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Resumen

El uso de productos naturales extraidos de plantas medicinales comienza
con el principio de la civilizacion humana y ha permanecido a través de La historia
como una fuente importante de agentes terapéuticos auxiliares en el tratamiento

de diversos padecimientos.

Aproximadamente 60% de los agentes antiinfecciosos y antitumorales

comerciales y en etapa de desarrollo clinico son de origen natural.

Galphimia glauca (cav.) Kuntze (Malpigiaceae) es una planta medicinal que
crece ampliamente en México, Centro y Sudamérica, la cual produce un nor -
secofriedelano denominado con el nombre comun galfimina B, el cual es el
componente bioactivo mayoritario de los extractos de las partes aéreas de la

planta.

El primer reporte sobre el aislamiento de la galfimina B y de su actividad
farmacoldgica fue publicado hace ya una década. El mecanismo de aislamiento
usado en ese estudio previo consistio en una serie de cristalizaciones

fraccionadas a partir de una mezcla compleja de friedelanos.

Se han llevado a cabo estudios biotecnoldgicos in vitro sobre la mezcla de

galfiminas presente en las fracciones sedantes de la planta, las cuales han

Xi



conllevado al aislamiento de un segundo nor — secofriedelano denominado 6-
acetoxigalfimina B. Por esta razon se hace patente la necesidad de un estudio
completo sobre el perfil de friedelanos presentes en las fracciones sedantes con el
objetivo de estudiar a los mecanismos biosintéticos que rigen la produccion de

galfiminas en la planta silvestre asi como en cultivos de células da la planta.

En el presente estudio se usaron técnicas de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR) en escala analitica y preparativa para la resolucion de las
mezclas complejas de galfiminas, a partir de las cuales se obtuvieron cinco picos
mayoritarios usando como base de estudio a la fraccién metandlica extraida de las

hojas de la planta.

Los picos obtenidos por técnicas de cromatografia en fase inversa en
columnas preparativas empacadas de octadecilsilicio (Cig) fueron purificadas
usando técnicas de reciclaje y corte de nucleo hasta obtener muestras
cromatograficas homogéneas. Sin embargo, los espectros de Resonancia Nuclear
Magnética (RNM) de los picos obtenidos mostraron la coexistencia de mezclas de

diasterémeros en todos los picos, exceptuando al pico Il (galfimina D).

Técnicas de argentacibn en columnas cromatograficas abiertas y en
cromatofolios en placa fina empacados con silica gel de fase normal fueron
usadas para separar a las mezclas de diasterémeros de cada peffil

cromatografico, tras lo cual se procedié a la elucidacion estructural de los

xii



friedelanos a partir de técnicas de Resonancia Nuclear Magnética usando
espectros de *Hy C.

Las técnicas de argentacion en cromatografia en capa fina y columna
abierta permitieron la purificacion de los picos I, II, 1V, y V, identificados como
isbmeros cuya diferencia estructural se manifiesta en el anillo E del esqueleto
triterpénico representados como la serie endociclica con doble enlace en las
posiciones Cyp.p1 para las galfiminas A, B, D y E y la serie exocliclica

correspondiente a las posiciones Cyg.29 del doble enlace en el anillo E.

La elucidacién estructural de las galfiminas se llevé a cabo usando técnicas
modernas de resonancia Nuclear Magnética. La estructura genérica de las
galfiminas aisladas reporté tres grupos metilo terciarios (Me25, Me26 y Me28); un
grupo metilo secundario en posicion C, (Me23); un grupo carbometoxi (C30); u
alcohol terciario en Ci;3 y un anillo de siete miembros con una lactona o,

insaturada.
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ABSTRACT

The use of natural products obtained from medicinal plant sources begins
since the raising of human civilization and these plants have been an important

source of therapeutic agents for threatening of human diseases.

Approximately 60% of antitumor and antiinfective agents that are
commercially available or in late stages of clinical trials today are of natural product

origin.

Galphimia glauca (cav.) Kuntze (Malpigiaceae) is a medicinal plant that
grown widely in México, Central and South America. G. glauca produces a nor-
secofriedelane called galphimine B that is the mayor bioactive constituent obtained
from aerial parts of the plant. The first report about isolation and structural
elucidation was published around 10 years ago. The isolation was carried using

fractional crystallization from a mixture of friedelanes.

Multiple in vitro studies have been done from the galphimine mixtures
contained in the sedative fractions of the plant. Another nor — secofriedelane called

6 — acetoxygalphimine B was obtained from the bioactive mixture.

For this reason, now is necessary a detailed investigation about the
complete set of friedelanes contained in the sedative fractions. The new objective
was fixed in the study of the biosynthetic mechanisms of the galphimine production
in both the wild plant and cell cultures.

In the present work, High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)
techniques were used in both analytical and preparative scale for the screening of
the galphimines. Five mayor peaks were obtained from the methanolic fractions of
the plant leaves.
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The mayor peaks obtained from preparative scale of reverse—phase
chromatographic packed columns of octadecilsilicium (Cig) were purified using
recycling and nuclear cut techniques. Chromatographically homogeneous peaks
was obtained and stored for further analysis.

The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra analysis of the peaks
revealed the coexistence of a mixture of endo-exo diasteromers in everyone

peaks, except in the peak Il (galphimine D).

Argentation techniques in open chromatographic columns and chromatofoils
of thin layer chromatography packed using normal - phase silica gel was used for
the separation on the diasteromeric mixtures. Structural elucidation of the
friedelanes was carried using *H and *3C NMR techniques.

Argentation techniques in both the thin layer and open column
chromatography was of capital importance in the purification of the peaks I, Il, IV
and V, identified like isomers of the endocyclic series with a double-bound in the
Cz0-21 position for the galphimines A, B, D y E; and the exocyclic series with a

double-bond in the Cy.29 position in the E-ring of the friedelane skeleton.

The structural elucidation of the complex of galphimines was carried using
modern NMR techniques. The generic structure of the isolated galphimines consist
in three tertiary methyl groups (Me25, Me26 y Me28); one secondary methyl group
in C4 position (Me23); one carbometoxy group (Cszp); one tertiary alcohol in a Cig

position and one seven — member ring associated to an unsaturated o,3 — lactone.
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1. Introduccion

1.1. Introduccién General

El descubrimiento de nuevos agentes farmacolégicamente activos
obtenidos a partir de fuentes naturales como fermentaciones microbianas o
extractos de plantas ha llevado al descubrimiento de numerosos principios
bioactivos usados clinicamente que desempefian un papel importante en el
tratamiento de enfermedades. Aproximadamente 60% de los agentes
antiinfecciosos y antitumorales comerciales y, en etapa de desarrollo clinico, son
de origen natural (Shu,1998).

El uso de productos naturales extraidos de plantas para usos
medicinales comienza con el principio de la civilizacion humana y al final del siglo
XIX los productos naturales fueron la principal fuente de medicamentos (Seidl,
2002). En los dltimos 10 afios, el interés en la investigacion de materias primarias
naturales como fuente de nuevos agentes terapéuticos potenciales auxiliado por
técnicas como la quimica combinatorial y el disefio molecular asistido por

computadora suscité un resurgimiento sustancial del mismo (Cragg et al., 1997).

Los metabolitos secundarios son compuestos que no son necesarios
para el crecimiento y reproduccion en la planta, pero desempefian un papel muy
importante en la interaccion de la misma con el medio ambiente asegurando que
sobreviva en su ecosistema (Nugroho y Verpoorte, 2002). Los terpenos
constituyen la familia mas amplia y diversa de productos naturales y en su mayoria
se clasifican como metabolitos secundarios ya que no se requieren para el

crecimiento de la planta (Shibuya et al., 1999).

Galphimia glauca es una planta de la familia Malpighiaceae,
popularmente se conoce con el nombre de “calderona amarilla” o “tempazcolole”.
Esta planta es un arbusto medicinal que crece ampliamente en México, Centro y

Sudamérica (Dorsch et al.,, 1992). En la medicina tradicional mexicana, las



infusiones de las partes aéreas de esta planta han sido usadas para tratar
alteraciones del sistema nervioso (Tortoriello y Lozoya, 1993), como un calmante
de los nervios, sedante o tranquilizante, utilizandose también para tratar diarrea,
disenteria, gastroenteritis, paludismo y desérdenes mentales (Camacho et al.,
2002). El principio biodinamico responsable de la actividad sedante es un
norsecotriterpeno denominado con el nombre trivial de galfimina B (C30H4407) y
forma parte de la familia de los friedelanos. Este triterpeno fue aislado de las
partes aéreas del vegetal (Toscano et al., 1993) y se ha demostrado que posee
efectos sedativos en el sistema nervioso central en mamiferos (Osuna et al.,
2002). La accion de este compuesto se ejerce a nivel del area ventral tegmental
del cerebro (Tortoriello, 1998). El lugar ideal para la recoleccién de Galphimia
glauca en México es la poblacién de Dr. Mora en el estado de Guanajuato, debido
a que las poblaciones de otras regiones del pais presentan un contenido

metabolico desprovisto de este principio sedante (Tortoriello y Lozoya, 1991).

Se han iniciado los estudios clinicos en pacientes con problemas de
ansiedad e insomnio y, por tal motivo, es indispensable contar con cantidades
suficientes para la realizacibn de estas investigaciones farmacolégicas y
toxicoldgicas. Debido a que la produccion de galfimina B en la planta silvestre es
variable durante el afio y se restringe so6lo a los ejemplares provenientes de la
zona centro del pais, se ha planteado el desarrollo de procedimientos
biotecnoldgicos utilizando cultivos in vitro de G. glauca con la finalidad de obtener
material vegetal que permita el abastecimiento continuo de este principio bioactivo
en concentraciones comparables o superiores a las obtenidas en las plantas
silvestres. También, recientemente se demostro la produccion in vitro de galfimina
B en cultivos de callos y células en suspension y se observé que la producciéon de
este principio activo no era continua, sino en forma de ciclos con un pico maximo
de producciéon desfasado por uno a dos dias en la generacién de un segundo
metabolito, denominado como la 6-acetoxigalfimina B (Osuna et al., 1999). La
sintesis quimica de la galfimina-B seria muy dificil y costosa como una alternativa

para el abastecimiento de este compuesto en cantidades suficientes para la



evaluacion de su potencial farmacologico y toxicolégico de interés clinico, por lo
tanto, la obtencién de este compuesto a través de cultivos de células vegetales
para su produccion industrial es una opcién prometedora (Osuna et al., 2002).

1.2. Biosintesis

Los triterpenos y esteroides se sintetizan a partir de seis unidades de
isopreno y poseen un origen biosintético comun debido a que todos son derivados
del 2,3 epoxiescualeno, presumiblemente debido a una reaccidbn en cadena
provocada por la apertura del anillo epoxidico y una subsecuente ciclizacién en

cadena de los dobles enlaces.
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Fig.1.1. Rutas del Acetato/Mevalonato y del gliceraldehido 3-fosfato para la

produccién de terpenos (Trapp y Croteau, 2001).



Los atomos de carbono que forman a los triterpenos (Cso) y a los
esteroides (C,7) se obtienen del isopreno el cual se biosintetiza por la unién de tres
grupos acetato provenientes de acetil coenzima A. Posteriormente se forma el
intermediario denominado 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA el cual se transforma por
accion de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa en mevalonato
mediante una reaccion irreversible. El mevalonato es transformado en isopentenil
pirofosfato en una serie de reacciones que involucran hidrélisis de ATP.
Posteriormente se lleva a cabo la isomerizacion del isopentenil pirofosfato para
obtener prenil difosfato. Debido a la pérdida posterior de un ion difosfato se
obtiene un cation prenil. Este cation reacciona mediante un mecanismo de unién
cabeza-cola con una unidad de isopentenil pirofosfato para producir un geranil
pirofosfato. El geranil pirofosfato reacciona con una unidad de prenil difosfato para
formar una unidad de farnesil pirofosfato. La sintesis del escualeno es llevada a
cabo por una condensacioén cola-cola de dos moléculas de farnesil pirofosfato
(Stryer L. 1995).

Los terpenos se sintetizan en plantas mediante la participacion de
dos rutas metabdlicas compartamentalizadas a nivel celular. En primer lugar, la via
del acetato/mevalonato que origina principalmente los sesquiterpenos (Cys) y los
triterpenos (Csp) en el citosol y, alternativamente, la via del piruvato/gliceraldehido-
3-fosfato, que a través del 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato, da origen a os
monoterpenos (Cyo), diterpenos (Cyo) Yy tetraterpenos (Cs) en plastidos y
mitocondrias (Trapp y Croteau, 2001) (Fig. 1.1). Una gran cantidad de triterpenos
poseen un grupo hidroxido en el carbono 3 (C3) para los cuales su precursor

biosintético es el 2,3 epoxiescualeno. (Fig. 1.2)



M3 i CHa o HO  CHy O
i o

! + H o0 - il S 1l
- ] ;
o™ ~gcon Hg’c“scDA o e, ooc\/ﬁ~~~hv,<:-~scDA
H j 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-C o

i
CoAS.. .CHz

i 2MADPH+H
. HsCod, 2HaDP*

)\/ HCd, Ho, cHsO—PP HO, CHa
- z Hzpp ; ooC. A _CHz ==, ooc e ACHLOH
izopentenil-PP

TN
)\x/cle )%/CHZ + )\/(%Hz — L. 5. CHa

& o—pp o—PP L pp
Frenil difosfato Frenil catidn Geranil-PP

O=PP/§
=

o—PP
| +
WCHZ lec\)%’qzc\/\\/\)\

2aDP  2ATP Mevalonato-PP 2ADP 2 ATR Mevalonato

) PP —0
Farnesil-PP
+
CIJ—PP
= T o Hz
MADPH +H™
J0—pp rADR*
= o, = e = L
E=scualeno
= T - = o
s}

T,
] 23 epoxiescualena

Fig. 1.2. Ruta biosintética del 2,3 epoxiescualeno (Stryer, 1995)

Los triterpenos y los esteroides se biosintetizan a partir de seis
unidades de isopreno y con un origen comun a través de la apertura del anillo
epoxidico del 2,3-oxidoescualeno seguido por una serie de ciclizaciones
intramoleculares, bajo control enzimatico, para generar los sistemas tetra y
pentaciclicos (Fig. 1.3 y 1.4) (Manitto, 1981; Hostettmann y Marston, 1995).
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1.3. Propiedades terapéuticas

Muchas de las funciones biologicas de los terpenos en las plantas se
desconocen. Estos compuestos han sido asociados a mecanismos de proteccion
contra el ataque de los hongos (Nugroho y Verpoorte, 2002; Dixon, 2001;
Osbourn, 1996), bacterias (Dixon, 2001), insectos herbivoros (Paré y Thumlinson,
1998) y animales (Dixon, 2001). A su vez, se presume que este tipo de
compuestos se encuentran relacionados con las funciones de comunicacion y un
pequefio numero de estos compuestos forman parte del metabolismo primario,

como precursores de hormonas y pigmentos (Trapp y Croteau, 2001).

