea cernua) : : _ _ 5
nerviosos, reumatismo, fiebre, India (2013); Calderdn
heridas, dolor de estbmago, et al.(2011)

dispepsia, raquitismo,mordeduras

de serpiente, llagas y leucorrea

Huperzia Actividad inhibitoria de AChE
heterocarpon (P. moderada (IGo= 25,6+2,7) y BChE
heterocarpon) (IC50=8,3+0,9 _ Konrath et al.
Huperzia Elevada actividad inhibitoria de Brasil (2013)

quadrifariata (P. AChEI (1Go=2,0+0,3) y BChE
quadrifariatus ) (1Cs0=5,5%0,5)

Lycopodiella
Actividad inhibitoria de AChE
glaucescens
moderada Calderénet al.

Lycopodiella riofrioi Panama
(2011)

Lycopodium clavatum Elevada actividad inhibitoria de
subsp. clavatum AChE

Util en el tratamiento del beriberi, la
. gripa, desordenegsenales y
Lycopodium clavatum _ ‘ Sureshkumaret
pulmonares, reumatismo, calambres,  India
L. : al. (2018)
cortes, heridas, dolores musculares y
envenenamiento por ingestion
Util en el tratamientode la

hematuria, el reumatismo,

Lycopodium
. . desordenes renales y pulmonares
japonicum o
menstruacion irregular y dolor de
estdmago
. . . Sureshkumaret
. Util en el tratamiento del India
Lycopodium al. (2018)

reumatismo, problemas urinarios,

pseudoclavatum

dolores del torax y musculares
Util en el tratamiento deproblemas

Lycopodium volubile géstricos, reumatismo, dolores

pulmonares, sarna flatulencia
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heridas, enfermedades de la piel y

eccema.
Lycopodium thyoides Actividad inhibitoria de AChE ) Calderonet al.
(D. thyoides) moderada Panama (2011)
Huperzia phlegmaria Util en el tratamiento deheridas y
(P. phlegmaria) problemas urinarios. ; Sureshkumaret
Huperzia squarrosa Util en el tratamiento de heridas India al. (2018)
(P. squarrosus) reumatismo y vértigo
Elevada actividad inhibitoria de
(P. tetragonus) AChE(1C50=0,9+0,1)
Huperzia brevifolia (P. Actividad inhibitoria de AChE - Armijos et al.
brevifolius) moderada (IGo=39.6 = 14.7) (2016)
Huperzia compacta (P. Actividad inhibitoria de AChE
compactus) moderada (IGo=62.4 + 16.9

1.3.1 Antecedentes bioldgicos de triterpenos en Lycopodiaceae

A pesar de que los estudios quimicos de los triterpenos en la familia Lycopodiaceae iniciaron
en 1964, solo hasta el 2002 Zhang y otros realizaron la primera evaluacion de la actividad
biologica para esta clase de compuestos. El &acido licernuico C fue gmpr serrateno
reconocido por ellos con bioactividad, al exhibir capacidad inhibitoria del hong@€andida
albicans (Figura 1-44). Desde entonces, se identificaron al menos 15 serratenos
potencialmente activos como citotoxicos, agentes quimiopreventivos del cancer, e inhibidores
de AChE y/o de la butirilcolinesterasa (BChEBoonya-Udtayanet al, 2019) (Tabla 1-21).

Tabla 1-21. Triterpenos con actividad biol6gica de la familia Lycopodiaceae. Adaptado de

Boonya-Udtayanet al.(2019)

Actividad . .. Posibles 6rganos
Compuesto o Lineas celulares objetivo -
biolégica beneficiados

Agente

serratenediol quimiopreventivo HL-60 (Leucemia) Sangre
del cancer

Agente

. . - : Células promotoras del )

episerratenediol quimiopreventivo 5 ) Piel
5 cancer de piel en ratones

del cancer
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¢ p thidroxiserrat -

14-en-o tol

jorheprd
lycophlegmariol B

i orhepiy
lycophlegmariol D

choclavanol

CItOtOXICO K-562 (Ieucemla mielogena) Sangre
Citotéxico SGE7901 (cancer gastrico) Estomago

acido licernuico Ay ___

MCFR7 (cancer de seno) Seno

fogrhpo2hpr .
- . Citotoxico
3,21,24-trihidroxi -
POt pL -pT .
Citotoxico Sangre
abeoserratan -15-al

jorhegpyd o BEL-7402 (hepatoma
_ Citotoxico
lycophlegmari na humano)

jorhepyd
lycophlegmari na

aC|do licernuico C Inhibidor protéico Candida albicans Cérvix uterino

G p-fhldrOX|serrat -
14-en-3,16-diona
acidoo 1 h ¢2p-r

trihidroxiserrat  -14- YT EEAEAI

en-24-0ico-c Fil-f X q secretasa

Lycojaponicuminol F

Higado

hidroxicinamato)
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Figura 1-44. Estructura del 4cido licernuico C, primer serrateno bioactivo hallado en la

familia Lycopodiaceae y aislado deycopodium cernuumTomado de Zhangt al.(2002)

Uno de los compuestos mas destacados por su bioactividad eddycojaponicuminol F, cuya
actividad citotoxica contra la linea celular HepG2 (k= 3,73t C ¥ ) fue superior a la de la
doxorubicina, usada como control positivo para la inhibicion de estas células cancerigenas
(ICso= 451 C ¥ i. Qtig compuesto interesate es el epilycoclavanol, por su actividad citotoxica
contra algunas lineas celulares cancerigenas de la san@@s= 200 { C Fel hjg&Ho(ICso=

34t C7T lyel@stomago(ICso= 22,5t C T ). LLos compuestos serraf-F y 16-oxolyclanitina,
presentaron actividad citotoxica moderada frente a la linea celular cancerigena MZF
responsable del cancer de seno. Entre estos compuestos, el serrat C fue activo para 5 lineas de
cancer distintas (calu6, NCiH441, NCiH1975, MCR7 y MCF10A), mientras que los
serratenos serrat B y E fueron citotoxicos para la linea celular H&p2, generadora del

carcinoma hepatocelulaDonget al, 2019).

Frente a la actividad inhibitoria de las colinesterasas se destaca un producto bio&ctilag p-r
hidroxiserrat-14-en-3,16-diona (ICso= 0,42t - QN 1 00T O AT I POAQ@HIn-O AT I 1T Al
o | h dipljy el 26-nor-8-oxo-| -onocerina-21-ona, aislados de la especik. casuarinoides

presentaron actividad inhibitoria promisoria de la AChE colGsp= 809 +0,31 - e 1Cs= 1,01

+0,011 -, respectivamentgLiu et al, 2019) (Figura 1-45).

Figura 1-45. Estructura del 26-nor-8-o0xo-J -onocerina-21-ona, un triterpeno de la onocerina

aislado deLycopodiastrum casuarinoides
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1.3.2 Actividad biol6gica en el género Phlegmariurus

Como se present6 en la tabla 1.20, muchas especies del génduperzia que hoy en dia
realmente corregponden al géneroPhlegmariurus(por ejemplo, H. reflexaque corresponde a
P.reflexus H. acerosaque corresponde aP. acerosusentre otros),se han reconocido por su
actividad inhibitoria de la AChE y la BChEasi como por el tratamiento etnofarmacolégico de
otras enfermedades relacionadas con dafios en la piel, los rifiones y los pulmones. La
bioactividad mencionada se debe a la presencia de alcaloides como la huperzinaNA,
metilhuperzina B, huperzinina y phlghenrinas, los cuales componen quimicamente a estos
licopodios (Figuras 1-13 y 1-42) (Yanget al., 2016 Donget al, 2016).

Recientemente se conoce que los alcaloides phlenumdinasy E, hupermina A y 12-epi-
licopodina-N-6xido, aislados deP. nummulariifolius presentan actividad inhibitoria de la
interleucina-10 (IL-10), una proteina que induce la expresion de la CIB3, responsable del

sarcoma histiocitico(Figuras 1-13, 1-14 y 1-46) (Nakayamaet al.2019).

phlenumdina E

Figura 1-46. Estructura de la phlenumdina E, un compuesto con actividad inhibitoria de la

IL-10 obtenido deP. nummulariifolius

Otros compuestos con actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa son las phleghenrinas A
D (Figura 1-42) (Dong et al. 2016), la licofargesiina C Figura 1-42), lashuperphlegminas Ay
B (Figura 1-42) (Nguyen et al., 2018), la 16hidroxihuperzina A (Figura 1-47) (Xiong et al.,
2019), y el squarrosinoxido Figura 1-42) (Nilsu et al., 2018), observandose en todos ellos
actividad, aunque con menor potencial con relacion a la huperzina Aigura 1-13) utilizada
como patron de referencia (Tabla 422). A la fecha, ninguno de los serratenos aislados e

identificados en especies del génerBhlegmariurusmostré actividad bioldgica especifica.
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16-hidroxihuperzina A
Figura 1-47. Estructura de la 16hidroxihuperzina A, un alcaloide con actividad inhibitoria

de la enzima IL10, obtenido deP. fargesii

Tabla 1-22. Actividad inhibitoria de AChE comparativa de alcaloides aislados de algunas
especies pertenecientes al génerBhlegmariurus La huperzina A fue usada como patrén de

referencia

phleghenrina A 491tM

Phlegmariurus phleghenrina B 20,5t M 86
henryi phleghenrinaC 2561M
phleghenrina D 4,32t M

Phlegmariurus licofargesiina C 8,63t M 54
fargesii 16-hidroxihuperzina A 5,181 M
Phlegmariurus -
squarrosinoxido 3.12 £ 0.028{ M 87
squarrosus

Phlegmariurus huperphlegmina A uhwuv Mmhaoy 45
phlegmaria huperphlegmina B cwhpt mMmhyx

0,092t M 54
huperzina A
0.034 + 0.0005f M 87
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2.1 Objetivo general

Contribuir al estudio de la composicién quimica {a actividad biolégica de la especie andina

colombianaPhlegmariurus cruentugLycopodiaceae).

2.2 Objetivos especificos

1. Implementar un bioensayo pan evaluar la actividad citotdxica del extracto, fracciones
0 compuestos deP. cruentus

1. Realizar el aislamiento de los compuestogesponsables de la actividad citotdxica
mediante técnicas cromatograficas.

2. Efectuar la caracterizacién estructural defracciones y compuestos bioactivos por

métodos espectroscépicos o técnicade analisis acopladas.
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KOOAT 600

Este capitulo presenta el estudio quimico de la especithlegmariurus cruentusgl cual se
desarrolld en tres etapas: la separacion de triterpenos tipo serrateno desde una fraccién
organica de la parte aérea de la planta y su andlisis estructural por técas espectroscopicas.
La tercera parte muestra el analisis por cromatografia de gases acoplado a un detector de
masas selectivo CGMS) de la fraccién volatil y soluble en éter de petrdleo (EdP). A
continuacion, se mostrard en detalle la metodologia y rekados del fraccionamiento,
purificacién, analisis cromatografico y espectroscdpico de cada fraccion y de los compuestos

identificados.

