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RESUMEN.

En el presente trabajo se describe la reinvestigacion quimica del extracto de cloruro
de metileno de hojas de Caesalpinia platyloba colectada en la localidad de Los Charcos,
municipio de Buenavista Tomatlan, Michoacan. La separacion del extracto realizado por
medio de columnas cromatograficas, condujo al aislamiento e identificacion de dos
diterpenos de tipo cassano. El cassano 11 correspondio al 64-acetoxi-12,14-dihidroxicassa-
(13)15-en-16,12-olida (11) de estructura conocida. El cassadieno 73 correspondié a un
compuesto novedoso del cual no existen reportes el (13E)-3,18-dihidroxi-6-(2",3"-
dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno (73). Ambos fueron identificados mediante el analisis de

los datos fisicos y espectroscopicos.

73

OH
OH

Palabras clave: Cassadienos, Caesalpinia platyloba, Coulteria platyloba, diterpenos,
fitoquimica
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ABSTRACT.

The present work describes the chemical reinvestigation of the methylene chloride
extract of Caesalpinia platyloba leaves collected in the locality of Los Charcos, municipality
of Buenavista Tomatlan, Michoacan. Separation of the extract performed by
chromatographic columns, led to the isolation and identification of two cassane-type
diterpenes. Cassane 11 corresponded to 64-acetoxy-12,14-dihydroxycassa-(13)15-en-16,12-
olide (11) of known structure. Cassadiene 73 corresponded to a novel compound for which
there are no reports the (13E)-3,18-dihydroxy-6-(2',3'-dihydrocaffeoxy)cassa-13,15-diene
(73). Both were identified by analysis of physical and spectroscopic data.

73

OH
OH

Key words: Cassadienes, Caesalpinia platyloba, Coulteria platyloba, diterpenes,

phytochemistry
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INTRODUCCION.

Todos los organismos enfrentan desafios bioticos y abioticos a lo largo de su vida. Segun la
teoria de la Seleccion Natural, los organismos més aptos tienen el potencial genético para
defenderse, resistir o evitar las consecuencias del estrés que obstaculizan sus funciones
fisioldgicas, permitiéndoles crecer, desarrollarse, sobrevivir y reproducirse. Las plantas, al
ser organismos sésiles, estan continuamente expuestas a distintos tipos de estrés, como el
ataque de herbivoros o patdgenos, la sequia, la salinidad, la radiacion ultravioleta, las
temperaturas extremas y los desequilibrios nutricionales en los entornos naturales (Jan et al.,
2021); han desarrollado varios tipos de compuestos organicos en respuesta al estrés al que se
encuentran sometidas (Tekli¢ et al., 2021). De esta forma, aseguran la competitividad y
supervivencia en condiciones adversas.

Los compuestos quimicos producidos por las células de los seres vivos se conocen
como metabolitos y se clasifican como primarios y secundarios. Los metabolitos primarios
son todos aquellos que son esenciales para el funcionamiento de toda materia viva,
responsables de su estructura y de todos los procesos necesarios para mantener vivo y en
desarrollo al organismo. Comprenden los glacidos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los
metabolitos secundarios cumplen funciones que no resultan estrictamente vitales, algunos de
ellos son aprovechados por el organismo que los sintetiza para interactuar con su entorno
(Ringuelet & Vifa, 2013).

Histéricamente, a estos compuestos se les ha denominado “productos naturales” o
“metabolitos secundarios”, en las plantas los productos naturales se clasifican en tres grandes
familias: los terpenos, los alcaloides y los compuestos fenolicos (Gershenzon & Dudareva,
2007; Qaderi et al., 2023).

Los metabolitos secundarios de las plantas estan involucrados en una amplia gama de
actividades, incluido el desarrollo de la planta, la defensa, la sefializacion de la respuesta
defensiva y la respuesta al estrés; también brindan tareas vitales, como combatir
enfermedades y plagas, funcionar como sefiales para la simbiosis planta-microrganismo y
alterar las poblaciones microbianas asociadas con los huéspedes (Karen, 2022).

La importancia de los productos naturales radica en la propia funcién bioldgica en la
gue son biosintetizados. Pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como agentes

terapéuticos, pueden servir como modelos para la preparacion de sustancias bioactivas, como
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materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacologico o interés industrial,
como estructuras privilegiadas que son capaces de interactuar con diversas proteinas y
realizar acciones (tiles para la salud en procesos patolégicos. Sin lugar a duda los productos
naturales son estructuras biologicamente validadas a través de la coevolucidn con el resto de
los seres vivos (Ravelo & Braun, 2009).

Aunque la distribucion de los metabolitos primarios es universal, no es el caso de los
metabolitos secundarios, ya que estan restringidos a familias, géneros e incluso a especies,
debido a que estos metabolitos son producto de un largo proceso de coevolucién de las
especies y se producen como una respuesta adaptativa al ecosistema en el que se encuentran
(Kroymann, 2011).

Las relaciones reciprocas de las plantas y los herbivoros que se alimentan de ellas han
producido una respuesta escalonada de coevolucion que llevd a una gran diversidad
estructural de metabolitos secundarios con potenciales actividades bioldgicas (Ehrlich &
Raven, 1964).

Desde hace miles de afios los seres humanos han encontrado en la naturaleza
sustancias derivadas de plantas, animales, hongos, microorganismos y minerales que han
utilizado como medicamentos para mejorar su salud.

Las plantas medicinales son una fuente importante de moléculas novedosas
potencialmente bioactivas, por lo que es importante su estudio para dar validez a su uso
medicinal, generar medicamentos basados en productos naturales econémicos y descubrir
nuevos prototipos de farmacos. (Zanin et al., 2012).

Los productos naturales y sus derivados siguen siendo cruciales para el
descubrimiento de farmacos, a pesar de que el ingenio humano ha creado una gran variedad
de compuestos quimicos con una actividad farmacéutica excepcional sin inspiracion de la
naturaleza. La recoleccion de materiales de plantas, la preparacion de extractos a partir de
estos materiales, la purificacion de los principios bioactivos mediante fraccionamiento y la
caracterizacion son etapas necesarias para la produccion de nuevos farmacos a partir de
compuestos naturales (Cox & King, 2013).