Los triterpenos son una clase de isoprenoides con un amplio rango
de actividades bioldgicas y una gran diversidad estructural, por esto son
reconocidos como una importante y promisoria fuente de compuestos utiles en la
industria farmacéutica (Morita et al., 2000). Las propiedades farmacolégicas de los
triterpenos son muy vastas y reflejan su gran diversidad estructural. Por siglos las
plantas que contienen triterpenos han sido empleadas con fines medicinales y

también han sido empleados como venenos e insecticidas (Sturm et al., 1996).

En la actualidad las propiedades que se han descito en este tipo de
compuestos son también muy variadas, ya que se han encontrado triterpenos con
actividad fungicida, antibacteriana (Dixon, 2001), antitumoral (Hardas et al., 2001),
antialergénica (Campos et al.,, 2001), hipocolesterolémica, actividad
hepatoprotectora (Adnyana et al., 2001), antioxidante, citotoxica para células
normales y cancerigenas (Dai et al., 2001), inmunomoduladora (Marciani et al.,
2000), como auxiliares en el tratamiento de enfermedades inmunodegenerativas
(Lee et al., 2001), con actividad anti-HIV (Ma et al., 2000; Chen et al., 1999; Mc
Kee et al., 1997; Quéreé et al., 1996), antihipertensiva, antiinflamatoria (Ukiya et al.,
2002), analgésica, sedante (Wang et al., 1997), diurética y expectorante

(Hostettmann y Marston, 1995), entre otras.



2.- Hipotesis

El uso de técnicas de cromatografia liquida de alta resoluciéon
asistidas por técnicas modernas de espectroscopia de resonancia magnética
nuclear permitird establecer el perfil triterpénico con propiedades sedantes de
Galphimia glauca, es decir, se elucidara la naturaleza quimica de los principios
que se biosintetizan y acumulan en las partes aéreas (hojas). La diversidad
estructural de los friedelanos constituye un indicador de la variabilidad ontogénica
y geografica en su metabolismo secundario biodindmico y, por lo tanto, la
galfimina B y sus congéneres con propiedades sedantes se originan a partir de un
posible precursor norsecofriedelanico comdn para toda la serie triterpénica

mediante los procesos de desintoxicacion operantes en las células vegetales.



3.- Objetivos

GENERAL

Establecer las condiciones instrumentales a nivel analitico y
preparativo en la cromatografia liquida para lograr el aislamiento y la purificacion
de los friedelanos presentes en las hojas de Galphimia glauca y, de esta manera,
contar con material puro que permita realizar la elucidacion de su estructura

molecular.
PARTICULARES
» Establecer las condiciones instrumentales de cromatografia liquida para el
aislamiento y la identificacion analitica de los diferentes friedelanos que se
encuentran presentes en las hojas de la planta en estudio.
» Elucidar la estructura molecular de los constituyentes individuales aislados
mediante técnicas espectrométricas (FAB-MS) y espectroscépicas de RMN

1Hy B¢,

» Determinar las constantes fisicas de los constituyentes individuales (punto

de fusién y rotacion optica)
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4.- Parte Experimental

4.1. Material vegetal

La planta Galphimia glauca Cav. se recolecto en la localidad de Dr. Mora en
el estado de Guanajuato (Julio 2001). Los especimenes de referencia se
depositaron en el Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) En el
Centro Médico Nacional Siglo XXI en México. D. F. bajo los niumeros de acceso
8645 y 8646.

4.2. Determinacién de las constantes fisicas

Los espectros de Resonancia Nuclear Magnética (RMN) de Hidrogeno (*H)
y de carbono-13 (**C) se generaron en un equipo Bruker AMX-500 que operé a
una frecuencia de 500 y 125.7 MHz, respectivamente. Se utiliz6 cloroformo
deuterado (CDCl3) como disolvente y los desplazamientos quimicos se expresaron
en partes por millon (ppm) utilizando como referencia el tetrametilsilano (TMS).
Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241. Los
espectros de masas registrados en un espectrometro JEOL SX102A, se realizaron
usando como método de ionizacion el bombardeo rapido de atomos (FAB-MS). El
modo positivo de baja y alta resolucion (HRFAB-MS y LRFAB-MS) se registré
usando una matriz de glicerol o polietilenglicol. Los puntos de fusion no estan

corregidos y fueron determinados en un aparato Fisher-Johns.

4.3. Extraccion y aislamiento de los friedelanos

Las hojas se secaron a la sombra y fueron separadas del resto de las

partes aéreas en forma manual. Se trituraron usando un molino eléctrico y se
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pulverizaron usando un mortero de porcelana. Ochocientos gramos de hojas

secas se utilizaron para el presente estudio.

Las hojas de G. glauca se sometieron a un proceso de extraccion utilizando
disolventes de diferente polaridad. Primero, se realizé un desgrase utilizando una
maceracion con hexano (7L, 24 H x3). Posteriormente, se sometieron a una
extraccion utilizando cloroformo (7L, 24 H x3) y, por ultimo, se sometieron a una
extraccion utilizando metanol (7L, 24 H x3). Los extractos se filtraron vy

posteriormente se procedio a remover el solvente usando un rotavapor y vacio.

La resolucién de los constituyentes individuales presentes en las hojas de
G. glauca se logr6 a través de la aplicacion de técnicas en la cromatografia de
liguidos de alta resolucion (CLAR). Estos analisis permitieron definir las
condiciones Optimas para la separacion y purificacion de cada uno de los
constituyentes. Diversas fases estacionarias fueron probadas, tanto en la CLAR
como en columnas abiertas, que incluyeron la cromatografia de exclusién
molecular por Sephadex® y columnas empacadas con gel de silice y fases

reversas, como el dimetiloctadecilsilicio (C1g) y el cianopropilmetilsilicio.

Para la identificaciobn cromatogréfica de la galfimina B y la acetoxigalfimina
B se utilizaron muestras auténticas obtenidas in vitro a partir de cultivos de células
vegetales de G. glauca (Osuna, 1999). Se compararon cada uno de los extractos
preparados con los estandares de prueba mediante cromatografia en capa fina,
utilizando placas de gel de silice para registrar sus R en diferentes sistemas de
elucion. También, se utilizaron coeluciones en la cromatografia liquida de alta
resolucion utilizando diferentes columnas, tanto de fase normal como de fase

reversa para el registro de los tiempos de retencion (Ry).
Los extractos que se utilizaron para la purificacion de las galfiminas fueron

los extractos de cloroformo y metanol. La fraccion de metanol (153.7 g) se hizo

pasar a través de una columna de gel de silice (612 g; tamafio de particula: 0.040—
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0.063 mm) de 80 cm de altura por 8 cm de diametro. Se utilizé6 un gradiente de
polaridad creciente de CH3OH en CHCI;. Las fracciones recolectadas (450 ml c/u)
se analizaron utilizando cromatografia de capa fina (placas de gel de silice 60Fsg;
0.2 mm de espesor) y se reunieron de acuerdo a su similitud cromatogréfica.
Posteriormente, se realizé una etapa de eliminacién de pigmentos a cada una de
las fracciones colectadas utilizando carbén activado en polvo (5 g, 12 H x3) y se
filtraron usando papel filtro (Wathman 32, 15.0 cm) a través de una cama de Celita
(Celita 521, Aldrich) para remover las particulas finas de carbon activado.

Fracciones Composicion eluyente
Al a Al0 100%  CHCIls

All a Al5 98:2  CHCl3:MeOH
Al6 a Al9 97:3  CHCl3:MeOH
A20 a A26 95:5  CHCl3:MeOH
A27 a A32 93:7  CHClz::MeOH
A33 a A35 92:8 CHCl;:MeOH
A36 a A39 90:10  CHCl3:MeOH
A40 a A43 85:15  CHCl3;:MeOH
Ad44 a  A4T7 80:20  CHCI3:MeOH
A48 a A50 50:50 CHCl3:MeOH
A51 a Ab52 100%  MeOH

Tabla 4.1. Gradiente de elucién empleado en la columna A para el fraccionamiento

primario del extracto metandlico.
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De acuerdo a la similitud cromatogréfica de cada una de las fracciones,

éstas se reunieron de la manera siguiente:

Fracciones

A110
A11.16
A17.21
A22.23
Azs07
Azg.33
Azs39
As0.44
Ass.ss

Asg52

Tabla 4.2 Fracciones reunidas de la columna A del extracto de metanol.

Se procedi6 a inyectar las fracciones recolectadas en un
cromatografo de liquidos de alta presion (HPLC) con el objetivo de determinar la
presencia de las galfiminas en aquellos eluatos cuyo R; correspondia al de las
muestras auténticas, para lo cual se realizaron coeluciones de cada una de las
fracciones con los estandares de galfimina—B (Rf = 0.53; R; = 26.2 min) y 6-
acetoxigalfimina—B (R; = 0.64; R; = 33.4 min).

4.3.1. Aislamiento del compuesto A (R; 0.36; R; 19 min)

Las pruebas preliminares para lograr la separacion de los principios

presentes en la fraccion A;i.16 se efectuaron en columnas analiticas de fase
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reversa (Cig) con un sistema de deteccion de luz ultravioleta (232 nm) con un
detector de arreglo de fotodiodos (UV-DAF) y un flujo de 0.65 ml/min. El sistema
cromatografico fue el siguiente: columna analitica Waters Simmetry® de fase
reversa Cig (tamafio de poro: 5 um; dimensiones: 4.6 x 250 mm); fase movil:
CH3CN:H,O (45:55) en elucidon isocrédtica; volumen de inyeccion: 10 pl. El
escalamiento a un nivel preparativo se realiz6 de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:
MUESTRA AINYECTAR

Mp = Ma(lp/la)(Dp?/Da?)

Donde:

Da = Diametro de la columna analitica

Dp = Diametro de la columna preparativa

La = Longitud del la columna analitica

Lp = Longitud de la columna preparativa

Ma = Cantidad de materia de la columna analitica

Mp = Cantidad de materia de la columna preparativa

FLUJO A NIVEL PREPARATIVO
Fp = Fa (Ip/la)(Dp?/Da?)

Donde:

Fa = Flujo de la columna analitica

Fp = Flujo de la columna preparativa

Da = Diametro de la columna analitica
Dp = Diametro de la columna preparativa
La = Longitud del la columna analitica

Lp = Longitud de la columna preparativa
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Las condiciones instrumentales a nivel preparativo adecuadas fueron las
siguientes: Columna Cig preparativa Waters Simmetry® (tamafio de poro: 7um,
dimensiones: 19 x 300 mm); fase moévil: CH3;CN:H,O (45:55); flujo: 10 ml/min;
detector: luz ultravioleta (232 nm) con un detector de arreglo de fotodiodos (UV-

DAF); volumen de inyeccién: 500 pl.

TECNICASDE ARGENTACION EN CROMATOGRAFIA

a) Columnas de gel de silice impregnadas con AgNO3

Para construir columnas de silica de fase normal impregnadas con nitrato
de plata se utilizd gel de silice de fase normal (10 g, tamafio de poro de 0.040 — O-
063 mm) y una solucion de AgNO3 (2 g) en 10 ml de acetona y 20 ml de H,0
destilada. Posterior a la impregnacion del soporte, éste se someti6 a un
calentamiento para eliminar la humedad durante 12 H en una estufa a una

temperatura de 60 °C.

b) Cromatofolios de gel de silice impregnadas con AgNO3

Para construir cromatofolios de gel de silice de fase normal tratadas con
solucion de AgNO3; se usaron placas de gel de silice (Si 60F254 0.2 mm espesor)
bafiadas en una solucion de AgNO3 (2 g de AgNO3 en 10 ml de acetona 'y 20 ml de

H,0 x3 repeticiones) y secadas por 12 H en una estufa a 60°C.

Para el aislamiento del compuesto A se utilizé la fraccion Aj;1.16 de la
columna A. Se recurrio a la técnica de corte de ndcleo y reciclado de la muestra
(Kubo y Nakatsu, 1990) para alcanzar la maxima pureza debido a que la diferencia
en los tiempos de retencion de los componentes de la muestra no fue suficiente

para obtenerlos en estado homogéneo mediante una sola inyeccion. Fue
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necesario el uso de 10 a 15 ciclos para obtener cada uno de los compuestos con

un grado de pureza superior al 99%.

Con el objetivo de separar a los constituyentes contenidos en la fraccion
A11.16 Se utilizé la cromatografia en columna de fase normal, la cual consistio en
una columna de gel de silice (tamafio de particula: 0.040-0.063 mm) empacada
en una columna de vidrio de 25 x 2.5 cm. Se us6 como eluente una mezcla de
AcOEt:CHCI; de composicion 2:1. Se us6 una muestra de 498 mg de la fraccion
A11-16. Se colectaron 52 fracciones de 0.5 ml. Para el analisis de las fracciones se
usaron placas de gel de silice (60F2s4; 0.2 mm espesor) y como sistema de elucion
se us6 una mezcla de AcOEt:CHCI; de composicion 2:1. La visualizacion de los
constituyentes se realizé en una camara de luz ultravioleta (254 nm); también, se
utilizé una solucién cromégena de vainillina en H,SO, al 2% seguida por

calentamiento de las placas a una temperatura superior a los 100 °C.

Fracciones Rendimiento (mg)
15-16 31.7
17-18 44
19-20 7
21-24 96
24-26 10
44-50 8

Tabla 4.3 Fracciones reunidas de la columna de gel de silice fase normal.

Se monté una columna abierta de gel de silice impregnada con una
solucion de AgNO3; empacada en una columna de vidrio de 20 x 2 cm. Se empled
como eluyente una mezcla de CHCI3;:AcOEt de composicion 1:1. Se utilizé 15 mg

de muestra enriquecida con el compuesto A obtenida del corte de la fraccién A;;.16
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a un tiempo de retencion de 18.9 min y las fracciones 44-50 de la columna de gel
de silice fase normal. Para el analisis de las fracciones se usaron cromatofolios

impregnados con una solucién de AgNO:s.

Se colectaron 42 fracciones y se reunieron de acuerdo con su similitud
cromatografica. Las fracciones 32 a 41 proporcionaron un rendimiento de 7.0 mg
del pico A purificado. La visualizacién de las placas con luz UV (254 nm) no fue
eficiente en esta etapa ya que no se observé la fluorescencia por la accién del
nitrato de plata sobre los cromatofolios. Para revelar las placas se utilizé una

solucién de vainillina en H>SO4 al 2% sin usar calentamiento.

Se observo a través del uso de cromatofolios impregnados con AgNO3 y por
espectros de protones (*H) que el pico A obtenido por reciclaje en HPLC vy
columna abierta correspondia a una mezcla de isémeros que solo diferian en la
posicién “endo” o “exo” del doble enlace en el anillo E del esqueleto triterpénico
(A% y AP@), | 5 purificacién del isémero “endo” no se logré debido a su bajo

rendimiento a partir de la mezcla original.

