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INTRODUCCION

Como es sabido, las plantas son una alternativa curativa empleada desde hace mucho
tiempo. Actualmente, se siguen empleando, pero para ello es necesario hacer estudios
detallados sobre los componentes que son causantes de diferentes efectos. En nuestro pais,
el interés por un mejor aprovechamiento de las fuentes renovables explica la persistente
investigacién desarrollada con plantas; investigacion que se estimula debido a la gran
variedad de flora que ofrece el territorio.

México es el tercer pals mas grande de América Latina, después de Brasil y Argentina.
Tiene una extensién de 1 972 547 km?, de los cuales la superficie forestal, zonas
semiéridas, arbustos y tierras deforestadas cubren casi €l 70% de la superficie del pais. La
vegetacién de México tiene una importancia ambiental relevante, no sdlo para el pais sino
para el mundo. Con mis de 50 millones de hectéreas de bosques, de los cuales la mitad son
bosques tropicales mixtos y la otra mitad bosques templados, cuenta con una extraordinaria
riqueza de flora y fauna. En virtud de su localizaciéon donde diversos ecosistemas,
templado, subtropical y tropical se combinan, con un amplio rango de altitudes y
precipitacién. De hecho, México tiene 32 tipos de macrovegetacién variando desde
desiertos hasta vegetacién alpina y selvas tropicales.'

La Fitoquimica, es una disciplina que se encarga del estudio de los metabolitos de origen
vegetal y las propiedades de estos. La fitoquimica se ha beneficiado de los dltimos avances
en las técnicas de aislamiento, sintesis y espectroscopia, lo cual permite progresar a un paso
méas acelerado. Una de las principales actividades del Instituto de Quimica de la
Universidad Nacional Autdénoma de México, es en el estudio de varias especies vegetales,
entre las que se encuentran las del género Vismia, perteneciente a la familia Clusiaceae
(=Guttiferae).

La familia Clusiaceae, crece en regiones tropicales de México, asf como en Centro y
Sudamérica, son especies de hojas anchas que se pueden encontrar en ecosistemas de
Bosque Tropical Siempreverde.! El motive por el cual s¢ estudian plantas de la familia
Clusiaceae es porque se ha demostrado que son valiosas fuentes de productos naturales que
pueden ser usados en ¢l tratamiento de enfermedades malignas e infecciosas, como el VIH,
el cancer y contra tripanosomas que causan el mal de chagas.® * ¥ ** Cabe sefialar que
también son usadas como medicina popular para aliviar diversas enfermedades de la piel y
como colorante.

El objetivo de este trabajo es llevar a cabo el aislamiento y determinacidn estructural de
los metabolitos secundarios presentes en esta especie a fin de continuar la bisqueda de
compuestos con una posible actividad inhibitoria contra la Transcriptasa Reversa del Virus
de Inmunodeficiencia Humana Tipo — 1 (VIH - 1).



GENERALIDADES

1. Género Vismia

La familia Clusiaceae (Guttiferae), incluye arbustos o 4rboles que crecen en ecosistemas
de Bosque Tropical Siempreverde. Comprende alrededor de 50 géneros y 1200 especies
son plantas que se encuentran distribuidas cominmente en regiones tropicales del Centro y
Sudamérica. Recientemente la familia de esta planta ha recibido atencién por la presencia
de algunas especies de compuestos bioactivos como cumarinas, flavonoides, antraquinonas,
benzofenonas y xantonas, las cuales muestran actividad citotéxica contra células humanas
de tumor o inhibiendo efectos citopéticos del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1
(VIH - 1) in vitro.

FITOQUIMICA DEL GENERO Vismia

Dentro de la familia Clusiaceae se encuentran especies del género Fismia en las que se
han encontrado gran variedad de compuestos con actividad bioldgica provenientes de hojas,
corteza, rafz y frutos. En la tabla 1 se encuentra cade especie estudiada detallando los
compuestos aislados naturalmente, parte de la que fueron aislados, actividad biolégica y
uso de la planta como medicina popular. En la tabla 2 se muestran las estructuras de los
compuestos obtenidos naturalmente conforme la numeracion de la tabla 1; en la tabla 3 se
mencionan los compuestos obtenidos por transformaciones quimicas a partir de un
compuesto natural y en la tabla 4 las estructuras de los compuestos producto de
transformaciones quimicas conforme la numeracién de 1a tabla 3.

Tabla 1. Productos Naturales aislados del género Vismia
Vismia baccifera: Hoja fresca y Usos: Savia (purgante fuerte),Fruto
Fruto* (conservante) y Corteza (febrifugo)
Compuesto | Tipo de compuesto Actividad Biolégica Ref.
1 Antranona Citotéxico vs. L.T. 5
2 Antranona KB yP388 5
3 Antranona “ 5
4 Biantrona 5y6
5 Antraquinona 56yl19
6 Antranona* 6
1 Antranona* 5y6
Vismia cayannensis: Hoja
7 Benzofenona Anti-VIH -1 7
8 Benzofeniona Inactivo 7
9 Benzofenona Inactivo 7
10 Benzofenona Inactivo 7
11 Antraquinona 6y8
12 Triterpeno 8
13 Esteroide 8
14 Lupano 3




