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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ACRONIMOS.

o) Desplazamiento quimico.

A Lambda.

M Micras.

AcOEt Acetato de etilo.

COsy Correlation Spectroscopy.

HETCOR Heteronuclear Correlation Spectroscopy.
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation.
HTS High-Troughput Screening.

Hz Hertz.

IR Infrarrojo.

J Constante de acoplamiento.

mg Miligramos.

mL Mililitros.

nm Nanometros.

p.f. Punto de fusion.

ppm Partes por millon.

RMN Resonancia Magnética Nuclear.

RMN de *C Resonancia Magnética Nuclear de carbono trece.
RMN de *H Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno.
TMS Tetrametilsilano.

u.v. Ultravioleta.



1. INTRODUCCION

Un rasgo caracteristico de las plantas y de otros organismos sésiles que no
pueden huir en caso de peligro o que no tienen un sistema inmune para combatir a
los patdégenos, es su capacidad para sintetizar una extensa variedad de
compuestos de bajo peso molecular llamados Metabolitos Secundarios (Wink,

2010).

Anteriormente, los metabolitos secundarios de las plantas se consideraban
sustancias de “desecho” para los vegetales carentes de una funcion fisiol6gica
definida; en la actualidad, se conoce que si bien los compuestos secundarios no
tienen una importancia para la célula productora, si pueden poseer importancia
fisiol6gica para el organismo productor como un todo, puesto que le permiten al
organismo adaptarse al medio ambiente con el fin de sobrevivir y reproducirse,
(Taiz et al., 2002). La biosintesis de los metabolitos secundarios suele restringirse
a fases especificas del desarrollo tanto del organismo como de las células
especializadas, y a periodos de estrés causados, por ejemplo, por la deficiencia de
nutrientes, factores ambientales, o el ataque de microorganismos o insectos, entre
otros (Palacios, 2002). Estos compuestos o metabolitos secundarios son una
expresion de la individualidad de las especies puesto que se encuentran solo en
organismos especificos o0 grupos de organismos, no son producidos

necesariamente bajo todas las condiciones y en la mayoria de los casos la funcion



de éstos compuestos y su beneficio para el organismo aun no son conocidos

(Waksmunzka, et al., 2010).

Asi pues, los metabolitos secundarios son el objeto de estudio de la quimica de
productos naturales. La asombrosa variabilidad estructural de estos compuestos
ha atraido la curiosidad de los quimicos y las actividades biolégicas que poseen
han inspirado a la industria farmacéutica para buscar estructuras principales en
extractos de plantas; ésta estrategia ha demostrado bastante éxito. Hasta el
advenimiento de la genética molecular, la quimica de productos naturales fue la
principal fuente de innovacion en el desarrollo de farmacos (Karlovsky, 2010). La
historia de la farmacognosia es en parte definida por la amplia gama de
compuestos biolégicamente activos de origen natural que han sido descubiertos y
caracterizados; por ejemplo el Taxol® (Figura 1) que es utilizado para el

tratamiento de varios tipos de canceres (Hanson, 2003).
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Figura 1. Taxol®



Mas del 80% de las sustancias farmacologicas involucradas en programas
para el descubrimiento de farmacos en “los viejos tiempos” (por ejemplo antes de
la llegada del cribado farmacolégico de alto rendimiento (HTS) en los afios 90 y la
era post-gendmica en el afio 2000) reportaron ser productos naturales o inspirados
por estructuras de productos naturales. Durante el periodo del afio 2000 al 2010
alrededor de 38 farmacos basados en estos productos fueron aprobados y
puestos en marcha en el mercado. Sin embargo, gran parte del potencial quimico

de las plantas sigue aun sin explorarse (Brahmachari, 2011).

A pesar de la enorme variedad de metabolitos secundarios existentes, las
rutas biosintéticas correspondientes son limitadas y distintas. Los bloques de
construccion mas importantes empleados en la biosintesis de los metabolitos
secundarios se forman a partir de tres rutas, principalmente, la del acetato-
malonato, del acetato-mevalonato y del acido shikimico (Esquema 1), generando
fenoles, prostaglandinas, lignanos, alcaloides y estereoides. Ademas de los
bloques de construccidon mencionados, otros bloques de construccién basados en
aminoacidos son frecuentemente empleados en la biosintesis de metabolitos
secundarios, entre los que destacan los péptidos, alcaloides y varios antibidticos

(Dewick, 2009).
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1.1. TERPENOS

Los terpenos o isoprenoides constituyen uno de los grupos mas grandes de
compuestos secundarios presentes en el reino vegetal y comprenden variadas y
diferentes estructuras. En las plantas, al igual que en los mamiferos, los
isoprenoides se sintetizan a partir de unidades de isopreno (Figura 2) que se
puede considerar como el isopreno activo, compuesto “hipotético” de Ruzi¢ka. De
acuerdo al numero de moléculas de isopreno incorporadas, pueden ser
clasificados en hemiterpenos (Cs) monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis),
diterpenos (Cy), triterpenos (Cao), tetraterpenos (Cao) y politerpenos como el

caucho (Osbourn et al., 2009; Azcon-Bieto et al., 2000).