Galfimina A: (CHCI3:AcOEt 1:1 [Rf = 0.36]; CH3CN:H,0, 45:55; [R; = 18.9
min]): Sélido amorfo blanco. p.f 117-119 °C [a]®» -37 (c 0.5, CHCls); FAB-MS
(modo positivo) m/z: 533.3137 [M-H]" (C30Hs50s) 13a-carbometoxi-4R-6a.,70.,18-
tetrahidroxi-30-nor-3,4-seco-fridela-1,20(29)-dien-3,24-6lido

4.3.2. Aislamiento del compuesto B1 (R; 0.53; R; 26.2 min):

La aplicacion de las técnicas de sobrecarga de la columna y corte del
nucleo (Hostettmann, 1986) permitieron colectar las fracciones correspondientes a
los tiempos de retencion (tgr) de 26.2 min. Se aplicé la técnica de reciclaje de la
muestra problema usando como sistema de elucion la mezcla de CH3CN:H,O

(45:55) y una columna Watters Simmetry® (tamafio de poro: 7um, dimensiones:
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19 x 300 mm). Se utilizaron de 12 a 15 ciclos para obtener la maxima separacion
de los compuestos. Cada uno de los eluatos colectados se evapord usando un
rotaevaporador (60 'C) y vacio. El compuesto B (tr = 26.2 min) se analiz6
mediante espectroscopia de RMN a través de un espectro de protones (‘H)
mediante el cual se pudo confirmar que este pico correspondia a una mezcla de
dos isébmeros que sélo diferian en la posicién “endo” o “exo” del doble enlace en el

anillo E del esqueleto triterpénico (A% y A%0®9).

Para la purificacion del compuesto Bl (Galfimina B, isémero “endo”
presente en el pico B del cromatograma principal) se utilizo la fraccion Aji.16. Se
ensayO una columna abierta de pequefias dimensiones, la cual consistié6 en una
columna de gel de silice impregnada con AgNO3 (Segura et al, 2000, Ruan et al,
1995) montada sobre una pipeta pasteur y se utiliz6 como eluyente una mezcla de
CHCI3:AcOEt de composicion 2:1. Se colectaron 28 fracciones de aprox. 0.3 ml.
Para el analisis de las fracciones eluidas se utilizaron placas de silica fase normal
tratadas con una solucion de AgNO; para lo cual se utiliz6 como eluyente una
mezcla de CHCI3:AcOEt de composicion 2:1. Las fracciones obtenidas en la
columna abierta se sometieron a un proceso de reciclaje en CLAR utilizando una
columna C-15 preparativa Waters Simmetry® funcionando bajo las condiciones

previamente descritas.

Se empacé una nueva columna abierta de gel de silice, la cual consistio de
una columna de vidrio de 25 x 2 cm. Se utilizaron 22 mg del pico B obtenidos del
reciclaje en CLAR de la fraccidn A;j1.16. Se utilizé como fase estacionaria silica de
fase normal (10 g) impregnada con una solucibn de AgNOj;. Se utiliz6 como
eluyente una mezcla de CHCI3:AcOEt de composicion 1:1. Para el andlisis de las
fracciones se utilizaron placas de silica Si60F,s4 impregnadas con una solucién de
AgNOs. Las placas se revelaron utilizando una solucién de vainillina en H,SO, al
2%.
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Se colectaron 50 fracciones de 0.5 ml c/u. Se reunieron las fracciones 32-35
las cuales tuvieron un rendimiento de 1.5 mg del compuesto B1. Estas fracciones
se sometieron a una etapa de remocion de los residuos de nitrato de plata, para lo
cual se us6é una columna de silica de fase normal y se usé como eluyente la
mezcla de CHCI3:AcOEt (9:1) montada en una pipeta Pasteur. Para obtener una
mayor cantidad del compuesto B1, se sometieron 20 mg adicionales del pico B
(fraccion Aj116), @ los mismos procedimientos cromatograficos. Se utilizd como
fase estacionaria gel de silice (10 g), impregnada con una solucién de AgNO3 y
como eluyente una mezcla de CHCI3:AcOEt (1:1). Se colectaron 29 fracciones de
las cuales se reunieron las fracciones 13 a 17 que contenian al compuesto B1. El
analisis de las fracciones se llevd a cabo usando placas de silica de fase normal
tratadas con solucion de AgNOs. La fase maovil fue una mezcla de CHCI3:AcOEt de
composicion 1:1 y la placa se desarroll6 en dos ocasiones consecutivas bajo las

mismas condiciones cromatograficas.

Galfimina B: (CHCI3:AcOEt 1:1 [Rf = 0.53]; CH3CN:H,0O 45:55 [Rt = 26.2 min)):
Sélido amorfo blanco. p.f. 149-152 °C [a]®» -51 (c 0.16, CHCls); FAB-MS (Modo
positivo) m/z: 517 [M+H]" (CsoH4s07) 13a-carbometoxi-4R-7o.,18p-trihidroxi-30-nor-
3,4-seco-fridela-1,20-dien-3,24-0lido.

4.3.3. Aislamiento del compuesto B2 (R; 0. 48; R; 26.2 min):

Las fracciones 24 a 27 de la columna de gel de silice de fase normal
segunda, las fracciones 49 y 50 de la columna de gel de silice de fase normal
tercera y las fracciones 24 a 27 de la columna de gel de silice cuarta se reunieron
para separar al compuesto B2 (diasteromero del compuesto B1, presenta doble
enlace en la posicion “exo” en el anillo E). A su vez se empac6 una nueva columna
utilizando 8 mg de la mezcla de compuestos que no se separaron en la columna

anterior. La columna fue montada en una pipeta Pasteur y se utiliz6 silica de fase
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normal tratada con solucion de AgNOs. Se utiliz6 como eluyente una mezcla de
CHCI3:AcOEt (1:1). Se recolectaron 19 fracciones de las cuales se reunieron las
fracciones 17 y 18 que contenian al compuesto B2.

Se empacé una nueva columna con 8 mg con las fracciones 36-46 de la
columna ultima bajo condiciones idénticas a las descritas anteriormente. Se
reunieron las fracciones 11 y 12 las cuales contenian al compuesto B2. Las
fracciones se limpiaron de residuos de AgNO3; usando una columna de silica de

fase normal y usando como eluente una mezcla de AcCOEt:CHCI3 (9:1).

A??9 Galfimina B: (CHCI3:AcOEt 1:1 [R; = 0. 48] ; CHsCN:H.0, 45:55; [Rt = 26.2
min]): Sélido amorfo blanco. p.f 148-150 °C [a]®p —38 (c 0.4, CHCls); FAB-MS
(Modo positivo) m/z: 517 [M+H]" (CsH4507) 13a-carbometoxi-4R-7a.,18B-trihidroxi-
30-nor-3,4-seco-fridela-1,20(29)-dien-3,24-4lido.

4.3.4. Aislamiento del compuesto C (R;0.51; R; 27.7 min)

Para el aislamiento del compuesto C se usé la muestra purificada a partir
del corte en CLAR de la fraccion A;;.16. Las técnicas de sobrecarga de la columna
y corte del nucleo (Hostettmann, 1986) permitieron colectar a las fracciones
correspondientes al tiempo de retencién (tg) de 27.7 min. La fraccién se sometio a
un proceso de reciclaje en CLAR (Kubo y Nakatsu, 1990) utilizando una columna
Cis preparativa Waters Simmetry® funcionando bajo las condiciones previamente
descritas, utilizandose de siete a diez ciclos para obtener la maxima separacion.

Las fracciones obtenidas se concentraron al vacio.

Galfimina C: (CHCI3:AcOEt 1:1 [R; = 0.51]; CH3CN:H,0 45:55 [Rt = 27.7 min]):
Solido amorfo blanco. p.f 119-121 °C [a]®p 55 (c 2.4, CHCl3); FAB-MS (Modo
positivo) m/z: 517 [M+H]" (C3oHs507): 13a-carbometoxi-4R-7a,18B-trihidroxi-
30-nor-19-metil-3,4-seco-fridela-1,19-dien-3,24-6lido.
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4.3.5. Aislamiento del compuesto D (Rf 0.61; R; 29.9 min):

La purificacion del compuesto D se realiz6 de manera diferente a la de los
demas compuestos, debido a que se observd que este compuesto se
descomponia generando al compuesto E1 (6-acetoxigalfimina-B), probablemente
debido a la existencia de residuos acidos en los solventes.

La purificacion del compuesto D se realizé a partir de la elucién de la
fraccion 10 de la columna de silice de fase normal y de la muestra purificada a
partir del corte en CLAR de la fraccion A;;.16, la cual fue separada usando placas
preparativas de gel de silice de fase normal (Si 60F2s4, 0.5 mm espesor) usando
como eluyente una mezcla de CHCI;::MeOH de concentracion 95:5.
Posteriormente, se empaco otra columna de fase normal, la cual consistié de una
columna de vidrio de 20 x 2 cm con silica de fase normal impregnada con solucién
de AgNOs;. Se usé como sistema de elucion una mezcla de CHCI;:MeOH de

concentracion 95:5.

Se colectaron 9 fracciones las cuales se examinaron usando cromatografia
de argentacion en placa fina y como eluyente una mezcla de CHCI;:MeOH de
concentracion 97:3. Para revelar a las placas se uso una solucion de vainillina en

H>SO,4 en concentracion del 2% sin usar calentamiento.

Galfimina D: (CHCI3:AcOEt 1:1 [Rf = 0.61]; CH3CN:H,O 45:55 [Rt = 29.9 min]):
Soélido amorfo blanco. p.f 247-248 °C [0]®p -8 (c 0.3, CHCl3); FAB-MS (Modo
positivo) m/z: 575.3203 [M-H]" (C32H4700) 12a-acetoxi-13a-carbometoxi-4R-7a.,18p-
trihidroxi-30-nor-3,4-seco-fridela-1,20(29)-dien-3,24-6lido.
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4.3.6. Aislamiento del compuesto E1 (Rf 0.53; R; 33.4 min):

Para purificar al compuesto E1 (6-acetoxigalfimina B) se empacé una nueva
columna abierta, la cual consistié de una columna de vidrio (30 x 1.5 cm) utilizando
gel de silice de fase normal. Se utilizaron 22 mg de la mezcla de compuestos E1 y
E2 obtenidos del reciclaje en CLAR de la fraccidbn A;i16. Se utiliz6 como fase
estacionaria silica de fase normal impregnada con una solucion de AgNO;. Se
utilizé como eluyente una mezcla de CHCI;:AcOEt de composicion 1:1 para las
primeras 50 fracciones y una mezcla de CHCI3:AcOEt 3:2 para las fracciones
siguientes. Para el andlisis de las fracciones se utilizaron placas de silica Si60F2s4
bafiadas en una solucion de AgNOs; y como eluyente una mezcla de
AcOEt:ciclohexano de composicion 1:1. Las placas se revelaron utilizando una

solucién de vainillina en H>SO4 al 2% sin usar calentamiento.

Galfimina E: (CHCI3:AcOEt 1:1 [Rf = 0.64]; CH3CN:H,O 45:55 [Rt = 33.4 min]):
Sélido amorfo blanco. p.f 177-179 °C [a]® b —22.4 (c 2.3, CHCl3); FAB-MS (Modo
positivo) m/z: 597 [M + NaJ*, 557 [M + 1 — H,0]"; HRFAB-MS m/z: 557.3117 ([M +
1 — H,0]", [M-H]" (C32H4s0s); (CH3CN:H,O 45:55 Rt = 33.4 min): 6a-acetoxi-13a.-
carbometoxi-4R-7a,18p-trihidroxi-30-nor-3,4-seco-fridela-1,20-dien-3,24-6lido.

También nombrado como 6-acetoxigalfimina B.

4.3.7. Aislamiento del compuesto E2 (Rf 0.53; R; 33.4 min)

Para la purificacion del compuesto E2 (diasteromero del compuesto 6
acetoxigalfimina-B, presenta doble enlace en la posicion “exo” en el anillo E) se
usaron las fracciones 74 a 82 de la columna abierta previa que contenian al
compuesto E2 practicamente puro. A estas fracciones les fueron removidos los
residuos de AgNO3 usando una columna de gel de silice de fase normal montada
en una pipeta Pasteur.
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A?°®) Galfimina E: (CHCl3:AcOEt 1:1 [R; = 0.59]; CH3CN:H,O 45:55 [Rt = 33.4
min]): Sélido amorfo blanco. p.f 176-178 °C [a]®» —21 (c 0.7, CHCls); FAB-MS
(Modo positivo) m/z: 575 [M-H]® (CsH4709) 6a-acetoxi-13a-carbometoxi-4R-
7a,18pB-trihidroxi-30-nor-3,4-seco-fridela-1,20(29)-dien-3,24-6lido.
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5. Resultados

5.1. Separacion de los compuestos A-E2

La resoluciéon de los constituyentes individuales presentes en el extracto de
metanol de las hojas de Galphimia glauca mediante la aplicacion de los métodos
de cromatografia en capa fina y en columna fue exitosa debido a que fue posible
establecer los perfiles cromatograficos (R;f) necesarios para la identificacion y el
aislamiento de los constituyentes mayoritarios. Cabe destacar que la
cromatografia en columna permiti6 obtener fracciones de menor complejidad
diferenciadas en su polaridad, facilitando la separacion de los diferentes

constituyentes.

Las condiciones cromatograficas previamente descritas para la
identificacion de las galfiminas [columna analitica de fase inversa (Cis); sistema de
elucién: CH3CN:H,0, 7:3; flujo: 0.60 ml/min] obtenidas por Osuna y colaboradores
(1999) no fueron adecuadas para la resolucién de los componentes presentes en
las hojas de Galphimia glauca debido a que los tiempos de retencion (R;) menores
a 10 min en el sistema cromatografico de fase inversa (Cig) no proporcionaron la
resolucion adecuada de la mezcla total. Al mismo tiempo, estas condiciones no
permitieron la reinyeccion de las muestras utilizando el modo de reciclaje y asi
lograr la separacion de sus constituyentes debido a la sobreposicion de los picos.
Por lo tanto, se procedié a investigar un sistema de elucion que permitiera
incrementar el tiempo de retencion de cada subfraccion. La figura 5.1 ilustra el

cromatograma generado durante este analisis preliminar.
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Fig.5.1.Cromatograma de la fraccion A;1.16 fase movil: CHsCN:H,O (70:30) , columna analitica de

fase inversa, flujo: 0.65 ml/min. Detector: UV-DAF

Se sustituyd el sistema de elucién en las condiciones cromatograficas
usadas por Osuna y colaboradores (1999) por una mezcla de CH3;CN:H,O de
composicién 45:55. Con el decremento en la proporcion del disolvente aprético
(CH3CN) los tiempos de retencién aumentaron acompafiados de una mejoria en la
resolucién del cromatograma. El perfil obtenido con el cambio de eluyente mostré

cinco componentes que se designaron con las letras A-E (Fig. 5.2).

Una vez encontradas las condiciones analiticas 6ptimas para la resoluciéon
de los constituyentes de la fraccién primaria se procedié al escalamiento de éstas
y a la purificacion a nivel preparativo de cada uno de los picos cromatograficos. El
aislamiento y la purificacion de los compuestos presentes se llevaron a cabo
usando columnas preparativas de fase inversa (C;5) mediante la técnica de corte
de nucleo para reunir cantidades suficientes de los picos A (R; = 19 min); B (Rt =
26.2 min); C (R; = 27.7 min); D (R; = 29.9 min). y E (R; = 33.4 min). Se inyectaron
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cada una de estas subfracciones de manera independiente utilizando la técnica de

reciclaje de muestra (Kubo y Nakatsu, 1990).