Vismia decipiens: Fruto
15 Benzofenona 9
16 Benzofenona 9
17 Benzofencna 9
Vismia guaramirangae: Corteza y
mfz*
18 Antrona ‘ 10
19 Antraquinona 10
20 Antraguinona 10
11 Antraquinona 10y 8
21 Antraquinona 10
22 Esteroide 10
23 Lignano 10
24 Lignano 10
15 Benzofenona* 11
25 Benzofenona* 11
26 Antrona* 1
27 Xantona* 11
28 Xantona* 11
29 Xantona™* 11
30 Xantolignano* 11
k)| Xantolignano* 11
32 Xantolignano* 11
33 Xantolignano* 1
34 Xantolignano* 11
35 Kantolignano* 11
36 Xantolignano* 11
37 Xantolignano* 1
38 Xantolignano™* 11
Vismia guianensis: Hoja Uso: ténico sanguineo
39 Benzofenona Inactivo vs L.T. KB 12
40 Benzofenona Rompe cadenas de ADN 12
41 Benzofenona Inactivo vs L.T. KB 12
42 Benzofenona Citotoxico vs. L.T. KB 12
43 Benzofenona “ 12
44 Benzocumarina " 12
45 Benzocumarina ¢ 12
Usos: Corteza y raiz para enfermedades
Vismia guineénsis: Raiz y hoja* de la piel (dermatitis, herpes, sama,
lepra, sifilis y eccema)
46 Benzofenona* Antimalérico 13
47 Antraquinona 14
48 Antraquinona 14
49 Xantona 14
50 Xantona 14
51 Xantona 14
52 Antraquinona Antimitético 14




53 Xantona 14
54 Antraquinona 14
55 Xantona 14
56 Xantona 14
Vismia Japurensis: Corteza
5 Antraquinona 8
57 Antraguinona 8
13 Esteroide 8
58 Esteroide B
59 Esteroide 8
Vismia jefensis: Hoja fresca
2 Antranona Citotéxico vs. L.T. KB 5
3 Antranona 5
Vismia latifolia: Tallo
13 Lupano 15
58 Esteroide 15
59 Esteroide 15
60 Esteroide 15
61 Lupano 15
Vismia macrophylla: Hoja fresca
62 Antrona Citotdxico vs. L.T. KB 5
63 Antrona 5y19
64 Antrona 5y19
65 Antrona 5
66 Antrona 5
Vismia martiana: Tallo, hoja*
67 Antraguinona 16
20 Antraquinona* 16
58 Esteroide* 16
Vismia parviflora: Fruto, tallo* Usos: TaltngE::; ?:;ﬁ?un;?)y Corteza
68 Xantona 17
29 Xantona* 17
19 Antraquinona* 17
20 Antraquinona 17
67 Antraquinona 17
5 Antraquinona 17y19
Vismia reichardtiana: Hoja Usos: Fuerte purgante, colorante,
enfermedades de la piel.
5 Antragquinona 18y 19
11 Antraquinona 18
69 Benzoquinona 18
19 Antraguinona 18




Tabla 2. Estructuras de compuestos aislados del génere Vismia
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Continuacién. ..
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Tabla 3. Compuestos obtenidos por
transformaciones quimicas del género Vismia
Vismia baccifera
Tipo de
Compuesto Compuesto Ref.
3 Antranona 5y6
5 Antraquinona 5,6y19
11 Antraquinona 6
70 Antrona 6
71 Antraquinona 6
72 Antraquinona 6
73 Antranona 6
74 Antraquinona 6
75 Biantronas 6
Vismia decipiens
76 Dicromano 9
77 Cromeno 9
78 Dicromeno 9
79 Cromeno 9
80 Cromeno 9
‘ Vismla guaramirangae
81 | Xantolignano 11
: Vismia martiana )
82 Antrona 16
83 Antraguinona 16
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Tabla 4. Estructuras de compuestos obtenidos por transformaciones
quimicas del género Vismia
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2. Vismia baccifers

Fitoquimica
Vismia baccifera ha sido estudiada quimicamente. De las hojas se han aislado antranonas
(1 —3), biantronas (4) y antraguinonas (5). De los frutos se ha aislado 2 antranonas (1 y 6).

Actividad Biolégica

De los compuestos aislados (1 — 3) de Vismia baccifera se ha demostrado que poscen una
actividad citotéxica contra Lineas Tumorales de KB (Carcinoma Epiedermoide Oral
Humano) y P388.

Adicionalmente se ha reportado que el extracto (CH,Cl> — MeOH 1:1) de las hojas y tallos
inhiben la actividad de la enzima Transcriptasa Reversa del Virus de Inmunodeficiencia
Humana Tipo 1 (VIH -1) en 57.8 % y 62.4%.

Por este motivo nos interesé aislar algunos de sus componentes quimicos para
posteriormente evaluar el grado de actividad bioldgica contra el VIH - 1.

IDENTIFICACION
Vismia baccifera (L.) Triana. & Planch.
FAMILIA: Clusiaceae (Guttiferae) >

NOMBRES COMUNES: Pinta mozo, achiote, sangrillo.

Es un 4rbol de 5-7 m de altura y de 5 a2 10 cm. de diametro. Tronco ramificado a baja
altura. Corteza externa de color marrén-rojizo, lenticelada. Ramitas terminales cilindricas ¥y
con pelos ferrugineos. El desprendimiento de cualquier parte de la planta produce el flujo
de un exudade anaranjado. Florece y fructifica durante gran parte del afio, crece a bajas
clevaciones, en climas himedos o muy humedos. (Fig. 1)

wo VTR

F 1. Aspecto del drbol
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Flor:

Paniculas terminales de flores color café. (Fig. 2)

Corteza y madera:

Color pardo gris. Secreta latex al hacer un corte. (Fig. 3)

Fruto:

Bayas ovoides, de 0.8-1.5 cm. de largo. Secreta litex anaranjado si se le hace un corte.
(Fig. 4 (a) y (b).

