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RESUMEN.

Tillandsia recurvata es una epifita de la familia de las Bromeliaceas que crece en las regiones
tropicales y subtropicales de América conocida cominmente como “ball moss” o “clavel del aire”.

IM

A diferencia del “spanish moss” (Tillandsia usneoides) es una especie para la cual no se conocen
aplicaciones en medicina tradicional y de la que se encuentran relativamente pocos articulos
cientificos, siendo los Unicos, dos estudios quimicos donde se reporta la presencia de compuestos

triterpénicos del tipo del cicloartano, un diester derivado del glicerol y un flavonoide.

Utilizando técnicas cromatograficas convencionales, se aislaron tres compuestos no descritos en la
literatura quimica: la 5,7,3’- Trihidroxi- 6,8,4’- trimetoxiflavanona (1) y dos di-esteres del glicerol, el
1,2- di-O-cinamoil glicerol (II) y el 1- cinamoil-3-feruil glicerol (lll), cuyas estructuras fueron
establecidas de acuerdo con sus datos espectroscdpicos, principalmente de RMN 'H y RMN *3C,
incluidos experimentos 1D y 2D (DEPT, COSY, HSQC y HMBC) y espectrometria de masas. También
se identificd una mezcla de ésteres grasos del 24-metilencicloartanol (V) no reportados para ésta
especie, que fueron identificados como hexadecanoato, octadecanoato, eicosanoato y
docosanoato de 24-metilencicloartanilo, mediante el analisis por CG-EM de los esteres metilicos
de los acidos grasos obtenidos por metanolisis.

Se obtuvieron ademas el 1,3 di-O-cinamoilglicerol (ll), la 24-metilencicloartanona (IV), reportados
previamente de la misma especie y una mezcla de fitoesteroles conformada por B-sitosterol y
estigmasterol (VII, VIIa).

Asi mismo, se realizd la sintesis del 1,2- Di-O-cinamoil glicerol (ll) y del 1,3- Di-O- Cinamoil glicerol
(I1a), esto con el fin de realizar la comparacién espectroscépica entre los compuestos sintéticos y
los obtenidos de la planta.



INTRODUCCION.

La familia de las bromelidceas se introdujo a Europa a partir del afio 1493, en forma de ejemplares
de la pifia (Ananas comosus) llevadas a Espafia por Cristdbal Colén luego de su segundo viaje a
América. La familia Bromeliaceae comprende unos 50 géneros, abarcando aproximadamente unas
1500 especies que se reparten por las zonas tropicales y subtropicales de América. Fue el botdnico
sueco Carl Linneus quien en 1750 establecié el nombre de la familia Bromeliaceae en honor al
cientifico sueco Olaf Bromelius. Familia que tiene entre sus miembros mds conocidos a la pifia
(Ananas comosus), la puya (Puya raimondii) y el musgo espafiol (Tillandsia usneoides) también
conocido como heno o pascle en nuestro pais.

Entre los miembros de la familia de las bromelidceas se encuentra el género Tillandsia, dedicado al
botanico sueco Elias Tillands. Tillandsia es uno de los géneros con una distribucién geografica mas
amplia y el que mayor nimero de especies posee. Dentro del género existen especies que son
terrestres y otras epifitas, las hay desérticas y también existen aquellas especies que se
desarrollan en zonas tropicales.

Entre las especies mas comunes de este género encontramos la Tillandsia fasciculata, T. capillaris,
T. usneoides y la T. recurvata. La Tillandsia recurvata es una planta epifita, esto es, que crece sobre
otros organismos utilizdndolos solamente como soporte estructural, sin parasitarlas, puesto que
obtiene el agua y nutrientes del aire y las particulas que colecta mediante sus tricomas.
Recientemente, se ha solicitado la patente de un extracto de Tillandsia recurvata que ha
demostrado poseer actividad antitumoral.! También se sabe de usos medicinales de otras especies
del género, como la Tillandsia usneoides, la cual, ademas de su aplicacion como hipoglucemiante,
es utilizada para tratar enfermedades coronarias y edema; Tillandsia capillaris en ciertas regiones
de Sudamérica tiene también usos en medicina tradicional para tratar la tos, tuberculosis y
cefaleas.’

En México, se han descrito un buen nimero de especies del género Tillandsia distribuidas por todo
el pais, ademas de nuevas especies que se vienen descubriendo. Recientemente, se publico la
descripcion de dos nuevas especies, la Tillandsia grossispicata y la Tillandsia inopicata,® que
vienen a contribuir con la extensa variedad de flora que enriquece el ecosistema de nuestro
territorio. Es en esta riqueza, donde se encuentra una gama inmensa de metabolitos que por sus
diferentes propiedades pueden tener multiples aplicaciones y un gran impacto en nuestra vida
diaria. Es por ello fundamental que a través de la ciencia se pueda seguir descubriendo el complejo
mundo de los productos naturales, para entender lo mejor posible el modo en el que podemos
utilizarlos de manera dptima, pero teniendo a la vez cuidado de no caer en la sobreexplotacién de
estos recursos.



ANTECEDENTES

Entre las especies mas estudiadas del género Tillandsia, se encuentra la Tillandsia usneoides
conocida como “spanish moss”, la cual es utilizada como hipoglucemiante, antirreumatica y contra
infecciones del higado.’ Diferentes estudios de esta especie han conducido al aislamiento e
identificacién de triterpenos® y esteroles, tanto en su forma libre como esterificados’, compuestos
flavonoides?, diferentes acidos (como el citrico y el succinico) y compuestos glicosilados’.