Los metabolitos secundarios son una expresién bioquimica de la individualidad de las
especies, ya que se encuentran solo en organismos 0 grupos de organismos especificos, no

se producen en todas las condiciones y, en la mayoria de los casos, se desconoce la funcion
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de estos compuestos y su beneficio para el organismo. Sin embargo, algunos se producen
como materiales toxicos que brindan defensa contra los depredadores, como atrayentes
volatiles hacia la misma u otra especie, 0 como agentes colorantes para atraer o advertir a
otras especies (Dewick, 2009).

Los terpenos son el grupo mas grande de productos naturales que se encuentran
principalmente en las plantas, aunque también se encuentran en los animales; los esteroles y
el escualeno. Son responsables del aroma, sabor y pigmentacion de las plantas. Estos se
clasifican segun la organizacién y la cantidad de unidades de isopreno que contienen (Tissier
etal., 2014).

Las funciones de los terpenos no se limitan a ser pigmentos, aromas o saborizantes,
sino que también tienen importantes efectos terapéuticos, lo que los hace interesantes para
aplicaciones en medicina, biotecnologia, industria farmacéutica y cosmética (Gershenzon &
Dudareva, 2007).

Los diterpenos son compuestos no volatiles con 20 atomos de carbono, formados por
cuatro unidades de isopreno. Son metabolitos de una variedad de organismos, incluidos
plantas, animales, hongos, bacterias, algunos insectos y organismos marinos. Tienen una
amplia gama de actividades bioldgicas y farmacoldgicas, y muchos de ellos, como el taxol,
la oridonina, el ginkgolido y el andrografélido, se utilizan en los productos farmacéuticos
comercializados actualmente (Abdallah & Quax, 2017; Demain & Fang, 2000).

Un tipo importante de diterpenos son los cassanos, que se encuentran principalmente
en plantas de la familia Fabaceae, especialmente en las del género Caesalpinia. Estos
compuestos se biosintetizan a partir del pimarano en la ruta de los diterpenos y se caracterizan
estructuralmente por un esqueleto triciclico con un grupo etilo en el C-13 y un grupo metilo
en el C-14 (Figura 1) (Maurya et al., 2012).

3
14

Figura 1 Esqueleto base de los cassanos.
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El género Caesalpinia es particularmente rico en diterpencassanos, que son los
constituyentes principales y compuestos quimicos caracteristicos de estas plantas
medicinales (Jing et al., 2019). Los diterpenocassanos, junto con sus actividades bioldgicas,
se han convertido en objetivos especialmente atractivos para el descubrimiento de
compuestos lideres, debido a que gracias a sus esqueletos triciclicos altamente
funcionalizados, poseen actividades farmacoldgicas importantes (Li et al., 2020). Se han
aislado cassanos estructuralmente diversos, con diferentes tamarios de anillo, sustituciones y
potencial farmacoldgico, ya que han demostrado tener una amplia gama de actividades
biolégicas como  antitumorales, antipaltdicos, antiinflamatorios, antivirales,
antimicrobianos, antitripanosomales, cardiotonica, antinociceptivos, antioxidantes vy
antituberculosa (Kalauni et al., 2006).

En esta investigacion se realizd la busqueda de cassanos minoritarios presentes en las

hojas de Caesalpinia platyloba.
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ANTECEDENTES.

El género Caesalpinia, perteneciente a la familia Fabaceae, tiene mas de 200 especies
que se distribuyen por todo el mundo, principalmente en regiones tropicales o subtropicales,
en las que se incluyen arboles, arbustos y trepadoras lefiosas que se cultivan como plantas
ornamentales, estas plantas son conocidas por sus propiedades medicinales (Vij et al., 2023)
y constituyen una fuente importante de sustancias bioactivas, se ha demostrado que las
plantas del género Caesalpinia contienen diferentes clases de constituyentes, como
polisacaridos, derivados fendlicos, saponinas, flavonoides y terpenoides (Pournaghi et al.,
2020).

Especies de este genero han sido utilizadas en la medicina tradicional en diferentes
partes del mundo, este uso se ha validado mediante estudios que demostraron que estas
plantas exhiben actividades farmacoldgicas, como actividades anticancerigenas,
antiinflamatorias,  antipiréticas,  antimicrobianas, antipaludicas, antirreumaticas,
antiulcerosas y antidiabéticas (Gilani et al., 2019).

La especie C. bonduc es usada en la medicina tradicional de India y el Caribe, ya que
posee actividades antipiréticas, febrifugas, antiinflamatorias y antidiarreicas, por lo que, ha
sido objeto de numerosos estudios en los que se reporta el aislamiento de compuestos de tipo
cassano (Figura 2jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Del extracto
etandlico de las raices aislaron tres cassanos, caesaldecarina C (1), caesaldecarina F (2) y

caesaldecarina G (3), que estan relacionados con efectos farmacologicos (Peter et al., 1998).

. OH
3

MeOOC = MeOOC

Figura 2 Cassanos aislados de la raiz de C. bonduc.

En otro estudio, también del extracto etandlico de las raices, aislaron los cassanos

cesaldecarina A (4), demetilcaesaldecarina C (5) y las caesaldecarinas H-L (6-10); sin
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embargo, los compuestos 7 y 10 fueron identificados a partir de sus derivados acetilados
(Lyder et al., 1998). (Figura 3).

¢, *OH

6 R1=CH2OAC, R2=H
7 R1=CH20H R2=OH

MeooC ~OH MeOOC ~

8 9 10

Figura 3 Cassanos aislados del extracto etandlico de la raiz de C. bonduc.