Hojas:

Simpies y opuestas, de forma lanceolada y margen entero. Verde oscuro por el haz y café
claro (ferruginea) por el envés, 9-16 cm. de largo y de 3-10 cm. de ancho, ovado-elipticas,
con apice acuminado, bordes enteros, base redondeada o truncada, tiemen puntos
glandulares negros, visibles con una lupa. Peciolo corto, ligeramente acanalado en la parte
superior. Secretan latex en el peciolo cuando se arrancan. (Fig. 4 (c) y({d)

Figura 3. Corteza

16



(b) Corte longitadinal

(¢) Haz (d) Envés



Distribucién geogrifica:

Vismia baccifera esta ampliamente distribuida desde México hasta Centro América (Fig.
5). Se encuentra desde los bosques secos (300-700 msnm) hasta los bosques lluviosos en
las vertientes del Pacifico y Océano Atlantico.

“Figura5
Tomado de Missouri Botanical Garden®
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PARTE EXPERIMENTAL

Vismia baccifera fue colectada en el poblado “La Esperanza”, estado de Oaxaca (entre
Valle Nacional y Tuxtepec), en Junio del 2001. El material de estudio fue identificado por
¢l Biol. Lucio Lozada de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Una muestra s¢ encuentra
resguardado en el Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS Lozada 2426).
Es unaplanta perenne perteneciente a la familia Clusiaceae.

1. Extracto de Diclorometano (DCM)

Se estudié un extracto de Vismia baccifera, el cual fue obtenido por la maceracién de las
hojas en una mezcla de DCM/MeOH 1:1. Después de evaporar el disolvente se obtuvo un
sélido de color oscuro de 153.12 g, con olor a té de manzanilla, al cual se le realizaron
pruebas de solubilidad, encontrindose que era parcialmente soluble con MeOH y H,0. As{
mismo, se observé que era un poco mas soluble al calentarlo.

Se realizaron varias pruebas de disolucidn con 5 muestras de 10 g del extracto
disolviéndose en una mezcla de MeOH/H;O 1:9. La primera y la segunda muestras se
agitaron y calentaron para una mejor disolucion, se dejaron enfriar v se filtraron al vacio
cbteniendo un filtrado amarillo claro y un precipitado insoluble café oscuro. La tercera
muestra tuvo el mismo tratamiento, solo que el filirado no fue trabajado inmediatamente, se
dejé reposando por 18 horas, observando la formacion de precipitados café claro. Estos se
separaron por filtracién al vacfo, el filtrado se dejo en reposo por 24 horas y de nuevo
aparecieron precipitados café claro, que se separaron de la misma forma y se juntaron para
un posterior tratamiento. La 4* y 5" muestras fueron tratados como la 3*. Resultando una
parte insoluble y un filtrado. Este ltimo no formé precipitados, aunque se dejé reposando
una semana.

1.1 PARTES INSOLUBLES

Los precipitados obtenidos de cada una de las 5 muestras de Vismia se reunieron. Se
realizaron pruebas de solubilidad, observando que eran solubles en acetona y en MeOH. La
mitad se disolvié con acetona registrindose como Precipitados Solubles en Acetona (PSA),
la otra mitad se disolvié con MeOH registrandose como Precipitados Solubles en Metanol

(PSM).
1.1.1 PRECIPITADO SOLUBLE EN ACETONA (PSA)

Se empac6 una columne con 25 g de Silica-gel (70/230) y se aplicaron 10 g del material.
Se comenzd a eluir con diferentes mezclas de disolventes, siendo éstas hexano,
hexano/DCM, DCM, DCM/AcOEt y AcOEt/MeQH. Se colectaron fracciones de 100 ml y
se concentraron por destilacién al vacio. Una vez eliminado el disolvente se analizé cada
fraccién por cromatografia en capa fina para observar las fracciones que presentaban la
misma mezcla de compuestos. De este material se lograron aislar 3 compuestos diferentes:
Vismiaquinona A (I), 3p-ol-friedelano () y el 1-hidroxi-6-metoxi-7,8-(3’,3"-
dimetilpirano) antraquinona (III).
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AISLAMIENTO DE VISMIAQUINONA A (I)

Las primeras 6 fracciones eluidas con hexano fueron incoloras. Las fracciones 7 — 17
eluidas con hexano presentaron una coloracidn rojo — naranja. De la fraccion 7
cristalizaron agujas muy finas de color rojo, las cuales presentaron un p.f. de 196-198 °C.
Se determiné su estructura a través de difraccién de Rayos X. Dichos cnstales resultaron
ser un compuesto llamado Vismiaquinona A (I). Este compuesto se obtuvo a lo largo de las
fracciones 7 — 17 siendo la fraccién niimero 7 la que presenté el mejor rendimiento en
cuanto a la cantidad y pureza se refiere, asi mismo este compuesto volvid a aparecer
durante las fracciones 32 — 35.

AISLAMIENTO DEL 3 B - OL - FRIEDELANO (IT)

La fraccién numero 10 presentd una mezcla multiple de cristales de color amarillo,
narapja y rojo, dicha mezcla resulté contener Vismiaquinona A (I), asi mismo se
encontraron unos cristales diminutos incoloros a los cuales se les determiné su estructura
por difraccién de Rayos X, siendo éstos un triterpenc llamado 3 § — ol-friedelano (II), con
un p. f. de 240 - 243 °C.