O

C
_ JUWJA

15 25 35 min

Fig. 5.2 Cromatograma de la fraccion A;1.16: fase mévil: CH3;CN:H,O (45:55) , columna analitica de

fase inversa, flujo: 0.65 ml/min. Detector: UV-DAF.

La separacion de los friedelanos presentes en el material vegetal en estudio
se inicio con la purificacion del pico B del cromatograma principal el cual se habia
identificado previamente como galfimina B usando los estandares de Osuna y
colaboradores (1999), ademas de ser el pico mas abundante en la fraccién
primaria del extracto de metanol (Fig. 5.2). La figura 5.3 ilustra el cromatograma
obtenido durante la purificacion del pico B mediante la combinacion de las técnicas
de corte de nudcleo y reciclaje de la muestra durante 45 minutos. La figura 5.4
ilustra el cromatograma generado por el compuesto B aislado de la fraccion
primaria A;1.16 después de su purificaciéon mediante su reciclamiento a través de la

misma columna cromatografica.
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Fig. 5.3 Cromatograma del pico B usando la técnica de reciclaje de la muestra. Condiciones:

columna preparativa de fase inversa C.g fase movil: CH;CN:H,O (6:4), flujo: 10 ml/min. Detector:

UV-DAF

5 10 15 20 25 30 35 min

Fig. 5.4. Cromatograma del pico B aislado de las hojas de Galphimia glauca.
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El andlisis del pico B del cromatograma principal usando cromatografia en
placa fina asi como cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) indicaba
su posible homogeneidad. Sin embargo, al analizar mediante técnicas de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se llegé a la conclusion
de que el pico B del cromatograma principal se trataba de una mezcla de isémeros
los cuales Unicamente se diferenciaban por la posicion “endo” o “exo” del doble
enlace en el anillo E del esqueleto triterpénico (A%° y A?°®%)). Lo mismo ocurrié con
los picos A, D y E del cromatograma, por lo cual se procedi6 a buscar las
condiciones instrumentales necesarias para lograr la resolucién de estas mezclas
de diastereoisomeros. Ningun procedimiento en la cromatografia de liquidos
permitidé su resolucion. Esta se logré gracias a la aplicacion de la técnica de

argentacion en capa fina y columnas de gel de silice (Segura et al., 2001).

Fig. 5.5. Cromatogramas en capa fina de la mezcla total de galfiminas (M) y cada uno de los picos
aislados mediante HPLC (A-E) a partir de las hojas de G. glauca Cav. Izquierda: cromatoplaca de
gel de silice: Fase normal, gel de silice; sistema de elucién: CHCIl3;:AcOEt (1:1). Derecha: placa de
silica gel: Fase normal impregnada con AgNO; (4% H,O-acetona, 4:1); sistema de elucién:
CHCI5:AcOEt (1:1) x2.
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En el espectro de MRN 'H del pico B se observa a campo bajo (ca. 5.15
ppm) un multiplete ancho (Fig. 5.5 y 5.6) que corresponde al proton vinilico en
posicion C-21, sefal asignable al isdmero con la olefina endociclica en el anillo E.
Al mismo tiempo, se observa también a campo bajo del espectro (ca. 4.69 y 4.47
ppm) dos sefiales multiples en forma de cuartetos con constantes de acoplamiento
sumamente pequefas (Juy = 2 Hz) indicando la presencia de un metileno
exociclico vinilico. Estas evidencias experimentales permitieron concluir que el
pico cromatografico B (HPLC, Rt = 26.2 min) se trata de la mezcla de ambos

isémeros A% y A20(29),
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Fig. 5.6. Espectro de RNM 'H del pico B. 500 MHz, CDCls.
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Anillo E

5.2

52 4.7

Fig. 5.7. Seccion de campo bajo del espectro de RNM *H donde se sefiala la coexistencia de los
isdmeros “endo” (galfimina B A%°) y “exo” (A”°®”) presentes en el pico B del cromatograma

principal.

El aislamiento de los componentes del pico B se llevd a cabo usando
técnicas de argentacion en columnas de gel de silice y como prueba se usaron
placas de gel de silice tratadas con una solucion de AgNOsj;, las cuales se
migraron por dos veces usando el mismo sistema cromatogréafico. El espectro de
protones registrado para el compuesto B1 aislado por esta técnica (galfimina B) no
mostré las dos sefiales multiples centradas en 4.45 y 4.7 ppm que indicaban la
presencia del diasterémero con la doble ligadura exociclica. A su vez, el espectro
de protones del compuesto B2 no mostraba el multiplete ancho en 5.3 ppm,

asignable al diasteroisdmero con la doble ligadura endociclica.
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Fig. 5.8. Espectro proténico (*H) del compuesto B1 (galfimina B, A”) en el que se muestra a campo

bajo (5.3 ppm) la sefial multiple que identifica al grupo metilo en C-29 del esqueleto de friedelano.
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Fig.5.9. Espectro de protones (*H) del compuesto B2 (A*??) galfimina B, en donde se destacan las

dos sefiales que identifican a los protones del metileno exociclico en C-29.
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La separacidon de los componentes de la subfracciones A (R;= 19.0 min) C
(Rt =27.7 min) y E (R; = 33.4 min) se llevd a cabo usando las condiciones
previamente descritas para la purificacién de la galfimina B. Mediante la inyeccion
de la muestra en columnas preparativas de fase inversa y la aplicacion conjunta
de las técnicas de corte de nucleo y reciclaje de la muestra, se logré la purificacion
de los picos A (R;=19.0 min) y E (R;= 33.4 min).

B

20 25 30 min

Fig.5.10. Cromatograma de las fracciones 32-41 de la columna de gel de silice de fase normal a
partir de la cual se obtuvo al compuesto galfimina A. Condiciones: columna analitica de fase
inversa Cyg (tamafio de poro: 5 um; dimensiones: 4.6 x 250 mm); fase movil, CH;CN:H,O (45:55);
flujo, 0.65 ml/min; detector, UV (232 nm).

El tiempo de retencién corto (Rt = 22 min) para el pico A (Fig. 5.10) en el
sistema cromatogréafico de fase inversa permitié su aislamiento usando fracciones
enriquecidas de columnas abiertas las cuales resultaron adecuadas para resolver
a los componentes de la fraccidon primaria Ai1-16. Debido a los rendimientos bajos
para este pico, Unicamente se logré el aislamiento del isbmero de la serie
exociclica, la A%?) galfimina A, mediante el empleo de las técnicas de

argentacion en columnas abiertas.

El pico C (R; =27.7 min) no se presentd como un par isomérico, segun lo
demostré la cromatografia en capa fina de argentacion (Fig. 5.1). Asi, su

aislamiento se llevé a cabo usando métodos convencionales de cromatografia de
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liquidos a nivel preparativo. En este proceso de separacion fueron necesarios la
aplicacion de siete a diez procesos de reciclaje de la muestra (Fig. 5.12). De este
pico se obtuvo el compuesto denominado con el nombre de galfimina C.

15 20 25 30 35 min

Fig.5.11. Andlisis mediante CLAR de la fraccion obtenida del corte de nicleo del pico C de

la fraccion primaria (A11.16) de Galphimia glauca. Las condiciones instrumentales fueron idénticas a
las de la Fig. 5.3.
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Fig.5.12. Cromatograma del reciclaje del compuesto galfimina C. Condiciones
instrumentales: columna semipreparativa de fase inversa, flujo: 3 ml/min. Detector: UV (232 nm).

Volumen de inyeccion: 100 pl.
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Fig.5.13. Cromatograma del pico E usando la técnica de reciclaje de la muestra. Condiciones
instrumentales: columna preparativa de fase inversa C;g fase moévil: CH;CN:H,O (6:4), flujo: 10
ml/min. Detector: UV (232 nm)

La purificacion del pico E se llevd a cabo mediante corte en CLAR de la
fraccion primaria A11.16 Y Una posterior reinyeccion usando de nueve a quince
ciclos a través de la columna de fase inversa C-18 (Fig. 5.13). La separacion del
par isomérico se llevd a cabo usando columnas de gel de silice tratadas con

solucion de AgNOs.
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Fig.5.14. Espectro de protones (*H) del compuesto (A%°®) galfimina E en donde se muestran las

sefiales que identifican a los protones del metileno exociclico en C-29.
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6.- Discusion

6.1. A* Galfimina B:

La presente seccidn se iniciara con la descripcion de las caracteristicas
espectroscopicas generales en la RMN para el ndcleo de nor-secofriedelano,
mismas que comparten todos los compuestos aislados en el presente estudio y
gue corresponden a la serie isomérica endociclica:

Se observaron tres sefiales simples (3H, x3) para grupos metilo
cuaternarios (6 0.93, 0.97 y 1.36); un metilo vinilico (3H) centrado en & 1.53 que
indicaba una doble ligadura trisustituida; un metilo doblete (3H) centrado en 3 1.08
para la sefial C-23. También, se observo una sefal simple en 6 3.5 cuyo
desplazamiento quimico indicé la presencia de un grupo metoxilo de un éster (Fig.
6.1). Un sistema AB para los protones vinilicos conjugados a un grupo carbonilo
aparecié con sus desplazamientos quimicos caracteristicos en & 6.05 (H-1, d) y
6.41 (H-2, dd). Esta ultima sefal present6 un acoplamiento adicional con un protén
alifatico centrado en & 2.54 (d) asignable al protén H-10 del esqueleto de
friedelano. Los protones del grupo metileno geminal al oxigeno etéreo de la
lactona macrociclica del anillo A se observaron como dos dobletes de un sistema
AB con una constante de acoplamiento geminal centrados en & 3.53 y 4.22. La
sefal vinilica diagnéstica para el isoméro “endociclico” se observé como un
multiplete centrado en & 5.15 (Fig. 6.2). Por ultimo, este friedelano presenté una
posicién de oxidacion del nacleo triterpénico basico y que corresponde al carbono
C-7. Esta asignacion se realizé al observar una sefial paramagnéticamente

desplazada y centrada en 6 4.22.
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Fig. 6.1. Ampliacion del espectro de RMN *H del compuesto A% galfimina B a campo alto.
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Fig. 6.2. Ampliacion del espectro de RMN *H del compuesto A% galfimina B a campo bajo.
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6.2. A*°@®° Galfimina B:

La unica diferencia espectroscépica en la RMN para la serie isomérica
exociclica fue la presencia de un par de sefiales vinilicas (6 45 y 4.7)
correspondientes al grupo metilénico de la doble ligadura entre C-20 y C-29 (Fig.
6. 3). Evidentemente, estas sefales sustituyen a las correspondientes al grupo
metilo vinilico (H-29) y a la sefial multiple olefinica (H-21) que caracterizan a la

serie endociclica.

Los espectros de *C desacoplados y las técnicas de DEPT proveen
informacion valiosa debido a que es posible identificar el nUmero de carbonos
presentes en las moléculas y sus grupos funcionales asociados en funcion del

desplazamiento quimico observado para cada una de las sefiales de *3C (Fig. 6.4).
29
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Fig. 6.3. Ampliacion del espectro de RMN *H del compuesto A galfimina B a campo bajo.
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Fig. 6.4. Experimento DEPT de RMN **C (100 MHz) del compuesto A*°?? galfimina B.

6.3. Galfimina A:

La espectrometria de masa mediante bombardeo rapido de atomos (FAB-
positivos) permitié calcular una féormula molecular de CszoHssOg para este pico
denominado galfimina A, también constituido por la mezcla isomérica endociclica y
exociclica. Asi, se evidenciaba un grado de oxidacion mayor que el observado
para la galfimina B, permitiendo ubicar al grupo hidroxilo adicional en la posicién
C-6. El espectro de RMN 'H mostré una sefial multiplete en & 4.4 para esta
sustitucion. El resto de las sefiales observadas corresponde a las anteriormente
descritas para cada una de las series isoméricas. Cabe destacar que la presencia
de un grupo hidroxilo con orientacion alfa en la posicion C-6 provoca un colapso
en las sefiales del sistema AB para el metileno C-24, de tal suerte que estos
protones resuenan con el mismo desplazamiento quimico y, por lo tanto, se

sobreponen generando un singulete ancho.
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Fig. 6.5. Espectro de RMN *C (100 MHz) del compuesto A*°® galfimina A.

6.4. Galfimina C:

El calculo del peso molecular para este pico permitio establecer la misma
férmula molecular que el determinado para la galfimina B, C3oH4507. Por lo tanto,
el andlisis de la RMN 'H establecié que se trataba de un diastereoisémero en el
anillo E a través de las siguientes sefales: la sefial vinilica resuena como un
singulete ancho en 3§ 5.3 y su asignacion como el proton H-19 resulta de las
interacciones alilicas detectadas en el espectro COSY con el grupo metilo en C-20
(Me-29) y el metileno en C-21, el cual interaccionaba a su vez con un segundo
grupo metilénico asignado a la posicion C-22. Estas correlaciones indicaron el

establecimiento de la doble ligadura en la posicién A'® permitiendo la deteccion de
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una sefal para el grupo metilo vinilico en 6 1.7. El ancho medio de esta sefal (W1,
= 5 Hz) proporcion6 una evidencia adicional para esta asignacion debido a que un
valor mayor se registr para los protones vinilicos pertenecientes a la serie A2
(W1/2 =9 HZ)

B
A 53
rfrrroro1rrrrrro 1 rrrrjgr
6.9 6.0 5.0 5.0

L I _}J O PO P 'Y uJ

[¢] ] q 1 ppm

Fig. 6.6. Espectro de RMN *H del isémero A™ de la galfimina B (la galfimina C) y ampliacién de la

regiéon a campo bajo.
6.5. Galfimina D:

Este pico que de nueva cuenta se resolvié en una mezcla isomérica exo y
endo, presentd la formula molecular C3;H4709. La diferencia de 42 unidades de
masa atomica en relacion con el pico A indicé que este pico deberia corresponder
a cualquiera de las dos posibles formas monoacetiladas de la galfimina de mayor
polaridad. El desplazamiento a campo bajo de la sefal H-7 (5 5.5) permitio la
ubicacién del grupo acetato en esta posicion del nucleo basico triterpénico de las
galfiminas. El resto de las caracteristicas espectroscépicas en la RMN para los

dos isémeros fue similar al previamente descrito para ambas series (Fig. 6.6).
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Fig. 6.7. Espectro de RMN "H del compuesto A*® galfimina D, ampliacion de la regién a campo

bajo.

El espectro de RMN *3C de la galfimina D nos muestra la presencia de 32

sefiales, las cuales corresponden al niamero de carbonos que se encuentran

presentes en la molécula (Fig. 6.7).



Galfimina D

Fig. 6.8. Espectro de RMN de 3¢ (100 MHz) del compuesto Galfimina D.

Galfimina E:

La mezcla isomérica para este pico correspondia al segundo derivado
monoacetilado de la galfimina A con férmula molecular C3,H4704. En esta ocasion,
la sefal que sufrié el desplazamiento paramagnético correspondia a la sefal
asignada al proton H-6 (6 5.5). El metilo H-24 de la lactona, al igual que sucedio
con esta sefial en la mezcla de galfiminas A, se observdé como una sefial simple

que integré para dos protones (Fig.6.8).
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Fig. 6.9. Ampliacion del espectro de RMN *H del compuesto A galfimina E a campo bajo.