De un estudio realizado al extracto etandlico de la planta entera obtuvieron los
compuestos 11 y 12 que fueron caracterizados mediante RMN de 1D y 2D, evaluaron la
actividad antiproliferativa frente a varias lineas celulares de cancer demostrando una
inhibicion significativa de las lineas celulares MCF-7 de cancer de mama con un ICsp de 12.8
y 6.1 uM respectivamente (Yadav et al., 2007). En un estudio posterior aislaron los cassanos
13-15 de los cuales 14 mostr6 una mejor inhibicién de las lineas celulares C33A de cancer
cuello uterino a una concentracion més baja (ICso = 58.2 uM) (Yadav et al., 2009) (Figura
4).
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< R
12 R, = OAc, R, = OH
13R1=OH, R2=H
14R,=H, R,=OH
15 R, = OAc, R, = H

Figura 4 Cassanos aislados del extracto etanolico de la planta de C. bonduc.

Del extracto de diclorometano de las semillas de C. crista, una planta medicinal
popular en el sudeste asiatico utilizada como agente analgésico, antiinflamatorio,
antipirético, antihelmintica y antipal(dica, lograron aislar diferentes diterpencassanos, que
presentaron un grupo hidroxilo en el C-5 y que correspondieron a los compuestos 16-22
(Figura 5) cuyas estructuras fueron determinadas mediante el andlisis de sus datos

espectroscopicos (Kalauni et al., 2004; Kalauni et al., 2005).

AcO"

“a,(_)

H:
OAc
17 R4=0Ac, R,=COOMe 19
18 R4y=0OH, R,=COOH

Figura 5 Cassanos aislados de las semillas de C. crista.
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Este tipo de cassanos han presentado actividad antimalarica: el ensayo del extracto
crudo en ratones infectados con Plasmodium berghei mostré una inhibicién del 98.6 % con
una dosis de 10 mg/kg. Posteriormente aislaron los compuestos 23-25, que fueron evaluados
in vitro contra Plasmodium falciparum, revelando una significativa actividad contra el
crecimiento del parésito, siendo el cassano 25 el que presento el efecto inhibidor mas potente,
con una ICso de 0.65 uM (Linn et al., 2005).

AcO"

Figura 6 Cassanos aislados de Caesalpinia crista.

La planta C. cucullata Roxb. es utilizada en la medicina tradicional principalmente
para tratar el reumatismo, la tos y la hemorragia traumatica. Mediante el primer estudio
realizado al extracto etandlico de sus semillas encontraron los cassanos 26-29 (Figura 7), a
los cuales les evaluaron la capacidad para inhibir la produccién de 6xido nitrico en las células
RAW 264.7, los cuatro compuestos obtuvieron resultados positivos, mostrando asi una
moderada actividad antiinflamatoria. Sus estructuras fueron elucidadas a partir de sus datos

espectroscopicos y por dicroismo circular electronico (Wang et al., 2022).

~ OAc
27

Figura 7 Cassanos aislados de Caesalpinia cucullata.
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Caesalpinia decapetala es una planta medicinal versatil que se ha utilizado para
diversas indicaciones médicas. Un estudio del extracto de semillas, obtenido mediante reflujo
con metanol, llevo al aislamiento de los compuestos de tipo cassano 30-32 (Figura 8jError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Las estructuras de estos tres compuestos
fueron determinadas basandose en el analisis de sus datos espectroscopicos de RMN y de
DCE. Un estudio biologico realizado a estos compuestos determind que presentaban
actividad contra el Virus de Mosaico del Tabaco (VMT), siendo el cassano 31 el mas activo,
con un 35.7 % de inhibicién, comparable con el 39.4 % de inhibicion que presenta la
ribavirina, el antiviral comercial disponible para tratar la infeccién por VMT y control
positivo del estudio. Por lo que esta planta puede ser potencialmente Gtil para proteger los
cultivos y los compuestos bioactivos puedan considerarse como agentes candidatos de
agroguimicos anti-VTM (Xu et al., 2016). Adicionalmente, del extracto metandlico de las
hojas de C. decapetala, aislaron el compuesto 33 llamado cesaldecano, la estructura de este
cassano fue dilucidada a partir de sus datos de RMN de 1D y 2D (Kiem et al., 2005).

Figura 8 Cassanos aislados de Caesalpinia decapetala.

Una investigacion del extracto etanolico de tallos de Caesalpinia echinata condujo al
aislamiento y la elucidacion, mediante métodos espectroscépicos, de cinco diterpencassanos
34-38 junto con el acido lambertianico (39) (Figura 9). Adicionalmente determinaron el
efecto leishmanicida. Los resultados de este estudio demostraron que el extracto crudo
elimind el 94% de las formas amastigotes de Leishmania amazonensis, mientras que los
compuestos 34, 35y 39, fueron los que presentaron una mayor actividad, solo eliminaron el
56 %, 69 %y 62 % respectivamente (Cota et al., 2011).
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Figura 9 Cassanos aislados de Caesalpinia echinata.

La planta C. magnifoliolata es utilizada en la medicina tradicional china para el
tratamiento del reumatismo. En un estudio realizado al extracto metanodlico de las semillas
de esta especie reportaron los diterpencassanos (Figura 10), llamados magnicaesalpin (40)
y neocaesalpin O (41) (Yin et al., 2008).
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Figura 10 Cassanos aislados de Caesalpinia magnifoliolata.

C. major es una planta tropical que se utiliza como planta medicinal en la medicina
herbaria de Tailandia como agente expectorante, antitusivo y antihelmintico, asi como para
el tratamiento del reumatismo y el dolor de espalda. De los estudios de las raices y semillas
de esta planta han aislado y caracterizado a los diterpencassanos 42-44 (Figura 11). Del
extracto metandlico de las raices obtuvieron las caesaldecarinas Ay B (42 y 43) (Kitagawa
et al., 1994). Del extracto metandlico de las semillas obtuvieron el compuesto 44

(Roengsumran et al., 2000).

AcO

*.OH
“ OAc
42

Figura 11 Cassanos aislados de Caesalpinia major.