AISLAMIENTO DE 1-HIDROXI-6-METOXI-7,8-(3,3'-
DIMETILPIRANO)ANTRAQUINONA (1II)

Las fracciones 13 - 40 presentaron una mezcla de sélides de color rojo, amarillo y naranja,
que al analizarlos por una cromatografia en capa fina se observé que contenian a la
Vismiaquinona A (I) y otro compuesto de color naranja de mayor polaridad. Peor ello se
realizé una placa preparativa de Silica — gel de (2 mm) logrando separar una fraccién de
color amarillo claro, a la cual después de evaporar el disolvente dejé cristales de color
ambar con un p. f. de 186 — 188 °C. Se determind su estructura por difraccién de Rayos X.

1.1.2 PRECIPITADO SOLUBLE EN METANOL {PSM)

Se empacd una columna con 25 g de Silica-gel (70/230) y se colocé una parte del extracto
de metanol sin disolver, se comenzd a eluir con diferentes mezelas de disolventes, siendo
estas hexano, hexano/DCM, DCM, DCM/AcOEt y AcOEt/MeOH. Se colectaron
fracciones cada 100 ml y se concentraron por destilacién al vacio. Una vez eliminado el
disolvente se analizé cada fraccién por cromatografia en capa fina. De este extracto se
logrd aislar nuevamente el compuesto llamado Vismiaquinona A (I). Cabe seflalar que este
fue el anico compuesto que se logrd obtener del PSM, pero con un rendimiento mucho
menor respecto al obtenido con PSA.

FILTRADO

1.2.1 AISLAMIENTO DE Taxifolin 3-O-a-L-RHAMNOSIDO (ASTILBINA) (IV)

A los precipitados que resultaron de la filtracién de la 3" muestra con un p. f. de 180-183
°C, se les asigné la clave 2PP1D. Se les realizé la espectroscopia pertinente permitiendo
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deducir su estructura como la del compuesto llamado Taxifolin 3-O-a-L-rhamnosido
(Astilbin) (IV); Ios espectros de RMN 'H, °C, se realizaron en piridina deuterada (Pyr-
Ds), mientras que los reportados se registraron en acetona deuterada (Me,CO-d)*".

EXTRACCIONES ACIDO - BASE

A cada filtrado obtenido de las 5 muestras trabajadas, se realizaron multiples extracciones
4cido — base. Se disolvid el extracto en una mezcla de AcOEt/H,0O, lavandose 3 veces con

AcOEt, se juntaron las fases orgénicas para obtener compuestos 4cidos, bésicos y neutros
cOmo sigue:

1.3.1 COMPUESTOS BASICOS

Se agregaron a la fase orgénica 50 mL de HCl 5% (3 veces). La fase orgénica fue
reservada para posterior tratamiento de los compuestos 4icidos y neutros que se
mencionaran en los incisos 1.3.2 y 1.3.3 respectivamente.

La fase acuosa fue llevada a pH neutro con NaOH al 10% y posteriormente lavada 3 veces
con 50 mL de AcOEt. La fase organica resultante se lavé 3 veces con 50 mL de H,0,
posteriormente fire concentrada en el rotaevaporador.

Después de tener los compuestos bésicos de las 5 muestras, estos se analizaron por medio
de cromatograffa en capa fina concluyendo que eran iguales; por ello, se reunieron
obteniendo asi un residuo que pesé 200 mg. Como este residuo mosiraba una impureza, los
compuestos basicos fueron purificados con DCM en caliente y posteriormente por
cromatografia en columna con 25 g de Silica-gel (70/230). Se comenzd a eluir con
diferentes mezclas de disolventes, siendo éstas hexano, hexano/DCM, DCM, DCM/AcQOFt
y AcOEt/MeOH. Se colectaron fracciones de 100 mL y se concentraron por destilacion al
vacfo. Una vez eliminado el disolvente se analizaron por cromatografia en capa fina, para
observar las fracciones que presentaban la misma mezcla de compuestios. Al concentrar las
fracciones en un rotaevaporador, se obtuvieron unos sélidos de los cuales se pudo
identificar mayoritariamente a la thamnosa en mezcla con otros componentes.

13.2 COMPUESTOS ACIDOS

Las fases orgénicas de las 5 muestras fueron tratadas con 50 mL de NaOH al 10 % y las
fases acuosas finales se llevaron a pH de 7 con HCl al 10%.

Al compararlos por medic de una cromatografia en capa fina, resultaron ser iguales, por lo
tanto, se reunieron y se concentraron en €l rotaevaporador obteniendo &0 mg. de
compuestos 4cidos impuros de una consistencia resinosa, los cuales fueron purificados con
DCM en caliente. Una parte de la mezcla de compuestas 4cidos fue tratada por medio de
una reaccién de acetilacién. Los productos tuvieron un p. f. de 125-130 °C y finalmente se
realizé la espectroscopia pertinente, caracterizindose a la rhamnosa como componente
mayoritario de la mezcla.
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AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS (V) Y (V1)

Los compuestos icidos obtenidos a través de las miiltiples extracciones del extracto de
Vismia se purificaron con DCM en caliente, posteriormente se colocaron en una columna
cromatogréfica de gel YMC y se eluy$ la columna con una mezcla de CH;CN/H,O (8:2),
esto nos permitié aislar 3 compuestos, en donde el compuesto que se encontré en mayor
proporcién fue el Taxifolin 3-O-a-L-rhamnésido (Astilbina) (IV) posteriormente se logré
aislar el Quercetin 3-O-o-L-thamnéside (Quercitrina) (V) y finalmente en menor
proporcién logramos aislar el Kaempferol 3-O-o-L-rhamnésido (Engeletina o Afzelina)
(VI).