>

Figura 2. Unidad de isopreno.

1.2. DITERPENOS

Los diterpenos (Cyy) son moléculas derivadas de cuatro unidades de
isopreno, pero las modificaciones durante etapas posteriores a la sintesis
producen una gran cantidad de estructuras diferentes. Se clasifican de acuerdo al

namero de anillos que presente el sistema, ademas, se forman compuestos tanto



aciclicos como policiclicos. Varios de los diterpenos tienen sistemas de anillos
adicionales que se producen en las cadenas laterales en sustituciones de éster, 0

como epoxidos u otros grupos funcionales.

De acuerdo al numero de sistemas de anillos presentes los diterpenos se
clasifican en: aciclicos (fitano), biciclicos (labdano y clerodano), triciclicos
(pimarano, isopimarano, abietano, cassanos y rosanos), tetraciclicos (kaurano,
atisiranos, beyeranos y giberelinas), pentaciclicos (traquilobanos) y macrociclicos
(cembrano, latirano, tigliano y taxano) (Figura 3) (Hoffmann, 2003; ApSimon,

1992; Maurya et al., 2012).
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Figura 3. Ejemplos de esqueletos de diterpenos.



Los diterpencassanos constituyen un grupo de compuestos que son
destacados por su actividad biolégica. El esqueleto basico de un cassano (Figura
4) es estructuralmente caracterizado como un diterpeno triciclico con la sustitucion

de un grupo etilo en la posicién C-13 y un grupo metilo en la posicién C-14.

Figura 4. Esqueleto basico de un cassano.

Dentro de la literatura se ha propuesto que el esqueleto cassano se deriva
del pimarano por la migracién del metilo del C-13 hacia el C-14 (Figura 5) (Arjun

et al., 2003).
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Figura 5. Migracion propuesta para la formacion de esqueletos cassanos a partir

del pimarano.



Un nuevo cassadieno aislado de Caesalpinia platyloba.

Hasta ahora no existe una revision exhaustiva de las estructuras y
actividades bioldgicas de las categorias de los diterpencassanos pero la variedad
de estructuras ha continuado expandiéndose con el descubrimiento de variaciones

inusuales en esqueletos bien establecidos.



2. ANTECEDENTES

Existen varios tipos de diterpencassanos que de acuerdo a su
funcionalizacion se pueden mencionar:

Diterpencassanos triciclicos como Niloticeno (1) (Eldeen et al., 2010),
tetraciclicos con anillo de furano fusionado como Caesaldekarina A (2) (Kitagawa
et al., 1994; Kitagawa et al., 1996) y tetraciclicos con butenélido fusionado como

Neocaesalpina A (3) (Li et al., 2006; Kinoshita et al., 1996).

Niloticeno (1) Caesaldekarina A (2) Neocaesalpina A (3)

R]_: a-OAc R5:H
R,= a-OAc  Rg= B-OH, a-CH;
R;= a-OH R;= a-CHs
R4:H
También han sido reportados los tipo norcassanos como la Norcaesalpinina
MA (4) (Kalauni et al.,, 2004) y norditerpen-quinona 5 (Schaller et al., 2000;

Schaller et al., 2001) (Figura 6).
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Norcaesalpinina MA (4) Norditerpen quinonas

Figura 6. Ejemplos de diterpencassanos funcionalizados.

Algunas otras funciones quimicas como aminas 6 (Tsutsui et al., 1959;
Clarke, 1971), amidas 7 (Quy et al., 2007) y lactonas como el Swartziarboreols A
(8), han sido reportadas en esqueletos de cassanos (Orphelin et al., 1996) (Figura

7).

Swartziarporeols A (8)

Figura 7. Ejemplos de cassanos funcionalizados con amidas, aminas y lactonas.
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Los diterpenos del tipo cassadieno han exhibido una amplia gama de
actividades farmacolégicas como antitumorales, antipaltdicas, anti-inflamatorias,
antivirales, antimicrobianas y antitripanosomales. Estos compuestos son por lo
tanto de interés en el contexto de diversidad estructural y sus actividades
biolégicas de amplio espectro (Maurya et al.,, 2012). Los cassadienos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. A continuacion se muestran algunos
ejemplos de cassadienos. El 63,18-diacetoxicassa-13,15-dieno (9) (Figura 8) fue
aislado de las hojas de Myrospermum frutescens el cual demostrd actividad contra

Trypanosoma cruzi (Mendoza et al., 2003).

Figura 8. Cassano 9.

Los cassadienos con anillos hemiacetalicos B de 7 miembros (Figura 9)

fueron aislados de Acacia schaffneri (Manriquez et al., 2011).
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CHO

Figura 9. Cassadienos con anillos hemiacetéalicos B de 7 miembros.

Un cassadieno oxidado con un grupo carboxilico en el metilo 19 (Figura 10)
fue aislado del duramen de Vouacapoua americana, droga cruda Amazonica

conocida como “Acapu” (Kido et al., 2003).

Figura 10. Cassadieno aislado del duramen de Vouacapoua americana.