Una de las especies més estudiadas del género Caesalpinia es C. minax, una planta
que ha sido utilizada histéricamente en la medicina popular china para el tratamiento del
resfriado comdn, la gripe, la fiebre, el reumatismo y la disenteria. Estas investigaciones han
validado su uso tradicional. Ensayaron la actividad antiinflamatoria reportada por la medicina
tradicional china; utilizaron el extracto de etanol de las semillas en ratas con artritis inducida,
los resultados sugieren que esta actividad se debe a la presencia de cassanos (Figura 12), ya
gue son los constituyentes principales del extracto utilizado (Tong et al., 2018). Del extracto

metanolico de las semillas aislaron los cassanos 45-49 y ensayaron la citotoxicidad frente a
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las lineas celulares Hela, HCT-8, HepG-2, MCF-7 y A549 encontrando una moderada
actividad citotoxica ante las cinco lineas celulares (Ma, Xu, et al., 2012). Un estudio realizado
al extracto etanolico de la parte aérea de la planta result6 en el aislamiento y caracterizacion
de los cassanos 50-52 (Ma et al.,, 2014). C. minax es una importante fuente de
diterpencassanos con potencial actividad bioldgica, investigaciones han reportado la
identificacion de hasta 51 compuestos de este tipo mediante el analisis por HPLC del extracto

cloroférmico de las semillas esta planta (Wu et al., 2015).

ACO/u "IR'] ACO/R

"',/C_) H

45 46R,=H, Ry=Me 48
47 R1 = COOMe, R2 =H

* OH
51 R = OEt
52 R = OH

Figura 12 Cassanos aislados de Caesalpinia minax.

El estudio quimico realizado a las semillas de C. sinensis condujo al aislamiento y la
caracterizacion de los diterpencasanos 53-55 (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) cuyas estructuras fueron dilucidadas mediante espectrometria de masa, IR, RMN
de *H y 13C, difraccion de rayos X de monocristal y calculo de DCE. Evaluaron la actividad
antiinflamatoria de estos compuestos examinando la capacidad de inhibir la produccién de
oxido nitrico, encontrando que el compuesto 53 presentd una mayor tasa de inhibicion debido

a que reduce la actividad de la enzima iINOS (Wang et al., 2021).
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Figura 13 Casanos aislados de Caesalpinia sinensis.

La especie C. pulcherrima es utilizada en la medicina popular asiatica por sus
propiedades medicinales; las raices, las hojas y la corteza son conocidas por sus propiedades
abortivas, también es utilizada en el tratamiento de trastornos gastrointestinales, como
antipaltdico, vermifugo, antipirético y para combatir infecciones fungicas. Investigaciones
fitoguimicas reportan la presencia de diterpencassanos (Figura 14).

Del estudio del extracto de diclorometano de los tallos aislaron los compuestos 56-61
que se encuentran funcionalizados con grupos benzoatos y cinamatos, que fueron

caracterizados mediante sus datos espectroscépicos (Pranithanchai et al., 2009).
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Figura 14 Cassanos aislados de los tallos de Caesalpinia pulcherrima.

Otra serie de cassanos 62-66 conteniendo igualmente grupos benzoatos y cinamatos
aislados de C. pulcherrima fueron probados mediante un bioensayo que mide las actividades
antialimentaria e insecticida contra dos especies de polillas (Figura 15), siendo 62 y 64 los
que presentaron mejor actividad antialimentaria contra Mythimna separata y 63 y 65 contra
Plutella xylostella. Por otro lado, las mejores actividades insecticidas las tuvieron 62 y 64
contra M. separate y 65 y 66 contra P. xylostella (Li et al., 2020).
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Figura 15 Cassanos aislados de Caesalpinia pulcherrima.

La especie Caesalpinia platylova, cominmente conocida como “frijolillo”, es un
arbol originario de México que puede crecer hasta cinco metros de altura con corteza
amarillenta y madera rojiza. Presenta hojas doblemente compuestas, racimos de flores
amarillas en las puntas de las ramas y frutos en forma de vainas marrones, cada una de las
cuales contiene de 4 a 8 semillas planas de color marron. Se utiliza como cerco vivo
aprovechando las caracteristicas de la madera. Fue descrita por primera vez en 1886 y
clasificada en la familia Fabaceae (Watson, 1886).

Sin embargo, estudios recientes basados en analisis moleculares y morfolégicos han
demostrado que esta especie no pertenece al género Caesalpinia, sino a un género separado
Ilamado Coulteria, que incluye alrededor de 15 especies de arboles y arbustos tropicales. Por
tanto, el nombre cientifico actual de la especie es Coulteria platylova, y el nombre anterior,
Caesalpinia platyloba, se considera sinonimia (Gagnon et al., 2016).

El estudio quimico del extracto de diclorometano de hojas de C. platyloba condujo al

aislamiento de los diterpencassanos 67-69 (Figura 16). Las estructuras y la estereoquimica
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de los compuestos se determinaron mediante el analisis de los datos espectroscopicos de
RMN 1D y 2D, difraccion de rayos X y dicroismo circular vibracional (Gémez-Hurtado et
al., 2013).

67 68 69

Figura 16 Cassanos aislados de Caesalpinia platyloba.

Adicionalmente, en un estudio quimico del extracto de CH2Cl> de hojas de
Caesalpinia platyloba realizado en el grupo de trabajo aislaron tres nuevos cassadienos
minoritarios al 3f,13a-dihidroxi-6fB-acetoxicassan-14(17),15-dieno (70), 3p,13p-dihidroxi-
6p-acetoxicassan-14(17),15-dieno (71) y al 3B-hidroxi-6p-acetoxicassa-13,15 dieno (72)
(Figura 17), los cuales no pudieron ser caracterizados totalmente (Pamatz-Bolafios, 2018).
Por lo tanto, en el presente trabajo se realizd una reinvestigacion del extracto de cloruruo de

metileno de hojas, para aislar cassaddieno minoritarios.

Figura 17 Cassadienos de Caesalpinia platyloba.
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JUSTIFICACION.

Debido a la importancia que han demostrado tener los cassanos y a su significativa
distribucion en el género Caesalpinia surge el interés por continuar con la busqueda de
compuestos novedosos de interés farmacoldgico, considerando que los reportes indican la
presencia de cassanos con actividad bioldgica en otras especies del género. De esta manera

se aportara a la quimiotaxonomia de los géneros Caesalpinia y Coulteria.
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OBJETIVOS.
Objetivo general.
Aislar y purificar cassanos minoritarios presentes en Caesalpinia platyloba, por
métodos cromatogréaficos, para establecer sus caracteristicas estructurales mediante técnicas

espectroscopicas.