1.3.3 COMPUESTOS NEUTROS
Después de tratar la fase orgénica con NaOH ai 10 % (inciso anterior), esta fue lavada con
H;0, resultando una fase orgénica con compuestos neutros (15 mg), los cuales presentaron

una mezcla muy dificil de separar en cromatografia de capa fina, por lo cual no fueron
identificados.
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IDENTIFICACION

COMPUESTO 1

Vismiaquincna A (I)

Agujas finas color rojo, p. f. = 196 — 198 °C. Reportado 197 — 198 °C (Nagem et al,
1997). IR (KBr); vmax (cm™'): 2952, 2863 (C-H), 1625 (C=0), 1598, 1558, 1480 {C=C),
1295 (C-0) y 674, EM (IE) 70 ev: m/z 352 (74%) [M]" en concordancia con la férmula
molecular CxHz00s a 309 (100%) M *-C3Hs, 337 (40%) [M" - Me]), 323 (12%), 297
(53%), 267 (12%), 161 (10%), 125 (7%)

TABLA 5
RMN 'H (300 MHz, CDCl /TMS)
H & {ppm)
1 -
2 7.42d (J=2.3 Hz)
3 -
4 7.64 d (J=2.9 Hz)
da -
4b -
5 691 s
6 -
7 -
8 -
g -
8b -
9 -
10 .
I* [6.66dd (J=1.17 y 16.1 Hz)
2 | 6.92dd(J=7.3y16.1 Hz)
3 2.46m
¥ 1.13 d (J=6.7 Hz)
5 1.13 d (J=6.7 Hz)
OH 12.968;11.96 s
Me-3 245s
OMe 4,04
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IDENTIFICACION

COMPUESTO III

5
1-hidroxi-6metoxi-7,8-(3",3 -dimetilpiranc)
antraquinona (LiI)

Cristales color ambar, p.f. 186 — 188 °C. Reportado p. f. 188 — 189 °C. (Delle Monache,
1979).

IR (KBr); umax (cm™): 3439 (OH), 2926,2856 (C-H),1731 (C=0), 1633,1568 (C=C),
1271, 1126 (C-0).

TABLA 6
RMN 'H (300 MHz, CDCl; /TMS)
H B (ppm)
1 -
2 7.06 daneno (J=2.4 Hz)
3 -
4 7.56 Guneta 3=2.7 Hz)
Aa -
4b -
5 743s
6 -
7 -
8 -
g -
8b -
9 -
10 -
T 6.73d_(J=9.9 Hz)
2’ 5.83d(J=10.2 Hz)
3 -
4 1.57s
5’ 1.57s
0OH-1 13.195y13.07s
Me-3 242s
OMe 401s
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IDENTIFICACION

COMPUESTO 1V

4' OH
TR
H [¢]
0 WSS on
6 44,
OH O
HoRhSO
Rh4\CH3 /Rh1

HO OH
Taxifolin 3-O-x-L-thamnosido (IV)
Astilbin
Polvo color café claro, p.f. 180 — 183 °C. Reportado p. f. 181 -183 °C. (Tschesche, 1979).

UV (MeOH): A (log £): 205 (4.921), 249 (0.669) y 290 nm (2.091).
HR-FAB-MS (modo positivo): Experimental m/z 473.1057, calculado 473.1060 (Ca Hx
011 Na) P. M. 473.1060. FAB-MS m/z: 451 (M* +1), 305, 303, 154 (100%), 136.
IR (KBr); vmax (cm™): 3397 (OH) ancha, 2923 (C-H), 1644 (C=0), 1602, 1514 (C=C),
1471, 1365 (CHa), 1067 (C-Q), 819.

TABLA 7
3'H/500 MHz (pyr-D5) | 1°C/125 MHz HMBC
H Ppm Ppm
2 5.42 d (J=10.5 Hz) 83.29 H6’-(1), H2'-(T) y H3-(3)
3 5.13 d (J=10.5 Hz) 77.12 Rh1-CD) y H2-('))
4 195.48 H3-(]) y H2-(°D)
da ——- 10 observado -
5 163.39 H6-(*1)
6 629d (J=2.5Hz) 96.12 H8-(])
7 168.69 H8-('I} y H6-(1)
8 6.42 d (J=3 Hz) 97.37 He-(1)
8a —- 165.11 H8-(])
Y ——- 128.32 H3’-(J), H2-(1) y H3-C'))
2> | 7.13dd (J=2 y8 H2) 119.79 H2-CT) y HE'-(T)
3 7.17 d (J=8 Hz) 116.39
4 - 147.37
5 148.11
6 7.60 d =2 Hz) 115.86
Rhl 498 s 102.19 H3-CT)
Rh2| 4.42dd (J=15 y 3 H2) 71.73
Rh3| 4.59 dd J=3 v 9.5 Hz) 72.58 Rh2-(°T)
Rhd4| 427t (J=9.5 Hz) 73.87
Rh5 [ 5.06 dq (J=6.5 y 9.5 Hz) 70.54 Rh4-(°])
CHa| 1.68d (J=6.5 Hz) 18.59 e
OH 12.52s - -me-
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IDENTIFICACION