3.1 Materiales y métodos generales

3.1.1 Cromatografia

Para realizar el fraccionamiento del extracto soluble en GHL, se empled cromatografia en
columna (CC) por gravedad y como fase estacionaria se us6 silica gel 626®1 |; 707230
mesh; Merck Millipore, Alemania). En la purificacion de los compuestos peromatografia en
columna se utilizo: cromatografia flash (CF) a presion baja con silica gel 60¢681 [; 2307
400 mesh Merck Millipore), cromatografia en fase reversa a presion baja con RB (40763

t 1;230z400 mesh; Sigma Aldrich, USA), y cromatografia en columna de exclusion por tamafio,

con sephadex LF20 (25-p 1t 1 de tamafio de particula; Sigma Aldrich).

El monitoreo de la separacion cromatografica y el control de pureza se realiz6 por
cromatografia en capa delgada (CCD) analitica. En fase normal, se emplearon cromatoplacas

de gel de silice 60 £ sobre vidrio con un grosor de pelicula de 0,25 mm (MerdWillipore ). En
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fase reversa, se usaron cromatoplacas de silica gg0 RRp ¢ &de 9145 mm (Merck
Millipore). Las placas se visualizaron con luz ultravioleta a 254 nmy 366 nm y fueron reveladas
con solucién de vainillina al 3%, con HSQ al 10% en etanol del 96%, conposterior
calentamiento de la placa a 100°C. Los solventes utilizados (hexano, éter de petréleo, tolueno,
diclorometano, cloroformo, éter etilico, acetato de etilo, acetona, acetonitrilo, metanol) se
adquirieron en grado analitico (RA) (Merck, Alemania)mientras los de origen comercial
(metiletilcetona, etanol) se secaron con sulfato de sodio anhidro o carbonato de sodio anhidro

y se destilaron antes de su uso para la extraccién, purificacion y el andlisis cromatografico.

3.1.2 Técnicas para la caracterizacion estructural de los compuestos

Los espectrogde resonancia magnética nuclear en una dimensid®MNH,13C y APT3C y dos
dimensiones(COSY, HMQC, HMBC y NOE S¥)desarrollaron en un equipo Bruker Avance 400

(Billerica, USA), operado a 400 MHpara 'H y a 100 MHz para!3C, usando cloroformo

deuterado (CDGJ)) 99,8% (Sigma Aldrich) y piridina deuterada (€DsN) 99,8% (Merck).La

sefial del solvente deuteradorespectivo se utiliz6 como referencia de calibraciéon. Los

AAODPI AUAT EAT O1T 6 NOpi EAT O 1 OA AgbpOAOGAT A1l BAOO,
acoplamiento () en Hertz.

Los espectros de masas de alta resolucion (HBMS) de los compuestos puros, sealizaron

en la Pontificia Universidad Javeriana con un equipo dgomatografia liquida de ultra alb

rendimiento (UHPLC) acoplado a un espectrémetro de masas cuadrupolar y de tiempo de

vuelo (QTORMS), modelo: LGMS QTOF 9030, Nexera X8himadzu® (Duisburg, Germany)

con ionizacién por electrospray (ESL)La deteccion se realizé en modo positivo y se analizé el

aducto de sodio [M + Na]para cada compuesto. Los resultados se procesaron con el software

LabSolutions LEMS. Los compuestos mas polares se dimaron por inyeccion directa de 10

t,h AEOOAI 601 6 A1 1T AGATTIT A OT A AT1TAAT OOAAEET AA »p
Dl O ET UAAAEET AEOAAOA AA9p aunpcomcenkaEin@Alng/imb AT - A# . 7
El espectrometro demasas se operé @n un rango de escaneo entre 80 y 1006W/z. El voltaje

del capilar fue 3 kV, el voltaje del cono de muestra 33 kV, la temperatura de secadoXo@°C,

el gas de nebulizacién fue nitrégeno a 350 L/h, el gas de colision fue argén a 5014 energia

de colision fue 2.5 eV.
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Los experimentos de rotacion Optica se realizaron con el polarimetro modelo: ADP 440+ de
Bellingham + Stanley (Tunbridge Wells, Inglaterra). El andlisis de compuestos volatiles y
solubles en éter de petréleo (fraccionA-1), se llevd a cabo en un cromatdgrafo de gases
acoplado a un detector selectivo de masas (ENES), modelo: 5977B GC/MSD Agilent (Santa
Clara, USA), y fuente idnica de impacto electrénico a 70 eV. La temperatura de la fuente y el
cuadrupolo fueron 230°C y150°C, respectivamente. Para la separacion cromatografica se
utilizé una columna capilar HR5ms (fase estacionaria 5% fenitlimetilpolisiloxano), de
dimensiones 30 m x 0.25 mm d.i. x 0,25 um, Agilent (Santa Clara, USA), con modo de inyeccién
splitless y kelio como fase mévil a un flujo de 1 mL/min. El monitoreo en el modo full scan
permitié obtener un espectro de masas completo en el rango da'z 40 z 400, y una corriente
i6nica reconstruida (TIC). La identificacién de los compuestos se efectué por compeitan de

sus indices de retencién y espectros de masas con los de la base de datos NIST17. Los modelos
moleculares de minima energia para cada compuesidentificado se realizaron con el

programa gratuito ArgusLab http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html .

3.1.3 Colectay clasificacién taxonémica

La muestra vegetal (partes aéreas), se colecté en el afilo 2017 en un predio privado ubicado en
el Municipio de Umbita (entre 2700 y 2900 ns.n.m), Departamento de Boyaca, por el autor y
otros integrantes del grupo de investigacidonproductos naturales vegetales bioactivos y
guimica ecoldgica, y fue identificada por el profesor José Murillo, pteridélogo y botanico del
Herbario Nacional ColombiangHNC), perteneciente al Instituto de Ciencias Naturales (ICN)
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Dos ejemplares nombrados
Phlegmariurus cruentusse guardaron en el ICN con nameros de identificacion COL20§1

COL2054 respectivamente

3.1.4 Extraccion y aislamiento

El licopodio P. cruentus(1,0 kg), se sec6 por 15 dias a temperatura ambiente y se molid
finamente. La muestra obtenida (660 g.), se extrajo de forma discontinua por la técnica de
maceracion en frio con 3L de EtOH al 96%, cinco ve@@slia durante una semana. El extracto
crudo etandlico fue filtrado y concentrado al vacio en rotaevaporador a 30°C. El disolvente se
recuperd y luego del secado con CaO y su posterior destilacion fraccionada, fue reutilizado en

nuevas extracciones. El carentrado del extracto etandlico totalPCr (490 g.), se disolvid


http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html
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nuevamente con una mezcla 70:30 de agua y etanol al 96% a 40°C y se separd por extraccion
liquido z liquido con un solvente activo (extraccion acidg base), mediante adicién de 90 mL

de HCI Q5 M, hasta pH=2, en ausencia de la luz y del aire por 12 horas, seguida de extraccién
cinco veces con 500 mL de GBbL, y separacion de las fases acuosa y organica por decantacion.
El CHCL de la fraccion organica reunida se elimind con el rotavapor a 30 °C, y el extracto
organico concentrado y secadoRCFl, 63,678 g.) se selecciond para el aislamiento de sus

componentes bioactivos.

Al extracto acuoso que quedo luego de la primera decaotén a pH=2, se le adicioné N4OH
0,5 M hasta pH=10, con agitacion constante. Luego, se agregaron por 5 veces 500 mL gelCH
y se separaron las fases acuosa y organica por decantacion. EIGHIe la fraccion organica
reunida se elimind con el rotavapoma 30 °C, y el extracto organico concentrado y secad®Gr
I1,6,852 g.) se almacend para los bioensayos cénsalinaEl extracto acuoso a pH=10 que se
obtuvo después de la decantacion con QEk, se neutralizé afiadiendo NaHPQ: solido con
agitacion congante. Después, se agregaron por 3 veces 500 mL de;Ckly se separaron las
fases acuosa y organica por decantacion. El £LH de la fraccion organica reunida se eliminé
con el rotavapor a 30 °C, y el extracto organico concentrado y secadrRC¢lIl, 753 mg.) se

almaceno para los bioensayos cof. salina.

El extracto organicoPCkl se dividié en dos subfracciones?CrIA (28,000 g.) yPCFIB (35,678

g.), utilizando PCFIA para el aislamiento cromatograficoposterior. La muestra PCFIA se
separ6 por cromatayrafia en columna sobre silica gel 60 (columna A, @3t t I N Al PAAAAA
cm x 4,5 cm d.i.), utilizando una fase movil en gradiente de éter de petréleo (EdP), acetato de
etilo (AcOEt) y etanol (EtOH) en las siguientes proporciones: 100:0 EdP/AcOAt 0:100
EdP/AcOEt, y 100:0 AcCOEt/EtOH\ 0:100 AcOE/EtOH. De esta columna se obtuvieron siete
fracciones (Al a A7), reunidas por control con CCD en fase normal con una fase moévil
constituida por tolueno (Tol)/AcOEt 90:10. La fraccion Al (439 mg) fue analizada po
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas{@%£), aplicando el siguiente
programa de calentamiento: inicié a 40°C por 8 min, se elevd a 3°C/min hasta 120°C y se
mantuvo por 2 min; luego se aumenté a 4°C/min hasta 180°C y se conservd A6rminutos.

Finalmente, se increment6 a 10°C/min hasta 250°C (por 5 min mas).
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La fraccion A2 (430 mg) se separ6 por cromatografia en columna tipo flash (CF) sobre silica

gel 60 (coumna B, 4apc t 1IN tn Al p ¢hw Ai AB8E8Qh AIlI1l
(ongmnoxmgongh EAOOA 1 AOAIT-A@AS ) cOnuha melOdedds 1 A AC
compuestos principalmente, de acuerdo con el analisis realizado por CCD en fase normal. Esta

fraccion se tratd con otra columna CF con silica gel 60 (columna C;@@ m;t35 cm x 1,7 cm

A8B8Esqh AITT O1 COAAEAT OA AA 411 1! AKF49R205mgpcont ¢ 1m0 ¢ ¢
un compuesto mayoritario. Posteriormente, 50 mg de-@ se pasaron por CC sobre silica gel 60

(coumna G, 4090 t i N xhv Al p gradiente dadTol/ABGEE(B0Q00R8E:15), O1
aislandose el compuest®1 (10,0 mg) (Figura3-1).