Por otro lado de las hojas de Caesalpinia decapetala se obtuvo el

cassadieno conocido como Caesaldecan (10), el cual se encuentra funcionalizado

12



con un alfa éster en la posicion 3, un alcohol en la posicion 64y oxidado en el

metilo 18 (Figura 11)(Kiem et al., 2005).

Figura 11. Caesaldecan (10).

Los cassadienos conocidos como lonchocassano A (11), lonchocassano B
(12) y lonchocassano C (13) (Figura 12) fueron aislados de la corteza de

Lonchocarpus laxiflorus (Igoli et al., 2008).

Figura 12. Cassadienos aislados de Lonchocarpus laxiflorus.
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Kalauni et al., 2005 aislaron del extracto en cloruro de metileno de las
semillas de Caesalpinia crista el cassadieno funcionalizado con grupos hidroxilos
en las posiciones 3y 7 y que presenta ademas un dieno en las posiciones 12 y 15,
siendo éste un alqueno trisustituido conocido como Caesalpinina ML (14) (Figura

13).

Figura 13. Caesalpinina ML (14).

Maurya et al., en el 2012 llevaron a cabo una revision de los géneros en los
que se ha reportado la presencia de diterpencassanos y mencionaron los
siguientes géneros: Acacia jacquemontii, A. nilotica, Bobgunnia madagascariensis,
Bowdichia nitida, Calliandra californica, Chamecrista flexuosa, Ch. greggii, Cordyla
madagascariensis, Cylicodiscus gabunensis, Dipterix lacunifera, D. odorata,
Lonchocarpus laxiflorus, Myrospermum frutescens, Plathymenia reticulata,
Osteospermum muricatum, Swartzia arborescens, Vouacapoua americana, Yy la
planta de la familia Poaceae Oryza sativa, ademas un diterpencassano ha sido

aislado del género de los hongos Sarcodon scabrosus.
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Un nuevo cassadieno aislado de Caesalpinia platyloba.

Quimiotaxonémicamente los diterpencassanos han demostrado una
restringida distribucién en varios géneros de la familia Fabaceae, especialmente
para el género Caesalpinia como: Caeaslpinia benthamiana, C. bonduc, C.
bonducella, C. crista, C. decapetala, C. magnifoliolata, C. major, C. minax, C.
pulcherrima y C. sappan. Las especies dentro de éste género suelen ser arboles,
arbustos, sufratices o hierbas, perennes o anuales, también trepadoras lefiosas
(lianas) o herbaceas, de tallo voluble o con zarcillos y hojas bipinnadas, pinnadas,
bifolioladas; flores zigomorfas, generalmente en racimos, simples, axilares o
terminales; fruto cominmente seco y dehiscente por ambas suturas, a veces
indehiscente o con dehiscencia transversal y semillas con funiculo elongado, a

veces con arilo (Rzedowski et al., 2005).

Algunas de estas especies han sido utilizadas como medicamentos
naturales dentro de la medicina tradicional a lo largo de las regiones en donde

éstas crecen (Kinoshita et al., 2005) (Figura 14).

Figura 14. Mapa de la Distribucion Mundial de Caesalpinia.



Por ejemplo el duramen (corazén de la madera) de C. sappan llamado
sappan lignum, ha sido utilizado en la medicina tradicional como una medicina
herbal para la inflamacion y para mejorar la circulacion de la sangre, asi como por
sus propiedades anti-influenza, anti-alérgica, y actividades neuroprotectoras
(Cuong et al., 2012). Se ha utilizado ademas como expectorante, emenagogo, Yy
tiene actividades biolégicas interesantes como antioxidante, inmunomodulacion,
antimicrobiano, anticomplementaria, efecto sedante y propiedades vasorelajantes
(Yodsaoue et al., 2009). Diferentes partes de C. bonduc son utilizadas para el
tratamiento del asma, fiebre cronica, tos, dolor de cabeza y malestar estomacal
ademas diferentes partes de la planta han mostrado una diversidad de actividades
farmacoldgicas tales como antimicrobianas, adaptdgenas, actividad contractil en el
musculo liso y musculo esquelético y antimalaria (Yadav et al., 2007). El tallo de C.
pulcherrima se utiliza como abortivo y emenagogo, mientras que las decocciones
de hojas, raices y corteza se utilizan como un febrifugo y para tratar trastornos del
higado, asi como Ulceras de boca y garganta (Roach et al., 2003), ademas se ha
reportado que presenta actividades citotdxicas, antituberculosas, antibacteriales y

antifingicas (Promsawan et al., 2003).