Objetivos especificos.
Obtener los extractos de hojas y tallos de Caesalpinia platyloba.
Aislar los cassanos de Caesalpinia platyloba.

Caracterizar los cassanos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Como se menciond anteriormente, Pamatz-Bolafios 2018, aislo diferentes
cassadienos del extracto de diclorometano de hojas de C. platyloba, pero debido a que en ese
estudio se obtuvieron en bajas cantidades, se decidid explorar el extracto en cuestion en la
busqueda de completar su caracterizacion espectroscopica, para lo cual se inicio con el
andlisis cromatogréafico del extracto, siguiendo la metodologia descrita. Es importante sefialar
que el estudio cromatografico y de RMN de las fracciones obtenidas no arrojaron datos que
evidenciaran la presencia de dichos diterpenos. Lo anterior, puede deberse a la temporada de
la colecta, el lugar donde esta se realiz0, asi como factores climaticos y ambientales, por lo
que se opto por realizar colecta de las hojas en diferentes épocas del afio.

Material vegetal

Las hojas de la especie C. platyloba se colectaron en la localidad de los Charcos
municipio de Buenavista Tomatlan, Michoacan. Se dejaron secar a la sombra, una vez secas,
lotes de aproximadamente 2 kg de hojas se molieron y se sometieron a maceraciones
sucesivas con hexanos y CH.Cl, durante tres dias con 15 L de cada disolvente. Se filtré en
cada ocasion y los disolventes fueron recuperados por medio de rotavapor, obteniendo los
respectivos extractos totales. Los extractos de CH2Cl2 se obtuvieron con un rendimiento entre
6.6y 7.0%.

Extractos de Caesalpinia platyloba.

Una muestra del extracto total de CH2Cl2 de las hojas colectadas en septiembre del
2020, fue analizada por RMN de H (Figura 18) y el espectro mostrd las sefiales
caracteristicas de compuestos tipo terpenos alifaticos, a pesar de que se observan sefiales de
dobles enlaces, indicando la posible presencia de dienos, no se observan sefiales en
aproximadamente 2.0 ppm que indiquen la presencia del metilo de acetato presente en los
derivados de cassanos aislados previamente de C. platyloba.

Tambien se realizaron extractos de cloruro de metileno de tallos, como se pude
observan en el espectro de RMN de *H (Figura 19) mostro sefiales del anillo de furano en
7.2 ppmy 6.2 ppm, las sefales del sistema dieno se observan en muy pequefia concentracion.

Una muestra del extracto total de CH.Cl. de las hojas colectadas en mayo del 2021,
fue analizada por RMN de H (Figura 20) y el espectro mostro las sefiales caracteristicas de

los diterpencassanos del anillo de furano en 7.2 y 6.2 ppm, asi como sefiales que indican la
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presencia de sistemas de dienos de 6.8 ppm y de 5.2 a 5.0 ppm, en una mayor concentracion
en comparacion con las muestras anteriores. Sefiales caracteristicas del metilo de acetato en
2.0 ppm. También se observan sefiales en 3.2 y 3.6 ppm caracteristicas de hidroégenos base
de hidroxilos, aunque en muy pequefia concentracion.

Este extracto se fraccion6 en columna cromatografica usando como fase estacionaria
gel de silice y como fase movil mezclas de hexanos:AcOEt en polaridades ascendentes,
colectando fracciones gruesas de 100 mL, incluyendo el barrido de la columna con metanol.
El disolvente de cada fraccion se evapord en rotavapor y una muestra de la fraccion 12
obtenida con MeOH se analizd por RMN de *H (Figura 21) y el espectro mostro sefiales que
sugerian la presencia de un compuesto mayoritario. Mostro sefiales de un sistema de dieno
en 6.8 ppm, 4.9 ppm y 5.1 ppm aproximadamente.
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Figura 18 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto CH2Cl. de hojas septiembre 2020.
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Figura 19 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto CH2Cl; de tallos.
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Figura 20 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto CH2Cl: de hojas mayo 2021.
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Figura 21 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del barrido metandlico del extracto CH2Cl. de hojas en DMSO-ds.
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Purificacion de (13E)-3,18-dihidroxi-6-(2",3"-dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno (73).
Con base en lo anterior, 45 g del barrido metanolico del extracto de CH2Cl> de hojas
se sometio a recromatografia en columna usando como fase estacionaria gel de silice y como
fase mavil polaridades ascendentes de hexanos:AcOEt iniciando con la polaridad 2:3. De las
fracciones 63-78 se obtuvieron 11 mg de un sélido blanco con un punto de fusion de 118-
120 °C que se analizé por RMN de *H (Figura 22).El espectro mostré dos sefiales simples
en 8.71y 8.65 ppm correspondientes a dos protones de OH fendlico que fueron confirmados
mediante el experimento de intercambio con la adicion de D2O; en 6.74 ppm se observé una
sefial doble de dobles con J=17.3 y J=11.0 Hz del proton H-15. En 5.08 ppm se observo la
sefial doble con J=17.3 Hz correspondiente al H-16, mientras que el proton H-16"se observd
en 4.95 ppm como una sefial doble con J=11.0 Hz. Estas sefiales fueron asociadas a un doble
enlace terminal, cuyo patrén de desplazamiento quimico permitié establecer la presencia de
un cassadieno, este patron de sefiales fue reportado previamente para cassanos aislados de C.
platyloba (Gomez-Hurtado et al., 2013) Entre 6.60 y 6.40 ppm se observaron tres sefiales
correspondientes a un benceno trisustituido de acuerdo con los valores de las constantes de
acoplamiento, y cuya integracién establecid la presencia de tres hidrogenos. En 5.35 ppm se
encontré una sefal simple ancha, del proton base de éster H-6. En la regién de lo protones
base de heteroatomos destacaron tres sefiales, dos de ellas traslapadas con la sefial de la
humedad del disolvente en 3.40 y 3.33 ppm, la tercera sefial se observd como una sefial doble
de dobles en 3.02 ppm, estas sefiales se simplificaron al adicionar D>O a la muestra,
observandose ahora las sefiales en 3.33 'y 3.02 ppm como dos sefiales dobles correspondientes
a un sistema AB de los protones H-18 y H-18" con una J=10.4 Hz. La presencia de este
sistema AB y la presencia de tres metilos en 1.56, 1.08 y 0.65 ppm como sefiales simples,
permitio establecer que uno de los metilos se encontraba funcionalizado con grupo hidroxilo.
La sefial caracteristica del proton H-5 se observé como una sefial simple en 1.36 ppm. El
resto de las sefiales del esqueleto se encuentran entre 2.70 y 0.80 ppm.