A continuacién se presentan los datos de RMN completos tanto de *3C
(Tabla 1.1) como de 'H (Tabla 1.2) de todos los compuestos aislados a partir de
los extractos metandlicos de las hojas de Galphimia glauca Cav. También, se
muestran las estructuras elucidadas usando espectroscopia de RMN (Fig. 6.9).
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H GA A*GB APGB GC A**GD A*GE APIGE)
1 6.40 (dd; 12.2, 9.0) 6.41 (dd; 12.0, 8.5) 6.43 (dd; 12.1, 8.6) 6.42 (dd; 11.7, 8.3) 6.41 (dd; 12.2, 8.8) 6.40 (dd; 12.0, 8.7) 6.41 (dd; 12.2, 8.8)
2 6.07 (d; 12.2) 6.05 (d; 12.0) 6.04 (d; 12.4) 6.02 (d; 12.2) 6.07 (d; 12.2) 6.07 (d; 12.0) 6.07 (d; 12.2)
4 3.94 (q; 6.4) 352 412(q; 7.2) 353 402 3.95(q; 6.6) 3.95(q; 6.4)
6 4.38/B 1.47/8 1.46/B 1.47/8 5.46/B 553 (d; 5.7)/p 5.51 (d; 5.9)/

2.67/o 2.67 (dd; 15.9, 6.6)/a 2.68 (dd; 16.1, 6.4)/a
7 417/ 4.22/8 4.20/8 4.22/B 4,56/ 4.42 (dd; 7.5, 6.0)/B 4.42 (dd; 7.8; 5.9)/p
8 2.36 (d; 7.9)/a 2.27 (d; 7.9)/a 2.10/a 2.25(d; 7.8)/a. 2.59/a 2.53(d; 7.8)/o. 2.33(d; 7.8)/o.
10 2.60 (d; 8.9)/o. 2.54 (d; 9.0)/a 2.54(d; 8.7)/o. 2.58 (d; 8.8)/a. 2.76 (d; 8.8)/o. 2.75(d; 8.7)/o. 2.75 (d; 8.8)/o.
11 1.39 1.22 1.24 1.18 1.46 (2H) 1.23 1.43 (2H)
1.45 147 1.44 1.42 1.46
12 2.03 (2H) 2.03 (2H) 2.02 (2H) 1.97/B 2.04 (2H) 2.04 (2H) 2.02 (2H)
2.10 (dd; 13.7, 4.4)/a.
15 1.30/B 1.22Ip 1.20 (ddd; 12.0, 4.8, 2.4)/p 1.21B 0.81 (ddd; 13.2, 5.4, 2.9)/p 1.18/B 1.14/8
2.96 (td; 14.2; 4.7)la. 2.92 (dd; 13.1; 3.3)/a 3.01 (td; 13.2, 4.5)/o. 2.98 (td; 13.2, 4.4)/a. 2.82 (td; 13.2, 4.9)/a. 2.89 (td; 13.5, 4.5)/o. 2.94 (td; 13.2; 3.9)/a
16 1.27/a 1.22/a 1.28/o 1.36/a 1.20/a 1.18 1.27/a
2.00/B 2.00/B 2.01/B 2.05/p 1.99/p 1.97 2.00/B
19 212 1.80 2.05 (d; 15.0) - 212 1.82(d; 15.0) 2.09
2.92 (d; 15.0) 2.65 2.92 (d; 15.0) 2.91 (d; 15.6) 2.63 (d; 15.0) 2.89(d; 14.7)
20 - - - 5.29 (br. s) - - -
21 1.98/a 5.15 1.98/a 1.72 1.99/a 5.15 (br. s) 1.97/a
2.30/B 2.27/B 1.98 2.28/B 2.25/B
22 1.05/B 1.52/8 1.05/8 1.02/8 1.03/8 151 1.03/B
2.16/a 2.59/a 2.14/0. 2.16/a 2.12/a 2.59 2.16/a
23 1.00 (d; 6.3) 1.08 (d; 6.0) 1.04 (d; 6.3) 1.09 (d; 6.4) 1.03 (d; 6.4) 1.00 (d; 6.3) 0.98 (d; 6.3)
24 4.04 (2H) 352 352 351 412 (2H) 3.72(d; 12.2) 3.71(d; 12.2)
4.22 (d; 12.0) 4.23 (d; 12.0) 422 (d; 11.7) 4.10(d; 12.2) 411 (d; 12.2)
25 0.95(s) 0.93(s) 0.95(s) 0.94(s) 0.98 (s) 1.00 (s) 1.01 (s)
26 1.35(s) 1.36 (s) 1.35(s) 1.36 () 1.36 () 1.36(s) 1.35(s)
28 1.10(s) 0.97 (s) 1.10(s) 0.93(s) 1.08 (s) 0.96 (s) 1.07 (s)
29 4.47(q; 2.2 1.53(s) 4.46 (q; 2.4) 1.68(s) 4.46 (0, 2.4) 1.53(s) 4.46 (0; 2.4)
4.71(q; 2.2 4.68 (0, 2.4) 4.69 (0; 2.4) 4.67 (g, 2.4)
CH;0C- 3.54(s) 3.51(s) 3.50(s) 3.53(s) 3.52(s) 3.52(s) 3.49(s)
CH4CO- - - - - 2.16 (s) 2.15(s) 2.13 (s)

Tabla 6.1. Datos de *H RMN para los compuestos aislados de las hojas de Galphimia glauca, en CDCl; (multiplicidades; J = Hz).
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C DEPT AD@EGA AYGB AR APGC AD@)5h ADGE A GE
1 CH 144.85 145.74 145.82 145.90 144.38 144.7 144.41
2 CH 123.82 123.53 123.57 123.47 123.83 123.9 123.98
3 C 169.66 169.87 169.86 169.94 169.63 169.3 169.27
4 CH 62.88 72.45 72.36 72.45 64.40 63.8 63.78
5 C 52.45 48.34 48.34 48.34 52.09 51.5 51.52
6 CH, 65.93 37.34 37.35 37.29 70.95 69.9 69.85
7 CH 67.33 66.55 66.49 66.57 65.43 65.3 65.40
8 CH 52.83 53.81 54.37 54.24 50.06 52.8 53.16
9 C 38.80 40.52 40.26 40.65 38.83 39.3 38.99
10 CH 52.45 53.34 53.62 53.18 53.55 52.0 52.27
11 CH, 40.47 40.02 39.94 40.07 40.59 40.4 40.40
12 CH, 23.24 23.45 23.44 23.63 23.29 234 23.40
13 C 42.02 57.49 57.48 60.18 57.38 57.6 57.57
14 C 57.50 42.13 42.12 41.47 42.21 42.1 42.05
15 CH, 28.72 29.69 29.01 29.56 27.45 29.2 28.82
16 CH, 34.40 31.84 34.00 33.58 34.08 31.9 34.06
17 C 38.10 37.08 38.23 36.72 38.11 37.1 38.23
18 C 77.54 76.60 77.26 76.60 76.60 76.6 76.60
19 CH, 42.33 40.33 42.51 133.38 42.53 40.2 42.48
20 C 144.23 131.57 144.29 126.83 144.77 131.6 144.76
21 CH 28.90 118.77 29.26 27.00 28.95 118.8 29.03
22 CH, 35.87 38.64 36.02 32.54 35.98 38.7 36.06
23 CHs; 17.79 18.08 18.05 18.08 18.21 18.0 18.00
24 CH, 69.96 72.97 72.98 73.00 69.44 69.4 69.38
25 CHs3 21.73 20.36 20.96 20.35 22.02 214 22.02
26 CHs3 20.72 21.59 20.96 20.25 20.95 21.7 21.06
28 CHs3 25,51 26.64 25.63 25.46 25.54 26.6 25.60
29 CHs3 109.27 22.92 109.47 2311 109.38 22.9 109.40
30 C 175.55 175.15 174.96 176.22 175.01 175.1 174.84
OCHj, 51.54 51.34 51.38 51.18 51.44 51.3 51.36
CH5CO - - - - 21.58 20.9 20.90
CH5CO - - - - 171.68 169.7 169.65

Tabla 6.2. Datos de *C RMN para los compuestos aislados en las hojas de Galphimia glauca.
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Fig. 6.10. Estructura elucidada por RMN de los compuestos aislados de las hojas de Galphimia

glauca Cav.



7. Conclusiones

7.1. Usando técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAP)
y técnicas de argentacion en columna abierta, se obtuvieron y caracterizaron siete
nor-secofriedelanos, cinco de los cuales resultaron ser compuestos novedosos y
dos de estructura molecular conocida, a partir de las hojas de la planta medicinal
Galphimia glauca.

7.2. Usando técnicas de argentaciéon en cromatografia de capa fina se
revelé que las galfiminas B y E se presentan naturalmente como una mezcla
isomérica endociclica y exociclica para el anillo E del esqueleto de friedelano, asi
mismo, las pruebas de argentacion revelaron que la galfimina A también se
presenta naturalmente como una mezcla isomérica, pero debido al bajo
rendimiento en que la porcion endociclica se encuentra en las hojas no fue posible

su aislamiento y elucidacion estructural.

7.3. Se obtuvieron las constantes espectroscépicas de RMN proténicas (*H)
y de carbono-13 (**C) para los compuestos A%’ Galfimina B y A% Galfimina E,
debido a que la elucidacién estructural original de estos compuestos se llevo a
cabo usando técnicas de cristalografia.

7.4. Los nor-secofriedelanos obtenidos en el presente estudio mostraron
una diferencia estructural significativa con los descritos previamente por Camacho
y colaboradores (2002) que estriba en la ausencia del grupo epdxido en las
posiciones C-1 y C-2. Estas posiciones se encuentran insaturadas v,
evidentemente, constituyen las precursoras de la funcionalidad descrita en los
triterpenos aislados en la poblacion de Guerrero. La funcionalizacion del anillo A
de la galfimina B y sus congéneres (la lactona a.,B-insaturada) debe constituir una
caracteristica estructural necesaria para el amplio espectro de actividades
biologicas demostradas para la galfimina B.
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8.- Presentacion del articulo generado por el presente estudio

644 J. Nat. Frod. 2004, 67, 644—649

Isolation of Nor-secofriedelanes from the Sedative Extracts of Galphimia
glauca®

Alexandre T. Cardoso Taketa,! Jorge Lozada-Lechuga, Mabel Fragoso-Serrano,’ Maria Luisa Villarreal,*#+ and
Rogelio Pereda-Miranda*:!

Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Ciudad Universitaria,
Mexico City 04510, Mexico, and Centro de Investigacion en Biotecnologia, Universidad Autonoma del Estado de Morelos,
Avenida Universidad 1001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos 62210, Mexico

Received October 23, 2003

Preparative-scale recycling HPLC was used for the complete resolution of a complex mixture of nor-
secofriedelanes into five major peaks (I-V) from the sedative methanolic extracts prepared from the
aerial parts of Galphimia glauca. Argentation chromatography was used to show peaks I, II, IV, and V
to be mixtures of isomers around the E-ring double bond, represented by the endocyclic C-20, C-21 double-
bond isomers, galphimines A (3), B (1), D (4), and E (2), and the C-20, C-29 exocyclic forms, galphimines
F—1 (5—8). Galphimine C (9), isolated from peak III, corresponded to the C-19, C-20 double-bond isomer
of the previously known major sedative constituent galphimine B. The characterization of all the new
triterpenes (3—9) was performed primarily by high-field NMR spectroscopy. Comparison between
experimental and calculated 'H—'H vicinal coupling constants and the analysis of molecular mechanics
structures revealed that the ring B of these compounds exists in a boatlike conformation. The absolute
configuration for the stereogenic carbinol center at C-4 was established by the application of the Mosher
ester derivatization technique carried out in NMR tubes.

Galphimine B (1), a nor-secotriterpene and the main
sedative component of Galphimia glauca (Cav.) Kuntze
(Malpighiaceae), was isolated from the aerial parts of this
plant, which is traditionally utilized in Mexico for the
treatment of central nervous system disorders.!2 The first
report on the isolation of this active principle was published
about a decade ago when a product was obtained by
fractional crystallization from a complex mixture of nor-
secofriedelanes. The structure of compound 1 has been
resolved by X-ray diffraction studies,® but no reference to
any physical constants (mp and [op) nor to spectral data
(NMR and MS) has been made. Recently, a second inves-
tigation conducted on G. glauca tissue cultures led to not
only the isolation of the above-mentioned major constituent
but also a second related compound, 6-acetoxygalphimine
B (2). The critical factor in achieving total purification of
both samples was the development of a suitable HPLC
procedure as a simple routine analytical process able to
detect and quantify the in vitro production of the sedative
galphimines 1 and 2 in cell suspension cultures.d

For further biotechnological in vitro studies, a more
complete knowledge of the friedelane profile present in the
wild plant is necessary, since pure samples of the triter-
penes involved are needed for use as chromatographic
standards to monitor their biosynthetic production. There-
fore, an important prerequisite to accomplish their isolation
is the standardization of analytical HPLC procedures,
which can be scaled up easily for preparative purposes.
This was achieved by using reversed-phase chromatogra-
phy operating in a recycling mode. The present study
describes the isolation of five major HPLC peaks from the
ariginal sedative MeOH extract that was prepared from
the aerial parts. Four of the eluted peaks represent

% This work was taken in part from the M.Sc. thesis of Jorge Lozada-
Lechuga.

* To whom correspondence should be addressed. UNAM, Tel: +52-55-
5622-5288. Fax: +52-55-5622-5328. E-mail: pereda@servidor.unam.mx;
CEIB, Tel: +52-T77-3297057. E-mail: luisav@cib.uaem.mx.

! Universidad Nacional Auténoma de México.

* Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

10.1021/np0304666 CCC: $27.50

diastereomeric mixtures of A20 and A2 jsomers. Through
the use of argentation chromatography,® for both silica gel
TLC and column chromatography, their complete resolu-
tion is described. In addition, a fifth peak corresponding
to the A!? isomer of galphimine B is also mentioned in this

paper.
Results and Discussion

The mixture of galphimines present in the sedative
triterpene fraction of G. glaiuica aerial parts has remained
unresolved after a decade of extensive pharmacological
investigation in Mexico.!2 Due to our present biotechno-
logical approach focus on the in vitro production of the main
active constituent galphimine B (1),*9 the separation and
characterization of the additional major components of the
mixture has become a high-priority phytochemical issue.
These pure samples are needed for use as HPLC standard
compounds for the quantification of the in vitro triterpene
production by cell and hairy root suspension cultures. In
addition, the identification of novel compounds will be the
starting point for the elucidation of the complete metabolic
pathway, which would allow the future implementation of
molecular biology-based methods for manipulation of the
friedelane biosynthesis. It is hoped that this approach will
lead to an increase in the in vitro production of the sedative
principles of G. glauca.