FraccionPCEIA
(28,00049.)

silica gel63-¢ mmm +—— Columna A: 100:0 EdP/AcOEA
4 0:100 EdP/AcOEt

| ' I A A

Al A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7
(439 mg) (430 mg)
l l Columna B: Tol/AcOEtp 1t Tt d, Tt O )silice, gei¥0631 |
Analisis por B-11 (248 mg)
CG/MSD

| coumnaciai 1 71 Al %6e:1p, wiicageluce3
G4 (205 mg)

¢ Columna Ca:50mg G4;4 1 1 7! A/ %@6:1p, milicagel¥e63t |
S1(10,0 mg)

Figura 3-1. Esquema de aislamiento de la fraccion de volatiles Ay deS1desde la fraccion
A-2

La fraccion A3 (4,180 g.), se llevé a CC usando CF sobre silica gel 60 (columna® 40 t | N p x
cm x 5 cm d.i.) y se eluy6é con un gradiente de Tol/AcOHt ¢t T @)1t0D), obteniéndose las
fracciones E14 y E20, cada una con un compuesto mayoritario diferemado entre si por CCD
en fase normal. De la fraccién-E4 se cristaliz6S2 (188,6 mg), un compuesto soélido blanco

amorfo que fue separado por filtracion al vacio y lavado con EtOH en frio.
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La fraccion E20 (467 mg) presentd una mancha representativa por CCD en fase normal, la cual

se separ6 por CF sobre silica gel 60 (coumnaH,-¢0c i N tn Al p chw Al AB8ES8(Q
un gradiente de Tol/AcOEt p 11 11 )7A0D). La fraccion H2 (165 mg) maostré una mancha por

CCD en fase normal, pero al estudiar su comportamiento por CCD en fase reversa usando como

fase movil MeOH/HO 96:4, se observd que estaba conformada por dos compuestos
primordialmente. Esta fraccion se separé por CF sobre silica endazversa RP18 (columna

N,40po tin tn Ai p mhuv Al AB8E8Q U o@d4nAldodaye Al T O1
hasta obtener de la fraccion NLO7 el compuestoS4 (13,0 mg), después de concentrar al vacio

con rotaevaporador (Figura3-2). La fraccion N101 (25 mg) contenia una mezcla de S4 con

otro compuesto de menor polaridad segiin CCD en fase normal, la cual se separ6 por CC sobre

silica gel 60 (columna AP, 4o ti N ¢p Al p mho Al Edes&8ah AT T Ol
i p 1 TA):BO), obteniéndose S3 de lafraccion AR13, por concentracion a presion reducida

con rotaevaporador(3,1 mg).

A3
(4,180 9)

silica gel 40631 | Pe——ColumnaE:41 1 ! A/ %0100 T

! '

E-14 E-20 (467 mg)
Cristalizado y Columna H: Tol/AcOEt
filtrado i l‘ p T 1t ¢, 10D sifica gel
40-63¢ |
S2(188,6 mg) H-2 (165 mg)

Columna N: MeOH H20
v‘— 60:41t ©100:0, RR18

' !

Columna AP: EdP' Me,CO ~ N-101 (25 mg) N-107
1004g, tA:30, silica gel—q Concentracion al
40-631 | vacio —’l
AP-13
S4(13,0 mg)
S3(3,1 mg)

Figura 3-2. Esquema deaislamiento de compuestoss2, S3 y S4le la fraccion A3

La fraccion A4 (4,0 g), se sometié a CF a presion baja sobre silica gel 60 (columna Rp40 { | N
22 cm x 5 cm d.i.) y se eluyé con una fase movil en gradiente compuesta por Tol/AcOEt
i p m a:AX), generando 7 fracciones reunidas por comprobacién de surslitud mediante

CCD en fase normal. La subfraccionI® (1,59 g.) obtenida de esta columna, se separ6 por CF
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en fase normal con silica gel 60 (columna S,40c t 1N vuv Al p thu Ai ABES8C
471 71! Al %C50:50p obtedjem@ S4 (138 mg) y S21 (581 mg). Estas fracciones se
separaron de manera independiente y mediante columnas sucesivas de CF en fase normal,

reversa (RR18) y exclusion por tamafio con elucion en gradiente, acorde con la TaBH.:

Tabla 3-1. Columnas sucesivas de separacion de las fraccioned $ S21

Subfraccion Dimensiones Fase - Cantidad
Columna - _ _ Fase movil
inicial (cm) estacionaria (mg)

A partir de S-4

S4 20x 29 Normal EdP/Me,C0O100:0° 70:30
K U-5 35x%x1,7 Normal EdP/Me,C0O100:0° 55:45 99
AS AK-70 26 x 0,3 Normal EdP/Me,C0O100:0° 70:30 38

T AS-39 21 x0,3 Normal EdP/Me,C0O100:0° 75:25 22

>

>

AU AT-47 15 x 0,3 Normal EdP/Me,C0O100:0° 70:30 17
A partir de S-21
S21 21x1,7 Normal EdP/Me,C0100:0° 60:40 581
V-26 25 x 2,9 Normal EdP/Me,C0100:0° 60:40 200
W-28 26 x 0,4 Normal EdP/Me,C0O100:0° 60:40 78
X-74 30x1,7 RR-18 MeCN/EtOHp Tt Tt ¢50:80 90
V-22 39x1,7 Normal EdP/AcOEtp Tt Tt d511:50 120
V-20 43x 0,5 Normal EdP/AcOEtp Tt Tt ¢6A:20 75
AB-63 21x0,3 Normal MeOH/H,0O 70:37t ©100:0 31
8 21%03 Exclusion por MeCN/MeCO 15
tamafio pmmgmnO @rmgrt

AG59 21x0,3 MeCN/H.0 80:47t ©100:0 22
Al-7 15% 0,3 Normal EdP/Me,C0100:0° 60:40 19
AN-40 15 % 0,3 Normal EdP/Me,C0100:0° 60:40 11

La subfraccion VY22 (120 mg) proveniente de &1, se sometié a CC sobre silica gel 60 (columna
AA40po 11 @ ATT O1 /GCOER E A Ttd)AD, bkeniéndode el compuestS6
(11,3 mg). La fraccidén W26 se tratd con CF en fase normal sobre siligal 60 (columnas W'y X,

N\ s o~ o~

25cmx2,9cmy26cmx0,4cm, 4o t 1 Qh OAPAOUI-Alaxdal sk evo&ZCA AAEE T
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en fase reversa (columna Z, 30 cm x 1,7 cm,-B®) con un gradiente de MeCNetOH} p it d, 1t ©

50:50) obteniéndose la fraccién 28 (15 mg) conun compuesto mayoritario.

A-4
(4,0 9)
silica gel 230-400 mesh——
N
R-16 (1,59 g)

:—Columna R4T 1 T! Al %G0:50p 1

»
P

«——ColumnaS 41 1 7! A/ %G0:50p 7

| v

S21 (581 mg)

S4 (138 mg)
T l ¢ ¢ | Columna Vv ¢
U-5 V-22 (120 mg) V-20 (75 mg) V-26 (120 mg)

Columna AKl Columna AAl Columna ABl Columna Wl
AK-70 AA-16 AB-63 W-28

Columna ASl ¢ Columna AGl Columna X l
AS39 S6(11,3 mg) AG59 X74

‘ Columna AT Columna Al l ColumnaZl

l l Al-7 z8

AT-47 AT-39 Columna ANl Columna AH l

Columna ——% AN-40 AH-13

AU S9(5,7 mg)

AU-29 Columna Aol i
ri S7(13,6 m
AO-40 ( 9

S5(13,0 mg) #7

S8(5,1 mg)
Concentracion al
vacio

Figura 3-3. Esquema deaislamiento de compuestosS5a S9desdela fraccion A4. Las

columnas en naranja se realizaron en fase normal, lasfialadas en azul se hicieron en fase

reversa y la columna AH (en rojo) se llevé a cabo mediante exclusién por tamafio

Posteriormente, de Z8 se aislé el compuest&7 (columna AH, 21cm x 0,3cm, 13,6 mg) por CC
en Sephadex LF20 con un gradiente deMeCN/Me,COj p 1t 1t §0rdQ). De la fraccion kb,
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separada de 8!, se aislaron los compuestoS5 (13,0 mg) yS9 (5,7 mg), por aplicacion de CC
sucesivas sobre silicagel60 (4o t I qh OOEI EUAT Al AT EdPiM&BAA 1 & OE
(Figura 3-3, Tabla 31).

Par dltimo, la fraccidon \L20 (proveniente de $S21) se sometié a CC en fase normal sobre silica

gel 60 (columna AB,43cmx05cm, 4900 t I qh AT 1T O COABJIPAIOBA AT 1T Al
i p 1 aP:AN), hasta obtener la fraccion AB3, la cual se separd por CC RB (columna AG,
2lcmx03cm,4apc t I qh U OA Al OGue Al,00Gio00:ahddetdl OA AA
columna se obtuvo la fraccién AG9 con un compuesto mayoritario, el cual se aislo porda

reversa RP18 (columna Al,21cmx03cm,49poc t1 @ U OA DPOOEAEAE DI O #6
normal sobre silica gel 60 (columnas ANy AO, 4pc t | qh AT T GdPMpOBAAEAT OA
i p 1 ntaf:AD). De esta separacion, se obtuvo el compuest8 (5,1 mg) (Fgura 3-3, Tabla3-

1).

3.1.5 Datos espectroscopicos

phlegmanol G S1); 10,0 mg. Polvo blanco amorfo®  +7,11 (€ 0,200, CHG)); para los datos
deH RMN 400 MHz en CDgver tabla 1; para los dato$C RMN 100 MHz en CD{Ver tabla
2. HRESIMScompuesto con férmula molecular €Hs,0s, consistente conm/z 507,3814
calculado paraGs;Hs,OsNa,encontrado 507,3806[M + Na}-.

acetato de3-serratenediol(S2); 188,6 mg. Polvo blanco amorfo®  +13,84 (0,200, CHG);
para los datos detH RMN 400 MHz en CDgIver tabla 1; para los dato$C RMN 100 MHz en
CDCY4, ver tabla 2. HRESIMSompuesto con formula GHs,0s,m/z 507,3814 calculado para
Gs2Hs203Na, encontrado 507,3809[M+Na]*.

21-episerratenediol(S3); 3,1 mg.Polvo blanco amorfq para los datos deéH RMN 400 MHz en
CDC4, ver tabla 1; para los datos3C RMN 100 MHz en CDglIver tabla 2. @mpuesto con
formula GyoHs00, y masa molecularM=442,73. No se incluyen datos experimentales de

HRESIMS ni de rotacion 6pta, debido a la baja disponibilidad de la muestra.

serratenediol(S4); 13,0 mg.Polvo blanco amorfo,®  +29.69 (0,083, CHG)); para los datos
deH RMN 400 MHz en CDg&ver tabla 1; para los datoC RMN 100 MHz en CD{\ver tabla
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2. HRESIMScompuesto con férmula GHs00, m/z 465,3709 calculado paraGsoHsoO:Na,
encontrado 465,3703[M+ Na}*.

24-acetoxiserratenedio(S5); 13,0 mg. Polvo blanco amorfo®  +25,61 (€0,083, CHG)); para

los datos detH RMN 400 MHz en CD{;iver tabla 1; para los dato$3C RMN 100 MHz en CD£l
ver tabla 2. HRESIMScompuesto con férmula &Hs.Or m/z 523,3763 calculado para
Ga2Hs2OsNa, encontrado 523,3753M+Naj*.

21-episerratriol (S6); 11,3 mg. Polvo blanco amorfo ® +21,36 (¢ 0,267, GICE); para los
datos detH RMN 400 MHz en CDg ver tabla 1; para los dato$#C RMN 100 MHz en CD{:ver
tabla 2. HRESIMS:ompuesto con formula GHscO; m/z 481,3658 calculado para GoHsoOsNa,
encontrado 481,3650[M+Na]*.

lycophlegmariol E(S7); 13,6 mg. Polvo blanco amorfof  +11,52 (c 0,200, CHG); para los
datos detH RMN 400 MHz en CDg ver tabla 1; para los dato$#C RMN 100 MHz en CD{:ver
tabla 2. HRESIMS:ompuesto con formula GHssOs m/z 645,4131 calculado paraCssHssOsNa,
encontrado 645,4127[M+Na]*.

lycophlegmariol F (S8); 5,1 mg. Polvo blanco amorfo? +10,97 (¢ 0,083, CHQ)); para los
datos deH RMN 400 MHz en §DsN, ver tabla 1; para los dato$3C RMN 100 MHz ei@DsN,
ver tabla 2. HRESIMScompuesto con férmula GHssOs m/z 629,4182 calculado para
GaoHssOsNa. m/z encontrado 629,4173[M+Na]*.