COMPUESTO V

RhACH /Rh!
HO OH
Quercitrin 3-0-¢—L-rhamnosido (V)
Quercitrin
HR-FAB-MS (modo positivo): Experimental m/z: 471.0909 (C; H,¢01Na), calculado para
471.0915.
TABLA B
5'H/500 MHz (pyr-D5) | 5 °C/125 MHz
H Ppm ppm
2 -—— 157.1
3 - 158.1
4 193.0
4a - 162.9
5 — 99.7
6 6.65 d (J= 2 Hz) 94.5
7 — 79.0
8 6.69d (J=2 Hz) 99.7
ga —-- 165.9
1’ e 136.0
2 | 7.70dd(J=2y 8 Hz) 122.1
¥ 7.30d (J=8 Hz) 116.0
4 -— 147.3
5’ o 150.2
6’ 8.01d(J=2 Hz) 117.0
Rh} 6.26 s 104.0
Rh2 5.06s 71.99
Rh3 4.63d (J=73Hz) 72.50
Rh4 4.27 t (J=9 Hz) 73.3
Rh5 437dq(J=6y9Hz) 71.95
CH, 1.70d (J=6.1 Hz) 18.3

OH 13.36 s
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IDENTIFICACION

COMPUESTO VI

HORhS,
Rh4\CHa JRhI

HO OH

Kaempferol 3-0-0~L-rhamnosido D

Engeletin o Afzelin

TABLA 9
8'H/500 MHz (pyr-D5) | 6 °C/125 MHz
H Ppm ppm
2 - 157.7
3 e 157.9
4 —-- no observado
4a - 1218
5 — 162.9
6 6.30d (J=2 Hz) 945
7 1792
8 6.69 d (J=2 Hz) 99.7
8a — 165.8
r 136.0
2 7.23d (I=9 Hz) 131.4
3 | 671dd(J=4.8y7 Hz) 116.3
4 — 161.6
5 16.71dd(J=4.8y7 Hz) 116.3
6’ 8.06 d (I=8.5 Hz) 131.4
Rhl 6.30 d J=1.5 Hz) 1038
Rh2 |5.08dd =15y 3.3 Hz) 71.95
Rh3 [ 4.58d(J=3.3y9.1 H) 72.50
Rh4 4.26 1 (I= 9 Hz) 73.20
Bh5 | 4.15dq(J=9y6Hz) 71.91
CH; 1.44 4 (J=6 Hz) 182
OH 13345 —
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PARTE TEORICA

Del extracto de (CHCl; — MeOH 1:1) de las hojas de Vismia baccifera se aislaron 2
antraquinonas, la Vismiaquinona A (I=5) y la l-hidroxi-6-metoxi-7,8-(3’,3-
dimetilpirano)antraquinona (III=72), asi como un terpeno 3 P-ol-friedelano (1) y 3
flavonoides glicosilados Taxifolin 3-O-o-L-rhamnosido (Astilbin) (IV), Quercetin 3-O-a-
L-thamnosido (Quercitrin) (V), Kaempferol 3-O-a-L-rhamnosido (Engeletina o Afzelin)
(VD).

Tabla 10. Compuestos aislados de Vismia baccifera

Vistniaquinona A () 3 B-ol-friedelano (IT)

OH
N HO 0 \\\@OH
MeO
LI 7
OH ©

5 HO ¢
0O © H L,
1-hidroxi-6metoxi-7,8-(3',3"-dimetilpiranc) HO COH
antraquinona (IH) Taxifolin 3-O-a—L-rhamnosido (IV)

OH O
HO _o

CH,

HO OH HO OH
Querdtrin 3-0-a-L-rhamnoside (V) Kaempferol 3-O-a-L-rhamnosido (V1)

Cabe sefialar que con excepeion de la Vismiaquinona A, ninguno de los compuestos
restantes ha sido reportado en estudios quimicos previos de esta especie 6 ¥ ! Dichos
estudios se realizaron con material botAnico colectado en el Parque Nacional “Altos de
Campana” 3 y Mérida (Venezuela)®,
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1-HIDROXI-6-METOXI-7,8-(3’,3’-DIMETILPIRANO)ANTRAQUINONA, (EIE)

El compuesto 1-hidroxi-7,8-(3’,3’-dimetilpirano) aniraquinona (lII) se aislé con bajo
rendimiento del extracto CH,Cl; — MeOH, como cristales de color 4mbar de p. £. 186 - 188
°C. Su espectro de IR mostré bandas de absorcién en 3439 cm™' para grupos OH, 2926
2856 cm™' para C-H y 1731 cm” para carbonilo. Su espectro de RMN 'H (Espectro 1),
mostrd en la regién de los protones arométicos dos sefiales dobles en 7.06 y 7.56 (J=24y
2.7 Hz) que indicaron dos protones arométicos con acoplamiento meta y que se asignaron a

los hidrégenos H; y H, respectivamente; también se observé una sefial simple en 7.43 para
el H-5.

Los anteriores datos sugirieron el esqueleto de una antraquinona, la cual esta sustituida por
dos hidroxilos que forman puentes de hidrégeno con carbonilo por las sefiales en 13.19 s y
13.07 s ppm, as{ como por un metilo unido a el anillo aromético con base en la sefial en
242 s. La presencia de un grupo metoxilo y un anillo de metilpirano unidos a la
antraquinona se evidencié por una seflal simple en 4.01 ppm, asi como por dos sefiales
dobles, ambos con J = 10 Hz, en 6.73 y 5.83 ppm, respectivamente.