The fractionation by reversed-phase HPLC of the nor-
secofriedelane mixture present in the MeOH extract of G.
glaiica resulted in the collection of five subfractions (peaks
1-V), which were further purified to chromatographic
homogeneity by application of preparative-scale recycling
HPLC."# In each of these analyzed eluates, one individual
spot was observed by silica gel TLC. This chromatographic
behavior was maintained even after 10 consecutive HPLC
cycles (Figure S1, Supporting Information). However,
despite the observed TLC homogeneity in all the NMR
spectra of the eluted peaks, with the exception of peak III,
a group of olefinic signals was recognized, suggesting the
presence of a mixture. These signals were representative

© 2004 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy
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Nor-secofriedelanes from Galphimia glauca

of an exomethylene vinylic moiety (Hz-29: & 4.5 and 4.7;
dc 109) and a trisubstituted endocyclic double bond (H-21:
& 5.1; 6c 118). The results of the present investigation
demonstrated, with the use of silver nitrate-impregnated
silica gel plates.® that each of these peaks was a mixture
of isomers around the E-ring double bond. The eluates
represented different pairs of double-bond isomers, of the
C-20, C-21 endocyclic double bond (1—4) and of the C-20,
C-29 exocyclic forms (5—8), which could be completely
separated from each other by AgNOa-impregnated silica
gel column chromatography (Figure S1. Supporting Infor-
mation).

Ry Rz Ry
A%®
1 H H H
2 OAc H H
3 OH H H
4 OH Ac H
10 OAc Ac Ac
12r H (R)-MTPA (R}-MTPA
12s H (S)MTPA  (S)-MTPA

13r OAc (R)F-MTPA (R}M-MTPA
13s OAc (SFMTPA (S)}-MTPA

A20(29)
5 H H H
6 OAc H H
T OH H H
8 OH Ac H
11 OAc Ac Ac
A"
9 H H H

Deduction of the basic skeleton as a nor-secofriedelane
type for all of the isolated galphimines was achieved
through comparative analysis of their NMR data (‘H—'H
COSY, 'H-13C HMBC, and NOESY) with those previously
reported for related triterpenes® ! and, in particular,
G-acetoxygalphimine B or galphimine E (2).* The following
common structural features for all the compounds were
observed: the presence of three tertiary methyl groups (Me-
25, Me-26, and Me-28); one secondary methyl group at C-4
(Me-23); a carbomethoxy group (C-30); one tertiary alcohol
at C-18; and the seven-membered @ f-unsaturated lactone
ring A. The last-mentioned functionality was confirmed
through an HMBC-connectivity analysis where the carbo-
nyl lactone resonance (¢ 169) showed correlations with the
vinylic protons H-1 (4 6.4) and H-2 (4 6.0). The latter two
were also part of an ABX spin-system with H-10 (6 2.5—
2.7). The oxidation pattern of ring B was likewise deduced
by comparison with 2.* Whereas the methylene signal for
C-6 (4 37) in compounds 1, 5, and 9 was missing in the 13C
NMR spectra of compounds 2—4 and 6—8, a hydroxylated
(& 65) or acetoxylated (8 69) methine carbon appeared
instead.

The molecular mechanics global minimum of compound
3 (Ewmx = 97.70 kcal/mol) displayed a conformation similar

Journal of Natural Froducts, 2004, Val. 67, No. 4 645

Figure 1. Minimum energy structure of galphimine A (3).

Table 1. 'H NMR Chemical Shift Data for Diagnestic Signals

of the (S5)- and (R)-MTPA-Ester Derivatives 12 and 13

MTPA proton chemical shifts (Ady= ds — dg)° 4

ester H-23 MAdy  H-24a  Ady  H-24db  Ady
12 1.361 +0.062 3.809 —0.056 4.293 —0.110 R

config

1.209 3.865 4.403
13 1.483 +0.072 4,182 —0.048 4274 -—0.080 R
1.411 4.230 4,363

2 Data measured in CDCla at 300 MHz

to that found in the X-ray structure of galphimine B (1)?
in that ring B in both substances adopts a classical boat
conformation (Figure 1). The observed vicinal coupling
constants (Jg; = 5.5 Hz and J;g =~ 8 Hz) found in
compounds 2—4 and 6—38 were similar to the calculated
values generated from the molecular model of 3 (g7 = 4.6
Hz and J; g = 8 Hz). These values were obtained from the
corresponding molecular mechanics dihedral angles H-6—
C-6—C-7—H-T= +40" and H-T-C-7—-C-8—H-8= 41517 by
using the Altona equation,!213 thus defining an a-config-
uration for the functionalities (hydroxyl or acetyloxy groups)
on these chiral centers. In addition, a NOESY cross-peak
was clearly recorded between H-6 and Me-25, supporting
the discussed structural assignment for all the above-
mentioned cases. The molecular model for the opposite
stereochemistry at C-6 (i.e., f-OH) registered a dihedral
angle of —82°, which allowed for the calculation of Jg7 =
1.4 Hz.

Through acetylation, all members of each isomeric series,
i.e., compounds 2—4 and 6—8, afforded the same peracety-
lated derivative 10 or 11, respectively. This chemical
correlation, as well as that obtained by application of the
Mosher esters methodology,'* provided conclusive evidence
for the same C-4 absolute configuration in all galphimines.
This reaction was performed in NMR tubes in deuterated
pyridine, which allowed heating the solution to promote
the esterification. In the NMR spectra of the (S)-MTPA
ester of the galphimines B and E (MTPA derivatives 12s
and 13s, respectively), the H-23 methyl group protons were
relatively deshielded compared to those signals in the (R)-
MTPA derivatives (12r and 13r). The chemical shift
difference (Ad = b5 — dg) between corresponding Me-23
protons was positive (Table 1), allowing the confirmation
of a C-4 (R) absolute configuration through the application
of the configurational model proposed by Kakisawa and
associates. !

The major HPLC peak II (fg = 26 min; Figure S1,
Supporting Information) afforded an isomeric pair of
compounds both with the molecular formula CanHysOg,
which was subsequently resolved by argentation chroma-
tography on a silica gel column into pure compounds 1 and
5. The second most prominent peak, eluate V (tg = 33.5
min), afforded a pair of compounds with the molecular
formula CazHyeOg, representing galphimine E (2) and its
isomer 6. The molecular formula calculated for peak IV (fg
= 30 min) was the same as that of peak V but was resolved
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into pure compounds 4 and 8. The isomerism of peaks IV
and V was a consequence of the position interchange of the
acetyl group residue between the hydroxylated C-6 and C-T
of the basic skeleton. Peak I (tr = 19 min) yielded 3 and 7,
whose FABMS led to the molecular formula CaHyyOg and
indicated that these pure compounds represented the
deacetylated form of galphimine D as well as galphimine
E. Galphimine C (peak III; ;e = 27.5 min) was present in
only one isomeric form (9) and posessed the same molecular
formula as galphimine B (CaHOg). For compounds in
both isomeric series, their structure elucidation was in total
agreement with the NMR data included in the Experimen-
tal Section.

Galphimine C (9) represents the C-19, C-20 endocyclic
double-bond isomer of compound 1. The NMR experiments
allowed unambiguously for the identification of all reso-
nances in ring E and the placement of the double bond
between C-19 and C-20 (Figure S2, Supporting Informa-
tion). The line width at half-height for the olefinic proton
signal H-19 (W), = 5 Hz) supported this assignment, since
a higher value was measured for compounds in the C-20,
C-21 endacyclic series (Wyz = 9 Hz). In the 'H-'H COSY
spectrum, the vinylic proton H-19 (4 5.3) showed allylic
couplings with the Me-29 group (6 1.7) and the H-21
o-proton (d 1.9). Additionally. mutual -y correlations
were observed between both ring E methylene groups, i.e.,
CHz-21 and CHz-22, both of which were absent in the
isomeric A? endacyclic series. Also observed were HMBC
correlations for the Me-29 group (3 0.9) and C-19 (o 127;
aden), C-20 (6 133; 2ey), and C-21 (6 27; *Jep). A long-
range coupling between C-18 (4 77) and H-227 (6 1.0} as
well as cross-peaks between the Me-28 signal (4 0.9), C-18
(& 77), and C-22 (6 32) were also detected. The hydroxyl
group, as an allylic substituent in galphimine C (9),
through a molecular conformational change, produced a
better interaction with the reversed-phase C,3 adsorbent
in HPLC. This situation favored its separation from the
two additional 1somers of galphimine B, L.e., the eluted peak
IT (1 and 5) (Figure S1, Supporting Information).

There seems to be a significant geographically based
difference between the semiarid highland specimens of G.
glauca and those of the tropical coastal plains'! of Mexico,
in that the galphimines (1—9) have only been isolated in
plant material collected from the former, although the
production of nor-secofriedelanes is found in plants from
both areas. Finally, the evaluation of galphimines in a
panel of four human tumor cell lines (KB, HCT-15, OVCAR,
and SQC-1) indicated a lack of significant cytotoxicity (EDsp
> 4 wg/mL), despite their potentiality as alkylating agents
due to their . f-unsaturated lactone ring. This lack of toxic
cellular effects could also imply the safety in future
sedatives developed for human consumption in over-the-
counter remedies or phytomedicines containing this type
of bioactive principle.

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected.
Optical rotations were measured with a Perkin-Elmer model
241 polarimeter. 'H (500 and 300 MHz) and *C (125.7 and
75.4 MHz) NMR experiments were recorded on a Bruker AMX-
500 or a Varian XL-300GS spectrometer in CDCl; or pyridine-
ds solution containing TMS as internal standard. Positive-ion
LEFABMS and HRFABMS were registered using a glycerol
or poly(ethylene glvcol) matrix on a JEOL SX102A spectrom-
eter. Cytotoxicity was conducted at UNAM (Facultad de
Quimica) using cultured KB (nasopharyngeal carcinoma),
HCT-15 (colon cancer), OVCAR (ovarian adenocarcinoma), and
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S0C-1 (sqguamous cell cervical carcinoma) cells, according to
previously described protocols. 517

Plant Material. Leaves of Galphimia glauca were collected
at the "Municiplo Doctor Mora®, Guanajuato, Mexico, in July
2001. The voucher specimens were identified by Abigail
Aguilar and deposited at Instituto Mexicano del Seguro Social
Herbarium (IMSSM: 11061), Centro Médico Nacional Siglo
XXI, Mexico City.

Extraction and Isolation. The dried leaves (800 g) were
powdered and defatted by maceration at room temperature
with hexane. The residual material was extracted exhaustively
with CHCls and MeOH to afford, after removal of the solvent,
a dark green syrup (104 g) and a brownish oily residue (69 g),
respectively. The crude mixture of galphimines was obtained
after fractionation of the MeOH extract by open column
cromatography over silica gel eluted with a gradient of MeOH
in CHCl;. A total of 52 fractions (150 mL each) were collected
and combined (fractions 11-16) to give a complex pool
constituted by compounds 1-9 (2.5 g).

Recycling HPLC Separation. The instrumentation used
for HPLC analysis consisted of a Waters (Millipore Corp.,
Waters Chromatography Division, Milford, MA) G00E multi-
solvent delivery system equipped with a Waters W996 diode
array detector (232 nm). Control of the equipment, data
acquisition, processing. and management of chromatographic
information were performed by the Millennium 32 software
program (Waters). The analytical HPLC separations were done
on a Symmetry Cia column (Waters; 5 gm, 4.6 % 250 mm) with
an isocratic elution of CH;CN—=H:0 (45:55), a flow rate of 0.65
mL/min, and a sample injection of 10 gL (1 mg/mL). The crude
galphimine fraction was subjected to preparative HPLC on a
reversed-phase Cg column (7 gm, 19 x 300 nm). The elution
was 1socratic with CH;CN—-H,0 (45:55) using a flow rate of
10 mL/min. Eluates across the peaks with ¢z of 18.9 min (peak
I: 28 mg: 3 and 7), 26.2 min (peak II: 80 mg: 1 and 5), 27.7
min (peak III: 3 mg: 9), 29.9 min (peak IV: 20 mg: 4 and 8).
and 32.4 min (peak V: 50 mg: 2 and 6) were collected by the
technique of heart cutting™® and independently reinjected in
the apparatus operated in the recycle mode."® The complete
separation of HPLC peaks I-V was achieved to homogeneity
(HPLC; Figure S1, Supporting Information) after five to ten
consecutive cycles employlng an isocratic elution with CHs-
CN-HO (7:3).

Argentation Chromatography. TLC: precoated 51 gel 60
Fzsy aluminum sheets (20 x 20 em) and HPTLC plates (10 =
10 em) were impregnated with silver nitrate by immersion (3x)
in a solution of 2 g of AgMNO; in acetone—H,0 (3:2: 50 mL).
After each immersion, the plates were dried at 100 °C. Final
activation was performed by heating overnight at 90 °C. Plates
were appropriately stored to avold deactivation by moisture
and oxidation by exposure to air and light. Argentation TLC,
using CHCl:—EtOAc (1:2), satisfactorily separated the gal-
phimine mixture (TLC; Figure S1, Supporting Information).
Spraying the plates with vanillin—sulfuric acid solution (0.1
g in 10 mL of Hz50, 98%) allowed the wisualization of
compounds.

Column Chromatography. Silica gel 60 (40— 860 ym) was
prepared by mixing the adsorbent (50 g) in a 2% AgNO-
solution of acetone—H:0 (3:2, 1200 mL). The impregnated
adsorbent was dried following the above-described procedures
for TLC plates. Complete resolution of all diastereomeric pairs
(10 mg) was achieved by normal column chromatography using
5 g of the impregnated adsorbent and CHClL—EtOAc (1:1) as
elution solvent. These argentation techniques afforded pure
compounds 3 (2 mg) and 7 (6 mg) from peak I: 1 (3 mg) and 5
(5 mg) from peak II; 4 {2 mg) and 8 (5 mg) from peak IV; and
finally, 2 (3 mg) and 6 (5 mg) from peak V.

Galphimine B (1): white amorphous powder; mp 149—
152 °C: [a]®p —51° (¢ 0.16, CHCly): '"H NMR [CDCl,, 500 MHz)
& 641 (1H, dd, J= 12.0, 9.0 Hz, H-1), 6.05 (1H, d, /= 12.0
Hz, H-2). 5.15 (1H. m, H-21). 4.22 (IH. m. H-T§). 4.22 (1H. d.
J=12.0, H-24h), 3.52 (IH, m, H-4), 3.52 (1H, m, H-24a), 3.51
(3H. s, OCHa), 2.92 (1H. dd. /= 13.1. 3.3 Hz, H-15q). 2.67
(IH, dd, /= 15.9, 6.6 Hz, H-6¢). 2.65 (1H. m, H-19b), 2.54
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(1H, d, 7= 0.0 Hz, H-10a), 2.50 (1H, m, H-22q), 2.27 (1H, d,

J=7.0 Hz, H-8q), 2.05 (1H, m, H-167), 2.03 2H, m, H-12),
1.80 (1H, m, H-1%a), 1.53 (3H, s, CH4-29), 1.52 (1H, m, H-228),
1.47 (1H, m, H-68), 1.47 (IH, m, H-11b), 1.36 (3H, s, H-26),
1.22 (IH, m, H-11a), 1.22 (1H, m, H-158), 1.22 (1H, m, H-16a),
1.08 (3H, d, J = 6.0 Hz, CH,-23), 0.97 (3H, s, CH,-28), 0.03
(3H, s, CHs-25); 13C NMR (CDCls, 125.7 MHz) & 175.1 (C,

C-30), 169.9 (C. C-3), 145.7 (CH. C-1), 131.6 (C, C-20). 118.8

H 1) 1235 (CH, C-2), 76.6 (C, C-18), 72.4 (CH. C-4).
-24), 66.5 (CH, C-T). 57.5 (C, C-13), 53.8 (CH, C-8),
. -10), 51.3 (CHa, OCHa), 48.3 (C, C-5), 42.1 (C, C-14).
40.5 (C. C- -9), 40.3 (CHz. C-19). 40.0 (CHa, C-11), 38.6 (CHaz.
C-22), 37.3 (CHa, C-6). 37.1 (C. C-17), 31.8 (CH,, C-18), 29.7
(CHg. C-15), 26.6 (CHa, C-28), 23.4 (CH,, C-12), 22.9 (CHa,
C-29), 21.6 (CH,;, C-26), 20.4 (CH,, C-25), 18.1 (CH;, C-23):
positive FABMS m/z 517 [M + HJ+, 499 [M + H — H:O]*:
HEFABMS myz 517.3148 ([M + HJ*, caled for CsHys07 —3.4
ppm error).