3-acetil-serratriol (9); 5,7 mg. Polvo blanco amorfo? +26,94 (c 0,083, CHG); para los
datos detH RMN 400 MHz en CD£ ver tabla 1; para los dato$#C RMN 100 MHz en CD{:ver
tabla 2. HRESIMSompuesto con formula @Hs.0s m/z 523,3763 calculado para GHsOsNa,
encontrado 523,3758[M+Na]*.

Tabla 3-2.Datosdel( 2-. DAOA 110 AT | bOAOObe@xpgreHz3 w8 1 AOO
96 (1H, 0.98 (1H, 0.96 (1H, 0.90 (1H, 0.93 (1H,
1.09 (m), 1.11 (m), 0.9 , 1.2 ,
solapado), solapado), solapado), solapado), solapado),

1.88 (m) 1.88 (m) .82 (m .84 (m
1.76 (m) 1.84 (m) 1.77 (m) 1.70 (m) 1.85 (m)
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1.62 (m),

1.99 (m)

4.46 (dd,

12/4)

0.87 (1H,

solapado)

1.40 (m),

1.49 (m)

1.19 (m),

1.41 (m)

0,78 (m)

1.13 (m),

1.93 (m)

0.83 (m),

1.01 (m)

1.83 (m)

5,32 (br.
s)

1.71 (m),

1.75 (m)

1.65 (m)

1.51 (m),

1.67 (m)
1.13(m),
1.93 (m)

3.45 (br.
s)

0.84 (3H,

br. s)

1.02 (m),
1.99 (m)

4.46 (dd,
12/4)

1.76 (m)

0.87 (1H,
solapado),
1.50 (m)

1.23 (m),
1.41 (m)

0.79 (m)

1.09 (m),
1.70 (m)

0.93 (1H,
solapado),
1.99 (m)

1.75 (m)

5.33 (s)

1.73 (m),
1.76 (m)

1.25 (m)

1.07 (m),
1.76 (m)

0.82 (m),
1.66 (1H,
solapado)
3.23 (dd,
12/4)
0.83 (3H,
s)

1.12 (m),
1.53 (m)

3.19 (dd,
4.12)

0.79 (m)

1.42 (m),
1.49 (m)

1.18 (m),
1.41 (m)

0.81 (1H,

solapado)
1.64 (m),

1.76 (m)

1.58 (m),
1.62 (m)

1.76 (m)
5.32 (s)
1.74 (m),
1,76 (m)
1.66 (m)
1.54 (m),
2.17 (m)
1.58 (m),
1.94 (m)

3.45 (br.
s)
0.97 (3H,
s)

0.80 (1H,
solapado),
1.49 (m)
3.23 (dd,
12/4)
0.75 (1H,

solapado)

1.42 (m),
1.49 (m)

0.96 (1H,
solapado),
1.81 (m)
0.81 (1H,

solapado)

1.58 (m),
1.94 (m)

1.65 (m),
1.76 (m)

1.71 (1H,

solapado)

5.32 (s)

1.74 (m),
1.78 (m)

1.41 (m)
0,79 (1H,
solapado),
1.49 (m)

0.91 (m),
1.97 (m)

3.19 (dd,
12/4)
0.96 (3H,
s)

1.72 (m),
2.17 (m)

3.27 (dd,
12/4)
0.90 (1H,

solapado)

1.39 (m),
1.49 (m)

1.05 (1H,
solapado),
1.37 (m)
0.76 (1H,
solapado)
1.11 (1H,
solapado),
1.66 (m)

1.67 (m),
1.77 (m)

1.71 (m)

5.33 (s)

1.72 (m),
1.75 (m)

1.20 (m)
1.15 (1H,
solapado),
1.87 (m)

1.64 (m),
2.04 (m)

3.22 (dd,
12/4)
1,12 (3H,
s)

0.96 (1H,
solapado),
1.68 (m)
3.41 (dd.
12/4)
0.84 (1H,

solapado)

1.21 (m),
1.60 (m)

1.11 (1H,
solapado),
1.42 (m)
0.79 (1H,

solapado)

1.64 (m),
1.73 (m)

1.23 (1H,
solapado),
2.01 (m)

1.87 (m)

5.32 (s)

1.86 (m),
1.91 (m)

1.70 (m)

1.43 (m),
1.58 (m)

1.22 (1H,
solapado),
1.93 (m)
3.45 (br.
s)
1.22 (3H,
s)

1.75 (m),
1.97 (m)

3.24 (dd,
12/4)
0.91 (1H,

solapado)

1.45 (m),
1.58 (m)

1.13 (m),
1.42 (m)

0.78 (1H,

solapado)

1.65 (m),
1.71 (m)

1.65 (m),
2.00 (m)

1.70 (m)

5.32 (br.
s)

1.85 (m),
2.12 (m)

1.71 (m)

1.31 (m),
1.71 (m)

1.58 (m),
1.65 (m)

3.46 (br.
s)
1.03 (3H,
s)

1.69 (m),
1.74 (m)

4.72 (dd,
12/4)
0.77 (1H,
solapado)
0.91 (1H,

solapado),

1.41 (m)

1.17 (m),
1.42 (m)

0.76 (1H,
solapado)
1.11 (1H,

solapado),

1.69 (m)
1.37 (m),
1.94 (m)

1.83 (m)

5.49 (s)

1.78 (m),
2.18 (d,
16)
1.42 (m)

1.85 (m),

1.92 (m)

1.58 (m),
1.96 (m)
3.54 (t, 8)

0.87 (3H,
s)

1.77 (m),
1.96 (m)

4.63 (dd,
12/4)
0.95 (1H,

solapado)

1.57 (m),
1.62 (m)

1.15 (m),
1.37 (m)

0.81 (1H,

solapado)

1.11 (m),
1.66 (m)

1.64 (m),
2.05 (m)

1.71 (m)

5.35 (s)

1.75 (m),
1.90 (m)

1.26 (m)
1.10 (1H,
solapado),
1.87 (m)
1.84 (m),
2.05 (1H,
solapado)
3.25 (dd,
12/4)
1.08 (3H,
s)
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0.84 (3H, 0.84 (3H,

2
br. s) S)
0.82 (3H, 0.82 (3H,
25
s) s)
0.83 (3H, 0.83 (3H,
26
s) s)

1.70 (m); 1.76 (m),
2.22 (d, 2.21 (d,

16) 12)
0.69 (3H, 0.67 (3H,
28
s) s)
0.88 (3H, 0.84 (3H,
29
s) s)
0.93 (3H, 0.96 (3H,
30
s) s)

N
1

N
O

E|l €| ©
oul ou ou

2,04 (3H, 2,04 (3H,

s) s)

0.77 (3H,
s)

0.80 (3H,
s)
0.83 (3H,
s)
1.70 (m),
2.21 (d,
16)
0.69 (3H,
s)
0.88 (3H,
s)
0.93 (3H,
s)

4.12 (d,
0.76 (3H,
9 10), 4.32
(d, 10)
0.82 (3H, 0.81 (3H,
S) S)
0.82 (3H, 0.79 (3H,
S) S)
1.70 (m), 1.76 (m),
2.20 (d, 2.19 (d,
16) 16)
0.66 (3H, 0.66 (3H,
s) s)
0.79 (3H, 0.82 (3H,
s) s)
0.97 (3H, 0.96 (3H,
s) s)
2.05 (3H,
s)

a. !H RMN medido a 400 MHz en CRCI
b. H RMNmedido a 400 MHz en €DsN

3.33(d,
10), 4.18
(d, 10)
0.74 (3H,
s)
0.80 (3H,
s)
1.74 (m),
2.20(d,
16)
0.68 (3H,
S)
0.88 (3H,
S)
0.82 (3H,

s)

Tabla 3-3. Datos det3CRMN para los compuestos S1 #8

Posiciones Sla

37.91
24.46
81.33
38.72
56.27
19.24
45.49
38.35
63.22
38.55

S
38.15
27.93
81.09
37.38
56.06
19.03
45.25
37.39
62.95
38.15

S&
38.52
27.89
79.18
39.30
56.07
19.23
45.51
37.77
63.25
38.94

S4a
39.04
28.10
79.28
39.43
56.14
19.35
45.57
36.56
63.26
38.62

SH
38.14
27.51
79.20
42.53
56.61
19.52
45.38
39.02
62.93
37.27

S&
37.60
28.13
80.88
43.12
56.51
19.13
45.44
38.04
63.04
38.55

4.04 (d,
12),4.31
(d, 12)
0.79 (3H,
s)
0.82 (3H,
s)
1.76 (m),
2.19 (d,
16)
0.66 (3H,
s)
0.93 (3H,
s)
0.96 (3H,
s)
2.57 (t, 8)
2.82 (t,8)
6.69 (s)

0.92 (3H,
s)

0.81 (3H,
s)
0.92 (3H,
s)
1.89 (m),
2.33(d,
16)
0.81 (3H,
s)
1.13 (3H,
s)
1.21 (3H,
s)
2.83 (t, 8)
3.10 (t, 8)
7.30 ()

6.75(d, 8) 7.26(d, 8)
6.57 (d, 8) 6.88(d,8)

AOGOU
S7a
38.87
27.59
79.35
42.41
56.46
19.32
45.15
37.06
62.72
37.95

3.39 (d,
12), 4.16
(d, 12)
0.79 (3H,
s)
0.83 (3H,
s)
1.76 (m),
2.22 (d,
16)
0.69 (3H,
S)
0.85 (3H,
s)
0.98 (3H,
S)

2.10 (3H,
S)

Al bpbi

S& S®

38.14  38.27
28.42  29.65
80.36 82.90
37.91 42.62
55.17 56.57
18.79 19.14
45.00 45.09
37.73 37.08
62.38 62.63
37.99 37.82
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p=)
u| Ou
1

(@)
F|l el €| =
Ou Qu| Ou

11 25.89
12 27.65
13 57.31
14 138.92
15 122.56
6 24.30
43.85
8 36.40
31.66
20 25.63
76.70
2 37.59
2 22.25
24 28.55
25 16.27
26 20.25
2 56.62
28 13.76
2 17.03
30 28.19

N
O

C
(@]
1

CH3-CO 21.81
1H RMN medido a 400 MHz en CD(CI
1H RMN medido a 400 MHz ensDsN

a.
b.