Los datos de RMN 'H, asi como el p. f. fueron muy similares a los va descritos para este
compuesto®. La estructura del compuesto ademéas fue comprobada por el estereodiagrama
obtenido por difraccién de Rayos X (Fig.6). Esta es la 1* vez que se reporta el compuesto
IIT como producto natural. Previamente, sélo habia sido obtenido por hemisfntesis a partir
de 1a Vismiona B con KOH y O, (ver Tabla 4)°.

Figura 6. Esterecdiagrama por difraccién de Rayos X del compuesto 1-hidroxi—6-metoxi—
7,8~(3’,3"-dimetilpirano) antraquinona (T1I)
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VISMIAQUINONA A (I)

La Vismiaquinona A (I) se obtuvo con bajos rendimientos de diversas fracciones del
extracto de CH;Cl; - MeOH. Los espectros de RMN 'H ¢ IR fueron similares a los
previamente descritos para el compuesto III indicando que se trata de una antraquinona.
Sin embargo no se observé el anillo de dimetilpirano, sino una cadena de A - isopentenil
con base en las sefiales en 6.6 dd (J = 1.7 y 16.1 Hz),6.92 (J=7.3y16.1 Hz) para los H,’
yH’, asi como 2.46 my 1.13d (J = 6.7 Hz) para el Hy’ y los metilos 4 y 5°,

La férmula molecular Cy; Hyy Os de la estructura propuesta fue congruente con el idn
molecular observado en el espectro de masas (m/z 352).

La estructura de la Vismiaquinona A se corroboré por difraccién de Rayos X (Fig. 7).
Este compuesto ya habia sido aislado de Fismia parviflora (Clusiaceae) y sus datos
espectroscopicos concordaron con los descritos por Nagem, (1997).

Figura 7. Estereodiagrama por Difraccién de Rayos X del Vismiaquinona (T)

3 B - OL - FRIEDELANO (II)

Este triterpeno se aié.lé en cantidades traza del extracto de CH,Cl, — MeOH, en forma de
agujas transparentes finas, con un p.f. 240 — 243 °C, y ha sido previamente aislado de
Bridelia fulasneana (Euphorbiaceae), su estructura se corrobord por difraccién de Rayos X
(Ver fig. 8)
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Figura 8. Estereodiagrama por Difraccién de Rayos X del 3 B — OL — Friedelano (II)
TAXTFOLIN 3-0-a-L-RHAMNOSIDO (ASTILBIN) IV)

La Taxifolin 3-O-a-L-rthamnosido (Astilbin) (IV) se obtuvo como un sélido de color café
claro, con un p. f. 181 - 183 °C. Este compuesto se obtuvo con abundancia en relacién a
los ya obtenidos. Su estructura se dedujo principalmente de sus espectros de IR, UV, RMN
'H y RMN "°C, de acuerdo a los siguientes datos. EI espectro de IR mostré bandas para
grupos OH y carbonilo en 3397 y 1644 cm'™', respectivamente.

El espectro de RMN 'H (Espectro 2), sugirié el esqueleto de una flavanona, con base en
las sefiales en 5.42 d y 5.13 4, ambas con ] = 10.5 Hz, las cuales se asignaron a los protones
H-2 y H-3 respectivamente del anillo C del flavonoide. En la regién de los protones
aromaticos se observan sefiales para 2 protones en 6.29 y 6.42 ppm, ambas seflales dobles
acopladas con J = 2.5 ppm, indicando que se encuentran en posicién meta, las cuales se
asignaron a los H-6 y H-B, respectivamente del anillo A del flavonoide. También se
observan sefiales para 3 protones aromaticos en 7.13dd J =2y 8 Hz), 7.17d(J=8Hz) y
7.60 d (J = 2 Hz), las cuales se asignaron a los H-2’, H-3’ y H-6, respectivamente, en el
anillo B. Dicho anillo esta sustituido en C-5 por un grupo hidroxilo, €l cual se observa
como una sefial simple en 12.52 ppm; dicho desplazamiento quimico sugiere que esta
formando un puente de hidrdgeno con el carbonilo en C-4.
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Las sefiales para los carbonos de los anillos A y B del flavonoide, del espectro de '°C
(Espectro 3), se observaron en la regién de los protones atomaticos (96.1 -168.6 ppm)
mientras que C-2 y C-3 se ubicaron en (83.2 y 77.1 ppm). Las sefiales para los C-2 y C-5
de la thamnosa aparecieron en la regién de carbonos unidos a oxigeno (70.5 - 73.8 ppm),
mientras que C-1 aparecié en 102.1 ppm. La rhamnosa debe estar unido al oxigeno en C-3
con base en el acoplamiento a tres enlaces observado en el experimento HMBC (Espectro
4), entre el C-3 y el H-1 de la rhamnosa.

El flavonoide debe estar sustituido en 1a posicién 3 por un residuc de rthamnosa, con base
en las sefiales en 4.98 s, 4.42dd (J = 1.5 y3 Hz), 4.59dd (1 =3 y 9.5 Hz), 427t (J = 9.5
Hz), 5.06 dq (J = 6.5 y 9.5 Hz), asignados a los H-1 a H-S. FEl metilo de la rhamnosa se

observé como una sefial doble en 1.68 ppm (J = 6.5 Hz) evidenciando el acoplamiento con
el H-5.