Galphimine E (6-acetoxygalphimine B, 2): white amor-
phous powder; mp 177-179 °C; [¢]2% —22.4% (¢ 2.3, CHCly):
'H NMR (CDCl;. 500 MHz) 4 6.40 (IH. dd. J= 12.0, 8.7 Hz.
H-1), 6.07 (1H, d. /= 12.0 Hz, H-2), 5.53 {IH, d. J = 5.7 Hz,
H-6). 5.15 (1H. brs, H-21), 4.42 (IH.dd, .J= 7.8, 6.0 Hz, H-T).
4.10 (1H. d. J—1221-IZ.H-2 b), 395(11—[ q.f=6.6 Hz, Hd)
372 (1H.d, J=12.2 ).
td, J=13.5,

s
(%]
ey
T
"“o

5.0 Hz, H-19a), 1.52
(1H, m, H-11b), 1.36
(1H.m., H-158). 1.18
- 6.3 Hz. CHjz-23). 1.00 (3H., s.
): BC NMR (CDCls, 125.7 MHz) &
c). 169.3 (C, C-3), 144.7 (CH. C-1).
. C-2), 118.8 (CH. C-21), 76.6 (C.
CHz, C-24), 653 (CH. C-T). 63.8
.T(CH, C-8), 52.0, (CH, C-10), 51.5
C C-14), 40.4 (CH,, C-11), 40.2
.7 (CHe. C-22), 37.1 (C, C-17).
31.9 (CH.. C- 16) 29.2 -15), 26.6 (CH3, C-28). 23.4 (CH..
C-12), 22.9 (CH,. C-29), 21 T (CH,, C-26). 21.4 (CHs. C-25).
20.9 (CH;. OAc), 18.0 (CH3, C-23); positive FABMS m/z 597
[M + Nal+. 557 [M + H — H,0]+: HRFABMS m'z 557.3117
{IM + H — H;0]*, caled for Ca:HysOg +0.5 ppm error).
Galphimine A (3): white amorphous powder: mp 117—119
°C: [a]?®p —37° (¢ 0.5, CHCL3): 'H NMR (CDCls, 500 MHz) &
6.27 (1H, dd, /=122, 9.0 Hz, H-1}, 6.05 {IH, d, J= 12.2 Hz,
H-2), 5.27 (1H, brs, H-21), 4.35 (IH. m, H-64), 4.17 (IH, m.
H-775). 4.03 (2H. m, H-24), 3.92 (1H, q. J= 6.3 Hz, H-4), 3.54
(3H, s, OCH3), 2.96 (1H, td. J = 14.4, 4.9 Hz, H-15a), 2
(IH, d, 7= 9.0 Hz, H-19b), 2.59 [11—[ d, J=9.0Hz, H-1
2.59 (1H, m, H-22q), 2.40 (1H, d. J= 7.9 Hz, H-8¢), 2.03 [2]—1
m, H-12), 2.00 (].H.m H-164). L. 81 (IH.d. 7= 15.3 Hz, H-1%9a).
1.54 (3H. s, CH,-29), 1.51 (I1H, m, H-22§8). 1.46 (1H., m, H-11h).
1.37 {(1H.m, H-11a), 1.33 (3H. s. CH3-26). 1.32 (1H, m, H-158).
1.20 (1H, m, H-16¢). 1.09 (3H, s, CH;-28).0.98 (3H, d, J=6.3
Hz, CH,-23), 0.92 (3H. s, CHs-25); *C NMR (CDCls, 125.7
MHz) 6 175.6 (C. 1. 169.7 (C, C-3). 144.8 (CH. C-1). 132.0
(C. C-20), 123.8 (CH. C-2). 118.5 (CH., C-21), T7.5 (C. C-18).
70.0 (CHz. C-24), 67.4 (CH, C-7), 66.2 (CH, C-6), 62.9 (CH. C-4),
57.5 (C, C-13), 52.8 (CH, C-8), 52.5 (C, C-5), 52.4 (CH, C-10),
51.6 (OCHs), 42.1 (C, C-14), 40.5 (CHz. C-11), 40.1 (CHz, C-19),
38.8 (C, C-9).38.5 (CHz. C-22), 38.1 (C. C-17). 32.3 (CHa, C-16).
29.1 (CHz, C-15). 26.6 (CHa, C-28), 23.3 (CHz, C-12). 22.8 {CHa,
C-29), 21.4 (CH,. C-26), 21.2 (CH,, C-25), 17.6 (CH;, C-23):
positive FABMS m/z 533 [M + H|+: HRFABMS m/z 532.3137
{IM + H]*, caled for C30H,y0g +4.3 ppm error).
Galphimine D (4): white amorphous powder; mp 247—
248 °C: [ot]*p —8° (¢ 0.3, CHCly): '"H NMR (CDCl;. 500 MHz)
4 6.40 (1H, dd, J=12.2, 8.7 Hz, H-1), 6.07 (I1H, d, /= 12.2
Hz, H-2), 5.48 (IH. dd. /= 8.4, 6.3 Hz, H-75). 5.16 (IH. m,
H-21). 4.57 (1H, m, H-68). 4.14 (2H. m. H-24), 4.03 (1H. q. J
= 6.6 Hz, H-4), 3.52 (3H. s, OCHa), 2.82 (1H, td, /= 13.6, 4.9
Hz, H-15a), 2.75 [ H,d, J=88Hz H-10¢). 2.64 (1H. d, J=
17.5 Hz. H-19b), 2.59 (1H, d. J = 8.4 Hz, H-8q), 2.59 (1H. m.

£
"OAQ).2.04 (2H, m, 1112),
=1
L 1.46
. L18
d,
.5, CH;-28
175.1 (C, C-30). 169.7 (C, OA
1

1316 (C, C-20),
C- 13) 9.9 (C]—[ C-

E

I’.p:l

belle!

o)

@
ﬁwﬁ—qﬁ

=X

(CHL. C.19),

C-30
H,
4

s,
J

Journal of Natural Froducts, 2004, Vol 67, No. 4 647

H-22¢), 2.17 (3H, s, OAc), 2.03 (2H, m, H-12), 1.08 (1H, m,
H-185). 1 a (1H, m, H-10a), 1.55 (1H, m, H-223), 1.54 (31—1 s,
CH,29), 1.47 (2H, m, H-11), 1.37 (3H, s, CH,-26), 1.20 (1H,
m, H-16a), 1.05 (3H, CHz-23). 0.98 (3H, s, CH,-25), 0.95 (3H,
s, CHy-28), 0.83 (1H, ddd, 7= 13.6, 4.9, 2.3 Hz, H-158); 135C
NMR (CDCl,, 125.7 MHz) & 175.0 (C, C-30), 171.8 (C, OA),
169.2 (C, C-3), 144.2 (CH, C-1), 1316 (C, C- 20) 123.7 (CH,
C-2), 1188 (CH, C-21), 77.1 (C. C-18), 70.8 [ L C-T), 69.3
(CHz, C-24), 65.3 (CH, C-6). 64.3 (CH, C-4), 57.4 (C, C-13), 53.3
(CH, C-10), 53.2 (C, C-5), 51.3 (OCHs), 49.4 (CH, C-8), 42.2

(C, C-14), 40.5 (CHz, C-11), 40.2 (CH2, C-19), 39.0 (C, C-17),
38.6 (CHe, C-22), 38,5 (C. C-9), 31.8 (CH., C-16), 27.4 (CHa,
C-15), 26.5 (CH;, C-28), 23.2 (CHa C-12), 22.9 (CH;, C-29),
22.0 (CH,, C-25), 21.5 (CH,;, OAc), 20.9 (CH,, C-26), 18.2 (CHa,
C-23); positive FABMS m/z 575 [M + HJ*, 557 [M + H —
H:0l*: HRFABMS m/z 575.3203 (M + HJ*, calcd for C3:Hy704
—2.9 ppm error).

Galphimine F (5): white amorphous powder; mp 148— 150
°C: [ee] ¥p —38° (c 0.4, CHCly); '"H NMR (CDCl;, 300 MHz) &
6.43 (1H, dd, J=12.4, 8.6 Hz, H-1), 6.04 (IH, d, J=12.4 Hz,
H-2). 4.68 (1H. q. J= 2.4 Hz, H-29b), 4.46 (IH. q. /= 2.4 Hz,
H-29a), 4.23 (1H, d, /= 12.0 Hz, Hb-24), 4.20 (1H. m, H3-7),
352 (IH. q. /= 6.3 Hz, H-4), 3.52 (1H. m, H-24a), 3.50 (3H,
s, OCHs), 3.01 (1H, td, J= 12.0, 4.5 Hz, H-15¢). 2.92 (1H, d,
J=15.0 Hz, H-19b), 2,67 (1H, dd, /= 15.9, 6.6 Hz, H-6a).
2.54 (IH.d, J=18.6 Hz, H-10¢), 2.27 (1H, m, H-213). 2.14 {1H.
m, H-22a), 2.10 (1H. m, H-8¢). 2.05 (IH, d, J= 15.0 Hz,
H-19a), 2.02 (2H. m, H-12), 2.01 {1H, m, H-168), 1.98 (1H, m,
H-21¢), 1.46 (1H, m, H-68), 1.44 {1H, m, H-11b), 1.35 (3H, s,
CH;-26), 1.28 (1H, m, H-16a). 1.24 (1H, m, H-11a), 1.20 (1H.
ddd, 7= 12.0, 4.5, 2.4 Hz, H-158), 1.10 (3H, s, CH;-28), 1.05
(I1H, m, H-227), 1.04 (3H. d, J= 6.3 Hz, CH;-23), 0.95 (3H, s,
CH;-25); *C NMR (CDCls, 75.4 MHz) 6 175.0 (C, C-20), 169.9
(C, C-3), 145.8 (CH, C-1), 144.3 (C, C-20), 123.6 (CH, C-2),
109.5 (CHe, C-29), 7T7.3 (C, C-18), 73.0 (CHz. C-24), 724 (CH,
C-4), 66.5 (CH. C-7), 57.5 (C. C-13), 54.4 (CH. C-8). 53.6 (CH.
C-10), 51.4 (OCHa), 48.3 (C, C-5), 42.5 (CHgz, C-19), 42.1 (C,
C-14), 403 (C, C-9), 39.9 (CHg, C-11), 38.2 (C, C-17), 37.3 (CH,,
C-6), 36.0 (CH;. C-22), 34.0 (CH.. C-16), 29.3 (CH, C-21), 29.0
(CH;, C-15), 25.6 (CHs, C-28), 23.4 (CHz. C-12). 21.0 (CHs,
C-25), 21.0 (CH;, C-26). 18.0 (CHa, C-23); positive FABMS miz
517 [M + HJ+, 489 [M + H — H.O]+: HRFABMS m/z 517.3148
(IM + HJ*, caled for CayH,y20; —3.4 ppm error).

Galphimine G (6): white amorphous powder: mp 176— 178
“C: [et) ¥ —21° (¢ 0.7, CHCly): '"H NMR (CDCls, 300 MHz) &
6.41 (IH, dd, F=12.2, 8.8 Hz, H-1), 5.07 (lI—[ d, J=12.2 Hz,
HE]SSI(]HdJ’ 59]—121—[6,8]4 [lH L J=
H-29b), 4.46 {1H, q. J
59Hz H-78), 4.11 (1 d
= 6.4 Hz. H-4), 3.71 [1
OCHs]. 2.94 (1H, t
= 14.7 Hz, H—lgb)

EE
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22X T2y
gﬁ
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R (CDCls. 75.4
174.8 (C C 3{]] 169.6 (. D!&c) 189,3 (C.C-3), 1448
). 144.4 (CH, C-1). 124.0(CH, C-2). 109.4 (CHz, C-29),
. C-18),69.8 (CH. C-6).69.4 (CH=. C-24), 65.4 (CH. C-T).

]-[ C-4), 57.6 (C. C-13), 53.2 (CH. C-8). 52.3 (CH. C-10),

(C. C-5), 51.4 (OCHas). 42.5 (CHz C-19), 42.0 (C, C-14),

(CHa, C-11), 39.0 (C.C-9), 38.2 (C, C-17). 36.1 (CHz. C-22),

41 (CH,, C-16), 29.0 (CH,, C-21), 28.8 (CH;. C-15), 25.6 (CH,,

C-28), 234 (CH,, C-12), 22.0 (CHj;, C-25), 21.1 (CH,;, C-26),

20.9 (CHs, OAc), 18.0 (CHa, C-23); positive FABMS miz 575
IM + HJ*, 557 [M + H — H,0]*: HRFABMS m'z 575.3243 ([M

+ HJ*. caled for CipHyy Oy +3.9 ppm error).