25.50
27.49
57.42
138.40
122.49
24.31
49.75
37.39
38.54
24.09
79.43
39.13
16.05
27.81
16.82
20.06
56.23
13.67
14.87
28.34

-0 17153 171.27

21.57

25.54
27.50
57.19
138.84
122.41
24.33
43.73
36.26
31.53
25.76
76.55
37.45
28.43
15.73
16.06
20.10
56.56
13.61
22.10
28.03

25.72
27.67
57.60
138.65
122.63
24.50
49.90
37.57
27.99
37.56
79.62
39.33
28.01
15.89
16.21
20.26
56.47
13.88
15.10
28.56

25.35
27.66
57.29
138.10
122.53
24.20
49.61
36.26
37.23
27.66
79.28
38.81
22.43
65.51
16.13
19.78
55.99
13.56
14.77
27.69

171.20
21.26

25.30
27.53
57.00
138.45
122.41
24.16
43.54
36.09
31.37
25.58
76.36
37.28
22.56
64.58
16.43
19.86
56.23
13.44
21.92
27.86

25.20
27.36
57.12

25.26
27.27
57.34

25.18
27.42
57.13

137.90 138.38 137.90
122.41 122.64 122.42

24.06
43.39
35.95
31.21
27.25
76.33
37.44
22.19
65.45
15.94
19.62
55.82
13.42
21.77
27.55
173.50
36.11
30.23
132.73
115.23
143.84
142.60
115.34
120.38

24.41
49.85
36.23
37.35
24.02
78.03
39.27
27.90
16.64
15.70
19.81
56.16
13.55
15.23
28.05
172.61
36.74
30.84
132.40
116.69
147.08
145.42
116.38
119.55

24.05
49.47
36.12
37.12
23.80
79.15
38.87
22.25
63.88
16.09
19.67
55.80
13.42
14.62
27.55
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3.2 Resultados y analisis

3.2.1 Andlisis estructural de los compuestos S1 a S9

El compuestoS1 se aisl6 como un polvo blanco amorfo con rotacion optic& +7,11
0,200, CHG). Suférmula molecular se determiné como &Hs.0; y masa molecular (M) de
484,76, acorde con los datos deIRESIMS comn/z 507,3806 para el ion pseudomolecular
[M+Na]* (calculado para G:Hs2OsNam/z 507,3814), indicando siete grados de insaturacion.

El analisis por CCD en fase normal con el sistema Tol/Ac®@Bt10 y revelado con vainillina en
medio acido, mostré en una etapa avanzada de la purificacion p&8&auna mancha morada con

R= 0,49 y con respecto a otras sustancias presentes en fracciones cercanas, este compuesto

exhibié menor polaridad (Figura3-4).

Yesr .62 @t

e L ———
1] M

Figura 3-4.Placa de CCD para el compuestd, con respecto a otras fracciones durante su

purificacién avanzada

El espectro de RMNH (Figura3-5, Tabla3-c @ | OAOOOA 1T AET wO0BD@BH,O0 | ACEIT 1
CH-28), 0,82 (s, 3H, Ck25), 0,83 (s, 3H, Ck26), 0,84 (br. s, 3H, Ckt23), 0,84 (br. s, 3H,

CH-24), 0,88 (s, 3H, CE29), 0,93 (s, 3H, CH30) y 2,04 (s, 3H, CHCO), un grupo oximetino
Aug450r.s,1H Hpq U OT OACOT Al cOObPi 1 @Ei Ad&I 1T AAODI A
(dd, 1H, ¥ 12/4 Hz, H3) (Wei et al, 2018). Otras sefales que se destacan por el

2. A OAdAIn0&6MptY AT
3LaOAd Al AQgzppRi
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AAODPI AUAT EAT O AEZAEAOAT AEAT AA QOOma8H&NiyAO o1 1
112,22 (d, IHE16Hz,He¢ x @ U O1 DOT 3R (brl s, 1M Af5). Blduhos de log
metilos y protones en metilenos son diastereotopicos, y evidencian su cercania a centros

estereogénicos en la estructura dS1.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
AR5 %k REEZIZEZE ZSHSEREBIIREANSE

532
4.48
4.4

La,
S-445
4 44
—3.a5

_
(
|
-
[
|
-

101{

3.0
f1 (ppm)

Figura 3-5. Espectro RMNH del compuestoS1en CDJH

Teniendo en cuenta la diferencia clara entre los valores calculados de las constantes desde la
sefial del doble dobleteddd 4,48, la configuracion relativa es decir, la orientacion espacial

de los hidrogenos ubicados en los oximetinos de las posiciones 3 y 21, se asignd con base en
las constantes de acoplamiento( que estas sefiales tienen con respecto a sus hidrégenos
vecinales. El acoplamiento de &3 con el Hi-2 tiene una constante}12 Hz, mientras que el
acoplamiento con Hq2 tiene una constantelx4 Hz (Nguyen et al, 2015; Yanet al, 2012)
(Figura 3-6). En otro caso, si el acoplamiento fuera de.¢B con el Hx-2, tendria una constante

JF4 Hz, y si el acoplamiento fuera de &3 con H 2 seria una constante de}k3-4 Hz
(Breitmaier, 2002; Zhouet al, 2004).
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4.5 Jya=12Hz, J,, ~4 Hz

ax-eq

Figura 3-6. Sefialdd A 1 4,46, correspondiente con H-3 y modelo conformacional del anillo

A en el compuestd1con lasJvecinales de la sefial

Por otra parte, cada acoplamienteqz axy eqz eqdel He21 con los protones del metileno H

20, tiene una constante de=4 Hz. Teniendo en cuenta que las constantes son semejantes, es
posible observar esta sefial como un triplete cod= 4 Hz o como un singlete ancho,
dependiendo del ambiente quimico que tenga el pton He21 en la molécula y la resolucion

del instrumento.

En algunos estudios previos, esta sefial se ha publicado como un singlete an@ung et al,
2019; Wei et al, 2018), oen otros casosomo un triplete conJ3 Hz(Zhou et al, 2003). Por
otra parte, si H21 fuera axial, las constantes de acoplamiensxz axy eqz axserianJ=12 Hz
y F4 Hz, respectivamente, y se mostrarian cono utd (Liu et al, 2019; Wei et al, 2018) Para

este compuesto, la sefial corresponde con un singlete anchpxe8,45 (Figura3-7).

2

T

|

II

|

S L
T R
z Me Me
, .
1.5 Jeq_eq:3—4 Hz; Jax_eq:4 Hz

Figura 3-7. Sefalbr. sA 3,45, correspondiente con k21 y modelo conformacional de
silla del anillo E deS1
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%l AT Al A GA22ApmAHDLR7) ds caracteristico de todos los serratenos y corresponde
con uno de los hidrogenos diastereotopicos del metileno k27, los cuales s acoplan
geminalmente conJ16 Hz. Dado que estos protones son alilicos, se acoplan ademas a larga
distancia con H13 y H15 conJ= 172 Hz; a pesar de que su efecto en el desdoblamiento a 400
MHz es imperceptible, ocasionan el ensanchamiento del dobleté4a7. Asi mismo, su sistema

de acoplamiento AB establece que estos protones no son magnéticamente equivalentes,

porque que estan vecinos al carbono quiral-8 (Setoet al, 1988) (Figura 3-8).

Carbono quiral

2.2 Jem=16 Hz

Figura 3-8. Sefald A 2,22 de un protdn diastereotopico en el sistema de acoplamiento

geminal deHa-27 con HB27, y conformero del anillo C d&1

El espectro de RMN APRC (Figura3-9, Tabla3-3), muestra un grupo C=0 de éster carboxilico
AT c1y153 (CH#/ Qh ¢ AAOAT 1 §138,92 (CA4Ep 12E561(GA5), R grupos

I @EI AOEH1B3 (@3) y 76,70 (G21), 4 metinos adicionales en ©® ¢56,27), Gw 4 )
63,22), Gp 0 cp71B1) y Cp X c43)85), 10 metilenos en & x c$662), Cp ¢37,91), G2

j 424,46), Go §19.,24), GXx d49.49), Gp p c25)89), Gp ¢ c27365), Gp ¢ c24)30), G

p w cPLP6)y G 11 c25P3), 8 metilos (CH)en CGg 0 c2225), G T c28H5),CGC U ci )
16,27), G¢ @ c20325), Gg Y ¢ 13376), Gg w c17y03) y Go 1 ¢28)19), ademas del metilo
del grupo aciloxiCHs# / c21)81), y 5 carbonos cuaternarios mas de cicloalcanosX) en G4

} 338,72), GU 43§,35), Gp T c38p5), Gp Y c3610) y GG ¢ c373H9).

El experimento bidimensional HMQC permitié asignar los hidrégenos a sus respectivos
carbonos, mientras el HMBC permitié correlacionar las sefiales de hidrégenos con cada
carbono en las distintas subestructuras d&1, asi como diferenciar los oximetinos en-Gy G

21, cuyo ambiente quimico es aparentemente similar. Una diferencia en las correlaciones de
170 1T@EI AGETT O AT 1 A0 OOAOT EAAAAO ApAl EAAO
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metilos CH-¢ U 19,8 N:16,27)y CH-¢ W 1Tt h @ «1876). Teniendo en cuenta que el GH
28 esta espacialmente opuesto al grupgOH del 21 (son grupos ertrans), se encuentra mas
protegido. Por su parte, CEKH25 esta del mismo lado del grupeOAc del €3 (son grupos ercis),

y el efecto desprotector del grupo aciloxi desplaza su sefial a campo més bajo (FigufdR

mmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmm

NNNNNNNNNNNNNNNNNN
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17153
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122 56
8133
7780
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Figura 3-9. EspectroRMNAPT13Cdel compuestoSlen CDJG

Figura 3-10. Modelo conformacional para los anillos Ay E, donde se evidencia mayor
distanciamiento espacial entre etOH del G21 y el CH-28, encomparacion con el Ckt25 y el

grupo -OAc en €3 (linea naranja)
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Esta diferencia entre los oximetinos @ y G21 estéd soportada con base en los protones del
metilo Hs-28, los cuales se correlacionaron por HMBC con los carbonos ep©® wp h o N )
57,31)yGp X up h ¢ ©#4B,85) a tres enlaces. Ademas, se confirmaron los valores par@T

i ao h T ¢76)70), y para los protones de los metilos# w wft h Y703y H-0 1T 1 $,93;

1c 28,19), por su correlacion con los carbonos -C7 y con el hidroximetino G21,

respectivamente en el anillo E (Figur&-11).

Figura 3-11. Fragmento del HMBC donde se muestra la correlacion de-BB con los
carbonos G13y G17,y de H29 y H30 con G17 y con G21

H-16, C-15
H-16, C-14

Figura 3-12. Fragmento del HMBC donde se muestra la correlaciéon de3ton el CHCO del
grupo acetilo (anillo A), y de H16 con G14 y G15 (anillo D).
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Para el anillo A, el protéon Ho {j11h T ¢BM,33) correlaciond con los carbonos de los metilos
Cc o with wa2m25), G¢ T with Ya2B,55), y con el carbono carbonilico del grupo acilo
{ 3171,53), lo que confirma la presencia de esta subunidad del grupo acet{®OCHconectada

al oxigeno del oximetiro G3 (Figura 3-12).

Asi, las primeras dos subestructuras identificadas son los anillos Ay E, los cuales presentan un
grupo -OAcen G3 cuyo desplazamiento quimico y tipo de sefial proténica concuerda con la
EOI T AOp A [ hOHUen @1 de@&plddmiento quimico y tipo de sefial proténica
conocidos para la misma isomeria. Por HMBC, también se confirmaron las correlaciones entre
H-3conGp +ph mwh c3I¥PWWAT 1iph ¢ ¢ h cPHAG) asijcomo entre K21 con G
pwHPpRUPH cFIBE) XAINGS T wp h p o h c26/63) @demas de la de los protones
Hs-30 con Gp X wp h ¢ b43,85) (Figura 3-13). Mediante CO% se asignaron las sefiales
proténicas para H-2 y H-1, con base en £8, asi como de K19 y H-20, con respecto a F21.