El espectro de >C mostrd sefiales para 21 carbonos, de los cuales 13 fueron metino y 1
metilo. También se observé la seflal caracteristica para 1 carbonilo en 195.4 ppm y para §
carbonos cuaternarios. La mayor parte de los carbonos se observaron en la regién
aromatica (96.1 — 168.1 ppm) y en la region de carbonos unidos a oxigeno (70 — 83 ppm).

Los anteriores datos permitieron proponer la estructura IV. El espectro de masas (FAB)
fue congruente con la férmula minima estimada (CyH2,01;) pues demostré el ion M*+1 en
m/z 451. La estructura propuesta concuerda con la del compuesto Taxifolin 3-O-ct-L-
thamnosido (Astilbin) (IV), previamente descrito y asilado de Eucryphia cordifolia
(Eucryphiaceae) (Teschesche, 1979).

QUERCETIN 3-0-¢-L-RHAMNOSIDO (QUERCITRIN) (V)

La separacién cromatogréfica en gel YMC de los compuestos 4cidos permitieron obtener
en cantidades reducidas el compuesto V. Después de analizar sus dates espectroscépicos
de 'H RMN, °C RMN y EM (FAB) sc concluyd que su estructura era similar a la del
compuesto IV. Esto es, se trataba de un flavonoide sustituido en la posicién 3 con un
residuo de thamnosa. Sin embargo, el espectro de '*C RMN indicé que se trataba de una
flavona en vez de una flavanona con base en las sefiales en 157.1 y 158.1 para C-2 y C-3
respectivamente en concordancia y a diferencia del compuesto 1V, no se observaron los
dobletes caracteriscos para H-2 y H-3 en el espectro de RMN 'H.

El patrén de sustitucién del esqueleto de la flavona V fue idéntico al del compuesto IV. El
espectro de masas (FAB + Na) permitié corroborarla estructura propuesta debido a que
presentd el idén m/z en 471, en el cual est4 de acuerdo con la férmula CoHz;oONa . La
estructura propuesta comresponde a la del compuesto Quercetin 3-O-a-L-rthamnosido
(Quercitrin}) (V), previamente descrita y aislada de Metasequoia glyptostroboides
{Markham, 1978).
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KAEMPFEROL 3-O-a-L-RHAMNOSIDO (ENGELETINA O AFZELIN) (VD)

Los espectro de 'HRMN y 3C RMN del compuesto V1 fue similar a los del compuesto V,
indicando que se trataba de una flavona sustitutida en la posicién 3 por un residuo de
rhamnosa. Sin embargo, a diferencia del compuesto V, sélo presenta como sustituyente en
¢l anillo B un hidroxilo en la posicién 4°. Esto se aprecié en el espectro de '"H RMN por la
seflal doble de doble para dos hidrdgenos 3° y 5’ en 6.71 ppm (J = 4.8 y 7 Hz), asi como
parael H-2'en7.23d (J=9Hz) yH-6’ en 8.06 d (J =9 Hz).

La estructura propuesta corresponde a la del compuesto Kaempferol 3-O-a.-L-rhamnesido
(Engeletina o Afzelin) (VI), previamente descrita y aislada de Eucryphia cordifelia
(Eucryphiaceae) (Teschesche, 1979).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se describe el estudio fitoquimico de Vismia baccifera, una planta
del género Vismia que pertenece a la familia de las Clusiaceaes, la cual fue colectada en el
poblado de “La Esperanza”, estado de Oaxaca (entre Valle Nacional y Tuxtepec).

Del extracto de (CHyCl; - MeOH 1:1) de las hojas de Vismia baccifera se aislaron e
identificaron por sus constantes fisicas y espectroscdpicas, dos antraquinonas:
Vismiaquinona A (I = 5)° y la 1-hidroxi-6—metoxi-7,8-(3’,3’-dimetilpirano)antraquinona
(I = 72)° aislados anteriormente de Vismia baccifera, cabe sefialar que éste iiltimo, es la
primera vez que se reporta que este comipuesto como un producto natural puesto que
previamente, s6lo habfa sido obtenido por hemisfntesis a partir de la Vismiona B con KOH
y Oz. También se aislé un terpeno: 3 f-ol-friedelano (II = 59)'* aislado previamente de
Bridelia tulasneana y 3 flavonoides glicosilados: Taxifolin 3-O-c-L-rhamnosido (Astilbin)
(IV)*, Quercetin 3-O-a-L-rhamnosido (Quercitriny (V)2 y Kaempferol 3-O-o-L-
rhamnosido (Engeletina o Afzelin) (VI)*'; aislados el compuesto (IV) y (V) de Eucryphia
cordifolia y el compuesto (V) de Metasequoia glyptostroboides.

La aportacién que brinda el presente trabajo es abrir nuevos caminos para la busqueda de
compuestos con una posible actividad contra la Transcriptasa Reversa del Virus de
Inmunodeficiencia Humana Tipo — 1 (VIH - 1), ya que con las investigaciones anteriores
se sabe que el extracto de Vismia baccifera de hojas y tallos inhiben la actividad de la
enzima Transcriptasa Reversa del Virus de Inmunodeficiencia Humana Tipo -1 (VIH - 1)
en 57.8% y 62.4%, respectivamente™. Quedari pendiente para un préximo trabajo la
evaluacién de las propiedades anti - RT — VIH — 1 de los compuestos aquf aislados.
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