En la (Figura 23) se observa la comparacion del espectro de RMN de H del
compuesto 73 antes y después de la adicion de D20. Se aprecia la desaparicion de las sefiales
de los grupos OH fendlicos, asi como la simplificacion de las sefiales de los hidrogenos del
metileno en la posicion 18 al perder su acoplamiento con el hidroxilo en C-18.
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En el analisis de RMN de *3C (Figura 24) se observaron 11 sefiales de carbonos sp?,
en 171.71 ppm se observo la sefial del carbonilo del éster. Entre 146 y 110 ppm se observaron
las sefiales correspondientes a los seis carbonos del benceno y cuatro del dieno. En la region
de los carbonos alifatico, de 70.0 a 12.0 ppm, se encontraron 18 sefiales. Las sefiales
correspondientes a los tres carbonos base de oxigeno se encontraron entre 70.0 y 62.0 ppm.
Adicionalmente, se realizd un experimento DEPT que permitid determinar la presencia de
tres metilos, ocho metilenos, cinco metinos y dos carbonos cuaternarios. La presencia de 8
metilenos en el espectro de carbono-13 permitié deducir la presencia del grupo dihidro
cafeico. El analisis completo de RMN permiti6 proponer la estructura del compuesto aislado
como un cassadieno, el cual presenta dos grupos hidroxilo posisiones C-3 y C-18, asi como
una esterificacion con un grupo dihidro cafeato en la posicion C-6. Compuestos con este
esqueleto han sido reportados de diferentes especies vegetales, por ejemplo, de
Myrospermum frutescens, de la cual aislaron un cassadien que presentd sustituciones con
grupos hidroxilo en C-18 y C-6, el cual presentd actividad frente a Trypanosoma cruzi en
forma intracelular (Torres-Mendoza et al., 2003). Aunque el cassadieno reportado en este
trabajo presenta un grupo hidroxilo adicional resulta interesante determinar su potnecial

bioldgico, lo que se establecera en trabajos futuros.
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Figura 22 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 73 en DMSO-ds.
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Figura 23 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 73 trazo inferior. Trazo superior + D,0.
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Figura 24 Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del cassano 73 en DMSO-ds.
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Con los datos analizados hasta el momento se propone la presencia del (13E)-3,18-
dihidroxi-6-(2",3"-dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno (73) el cual corresponde a un derivado
novedoso (Figura 25).

HO
HO 0] 0

73

OH
OH

Figura 25 Estructura del (13E)-3,18-dihidroxi-6-(2",3"-dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno.

Purificacion de 6f-acetoxi-12,14-dihidroxicassa-(13)15-en-16,12-olida (11).

Las fracciones 17 a 60 de la columna de la porcion metanolica del extracto de
diclorometano de hojas se sometieron a una recromatografia utilizando gel de silice como
fase estacionaria y mezclas de hexanos:AcOEt en polaridades ascendentes. Se inicio la
columna con una mezcla con proporcion 3:7 hexanos:AcOEt y en las fracciones 17-25 se
obtuvieron 17 mg de cristales incoloros con forma de agujas con un punto de fusién de 204-
205 °C. Los cristales fueron lavados con cloroformo y una vez limpios se analizaron por
RMN.

El espectro de RMN de 'H (Figura 27) mostr6 una sefial simple en 5.75 ppm
correspondiente al proton vinilico H-15, sefial que integro para un proton, lo que indico la
presencia de un doble enlace trisustituido, en 5.38 ppm aparecié otra sefial simple ancha
caracteristica del proton base de éster H-6, la cual concuerda con los datos reportados
previamente por el grupo de trabajo para cassanos esterificados con un grupo acetato en esta
posicion (Gomez-Hurtado et al., 2013), también se observé en 1.96 ppm la sefial simple

intensa caracteristica del metilo de un grupo acetato, comprobando la presencia de este
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sustituyente. Por ultimo, en 1.17, 1.03, 0.93 y 0.91. ppm se encontraron cuatro sefiales
simples de los metilos CHz-17, CH3-20, CH3-19 y CH3-18 respectivamente.

En el analisis de RMN de 3C (Figura 28) se observaron 4 sefiales de carbonos sp?,
de las cuales en 176.86 y 111.84 ppm aparecieron las sefiales correspondientes al doble
enlace de una hidroxilactona o,p-insaturada (Kinoshita, 2000; Kinoshita et al., 2005; Ma,
Yuan, et al., 2012), en 169.80 y 169.61 se observaron las sefiales de un carbonilo de acetilo
y un carbonilo de lactona. En 105.39 ppm se observé el C-12 base de la lactona y del OH, en
72.43 y 68.50 ppm aparecieron las sefiales de dos carbonos base de oxigeno C-14 y C-6
respectivamente; entre 54.01 y 16.91 ppm se encontraron las sefiales de 15 carbonos
alifaticos. Un experimento DEPT revel6 la presencia de cinco metilos, cinco metilenos, cinco
metinos y siete carbonos cuaternarios. El andlisis de los espectros de RMN de 1D y 2D
confirmaron las asignaciones.