Las semillas de C. crista son empleadas como antihelmintico, antipirético,
antiinflamatorio y como agente antipaltudico; en Indonesia la decoccion de raices
ha sido utilizada como tonico, tratamiento para el reumatismo, asi como para tratar
el dolor de espalda; como miembro del género Caesalpinia es una rica fuente de

diterpenfuranos de tipo cassano, de la cual se han reportado actividades
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antipaltdicas, antivirales y anticancerigenas (Yang et al., 2009). Las semillas de C.
minax han sido utilizadas en la medicina tradicional china para el tratamiento de
influenza, fiebre, reumatismo y disenteria (Ma et al., 2012). De C. coriaria se
conocen varios usos medicinales por ejemplo, para tratar la diarrea se utiliza la
decoccion de tallos jovenes, mientras que la del fruto se usa en enjuagues para
infecciones de la garganta, y la de hojas se toma para el dolor de estomago; la
semilla seca molida se emplea como febrifugo, las enfermedades de la piel y
heridas pueden lavarse con una infusion de la corteza, hoja y tallos verdes. En la
Republica de El Salvador, las flores aromaticas se emplean en cocimiento contra
las cardialgias y las dispepsias. Las raices que tienen un fuerte olor fétido han sido
utilizadas como desinfectante contra la gangrena (Cordero et al., 2003). Ademas
se ha demostrado que los extractos de C. coriaria presentaron actividad
antifangica sobre agentes causantes de la pudricion de pedunculo en el fruto de

aguacate (Espinoza Madrigal, 2010).

En México se conoce una gran cantidad de especies vegetales con
aplicaciones medicinales, esto ha sido plasmado en documentos de importancia
mundial como el Cédice Badiano o Florentino. Entre los Estados mas ricos en
biodiversidad se encuentra Michoacan que cuenta con una vasta riqueza vegetal,
ocupa el cuarto lugar en riqueza floristica y presenta 4,672 especies nativas, de
las cuales el segundo lugar lo ocupa la familia Fabaceae con 1800 especies.
Dentro de esta familia se encuentra el género Caesalpinia, subfamilia

Caesalpinioideae, que contiene mas de 500 especies, encontradas en su mayoria
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en regiones tropicales y subtropicales de las cuales se han estudiado menos de 30
especies respecto a sus propiedades fitoquimicas y farmacoldgicas (Baldim Zanin
et al., 2012). Una de estas especies es Caesalpinia platyloba la cual es conocida
con distintos nombres comunes como lo son Chakte Viga, Cikche, Curly Paela,
Chactecol, Frijolillo, Guayabdn de Playa, Kiikche, Palo Borselano, Palo Colorado y
Arellano (Griffith, 1982; Shoch, 1999; Gonzalez-Gomez et al., 2006); y cuya

clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae
Tribu: Caesalpinieae
Género: Caesalpinia
Especie: platyloba

Autor del nombre: S. Watson
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Un nuevo cassadieno aislado de Caesalpinia platyloba.

Se trata de un arbol de 5 a 15 m de altura; ramitas glabras o esparcido-
pubescentes; estipulas deciduas; hojas bipinadas, alternas, pinnas de 2 a 3 pares,
foliolos de 5 a 8 pares por pinna, de oblongo-ovados a elipticos, apice de
redondeado a obtuso, glabros o pubescentes; inflorescencia racemosa, terminal,
de 8 a 20 cm de largo; flores amarillas, de 7 a 9 mm de largo; frutos tipo
legumbres aplanadas, glabros o pilosos, péndulos, en racimos densos, oblongos,

pardo rojizo cuando secos; de 4 a 6 semillas (Figura 15).

Figura 15. Partes de C. platyloba.

Su distribucion en México se reporta principalmente en los Estados de
Chihuahua, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacan y Oaxaca (Zamora et al., 2000)

(Figura 16).



Un nuevo cassadieno aislado de Caesalpinia platyloba.

Figura 16. Distribucion de Caesalpinia platyloba en México.

Caesalpinia platyloba es utilizada de manera comercial para la elaboracion
de cercas o0 como estacOn para soporte en cultivos intensivos de tomate,

produccion y venta de madera y bonos de carbono (Diaz et al., 2011).

En nuestro grupo de trabajo se reporto la actividad citotoxica de C. platyloba
y C. coriaria (Pamatz-Bolafnos, 2010). Los extractos de C. platyloba y C. coriaria
mostraron actividad antifungica sobre C. acutatum y P. viticola agentes causantes

de la pudricion de pedunculo en el fruto de aguacate (Espinoza-Madrigal, 2010).

Por otro lado los aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor de C.

platyloba y C. coriaria presentaron actividad antitermita, antialimentaria e
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insecticida, lo que indica el uso tradicional de ésta especie como cerco vivo contra

algunos depredadores de la madera (Salvador- Hernandez, 2010).

La evidencia experimental de las distintas actividades bioldgicas
encontradas, asi como la escasa evidencia fitoquimica de los extractos del género
Caesalpinia justifica la busqueda de estructuras novedosas de interés quimico,

farmacoldgico y quimiotaxonémico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo un andlisis quimico de hojas de Caesalpinia platyloba.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los diferentes extractos de hojas de C. platyloba.
e Desarrollar separaciones cromatograficas del extracto de CH,Cls.

e Caracterizar los componentes aislados mediantes espectroscopia de RMN.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se colectaron hojas de C. platyloba, se dejaron secar a la sombra,
posteriormente se pusieron a macerar 645 g de hojas a temperatura ambiente en
aproximadamente 2.5 L de hexano durante 3 dias, la maceracion se filtro y
concentro en rotavapor, repitiendo el procedimiento 3 veces, obteniéndose 12.9 g
de extracto hexanico, el cual mostré la presencia de acidos grasos por RMN de
hidrogeno. A continuaciéon se realiz0 el mismo procedimiento cambiando el
disolvente por cloruro de metileno obteniéndose 36.9 g del extracto en CH,Cl,, los
cuales fueron fraccionados mediante técnicas cromatograficas, utilizando una
columna de 4.5 cm de diametro y 13 cm de altura, como fase estacionaria se
utilizé gel de silice 230-400 mallas y como fase movil se usaron mezclas hexano-
CHCl, en orden ascendente de polaridad. En la polaridad hexano-CH,Cl, 99:1 se
obtuvieron fracciones que al ser analizadas por RMN de hidrégeno mostraron ser

una mezcla de compuestos.