Galphimine H (7): white amorphous powder; mp 116—118
°C: [a]®p —35° (¢ 1.0, CHCly); 'H NMR (CDCl;, 500 MHz) &
6.40 (1H. dd, 7= 12.2, 9.0 Hz, H-1), 6.07 {I1H, d. J=12.2 Hz,
H-2).4.71 (1H. q. J= 2.2 Hz, H-29b), 4.47 {IH. q. J= 2.2 Hz,
H-29a), 4.38 (1H, m, H-64), 4.16 (1H, m, H-74), 4.04 (2H, m,
H-24), 3.94 (1H, q. /= 6.4 Hz, H-4), 3.54 (3H, s, OCH3), 2.96
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(IH, td, J= 14.2, 4.7 Hz, H-15a), 2.92 (IH, d, /= 15.0 Hz,
H-19b), 2.60 (I1H, d, /= 9.0 Hz, H-10q), 2.24 (1H, d, 7=T7.9
Hz. H-8a). 2.30 [1]—[ m, H-215), 2.16 (IH, m, H-22a), 2.12 {1H.
m, H-19a), 2.03 (ZH. m, H-12), 2.00 (1H, m, H-164), 1.98 (1H,
m, H-21g), 1.45 (IH, m, H-11b), 1.29 (1H, m, H-11a), 1.35 (3H,
s, CHz-26), 1.30 (1H, m, H-155), 1.27 (1H. m, H-16a), 1.10 (3H,
s, CHs-28), 1.05 (1H. m, H-225), 1.00 (3H, d, J= 6.4 Hz, CHs-
23),0.95 (3H, s, CHs-25); “C NMR (CDCls. 125.7 MHz) 6 175.5
(C.C-30), 169.7 (C, C-3), 144.8 (CH, C-1), 144.2 (C, C-20), 123.8
(CH, C-2), 109.3 (CHz. C-29), 77.5 (C, C-18), T0.0 (CHz, C-24),
67.3(CH. C-7). 65.9 (CH C-6), 62.9 (CH, C-4), 57.5 (C, C-13),
52.8 (CH, C-8), 52.4 (C, C-5), 52.4 (CH. C-10), 51.5 (OCHa).
42.3 (CHg, C-19),42.0 (C, C-14), 40.5 (CHz, C-11), 38.8 (C, C-9),
38.1 (C, C-17), 35.9 (CHz, C-22), 34.4 (CHz, C-16), 28.9 (CH-,
C-21), 28.7 (CHa, C-15), 25.5 (CHs, C-28), 23.2 (CH:, C-12),
21.7 (CHa, C-25), 20.7 (CHs, C-26), 17.8 (CHs, C-23): positive
FAEMS m/z 533 [M + H|*, 515 [M + H — H:0]": HRFAEMS
m/z 533.3114 ([M + HJ*, calcd for CsaHisOs).

Galphimine I (8): white amorphous powder: mp 246—247
°C; [a]*p —9° (c 2.3, CHCly); '"H NMR (CDCls, 300 MHz) 4 6.41
(1H.dd, J=12.2, 8.8 Hz, H-1), 6.07 (1H. d, J= 12.2 Hz, H-2),
5.46 (1H, m, H-75), 4.6% (1H, q. /= 2.4 Hz. H-29h). 4.56 (1H.
m, H-Gf). 446 (1H. q. /= 2.4 Hz, H-2%9a), 4.12 (2H. m, H-24),
4.02 (IH, m, H-4), 3.52 (3H, s, OCH3). 2.91 (1H, d, J= 15.6
Hz, H-19b), 2.82 (1H, td, J= 13.2, 4.9 Hz, H-15a), 2.76 (1H,

= 8.8 Hz. H-10q). 2.59 (1H, m, H-8a), 2.28 (1H. m, H-21/5).
(3H. s, OAc), 2.12 (lH, m, H-22a), 2.12 (1H. m, H-19a).
(ZH, m, H-12), 1.99 (1H, m, H-21), 1.99 (1H, m, H-168),
(2H, m, H-11), 1.36 (3H, s. CHs-26), 1.20 (1H, m, H-16a),
3H. s, CHs-28). 1.03 (3H, d. /= 6.4 Hz. CHs-23), 1.03
.m, H-228), 0.98 (3H, s, CH,-25), 0.81 (I1H. ddd, /= 13.2,

. 2.9 Hz, H-158); ¥C NMR (CDCls, 75.4 MHz) & 175.0 (C,
30) 17T1.7 (OAc), 169.6 (C, C-3), 144.8 (C C- 20) 144.4 (CH,
-1), 123.8 (CH., C-2), 109.4 (CHz, C-29), 76.6 (C. C-18), 70.9
CH. C-7), 69.4 (CHz, C-24), 65.4 (CH, C- 6] 64.4 (CH., C-4),

C, C-13), 53.5 (CH. C-10), 52.1 (C, C-5), 51.4 (OCHa), 50.1
Cl . C-8), 42.5 (CHg, C-19), 42.2 (C, C-14), 40.6 (CHg, C-11),
8 (C, C-9),38.1 (C, C-17), 36.0 (CHz, C-22), 34.1 (CHz, C-16),
28.9 (CHz, C-21), 27.4 (CHz, C-15), 25.5 (CHs, C-28), 23.3 (CHa,
C-12), 22.0 (CHa, C-25), 21.6 (CHs. OAc), 20.9 (CHs, C-26), 18.2
(CHs. C-23): positive FABMS m/z 575 [M + HJ*, 557 [M + H
— H:0]*: HRFABMS m/z 575.3220 ([M + H]*, caled for
CazHarOo —0.1 ppm error).

Galphimine C (9): white amorphous powder; mp 119—121
°C: []®°p —55° (¢ 2.4, CHCls); 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &
6.42 {IH. dd, J= 122 88 Hz, H-1), 6.02 (IH. d, J= 12.2 Hz,
H-2), 5.29 (IH, br. s, H-19), 4.22 (1H, m, H-7§8), 4.22 (1H. d. J
= 11.7 Hz, H-24b), 3.53 (1H, m, H-4), 3.53 (3H, s, OCH3), 3.51
(1H, m, H-24a), 2.98 (1H, td, 7= 13.2, 44 Hz, H-15a), 2.68
(1H, dd, 7= 16.1, 6.4 Hz, H-6a), 2.58 [IH d, J= 8.8 Hz,
H-10a). 2.25 (1H. d, /= 7.8 Hz, H-8a). 2.16 {1H, m, H-22¢).
2.10 (IH, dd, J = 13.7, 4.4 Hz, H-12q), 2.05 (1H, m, H-168),
1.98 (1H, m, H-215), 1.97 (1H, m, H-127), 1.72 (1H, m, H-21a),
1.68 (3H, s, CHs-29), 1.47 {IH. m, H-6§). 1 42 (IH, m, H-11h),
1.36 (3H. s, CH5-26), 1.36 (1H, m, H-16a), 1.21 (1H, m, H-154).
1.18 (1H, m, H-11a), 1.09 (3H. d, J = 6.4 Hz, CH»-23), 1.02
(1H, m, H-22§), 0.94 (3H, s, CHs-25), 0.93 {1H, s, CH3-28); '*C
NMR (CDCls. 75.4 MHz) & 176.2 (C, C-30), 169.9 (C, C-3), 145.9
(CH. C-1), 133.4 (C, C-20), 126.8 (CH. C-19), 123.5 (CH, C-2).
76.6 (C, C- 18) 73.0 (CHe, C-24), 72.4 (CH, C-4), 66.6 (CH, C-T),
60.2 (C, C-13), 54.2 (CH, C-8), 53.2 (CH, C-10), 51.2 (OCHa),
48.3 (C, C-5). 41.5 (C, C-14), 40.6 (C, C-9), 40.1 (CHeg, C-11),
37.3 (CHz. C-6), 36.7 (C, C-17), 33.6 (CHz, C-16), 32,5 (CHa,
C-22), 29.6 (CHa, C-15), 27.0 (CHg, C-21), 25.5 (CHa, C-28),
23.6 (CHg, C-12), 23.1 (CHs, C-29), 20.3 (CHs, C-25), 20.2 (CHa,
C-26), 18.1 (CHs, C-23); positive FABMS m/z 517 [M + H]*,
499 M + H — H:0]*: HRFABMS m/z 517.3165 (M + HJ*.
caled for CsoHasO7 —0.1 ppm error).

Acetylation of Galphimines 2—4 and 6—7. Each indi-
vidual compound (1-2 mg) was dissolved in Ac:O—pyridine
(1:4) (2.5 mL) and stood at room temperature for 24 h. The
derivatives were precipitated by addition of cold water, and
their purification was performed by semipreparative HPLC
on a reversed-phase Cig column (300 » 7.8 mm, 6 gm), using
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CH3CN=-H:0 (7:3, flow rate = 3 mL/min). to give derivatives
10 (1.5 mg) and 11 {2 mg).

Peracetylated derivative 10: white amorphous powder;
[0t]2%p =147 (¢ 0.2, CHCl3): 'H NMR (CDCls, 200 MHz) & 6.30
(IH, dd, /= 12.6, 8.4 Hz, H-1), 6.06 (1H,d, /= 12.6 Hz, H-Z),
5.66 (IH, d, J= 4.8 Hz, H-6), 5.53 (1H, m, H-T). 5.46 (1H. m,
d) 5.15 (1H. brs, H-21), 4.40 (1H, d. /= 12.4 Hz, H-24b),

08 (IH. d. 7= 124 Hz, H-24a), 3.52 (3H. s, OCHa), 2.50 (1H,
.JJ=1.8Hz H-8), 242 (IH. d. J= 8.4 Hz, H-10), 2.10 (3H.
Dfm) 2.08 (3H. s, OAc), 2.00 (3H, s. OAc), 1.56 (3H, s, CH;-
9), 1.36 (3H. s. CHs-26), 1.23 (3H, d. J = 6.3 Hz, CHs-23),
07 (6H. s, CHs-25, 28).

Peracetylated derivative 11: white amorphous powder;
[]®*n —9° (¢ 0.2, CHCl3): 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 4 6.30
(IH, dd, /= 12.6, 8.4 Hz, H-1), 6.06 (1H,d, /= 12.6 Hz, H-Z),
5.66 (IH, d, J= 4.8 Hz, H-6), 5.53 (1H, m, H-T), 5.46 (1H, m,

H-4), 4.69 {1H, q, J= 2.3 Hz, H-20h), 4.44 (1H, q, J= 2.3 Hz,
H-29%), 4.40 (1H, d, J= 12.4 Hz, F-24b), 4.08 (].H d, J=12.4
Hz, H-24a), 3.52 (3H, s, OCH,), 2.50 (1H. d, = 7.8 Hz, H-8)

8 Hz, )
242 (IH, d, J= 8.4 Hz, H-10), 2.10 (3H, s, OAc), 2.08 (3H, s,
OAc), 2.00 (3H, s, OAc), 1.34 (3H, s, CHs-26), 1.23 (3H. d. J=
6.3 Hz, CHs-23). 1.08 (6H, s. CH;-25, 28).

Determination of the Absolute Configuration. Each
individual solution (2.0 mg) of galphimines B (1) and E (2)
was treated with 4-{dimethylamino)pyridine (3 mg, previously
heated at 70 °C for 3 h) and dry pyridine-ds (0.75 mL) in NMR
tubes. (S)-(—)-c-Methoxy-c-trifluoromethylphenylacetyl (MTPA)
chloride was added (20 «L). The reactions were allowed to
stand at 70—75 °C for 5 h under an atmosphere of Nz. NMR
spectra were then recorded at 300 MHz by acquiring the
reaction mixtures. Further purification was performed as
follows. '8 The mixtures were transferred from the NMR tubes
into vials. Saturated aqueous NaHCO; and Et,0 were added
to the mixtures and stirred vigorously for 5 min. Water (5 mL
x 2) was added and extracted with CHCl;. The organic phases
were washed with 0.5 N HCI, dried with anhydrous Na,50,,
and concentrated. Each crude residue was purified by column
chromatography over silica gel using CHCl=—EtOAc (4:1) as
eluent to give the (F)-MTPA ester (1.5—2.0 mg). NMR spectra
in CDCl; were recorded after purification. Treatment of the
same galphimines with (K)-(+)-MTPA chloride as described
above yielded the (S)-MTPA esters.

(R)-MTFPA ester of galphimine B (12r): white amorphous
owder; [¢] ®p+18° (c 0.2, CHCls); '"H NMR (CDCls, 300 MHz)
7.52 (2H. m, phenyl-MTPA), 7.44 (3H, m, phenyl-MTPA),
60 (1H, q, J= 6.6 Hz, H-4), 5.17 (IH, brs, H-21), 4.40 (1H,
J=12.0Hz, H-24b), 3.86 (1H, d, /= 12.0 Hz. H-24a), 1.30
3H. d. J = 6.6 Hz, CH,-23): 'H NME (CsDsN. 300 MHz) o
15 (IH, q.J=6.6 Hz, H-4), 4.55 (IH. d. /= 11.7 Hz, H-24b),
02 (IH,d, J=11.7T Hz, H-24a), 1.44 (3H, d, /= 6.6 Hz, CH;-

P
)
5.
d,
!

6.
4.
23).

(5)-MTPA ester of galphimine B (12s): white amorphous
powder; [0] ¥ —24° (0.3, CHCly): 'H NMR (CDCl,, 300 MHz)
& 7.52 (2H, m, phenyl-MTP4A), 7.44 (3H, m, phenyl-MTPA),
5.53 (IH, q. J= 6.6 Hz, H-4), 5.19 (1H, brs, H-21}. 4.29 {1H.
d, J=12.0 Hz, H-24b), 3.81 (IH, d, J= 12.0 Hz, H-24a), 1.36
(3H, d, J = 6.6 Hz, CHs-23): '"H NMR (CsDsN. 300 MHz) &
6.07 (1H. m, H-4), 4.44 (1H, d, J= 12.3 Hz, H-24h), 3.98 {IH,
d, J=12.2 Hz, H-24a). 1.51 (3H. d, J = 6.3 Hz, CH»-23).

(R)-MTPA ester of galphimine E (13r): white amorphous
p w e1 [it] ®p+12° (¢ 0.2, CHCl3): '"H NMR (CDCls, 200 MHz)

2 (2H, m, phenyl-MTPA), 7.44 (3H, m, phenyl-MTPA),
5 81 (1H, q. J= 6.6 Hz, H-4), 5.16 (1H, brs, H-21), 4.36 (1H,
d, J=11.5Hz, H-24b), 4.23 (IH, d, 7= 11.5 Hz, H-24a), 1.41
(3H, d, J = 6.6 Hz, CH,-23): 'H NMR (CsDsN. 300 MHz) &
6.38 (IH, q, J=6.6 Hz, H-4), 464 (1H, d, 7= 12.3 Hz, H-24b),
448 (IH, d, J= 12.3 Hz, H-24a), 1.7T0 (3H, d. J= 6.6 Hz, CH;-
2

(5) -MTPA ester of galphimine E (13s): white amorphous
powder; [a]®p—14° (¢ 0.3, CHCI3): 'H NMR (CDCl;, 200 MHz)
& 7.52 (2H, m, phenyl-MTPA), 7.44 (3H, m, phenyl-MTPA),
571 (1H,q,J=6.3Hz H-4), 427 (1H,d, /= 12.3 Hz, H-24b),
4.18 (IH, d, J=12.3 Hz, H-24a), 1.48 (3H, d. /= 6.2 Hz, CHs-
23); 'H NMR (CsDsN, 300 MHz) & 6.27 (1H. q. J= 6.0 Hz,
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H-4), 455 (1H, d, J= 123 Hz, H-24b}, 4.44 (IH, d, /=123
Hz, H-24a), 1.77 (3H, d, J = 6.0 Hz, CH.-23).

Molecular Modeling Calculations. The molecular me-
chanics minimum energy structure of galphimine A (3) was
generated using the MMX force field as implemented in the
PCMODEL molecular modeling program V 6.00 (Serena
Software, Box 3076, Bloomington, IN 47402-3076). The X-ray
Cartesian coordinates of galphimine B (1)® were used as the
starting point for the molecular modeling calculations. A
systematic conformational search for all the rings of 3,
according to Dreiding models, was achieved considering dihe-
dral angle rotations of ca. 20° for those bonds that allowed
such a movement. The Eypgyx values were monitored through-
out the calculation process.
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9. Apéndice
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