Los datos analizados permitieron proponer la presencia de 6p-acetoxi-12,14-
dihidroxicassa-(13)15-en-16,12-olida (11). Yadav y colaboradores en el 2007 reportaron el
aislamiento de dos lactonas 11 y 12 de C. bonduc (Figura 26) estableciendo la presencia y
configuracion de estos epimeros mediante el experimento ROESY del derivado acetilado;
sin embargo, los datos de resonancia magnética nuclear fueron determinados en piridina
deuterada, por lo que fue necesario determinar los datos espectroscépicos con ese disolvente
para poder establecer la estructura de 11, asi como establecer la configuracion de los C-12 y
C-14. Algunos autores han postulado que este tipo de compuestos tipo butenélida se forman
por peroxidacion del furano y su posterior isomerizacion. Estos derivados han sido evaluados
en cuanto a su actividad frente a Trypanosoma cruzi, presentando actividad frente a la forma
extracelular (Torres-Mendoza et al., 2004), lo que deja como perspectiva determinar la

actividad anti tripanosoma para el derivado aislado.
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Figura 26 Estructuras de derivados aislados de C. bonduc.
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Figura 27 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 11 en DMSO-ds.
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Figura 28 Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del compuesto 11 en DMSO-ds.
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Figura 29 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 11 en Piridina-ds.
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Figura 30 Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del compuesto 11 en Piridina-ds.
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En la Tabla 1 se muestra la comparacion de los datos reportados (Yadav et al., 2007)

para 11y 12y los obtenidos experimentalmente, para los protones méas representativos.

Tabla 1 Comparacién de desplazamientos de RMN *H en piridina del compuesto 11, & en
ppm, multiplicidad y (J) en Hz.

NUmero de Experimental 11 Literatura 11 Literatura 12
H 400 MHz 500 MHz 500 MHz
5 1.11s 1.15sa 1.03 sa
6 5.74 sa 5.77 sa 5.81sa
7a 2.62 dt(14.5, 3.2) 2.65dt(14.4,3.0 Hz)  2.25dt(14.4, 3.0 Hz)
7b 1.67 1.66 2.09 dt(14.4,3.0 Hz)
8 2.22 ta(11.0) 2.25ta(11.4 Hz) 1.72 dta(11.4,3.0 Hz
1la 2.77dd (20.1,11.4Hz)  2.80dd, (20.1, 11.5Hz) 2.80dd(13.2, 2.4 Hz)
15 6.47 s 6.48 s 6.09 s
CHs-17 1.76s 1.78 s 150s
CHs-18 0.97 1.00s 0.95s
CHs-19 0.98 1.02s 1.02s
CHs-20 1.09 1.12s 1.12s
CHs-2’ 1.90s 191s 214 s

Es importante mencionar que en el analisis del espectro de RMN de =C del
compuesto 11 determinado en piridina (Figura 30) no se observa la sefial del C-12 reportado
en la literatura en la region 107.00 ppm (Yadav et al., 2007); sin embargo, en el espectro
determinado en DMSO (Figura 28) si se encuentran los dos sefiales para los carbonos C-12
y C-15. Este tipo de fendmenos se ha detectado en derivados de cassanos obtenidos por el
grupo de trabajo, en donde se aprecia la casi desaparicion de la sefial en el espectro de RMN
de 3C (Servin-Garcia, 2020). En la Figura 31 se muestra el comparativo de esta region del

espectro.
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Figura 31 Trazo superior: espectro en Piridina, trazo inferior: espectro en DMSO.
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CONCLUSION.

El estudio quimico del extracto de diclorometano de hojas de Caesalpinia platyloba
permitid aislar dos cassanos, obtenidos como componentes minoritarios.

El cassadieno (13E)-3,18-dihidroxi-6-(2",3"-dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno (73),
del que no se encuentran reportes en la literatura, por lo que se trata de un compuesto
novedoso. Ademas, cassanos funcionalizado con un éster del tipo dihidrocafeico solo han
sido reportados, hasta la fecha, en la especie Caesalpinia echinata. Y la lactona 64-acetoxi-
12,14-dihidroxicassa-(13)15-en-16,12-olida (11) que ya ha sido reportada en la literatura.

Las cantidades tan pequefias en que se obtuvieron los compuestos no permitio la
caracterizacion completa de los cassanos, por lo que la perspectiva es continuar con la
obtencidn de derivados, en futuras investigaciones. Tampoco fue posible aislar los cassanos
reportados por Pamatz-Bolafios en 2018, lo que sugiere realizar colectas de la especie de C.

platyloba en otras localidades de Michoacan.
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PARTE EXPERIMENTAL.
Generalidades.

La purificacion de los compuestos se realiz6 por medio de columnas cromatograficas
usando gel de silice de la marca MERCK con tamafio de poro 230-400 como fase
estacionaria. Los disolventes fueron destilados antes de su uso.

Los puntos de fusién fueron determinados con el equipo Fisher Scientific y no estan
corregidos.

El analisis espectroscdpico de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de
13C a 100 MHz se realiz6 en un espectrometro Varian Mercury Plus 400, utilizando CDCls,
DMSO-de, Piridina-ds y TMS como referencia interna o el disolvente. Los espectros
obtenidos se procesaron mediante el programa MestReNova 14.

Material vegetal.
Las hojas de la especie vegetal C. platyloba se colectaron en la localidad de los
Charcos municipio de Buenavista Tomatlan, Michoacan, se dejaron secar a la sombra, para

su posterior tratamiento.

Obtencion de extractos.
Un lote de 2 kg de las hojas secas se molid y se colocaron en maceracion, utilizando
hexanos como disolvente, durante tres dias a temperatura ambiente, posteriormente, se filtrd
el macerado y se concentrd en rotavapor. EI mismo proceso se realizo tres veces utilizando

CH.Cl, para obtener los respectivos extractos totales.

Obtencidn de (13E)-3,18-dihidroxi-6-(2",3"-dihidrocafeoxi)cassa-13,15-dieno (73).