En el espectro de RMN-'H (Figura 17) de la mezcla de diterpenos, se logré
identificar en 7.23 y 6.19 ppm las sefales del anillo del furano H-15 y H-16,
caracteristico de compuestos aislados de éste género. En 5.51 ppm se localizé
una sefial multiple correspondiente a un hidrégeno base de acetato, en 2.03 ppm
se observé el metilo del acetilo, ademas entre 0.90 y 1.25 ppm se observaron
sefales de metilo caracteristicas de compuestos terpénicos; el patron de sefales

en esta mezcla de un sistema furanico, una base de éster y grupos metilo, sugirio
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la presencia del 68-acetoxivouacapano (15) previamente reportado por nuestro
grupo de trabajo (Alvarez-Esquivel, 2012). Continuando con el anélisis del
espectro de RMN de hidrégeno de la figura 17 se pudo observar un grupo de
sefales en 6.80, 6.25 y 5.80 ppm (marcadas con las letras X, Y y Z) con patrones
de acoplamiento muy similares, cuyos desplazamientos quimicos nos indicaron
que se trataba de protones vinilicos y que a juzgar por su multiplicidad,
correspondian a un doble enlace terminal en los tres casos. De igual manera se

observaron sefiales que nos indicaron la presencia de grupos acetatos y metilos.

La mezcla anterior se sometio a recromatografia en columna, logrando
aislar en las fracciones de la polaridad hexano-CH,Cl, 99:1 el 68-
acetoxivouacapano (15) en forma de cristales incoloros con p.f de 114-116 °C los

cuales se caracterizaron mediante resonancia magnética nuclear.
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En el espectro de RMN de *H (Figura 18) del diterpeno 15 se observaron
dos sefales dobles con J = 1.9 Hz en 7.23 y 6.19 ppm correspondientes a los
hidrogenos aromaticos del furano H-15 y H-16; en 5.51 ppm se localizé una sefial
simple ancha correspondiente a un hidrégeno base de éster; en 2.60 ppm se
observd una sefial multiple correspondiente al H-14 traslapada con una sefial
doble de dobles con J =16.9y 7.1 Hz correspondiente a uno de los hidrégenos del
metileno CH,-11; en 2.48 ppm se localizo la sefal doble de dobles con J = 16.9y
10.0 Hz identificada como el hidrogeno H-11"; en 2.03 ppm se logré observar una
sefal simple que integré para 3 hidrégenos caracteristica de grupos metilo de
acetilo, en 1.85 ppm se localizé una sefial doble de triples con una J = 14.3y 3.5
Hz correspondiente a uno de los hidrogenos del metileno H-7, para el hidrogeno
H-7" se observd una sefial multiple en 1.53 ppm; en 1.20, 1.02 y 0.99 ppm se
observaron 3 sefiales simples correspondientes a los metilos terciarios CHz-20,
CH3-19 y CH3-18 respectivamente. En 0.96 ppm se logro observar una sefal doble

con J = 7.0 Hz correspondiente al metilo secundario CH3-17.
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Bajo condiciones de cromatografia en columna solo fue posible separar el
6-acetoxivouacapano (15), no asi la mezcla de los compuestos que contenian los
dobles enlaces terminales, por lo que se decidi6 ensayar la técnica de
cromatografia en placa fina impregnada con nitrato de plata (Gémez-Hurtado,
2011), utilizando cromatofolios de 10 x 20 cm x 200 um de espesor impregnados
con solucion de AgNO3; como fase estacionaria y una mezcla hexano-AcOEt 9:1
como fase movil, obteniéndose un compuesto, cuyo analisis preliminar de RMN de

hidrogeno, revelod su pureza y naturaleza.