Las posiciones restantes de estos dos anillos se asignaron continuando el analisis de las
correlaciones bidimensionales observadas erada caso, y también mediante comparacion con

los datos espectroscdpicos publicado@nubushi et al, 1971; Liu et al, 2019).

HsC  CHj

(0,69;13,76)

Figura 3-13. Correlaciones del COSY y HMBC més destacadas en las subestructuras de los

anillos Ay E del compuest&1

Los anillos C y D fueron las siguientes subestructuras elucidadas por correlaciones HMBC,
partiendo de los protones diastereotopicos mas caracterisiis de los serratenos, H27, y del
proton vinilico H-15. Para el H-27, se confirmd su correlacion con el carbono-C3, los
carbonos del metilo G¢ @ w it Y 620,25) y el olefinico Gp T ¢ 138,92). El protéon H13
correlaciond con los carbonos de los nigenos Gp p up h p o h c26BYPYEp ) + 9,83,

p h 1 @2N65)y H-26 correlaciono con el carbono @y con G9 (Figura 3-14).
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Figura 3-14. Correlaciones del COSYWMBC mas sobresalientes en las subestructuras de los

anillos C y D del compuest&1

ElprotonHpuv OA EAAT OE £E A hicAWRESE), yadrreléciordd por EQSY con
Ho-p @ w1,41, 1,75), y en secuencia con-pl 0 + 1,83) y H-¢ x w 1,70, 2,22) (Figura3-14).
Con la mayoria ddas sefialesasignadas, se construy0 la subestructura del anillo B, cuye™
correlacion6é por HMBC con los carbonos de los metilenosqC +{pih T Th ¢ 0R4) wGQ7 1
i ap h p wh c46/49).MBdiapte COSY, se asignaron las sefiales protonicas ¢& H partir

de H9 por acoplamientos consecutivos, asi como de48 con base en Fb. Como la mayoria de
las sefialesa campo alto estan solapadas, sus asignacioneserbn confirmadas por
comparacion con los datos publicados previamente para compuestos de estructura similar
(Setoet al, 1988) (Figura 3-15).

25 R3 26
H,C CH,

R
1
R4
(0,87;56,27) |5 (1,19,1,41;45,49)
R5 H

Figura 3-15. Correlaciones del COSY y HMBC sobresalientes en la subestructura del anillo B

del compuestoS1

La unién de las subestructuras anteriores dio como resultado un triterpeno pentaciclico con
un anillo C formado por 7 atomos de carbono, con una hidroxilaciém el carbono 21 { -OH)
U OT A AAAOEI AAE &dAc).Aéniedtld en Bubrdaiylielld estractuja presenta una

insaturacion en las posiciones 14 y 15, se clasifica dentro del grupo de Beratenos,y fue
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nombrado A A A O A O I-hidéseratplp-en-o Filo, también conocido como acetato de 21
episerratenediol-3-ilo o phlegmanol C (Figura 3-16) (Inubushi et al, 1971; Lianget al,, 2019).

Figura 3-16. Estructura quimica de cufias y lineas y modelo molecular de esqueleto del

compuestoSl, llamado phlegmanol C

El compuestoS2 se aislé como un polvo blanco amorfo con rotacién 6pticd  +13,84 (c
0,200, CHG). Suférmula molecular se determiné como &Hs.0; (M= 484,76), acorde con los
datos de HRESIMS comm/z 507,3809 del ion pseudomolecular[M+Na]* (calculado para
Gs2Hs2,OsNam/z 507,3814), indicando siete grados de insaturacion. Su andlisis por CCD en fase
normal con el sistema Tol/AcOEt 90:10 y revelado con vainillina en medio acido, mostr6 para

S2una mancha morada cof=0,31 y exhibié mayor polaridad respecto &1 (Figura 3-17).

= o

R= 0314—:@. «

!
&
§
| & \

I‘i 59 i 2 L o

g

Figura 3-17. Placa de CCD para el compuesH con respecto a otras fracciones relacionadas

El espectro de RMNH (Figura 318, Tabla3¢ @ | OAOOOA 1T AETH0BDEBH, O 1 AGEIT |
CH:-28), 0,82 (s, 3H, CH25), 0,83 (s, 3H, Ck26), 0,83 (s, 3H, Ck23), 0,84 (s, 3H, CH24),
0,84 (s, 3H, CE29), 0,96 (s, 3H, Ck30) y 2,04 (s, 3H, CHCO), un grupo oximetinoA 3,23
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(dd, 1H, X 12/4Hz,H¢c p Qh AOUT EEAOe&CAl T AOOU Al bi OEAEE&I]
AAAOE InA46i(dd,AHJ} 12/4Hz,Ho Qh AQOUI EEAO&CATT AMeU AT A&
et al, 2018), un grupo metileno caracteristico de 0© A OO A O A1, 76 (n, H, Hac x Qv U

2,21 (d, 1HJF 12 Hz, Hbe x Q h U O DQbgsgdr. s iH, BusmpT EAT A

el 2503 HaAA A8 83 328 OB ﬂ%ﬂaﬂ:%%%@%% 280
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Figura 3-18. Espectro RMNH del compuestoS2 en CDJ

En este compuesto se evidencié que la configuracion espacial del prot6+8lés igual a la del
compuestoS1, por lo que se puede inferir que la isomeria del grup®Acenel@ AO 8 071 O
otra parte, el protén H21 estd en posicion axial y su acoplamientoon H.-20 tiene una

constante J=4 Hz, mientras que su acoplamiento con ({20 tiene una constante312 Hz

(Nguyen et al, 2015; Yanet al, 2012). La diferencia entre las constantes se muestra en el

espectro como un doble dobleteddd /3,23 (Figura3-19).

El cambio de posicién en el plano para el proton-Bi1, cambia la configuracion detOH con
respecto al phlegmanol C. Lo anterior permite inferir que la isomeria del grupo hidroxilo en el

compuesto S2 A O s 8efigle restantes del espectro RMNH son similares a las que se
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evidenciaron enS1, excepto por los valores de las sefiales mas proximas alkb en esta

medida, cada posicién ei$2se asigné de forma similar &1

RZ
Me Me
3.2 Joa=12 HZ; 3y (=4 Hz

Figura 3-19. Sefialdd A 1 3,23, correspondiente con k-21 y modelo conformacional del
anillo E deS2
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Figura 3-20. EspectroRMNAPT13Cdel compuestoS2 en CDJH

El espectro de RMN APBC (Figura 320, Tabla3c qh | OAOOOA Od171QDOH- |
#/ Qh ¢ AAOAT 1dJ133,40 (CAVEN22RA(GIB), Agrupos oximetino a) ¢ 81,09

#E/

Al
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(C-3) y 79,43 (G21), 4 metinos adicionales en @ ¢58,06), Gw ¢63,95),CGp 0 cH7¥2)y
Cp X c49)75), 10 metilenos, entre los que esta el detCx cA6,2B, 8 metilos (CH-), entre
1160 NOA OA Al AOAT OOA Ad2197)AGEartionodickdterngiosd®| AAE] |

alifaticos ademas de uno mas en el carbonilo del grupo acetilo y del olefinico.

El espectro APT del compuest&2, no muestra diferencias significativas con respecto al APT

del compuestoS1h AGAADOT DI 38,94 £CO wQAI4R (GA © qA49,75(C17),

las cuales cambian por la posicion ecuatorial del grup®H en el anillo E y por el efecto gamma

(r @enerado por el metilo Ck30 sobre C17 o sobre G19. La polarizacion en el espacio del

enlacer -CH en la configuracion relativaisdel -OH con respecto aCH-30 por efecto del-OH

axial para el phlegmanol CY1) (ver conformero de la izquierda, Figura3-21C), hace que se

protejan los carbonos €21, G17 y G19. Por su parte, elOH ecuatorial erS2CAT AOA d AUT O
para G21, G17 y G19, puesto que esta en posiciétrans con respecto aCH-30. El CH-29 se

AT AGAT OOA Adconbdsgeé&iddfiicip hr DT O 11 AOAT 11 CATAOA «
Al I BPAOAAES&T AT T dehCHA3D.IEZEEr§zGn@AUNE pFitherarexplicacion de la

AE EAOAT A&dAl Gi7/en lbsid6s compuestos, tomando como referencia el metilo £H

30.

Las sefiales de carbono par82 son practicamente las mismas que presental, por lo que su
asignacion con respecto a la estructura del phlegmanol G1) es semejante, excepto por
aquellas mas cercanas al centro quiral-€1, cuya configuracién relativa est invertida con
relacion a la del phlegmanol C en este centro quiréZhou et al, 2004; Breitmaier, 2002)
(Figura 3-21).
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Figura 3-21. A. Superposicién de los espectroRMNAPT3Cdel phlegmanol CS1(rojo) y del

compuestoS2 (negro), evidenciando el desplazamiento a campo bajo de algunas sefales

como G17, G19y G21 enS2, de forma comparativaB. Proyecciones Newman de efectasy,

Y rani. deS2en el conformero de la derecha mostrado en C.Modelos conformacionales de

silla del anillo E del phlegmanol C (S1) y del compues&? con los)cpara G21, G19y G17
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Estos datos espectroscépicos permiten deducir que el compuest2 es un epimero en 1
del phlegmanol C el cual, desde luego, clfisd dentro del grupo de losserratenosy se puede
nombrar acetato de 21 -hidroxiserrat-14-en-o filo, un compuesto previamente conocido
como acetato de serratenedieB-ilo, o sencillamente comoacetato de 3-serratenediol ,

acorde con investigaciones pblicadas (Figura3-22) (Inubushi et al,, 1971).

Figura 3-22. Estructura quimica y modelo molecular del compuest82: acetato de 3

serratenediol

El compuestoS3 se aislé como un polvo blanco amorfo; no se obtuvieron sus datos de rotacion
optica ni HRESIMS debido a la disponibilidad insuficiente de muestra luego del andlisis de
RMN vy bioactividad, pero se compararon sus espectros de RMN y 13C con los datos
publicados en la literatura para comprobar su identidad Asi, suférmula molecular fue
propuesta como GoHs0O,, de masa molecular 442,73 g/mol, y con la probabilidad de seis
grados de insaturacion. Su analisis por CCD en fase normal con stesha Tol/AcOEt 80:20 y
revelado con vainillina en medio acido, mostré par&3una mancha morada coi=0,34, entre

otros compuestos de fracciones cercanas y de polaridad diferente (Figu8e23).

Figura 3-23. Placa de CCD para el compues#, enriquecido en una fraccién cromatografica

durante su purificaciéon
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El espectro de RMNH (Figura 324, Tabla3¢ @ | OAOOOA OEAOGLN6TLEOEGHT O |1 AOGEI |
CH-28), 0,77 (s, 3H, CH24), 0,80 (s, 3H, CH25), 0,83 (s, 3H, CH26), 0,88 (s, 3H, CH29),

0,93 (s, 3H, CH30),0,97 (s, 3H,CHc o Qh O1 CcOODPI BRAWIsABHADET T A
AOUI EEAO&CATT AOOU A1l bDi OEAE&T AAOAID@EAT 1 AAI
1H,E 12/4Hz, Ho dh AOUI EEAO& CAT 1T A QMeletah RO19EUMYtupo ABEAT 1

i AGET ATT AAOAAOAODp OLEA (M, WAHa] ¥ @n 20R(D AAI B6IHE, O A

Hb-¢ x Qh U O1 Dei3D@IH a6l pil EAT A
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Figura 3-24. Espectro RMNH del compuestoS3 en CDJ

Acorde con las sefales protdnicas de los hidrogenos3(y) y H-21 (J), se puede inferir que
los grupos-OH enesta®D1 OEAET T AO OEAT AT 1 OEAT OAAE&lT 8 , A0 AA
del phlegmanol C §1), con cambios pequefios en los desplazamientos de algunos protones

cercanos al grupo hidroxilo en el € de S3, por lo que su asignacion fue muy parecida.