El extracto de CH2Cl> se fracciond en columna cromatogréfica usando como fase
estacionaria gel de silice y como fase mdvil mezclas de hexanos:AcOEt en polaridades
ascendentes, posteriormente se realizé un barrido con metanol. El barrido metandlico se
sometio a recromatografia en columna usando como fase estacionaria gel de silice y como
fase movil polaridades ascendentes de hexanos:AcOEt. De las fracciones 63-78, obtenidas
con la mezcla 2:3 se obtuvieron 11 mg de un s6lido blanco con un punto de fusion de 118-
120 °C.
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RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm 8.71 (1H, s, OH-7"), 8.65 (1H, s, OH-6"),
6.74 (1H, dd, J = 17.3, 11.0 Hz, H-15), 6.59 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-8), 6.58 (1H, d, J = 2.1
Hz H-5'), 6.43 (1H, dd, J = 8.0, 2.1 Hz, H-9"), 5.36 (1H, s, H-6), 5.09 (1H, d, J = 17.3 Hz,
16a), 4.95 (1H, d, J = 11.0 Hz, 16b), 4.51 (1H, t, J = 4.9 Hz, OH-18), 4.27 (1H, d, J = 5.1
Hz, OH-3), 3.42 (1H, m, H-3), 3.33 (1H, m, 18a), 3.03 (1H, dd, J = 10.7, 4.9 Hz, 18b), 2.71
(2H, t,J = 7.4 Hz,), 2.57 (1H, dt, J = 16.5, 8.2 Hz,), 2.28 (1H, d, J = 16.2 Hz), 2.12 (1H, t, J
= 13.1 Hz), 2.03 (1H, d, J = 13.7 Hz), 1.93 (4H, m), 1.77 (1H, d, J = 12.3 Hz), 1.65 (1H, d,
J=13.2 Hz), 1.56 (3H, s, CHs-17), 1.37 (1H, s, H-5), 1.09 (3H, s, CHs-19), 1.01 (3H, m),
0.85 (1H, t, J = 11.3 Hz), 0.65 (3H, s, CH3-20)

RMN de 3C (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm 171.79 (C, C=0), 145.00 (C, C-7"),
143.39 (C, C-6"), 135,51 (C, C-14), 135.23 (C, C-15), 131.12 (C, C-13), 128.68 (C, C-4"),
118.46 (C, C-9°), 115.41 (C, C-8°), 115.35 (C, C-5°), 111.21 (C, C-16), 70.08 (C, C-3), 69.62
(C, C-18), 63.48, 53.53 (C, C-5), 46.37 (C, C-9), 42.45 (C, C-4), 39.86, 37.93 (C, C-8), 36.14
(C, C-1), 36.11, 36.07, 29.55 (C, C-3"), 26.85 (C, C-12), 25.88 (C, C-2), 20.85 (C, C-11),
16.47 (C, C-20), 15.40 (C, C-19), 13.01 (C, C-17).

Obtencion de 6f-acetoxi-12,14-dihidroxicassa-(13)15-en-16,12-olida (11).

El extracto de CH2Cl2 se fracciond en columna cromatogréfica usando como fase
estacionaria gel de silice y como fase movil mezclas de hexanos:AcOEt en polaridades
ascendentes, posteriormente se realizé un barrido con metanol. El barrido metandlico se
sometid a recromatografia en columna usando como fase estacionaria gel de silice y como

fase movil polaridades ascendentes de hexanos: AcOEt. De las fracciones 17-25, eluidas con
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la mezcla 3:7, se obtuvieron 17 mg de cristales incoloros con forma de agujas con un punto
de fusion de 204-205 °C.

RMN de H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm 7.36 (1H, s), 5.76 (1H, s, H-15), 5.39 (1H,
s, H-6), 5.23 (1H, s), 2.32 (1H, d, J = 10.0 Hz), 1.97 (3H, 5, OAC), 1.97 (1H, m), 1.66 (2H, t,
J=12.1Hz),1.53 (1H,t,J = 13.6 Hz), 1.42 (2H, td, J = 10.2, 6.6 Hz), 1.31 (1H, dd, J = 11.7,
8.2 Hz), 1.18 (3H, s, CH3-17), 1.04 (3H, s, CH3-20), 1.00 (1H, d, J = 3.7 Hz), 0.94 (3H, s,
CHs-19), 0.92 (3H, s, CH3-18)

RMN de 13C (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm 176.85 (C-13), 169.80 (C-16), 169.61
(C-1", 111.84 (C-15), 105.40 (C-12), 72.43 (C-14), 68.50 (C-6), 54.01 (C-5), 46.60 (C-9),
43.54 (C-8), 43.09 (C-3), 41.37 (C-1), 37.74 (C-11), 37.38 (C-10), 33.47 (C-4), 30.88 (C-7),
29.03 (C-18), 23.26 (C-19), 21.48 (C-17), 20.61 (C-2'), 18.56 (C-2), 16.92 (C-20)

RMN de H (Piridina-ds, 400 MHz) § ppm 6.47 (1H, s, H-15), 5.74 (1H, sa, H-6),
2.77 (1H, dd, J =20.1,11.4 Hz, H-11a), 2.62 (1H, dt, J = 14.5, 3.2 Hz, H-7a), 2.22 (1H, ta, J
= 10.3 Hz, H-8), 1.90 (3H, s, OAc), 1.76 (3H, s, CHs-17), 1.73 (2H, m, H-9, H-11b), 1.67
(2H, m, H-1a, H-7b), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.36 (1H, m, H-2b), 1.29 (1H, m, H-3a), 1.11 (1H,
s, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.09 (3H, s, CH3-20), 1.04 (1H, s, H-1b), 0.98 (3H, s, CH3-19),
0.97 (3H, s, CH3-18).

RMN de 3C (Piridina-d5, 100 MHz) & ppm 178.79 (C-13), 171.20 (C-16), 170.52
(C=0 AcO), 113.18 (C-15), No detectado (C-12), 73.77 (C-14), 69.59 (C-6), 55.37 (C-
5),47.96 (C-9), 45.02 (C-8), 43.96 (C-3),42.29 (C-1), 39.34 (C-11), 38.43 (C-10), 34.22 (C-
4), 33.92 (C-18), 32.44 (C-7), 23.79 (C-19), 21.96 (C-17), 21.69 (CH3-AcO), 19.43 (C-2),
17.62 (C-20).
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