En el espectro de RMN de *H (Figura 19) del cassadieno 16 se observé en
6.80 ppm una sefal doble de dobles J = 17.3 y 11.0 Hz; correspondiente al
hidrogeno vinilico H-15; en 5.53 ppm se logro apreciar una sefal quintuple con J =
2.6 Hz correspondiente al hidrogeno base de éster H-6; en 5.12 y 4.97 ppm se
lograron observar dos sefales dobles con J = 17.3 y 11.0 Hz respectivamente,
correspondientes a los hidrégenos vinilicos H-16a y H-16b. En la expansion del
espectro de RMN de *H (Figura 20) se localizé a 2.35 ppm una sefial doble ancha
con J = 14.4 Hz correspondiente al hidrégeno H-12a; en 2.29 ppm se observo una
sefal multiple identificada como H-8; en 2.25 ppm se identificé a H-7a como una
sefial multiple; a 2.07 ppm se localiz6 una sefial simple caracteristica de grupos
metilo de acetilo; mientras que en 1.83 ppm se encontré6 una sefial multiple
caracterizada como H-1la; en 1.78 ppm se logré observar una sefal multiple

correspondiente a H-1b; a 1.70 ppm se aprecié una sefial simple ancha indicando

28



la presencia de un metilo vinilico CH3-17; en 1.64 ppm se encontré una sefal
doble de multiples con J = 14.0 correspondiente al hidrogeno H-2a; el hidrégeno
H-2b se localiz6 como una sefial doble de multiples con J = 14.0 Hz en 1.48 ppm;
finalmente en 1.14, 1.00 y 0.94 ppm se distinguieron tres sefales simples

correspondientes a los grupos metilo 20, 19 y 18 respectivamente.

Haciendo una comparacién del espectro de RMN de *H del diterpeno 16
con el acetoxivouacapano 15, se observaron diferencias en la zona de hidrogenos
aromaticos; es decir, que los hidrégenos del anillo de furano desaparecieron y en
su lugar se encontrd un sistema de tres hidréogenos vinilicos terminales. De igual
manera se observo la desaparicion del metilo secundario en la posicion 14 y en su

lugar se observo un metilo vinilico.
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En el espectro de correlacion homonuclear COSY (Figura 20) se
pudo observar el acoplamiento de las sefales dobles en 5.12 y 4.97 ppm
correspondientes a los hidrégenos del metileno vinilico CH,-16 con la sefial
doble de dobles en 6.80 ppm correspondiente a H-15, se logré distinguir el
acoplamiento de la sefial quintuple en 5.53 ppm correspondiente al
hidrogeno base de éster en la posicion 6 con las sefiales multiples en 2.25 y
1.11 ppm correspondientes a los hidrégenos H-7a y H-7b, asi como un
acoplamiento con la sefial multiple en 1.00 ppm correspondiente a H-5, lo
gue indica que el éster se encuentra en la posicién 6, al igual que en el

vouacapano 15.
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Figura 21. Espectro COSY del 6 4-acetoxicassa-13,15-dieno (16).

Se observdo ademas la correlacion de la sefial multiple en 2.29 ppm
correspondiente a H-8 con la sefial multiple en 1.11 ppm correspondiente a H-7b;
la sefial en 2.35 ppm mostr6 el acoplamiento de la sefal doble ancha
correspondiente a H-12a con la sefial multiple en 1.12 ppm correspondiente a H-
11b; se logro distinguir el acoplamiento de la sefial doble de mdultiples en 1.64 ppm

correspondiente a H-2a con la sefal doble de mdltiples en 1.48 ppm
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correspondiente a H-2b y con la sefial multiple en 0.93 ppm correspondiente a H-
la. También se logré observar el acoplamiento alilico de la sefial simple ancha en
1.70 ppm correspondiente a H-17 con la sefial doble ancha en 2.35 ppm
correspondiente a H-12a y el acoplamiento con la sefial multiple en 2.04 ppm

correspondiente a H-12b (Figura 22).

25 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 17 1.6 15 14 13 12 11 1.0 0.9 0.8
ppm

Figura 22. Expansion del espectro COSY del 64-acetoxicassa-13,15-dieno (16).
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En el espectro de RMN de **C (Figura 23) se observaron 22 sefiales lo cual
indica la presencia de un diterpeno funcionalizado; en 170.5 ppm se observo una
sefal correspondiente al carbonilo del acetato; en 135.8 y 129.3 ppm se
apreciaron dos sefiales correspondientes a los carbonos cuaternarios C-14 y C-13
respectivamente; a 110.9 ppm se ubico la sefial del carbono vinilico C-16; en 70.2
ppm se localizd la sefial correspondiente al carbono base del acetato, el cual
coincide con el desplazamiento reportado para el 6f4-acetoxivouacapano (15); a
56.1 ppm se pudo observar la sefial del carbono C-5 caracteristica de esqueletos
de diterpenos; en 54.2 ppm se observé la sefial correspondiente al carbono del
metino CH-9; a 44.2 y 40.8 ppm se observaron 2 sefales para los metilenos CH,-1
y CH,-3 respectivamente; en 37.5 y 33.8 ppm se visualizaron las sefiales
correspondientes a los carbonos cuaternarios C-10 y C-4 los cuales coinciden con
los valores reportados en la literatura para diterpenos del tipo cassano; en 36.8
ppm se encontrd la sefial correspondiente al metino CH-8; en 36.7, 26.4, 21.2 y
19.0 ppm se definieron las sefiales correspondientes a los metilenos CH,-7, CH.-
12, CH,-11 y CH,-2 respectivamente; las sefiales encontradas en 33.2, 23.2, 16.3
y 16.0 ppm corresponden a los metilos CH3-18, CH3-19, CH3-20 y CH3-17 de la
molécula respectivamente; también se observo la sefial caracteristica del metilo de