Elespectro de RMN AP13C(Figura3-25, Tabla3-c Qh | OAOOOA ¢ AAMBBA 1 O 11 AAp]
(C14) y 12241 (Gpuv dh ¢ COODPI @ 7911® E&B)AGE,5H51 (G218, 41metinos
adicionales en @ ¢5§,07), Gw ¢63,25), Cp 0 c$7)19) y Cp X c43373), 10 metilenos,
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entre los que esta el del € x cA6,5p, 7 metilos (CH-) y 5 carbonos cuaternarios {G-) mas
alquilicos.
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Figura 3-25. EspectroRMNAPT3Cdel compuestoS3en CDCG

Figura 3-26. Estructura quimica y modelo molecular del compuest&83, que corresponde al

21-epi-serratenediol

El compuestoS3 presenta un espectro RMN APBC muy similar al phlegmanol C1), salvo
por la ausencia de las sefiales sobyep X m D 41 pgih, cprrespondientes al grupo acetilo,

y con pequefias diferencias en los carbonilos del anillo A, en concordancia con la presa del
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grupo hidroxilo libre en G3. Las sefiales restantes son similares. Acorde con las publicaciones
de Setoet al. (1988) y Liu et al. (2019), el compuesto S3 se conoce comoo 21y -

dihidroxiserrat-14-enoo 21-epi-serratenediol (Figura 3-26).

El compuesto $4 se aislé como un polvo blanco amorfo con rotacion 6pticd +29,69 (C
0,083, CHC)). Suférmula molecular se determiné como &HsoO; y su masa molecular 442,73,
acorde con los datos dHRESIMS com/z 465,3703 para el ionpseudomolecular [M+Na]*
(calculado para GoHsoO:Nam/z 465,3709), indicando seis grados de insaturacién. Su analisis
por CCD en fase reversa REB con MeOH 100% vy revelado con vainillina en medio &cido,
mostré paraS4una mancha morada cof=0,49, y demenor polaridad con relacion a algunas

fracciones cromatograficas precedentes (Figura-27).

+— R= 049

Figura 3-27. Placa de CCD para el compues#d, seleccionado por su grado de pureza

cromatogréfico en fase reversa

El espectro de RMNH (Figura 328, Tabla3¢c @ | OAOOO0OA OEAGHG&EOEHT O | AGEIT |
CH:-28), 0,76 (s, 3H, CH24), 0,79 (s, 3H, CH29), 0,82 (s, 6H, CH25 y CH-26), 0,96 (s, 3H,

CH-23),0,97 (s, 3H,CHomtqh O1 CcO0OPI BAEAGOD GEH 12/ B4, H21)A

AOGUT EEAO&CATiT AOOU Al bpi OEAE&T AxB&H 1HE AAT 1 qh ¢
12/4Hz,Ho qQh AOUI EEAO&CAT T A@éeraldi8)mh @ipdmellan& AT | 1 AAT
AAOAAOAOp OOEAT &0 (m] 16, Ha&AQDD A P0Ad, iHD= 14 Hz, HB27), vy

01 DOI 081 5BASEPH, AT A

Conforme con las sefiales de los hidrégenos3H(1) y H-21 (r ), se puede deducir que el grupo
-OHencs AOn@Gcpu RO 18 , A0 AAI UO OAd AepiRedratedddiol OET E1 AOA
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(S3), con algunas diferencias en los protones méas cercanos e influenciados por el cambio de

configuracion relativa del hidroximetino G21.
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Figura 3-28. Espectro RMNH del compuestos4 en CDJ

El espectro de RMN APPRC (Figura3-29, Tabla3-c qh | OAOOOA ¢ AAMBRES | O
(C14) y 12263 (Gpu qh ¢ COODPI @ 7912® E&B)A(rE,621 (G218, 4 metinos
adicionales en @ ¢5§,14), Gw ¢63,26), Gp 0 c$7160) y Cp X c49;90), 10 metilenos,
entre ellos el del G X ¢A6,4Y, 7 metilos (CH-) y 5 carbonos cuaternarios {G), ademas del
olefinico (G14).

El compuestoS4 muestra un espectro RMN APBC muy similar al 2%epi-serratenediol (S3)
salvo por las sefiales de los carbonos del anillo E, las cuales evidencian la inversién en la
configuracion relativa del oximetino C21. Las sefiales de carbono restantes son similard3e
acuerdo con las publicaciones d8etoet al.(1988) y Liu et al.(2019), el compuesto4 se llama

o F21) -dihidroxiserrat-14-eno, comunmente reconocido comaerratenediol (Figura 3-30).

1A
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Figura 3-29. EspectroRMNAPT13Cdel compuesto4 en CDJH

Figura 3-30. Estructura quimica y modelo molecular del compuest&4, conocido como

serratenediol

El compuestoS6 se aislé como un polvo blanco amorfo con rotacién 6pticd  +21,36 (c
0,267, CHG). Suférmula molecular se determiné como &HsoO; (M=458,73), en concordancia
con los datos deHRESIMS den/z 481,3650 para el ion pseudomoleculafM+Na]* (calculado
para GoHsoOsNam/z 481,3658), indicando seis grados de insaturacién. Su andlisis por CCD en
fase normal con EdP/MeCO 7:3 y revelado con ¥$Q al 10% en etanol al 96%, mostr6 para

S6una mancha morada cofir=0,35 (Figura3-31).
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¥ 500000-]
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] 423136163
1000004 381. 2074 3 A5GE3389
202.17999
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Figura 3-31.Placa de CCD comparativa y espectro HREIMS para el compu&tadonde se

destaca el ion pseudomolecular [M+Na]
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Figura 3-32. Espectro RMNH del compuestoS6 en CDJ

El espectro de RMNH (Figura 332, Tabla3¢ @ | OAOOOA OAEGOEBDI O | AOE
CH-28), 0,74 (s, 3H, CH25), 0,80 (s, 3H, Ck26), 0,82 (s, 3H, Ck30), 0,88 (s, 3H, Ck29),
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1,22 (s,3H,Clic cqh O1 COObI BERAKIsABA,HAL &ijolhidrdgenp esta

Al pi OEAE&T AAOAOI OEAI {1 ABRML (AdAIM,FQ2/4 HZ®HAPT EEAOI GE
AOUT EEAO&CATT AOOWWH étal.,£018)] uAgrub@nieildno gropidde los |
OAOOAOAI74 (@, 1A, Hac x Qn2\20 (¢, 1H,E 16 Hz, HB27), un grupo hidroximetileno

AAEAETH3A3 (d, AH,J4 10 Hz, Hag T Q 1 4/18 {d, 1H,J= 10 Hz, HB24), y un proton

i1 AZEp LWE3RI(s, 14, H15).

A diferencia del 2Z%episerratenediol (S3), este compuesto pesenta un grupo hidroxilo
adicional en la posicion €4 de la estructura, debido al desplazamiento caracteristico de los
protones diastereotdpicos de un hidroximetileno {CHOH). En el HMBC se confirmé este
grupo, mediante las correlaciones entre Hig T +#,38) y GG 0 c22356) y entre Haq T wj )
3,33)y Go  §80,88). Los hidrédgenos del metilo CHc o h A A O b Iy A22 Ack éfadto del
grupo -OH en @24, correlacionaron con &  ¢43,12), Gu §56,51),Cc 1 c64p8)yCo 4 )
80,88), corroborando también etCHOH en la posicion 24 de la estructura (Figur:33). Como

es evidente, por el COSY no se observaron los acoplamientos en secuencia de los protones en
G240 G23 con el H3 0 el Hb5.

Figura 3-33. Fragmento del HMBC donde se muestra la correlacion de-B3 con los
carbonos G4, G5, G24 y G3 enS6, asi como otras de las correlaciones en comun con el

compuesto S3.
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El compuestoS6 muestra un espectro RMN APPRC similar al21-episerratenediol (S3), salvo
por el carbono de)c 64,58, correspondiente corel grupo -CHOH en €24, cuyas sefales se

asignaron con los experimentos HMQC y HMBC. Las sefiales restantes son simila&X a
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Figura 3-34. EspectroRMNAPT13Cdel compuestoS6 en CDG

Acorde con las publicaciones dé&suda & Hatanaka1969), Tsudaet al, (1974) y Lianget al.
(2019), el compuestoS6 se conoce coma F21f -24-tri hidroxiserrat-14-eno o simplemente
21-episerratriol (Figura 3-35). Aun cuando este compuesto es conocido, sus espectros de
RMN H, RMN13C, COSY, HMQC, HMBC, HRESIMS y valor de rotacion éptica, no se habian
publicado previamente, por lo que este trabajo aporta por primera vez esa serie de datos

espectroscopicos para la molécul&6.
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Figura 3-35. Estructura quimica y modelo molecular tridimensional del compuest&g,

nombrado 21-episerratriol

El compuestoSh se aislé como un polvo blanco amorfo con rotacion opticd  +25,61 (c
0,083, CHC)). Suférmula molecular se determiné como &Hs,O, (M= 500,76), acorde con los
datos deHRESIMS com/z 523,3753 para el ion pseudomoleculafM + Na} (calculado para
GsoHs,OuNam/z 523,3763), indicando siete grados de insaturacion. Su andlisis por CCD en fase
normal con el sistema Tol/AcOEt 80:20 y reveldo con vainillina en medio acido, mostré para
S5una mancha morada cofR= 0,48 en una fraccién cromatografica durante su purificacién y

exhibi6 polaridad intermedia para este compuesta (Figura@-36).