acetilo a 21.9 ppm.
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La expansion del espectro HETCOR (Figura 24) nos permitio corroborar la
ubicacion del hidrégeno H-15 la cual correlaciona con la sefial establecida para C-
15 en 135.3 ppm; de la misma manera, se establecio la correlacion entre las
sefales de los hidrogenos H-16a y H-16b con la sefial asignada para C-6 en 70.2
ppm; ademas fue posible corroborar la ubicacion de la sefial de los hidrégenos H-
12a y H-12b ya que se logré observar la correlacion que tienen con la sefal
asignada para el C-12 en 26.4 ppm; la asignacion correcta de los carbonos C-8 y
C-7 se estableci6 mediante el experimento DEPT, el cual nos indic6 que C-8
siendo un metino se encuentra a 36.8 ppm, mientras que C-7 siendo un metileno
se localiza a 36.7 ppm; se aprecié ademas la correlacion de la sefial simple en
2.07 ppm en la escala de hidrégeno caracteristica del metilo de acetato con la

sefal en 21.9 ppm en la escala de carbonos.
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La asignacion de los espectros de hidrégeno y carbono-13 se corroboraron
con el experimento Heteronuclear HMBC, el cual fue de gran utilidad para la
confirmacion de la posicion de los metilos presentes en la molécula; En la figura
25 se muestra la correlacion que se observo de la sefial del metilo de acetilo en la
escala de hidrégeno en 2.07 ppm con la sefial en 170.5 ppm correspondiente al
carbonilo del éster C=0; la sefial del metilo CH3-17 en 1.70 ppm correlacioné con
las sefales en 36.7, 129.3, 135.8 y 135.3 ppm correspondientes a C-7, C-13, C-14
y C-15 respectivamente; en la escala de hidrégeno la sefial del metilo CH3-20 en
1.14 ppm mostro la correlacion con las sefiales en 37.5, 40.8, 54.2 y 56.1 ppm
correspondientes a C-10, C-1, C-9 y C-5 respectivamente; de igual manera se
logré apreciar la correlacion de la sefial en escala de hidrégeno en 1.00 ppm
correspondiente al metilo CH3-19 con 8 sefiales ubicadas entre 16.3 y 56.1 ppm
las cuales corresponden a los carbonos C-20, C-19, C-18, C-4, C-7, C-10, C-3 y
C-5; en la escala de hidrogeno la sefial del metilo CH3-18 ubicada en 0.94 ppm
mostré correlacion con 5 sefales en 23.21, 33.2, 33.8, 44.2 y 56.1 ppm
correspondientes a C-19, C-18, C-4, C-3 y C-5 respectivamente.

Por otro lado, el analisis por espectroscopia de ultravioleta confirmé la
presencia del dieno encontrandose una Amsx experimental de 237 nm, éste dato
concuerda con una Ama calculada mediante las reglas de Woodward-Fieser cuyo
valor es de 232 nm (Kalsi, 2004). El espectro de IR revel6 las bandas de
estiramiento del sistema dieno conjugado en 1631 cm™, asi como la banda del

grupo carbonilo en 1724 cm™.
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5. CONCLUSIONES

Mediante el analisis quimico realizado de las hojas de Caesalpinia platyloba, se
lograron aislar y caracterizar del extracto de CH,Cl,; el 6p-acetoxivouacapano
(15), previamente reportado por nuestro grupo de trabajo y un nuevo cassadieno,

el 6-acetoxicassa-13,15-dieno (16).

15 16
De igual manera, este estudio aporta conocimientos fitoquimicos que
enriquecen la quimiotaxonomia del género Caesalpinia; esto abre la posibilidad de
continuar con estudios quimicos detallados que pudiesen contribuir al
conocimiento de mas moléculas novedosas que pudieran estar biogenéticamente

relacionadas.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de *C a
100 MHz, asi como los diagramas bi-dimensionales de correlaciéon **C/*H
(HETCOR) y *H/*H (COSY) se midieron en un espectrémetro Varian Mercury Plus-
400; el experimento HMBC se midié en un aparato VARIAN Mercury 300; en todas
las determinaciones se utilizé como disolvente cloroformo deuterado (CDClg) y
como referencia se utilizo tetrametilsilano (TMS). Los espectros fueron procesados
mediante el programa MestRe Nova.
Para las separaciones cromatograficas se utilizd gel de silice Aldrich 230-400

mallas.

Los espectro de IR se midieron usando un espectrofotometro marca Buck
500, las muestras se disolvieron en cloroformo y se colocaron en celdas con

ventanas de cloruro de sodio.

La rotacion optica se midio 589 nm, utilizando un polarimetro Perkin Elmer

modelo 341 y empleando soluciones cloroférmicas filtradas.

Las mediciones de UV se llevaron a cabo usando un espectrofotometro
marca Perkin EImer Lambda 12, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud

y etanol como disolvente.
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Los espectros de masa de baja resolucion se midieron en un equipo Varian
Saturn 2000 mediante impacto electrénico en los laboratorios de espectrometria

de masa de la Universidad de California, Riverside.