[M+Na] + 52337530

-~ 700000
600000
500000
524 37795
400000

300000

‘ 200000 539.34930

304.25997

100000

100 200 300 400 500 600

Figura 3-36. Placa de CCD resaltando una mancha con relacién a otras fracciones y espectro

HREIMS para el compuest85, donde se destaca el ion pseudomolecular [M+Na]

El espectro de RMNH (Figura 3-37, Tabla 32), en concordancia con el experimento COSY,
i OAOOOA OEAOA ,¢abGEH,CKHA8AXNA (s,i3H, £H2p), 0,81 (s, 3H, CH25),
0,82 (s, 3H, CkK29), 0,96 (s, 3H, C¥30), 1,12 (s, 3H, CkH23) y 2,05 (s, 3H, CHCQ), un grupo
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EEAOI @E & Z2HA,[1HJA 1244 Hz, H-21), cuyo hidrogeno esta en posicion axial (lado

raqh O1 CcOOPI EE2R @d, erEH 18/@ B2 H-3), Auyojhidrégeno esta en forma

AGEAIT {Weikthal, 2018j] un grupo metileno casAAOA Op OOEAT AAs1rd O OAOC
(m, 1H, Hag x Qw19 (d, 1H,E 16 Hz, HB27), un grupo oximetileno desplazado a campo

i U0 AABIL2 (A 1HJF 10 Hz, Hag T q s 4)32 (d, 1H,F 10 Hz, Hb24), y un proton

1T AZEp WE3R s, 14, H15).

mmmmm
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Figura 3-37. Espectro RMNH del compuestoSs en CDJ

La correlacion por HMBC de £H23 con G5 (1¢56,61), G¢ T c$5p1)y Go ¢79,20), y de H-
24 con G23 (1c22,43), Gt  §43,53),G5, Goh U AT 1 Ad1712®) (pdrhifieton 1§ )

corroborar que el metileno en €24 esté unido a un grupo acetiloxi. (Figur8-38).
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Figura 3-38. Fragmentos del HMBC donde sauestran algunas correlaciones y se destacan
las de H-23 0 H-24 con G3, G4, G5 y QCOCH, respectivamente

Con base en las correlacioneanteriores, se establece la subestructura del anillo A con un

grupo acetiloxi en G24yun grupo-OHencGs AT 1 EOI T AOpA 8 01 O 1 O0A
del anillo E indica que H21 se encuentra el posicion axial, por lo que el grup®H presenta

isomeOp A | 3F3YECOOA

25
CH3 (0,81;16,13) (1,64,2,04;

(0,98, 1,84;

(1,72,2,17;
27,51)

(3.27;79,20)

HO

J 24 23
(1,12;22,43)
(171,20)

(2,05; 21,26) e)

(0,66; 13,56)

Figura 3-39. Subestructuras de los anillos A y E del compues8, incluyendo los valores de
1 AA 1RyAPTIC
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La configuracion relativa 31 -OH y 2] -OH, permite establecer qu&5es un derivado natural
del serratenediol (S4), sustituido en G24 con un grupo acetiloxiEl espectro de RMN APRC
(Figura3-40, Tabla3-c Qh | OAOOOA Odp xphGedh #E /A AAAJIBS1O
(C14) y 12253 (Gpuv qh ¢ COOPI @ 7912® E&B)A/(rE,281 (G218, 41metinos
adicionales en @ ¢5,61), Cw ¢623,93), Gp 0 c$7329) y Cp X c49¥%1), 11 metilenos,
entre los que esta el del € X cA5,9pyeldel G T A5,5(1, 7 metilos (CH-) y 5 carbonos
cuaternarios (-G) cicloalquilicos, ademas del carbonilico y del clicloalquenilico.

171,20
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12253
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—a951
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Figura 3-40. EspectroRMNAPT13Cdel compuestoSs en CDJG

Como derivado natural del serratenediol $4), la asignacién de sefiales por HMQC y de sus

10
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correlaciones por COSY y HMBC, se llevé a cabo de manera similar para los anillos B, Cy D,

cuyas subestructuras son idénticas a las d&4 (Figura 3-41). Mediante NOES, se
correlacionaron los protonesH;-24 con H-25, Hq1 y Hi-6, H21 con H-30, Hy-19y H17, H

3 con H5y H6, y H15 con H13 y Hi-27. Lo anterior confirmé las isomerias de los grupos

3-1-OH y 21 -OH, asi como la isomeriaZ} del dobleA T 1 AHigura 3-42).
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pa:
O

Figura 3-41. Correlaciones claves por COSY (en negrita) y HMBC (flechas fucsia) ghra
compuestoh

H-15,H-13

H-15,H-27

. ! .

Figura 3-42. Fragmentos del NOESY donde se muestran las correlaciones dé3iH-24, H
3yH21
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Las correlaciones claves por HMBC, NOESY, y los deméas datos espectroscépicos para el
compuesto S5, permite clasificarlo como un serrateno yllamarlo 24-acetoxio f¢ p-|
dihidroxiserrat -14-eno 024-acetoxiserratenediol , un compuesto nuevo aislado por primera

vez para la familia Lycopodiaceae en este trabajo (Figuga43).

.OH

‘29

Figura 3-43. Estructura quimica y correlaciones claves NOESY en el modelo molecular de un

conformero de minima energia para €24 -acetoxiserratenediol (S5).

El compuestoS9 se aislé como un polvo blanco amorfo con rotacion 6pticd +26,94 (c
0,083, CHG). Suférmula molecular se determiné como &Hs,Os (M= 500,76), en concordancia
con los datos dHRESIMS com/z 523,3758 para el ion pseudomoleculafM+Na]* (calculado
para G:Hs;OsNam/z 523,3763), indicando siete grados de insaturacion. Su andlisis por CCD
en fase normal con el sistema EAP/MEO 70:30 y revelado con ¥5Q al 10% en etanol al 96%,
mostrd para S9 una mancha morada oscura e intensa en muy buen grado de pureza &pn

0,50 (Figura3-44).
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Figura 3-44.Placa de CCD y espectro HREIMS para el compué&®pdonde se destaca el ion
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Figura 3-45. Espectro RMNtH del compuesto9 en CDG

El espectro de RMNH (Figura 3-45, Tabla3-2), con el apoyo de las correlaciones de spin
#0,899sh3H] CBIZ8H OTA OE A O,

AROAOI ET AAAOC Al

Al AOPAAOOI

80
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r70
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25

20

ris

rio




120 Estudio quimico y de actividad citotoxica d€. cruentugLycopodiaceae)

(s, 3H, CH25), 0,83 (s, 3H, CH26), 0,85 (s, 3H, CH29), 0,98 (s, 3H, Ck30), 1,08 (s, 3H, CH

23)y 2,10 (s3H,CH-cogqh O CcOO6Pi BB 25Qddal; Ao EE, H21A cuyo

EEAO&ECATT AOOU Al bl OEAEéT A@E3Add, 1HF RAHz, #qh O1T CcO0O0O
cqh ABUI EEAOBCATIT AOOWei dfal, 288D Unigrupogniefieho j | AAT | q
AAOAAOAOD OOEAT JALK6 (inilB HE A QAR Al 1H G 128Hz,1HB27), un

COOPiI EEAOI @EIAMOE A2 Hiz, Hac Ty Qw46 (d, 1H,E 12 Hz, HB24), y

61 DO 6081 sBNSEPH, BT A

Figura 3-46. Ampliaciones del HMBC donde se muestran las correlaciones de238, H-28,

Hs-29 y H:30 con los carbonos préximos a dos o tres enlaces respectivamente

Las sefales protonicas del compuest89 se relacionan con las del 24cetoxiserratenediol
(S5); sin embargo, la correspondencia del proton desplazado a campo bajasH +{4)63) con

Al C OOBMN698% gor HMBC, permite deducir que el grupo acetilose encuentra unido

aGo AlIT EOI i AOpA 18 01 oci OOA PAIVCIOAN) 1 A0 DOAOGDHAARDT (
posicion en S5, correlacionan con & ¢82,90) y G¢ ¢ ¢ R225), mientras los H-23
correlacionan con G3, G §56,57)yGe 1 c6388)8 , AO AEZAAOAT AEAO AT 110 |

de H3 y H24 de S9 con referencia a los deS5y sus correlaciones por HMBC, indican la
presencia paraS9de un grupo hidroximetileno (CHOH) en C24. Las correlaciones restantes

son similares a las d&s5(Figuras 3-46 y 3-47).



Capitulo 3: Estudioquimico de la especié€’hlegmariurus cruentus 121

L (pm)

J203,170.08}

’* _______ a0

‘ — .
10
| |
| I
I ! :
I {3.36,42.62] 1.2¢,
1 s F
&
1 ]
|
|
I 60
]
I
I
|
|
1

1
1
I
1
.

H-3 C_S
.
4. 4.2 4.1

4.

EIS7ANGEES

3.8 3.7 3

@ e es
85

T T T T T T

6 3.5 3.4 3.3 32 31 3.0

Figura 3-47. Ampliaciones del HMBC donde se muestran las correlaciones de&k H-24

0 39
2 (ppm)

con los carbonos préximos a dos o tres enlaces respectivamente



122 Estudio quimico y de actividad citotoxica d€. cruentugLycopodiaceae)

Los experimentos de COSY y HMQC respaldan lo observado con el HMBC; por consiguiente, la
subestructura del anillo A presenta un grupo acetiloxien-8 AT 1T EOT i AOpa@H 1 U Ol ¢
en G24. Ademas, la subestructura del anillo E indica que-21l se encuentrael posicién axial,

porloque el grupo-/ ( DOAOAT OA E O3-48)AL@A poAfiguracidn &etatvIpDAC

y 21-1-OH, permite establecer que® es un isomero estructural y natural del 24

acetoxiserratenediol (S5).

25

(0,93,1 85-CH3 (0.79:16,09) (1,84,2,05;

o (1,77,1,96; .

27,65) (37.82) . 21)(3,25; 79,15)

(4,63; E p CH3
(169,89) 82,90) 0,95;56,57) oA ",), (0,98;27,55)

: Y 38,87/

H,C 0% ey R, 26, CHj

(2,10;21,42) = (0.85;14,62)
(3,19,4,16; 63,88) H3C 28 R4
o4 %H3 (0,69;13,42)
(1,08; 22,25)

Figura 3-48. Subestructuras de los anillos Ay E del compues8, exhibiendo los valores de
1 AA 1RyAPTIC
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Figura 3-49. EspectroRMN3Cdel compuestoS9 en CDJH
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El espectro de RMNSC (Figura3-49, Tabla3-c qh | OAOOOA Ot16980@eathe # E/ Al
TTO0 11 AZ£RDALIHYy 242 Gpuvdh ¢ COODIB290@R)yADET T A
(C-21), 4 metinos adicionales en @ ¢56,57), Gw {62,63), Gp 0 cHPNI3) Yy Cp X ci} )

49,47), 11 metilenos, entre los que se destacan el detCx cA5,8pyeldel & t cA3,88, 7

metilos (CH-) y 5 carbonos cuaternarios {G) en cicloalcanos fusionados. Como isémero
estructural natural del 24-acetoxiserratenediol (S5), sus correlaciones por COSY, HMQC y

HMBC se encontraron de manera similar para los anillos B, C y D, cuyas subestructuras son

semejantes entre si (Figuré-50).

Figura 3-50. Correlaciones claves por COSY (negrita) y HMBC (fucsia) paf@ompuestoS9

Mediante NOESY se correlacionaron los protonés-24 con H-25, con Hq1, con Hx-6 y con
Hax-2, H21 con H-30, con Hx-19 y con H17, H3 con H-23, con K2, y el H15 con H13, con
Heq27, con H17 y con H-26, mientras las correlaciones NOESY de28 con H21 no se
observaron y tampoco entre H3 y H-24 o0 con H-25. Lo anterior confimé la isomeria de los
grupos 3-1 -OAc y 21, -OH, asi como laisomeriazd A AT AT A4sfFigikd3i5H.AA 3

H-15, H-26 A
N

H-15,H-17

' .)

H-15,H-13 5

e !z

H-15,H-27
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Figura 3-51. Fragmento del NOESY donde se muestran las correlaciones espaciales-ds,
H>-24, H3 y H21 con otros protones

H-21
//v ‘\
, \
// \
/ 1
' H-30
Hos H-13 VY H-17 v
H-24 ,/' kol >\
- 1
H3y w_ : )
] RS h 1
1 \\\ I !
A H6 ‘\H 26 ;
XN 2
\\ ‘\‘ /,/
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v
\\~ B "
V¥.H-27.¥ H-15

Figura 3-52. Estructura quimica y correlaciones claves del NOESY en un conformero 8iel
acetil-serratriol (S9)






































































































































































































































































