6.2. MUESTRA VEGETAL

Caesalpinia platyloba fue colectada el 27 de Septiembre del 2009 en Los
Charcos, Municipio de Apatzingan. La planta fue identificada taxondmicamente por
el M. C. Xavier Madrigal, de la Facultad de Biologia de la UMSNH con nimero de

Voucher 20401.

6.3. OBTENCION DE EXTRACTOS

Para la obtencion de los extractos las hojas se dejaron secar a la sombra,
posteriormente se pusieron a macerar 645 g de hojas a temperatura ambiente con
cantidad suficiente de hexano durante 3 dias, la maceracion se filtr6 y concentro
en rotavapor, repitiendo el procedimiento 3 veces, se obtuvieron 12.9 g (2% de
rendimiento) de extracto. El mismo procedimiento se repitidé para la obtencion del

extracto en CH,Cl, obteniéndose 36.9 g (5.7% de rendimiento) de extracto.

6.4. ANALISIS QUIMICO

Con el extracto en CH,CI; se realizé una columna cromatografica de 4.5 cm
de diametro y 13 cm de altura, el extracto se disolvi6 en CH.CIl, para
posteriormente impregnarse con silice y llevarse a sequedad, como fase

estacionaria se utilizo gel de silice 230-400 mallas y como fase moévil se usaron
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mezclas hexano-CH,Cl, en orden ascendente de polaridad, colectando fracciones
de 100 mL. En las fracciones 35-39 eluidas a 99:1 hexano-CH,Cl, se obtuvieron
99.8 mg (0.27% de rendimiento) de una mezcla de diterpenos.

La purificacion se realiz0 mediante cromatografia en placa fina, utilizando
cromatofolios de 10 x 20 cm x 200 um de espesor impregnado con una solucion
de AgNO3; como fase estacionaria y 50 mL de una mezcla hexano-AcOEt 9:1
como fase mavil. Al momento de revelar, se observaron 3 bandas presentes las
cuales se rasparon y extrajeron cada una con 3 mL de la polaridad hexano-AcOEt
4:1; el mismo procedimiento se repiti0 6 veces (hasta agotar la muestra)

obteniendo 21 mg (21% de rendimiento) de un compuesto puro.

La solucién de AgNO3 se preparé al momento de utilizarse, disolviendo 1.7
g de AgNO3; en 12 mL de CH3CN, conservando la solucion en frasco ambar

cerrado.
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6f-acetoxicassa-13,15-dieno (16)

Ha_ ; _Hb| Aceite incoloro; [a]®, = -108 (c 7.8,
CHCI3); UV (etanol) Amax. (log €) nm: 232
H | (4.25), 244 (4.28); IR (CHCl3) Vmax, cm™:
1724 (C=0), 1631 (C=C), 1027 (C-O):
EMIE m/z (int. rel.) 270 [M — AcOH]"
(100), 256 (68), (201 (20), 186 (37), 173

(18), 160 (28), 146 (15), 134 (17), 119

(16), 91 (22), RMN-'H (400 MHz, CDCly)
5 ppm 6.80 (dd, Jis16a = 17.3, Jis.16 = 11.0 Hz, 1H, H-15), 5.53 (q, Je.5.7a.70 = 2.6
Hz, 1H, H-6), 5.12 (d, Ji6a.15 = 17.3 Hz,1H, H-16a), 4.97 (d, Jiep.15 = 11.0 Hz, 1H,
H-16b), 2.35 (da, Jiza.12o = 14.4 Hz, 1H, H-12a), 2.29 (m, 1H, H-8), 2.25 (m, 1H, H-
7a) 2.07 (s, 3H, OAc), 2.04 (m, 1H, H-12b), 1.83 (m, 1H, H-11a), 1.78 (m, 1H, H-
1b), 1.70 (sa, 3H, H-17), 1.64 (dm, Joa2, = 14.0 Hz, 1H, H-2a), 1.48 (dm, Jop2a =
14.0 Hz, 1H, H-2b), 1.16 (m, 2H, H-3), 1.14 (s, 3H, H-20), 1.12 (m, 1H, H-9), 1.12
(m, 1H, H-11b), 1.11 (m, 1H, H-7b), 1.00 (m, 1H, H-5), 1.00 (s, 3H, H-19), 0.94 (s,
3H, H-18), 0.93 (m, 1H, H-1a), 0.92 (m, 1H, H-9). RMN-'3C (100 MHz, CDCl;) &
ppm 170.5 (C=0, OAc), 135.8 (C, C-14), 135.3 (CH, C-15), 129.3 (C, C-13), 110.9
(CH,, C-16), 70.2 (CH, C-6), 56.1 (CH, C-5), 54.2 (CH, C-9), 44.2 (CH,, C-3), 40.8
(CH,, C-1), 37.5 (C, C-10), 36.8 (CH, C-8), 36.7 (CH,, C-7), 33.8 (C, C-4), 33.2
(CHs, C-18), 26.4 (CHy, C-12), 23.2 (CHs, C-19), 21.9 (CHs, OAc), 21.2 (CH,, C-

11), 19.0 (CH,, C-2), 16.3 (CHs3, C-20), 16.0 (CH3, C-17).
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