Otras especies del género que han sido estudiadas desde el punto de vista quimico son: Tillandsia
streptocarpa, de la cual se aislaron triterpenos, compuestos flavonoides™® y ésteres
fenilpropanoides derivados del glicerol.™*

Tillandsia brachycaulos, en la cual se encontraron compuestos triterpenoides derivados del
lanostano con la cadena lateral alquilada de tipo 24-Isopropenil lanostanoides.™

Tillandsia fasciculata, conteniendo compuestos triterpenoides libres y esterificados.™

Tillandsia purpurea, de la cual fueron aislados una serie de flavonoles."

FIGURA 1. Tillandsia recurvata

Tillandsia recurvata es una de las especies del género menos estudiada desde el punto de vista
quimico. Sin embargo existen algunas publicaciones sobre ésta, en las cuales se reporta el
aislamiento e identificacion de compuestos similares a los aislados de otras especies como son:
triterpenoides del tipo del cicloartano, hidroperoxicicloartanos,’un éster fenilpropanoide derivado
del glicerol y flavonoides como componentes principales.>



JUSTIFICACION
Un estudio preliminar del extracto metandlico de la planta Tillandsia recurvata muestra la

presencia de compuestos que aun no han sido reportados en los estudios quimicos realizados
previamente a ésta especie.

OBIJETIVOS.

Aislar, purificar e identificar metabolitos presentes en la epifita Tillandsia recurvata.



TRITERPENOS

Los triterpenos son compuestos de 30 atomos de carbono estructuralmente formados por
unidades de isopreno y cuyo origen biosintético es el escualeno. Generalmente son sdlidos
incoloros con altos puntos de fusién y se encuentran distribuidos cominmente entre la resina,
corteza y epidermis de los organismos vegetales.” Las diferentes actividades bioldgicas de los
triterpenos han sido estudiadas con bastante interés encontrandose que muchos de ellos poseen
propiedades antifiingicas,’® antibacterianas'’ y antitumorales' ; asi como también posibles
aplicaciones para el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer™ e incluso el cancer.”

Existen muchos grupos importantes de triterpenoides, entre los cuales, por mencionar algunos,
tenemos a los esteroides, esteroles, saponinas y glicésidos cardiotdnicos. Cada uno de estos
grupos a su vez, presentan una variedad de compuestos cuyas diferencias estructurales son
determinantes del potencial y tipo de actividad bioldgica del compuesto.

Existe abundante evidencia de que en las plantas se lleva a cabo la ciclizacién del 2,3(S)-epoxi-
escualeno®® dando lugar a la formacién de cicloartenol, compuesto fundamental en la biosintesis
de esteroles y que es andlogo al lanosterol que los animales utilizan como precursor en la
biosintesis del colesterol. Los triterpenos del tipo de los cicloartanos se encuentran ampliamente
distribuidos por todo el reino vegetal y son los precursores de los llamados fitosteroles, sustancias
de relevante importancia en las plantas, ya que actiuan como reguladores de la fluidez de la
membrana celular y desempefian también otras funciones fisioldgicas asociadas con la biologia
vegetal. Se han encontrado en una gran variedad de plantas mds de 250 diferentes fitoesteroles y
compuestos relacionados, de los cuales los identificados con mds frecuencia son el B-sitosterol,
campesterol y el estigmasterol.”

Sitosterol Campesterol

Estigmasterol

FIGURA 2. Compuestos triterpenoides de mayor incidencia en las plantas.



FLAVONOIDES

Los flavonoides son metabolitos producidos por las plantas, cuya estructura fundamental (Cs-Cs-
Ce) esta constituida por dos anillos aromdticos (A y B) separados por una unidad (Cs) , es decir, que
son derivados del 1,3-difenilpropano, estructura fundamental de las chalconas vy
dihidrochalconas®. Las chalconas se consideran comunmente precursores de los flavonoides
triciclicos al formar un heterociclo con un dtomo de oxigeno (anillo C), para formar el nucleo
fundamental de los demas flavonoides, el 2-fenilbenzopirano o 2-fenilcromano. Estos incluyen las
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles y antocianinas.

FIGURA 3. 2-Fenilbenzopirano o 2-fenilcromano. Estructura fundamental de los flavonoides.

Otro tipo fundamental de flavonoides son los derivados del 3-fenilcromano o isoflavonoides en los
que se incluyen las isoflavonas e isoflavanonas. Finalmente, los derivados del 4-fenilcromano
como las 4-fenilcumarinas, que se conocen como neoflavonoides.

A) B)

FIGURA 4. A) 3-Fenilcromano, B) 4- Fenilcromano.
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FIGURA 5. Estructuras fundamentales de los diferentes tipos de flavonoides.



El nombre de flavonoide proviene del latin “flavus” que significa amarillo y son los responsables de
las diferentes coloraciones que observamos en las plantas. Cominmente se encuentran en las
plantas en forma de glicésidos, lo que puede complicar su determinacién estructural. Las flavonas
y los flavonoles son los compuestos fendlicos que mds frecuentemente se encuentran en las
plantas.

Este tipo de compuestos despertaron gran interés debido a su actividad antioxidante, la cual es
resultado de sus propiedades quelatantes de metales como el fierro y secuestradoras de radicales
libres, asi como de la inhibicion de oxidasas tales como la lipoxigenasa, cicloxigenasa,
mieloperoxidasa, NADPH oxidasa y la xantina oxidasa. Quiza el mas conocido de estos compuestos
es la quercetina, flavonoide presente en numerosas plantas y actualmente muy popular debido a
sus propiedades benéficas para la salud.*

A) OMe B)
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FIGURA 6. Estructuras de algunos compuestos flavonoides: A) acacetina, B) galangina y C)
quercetina.

Algunos flavonoides presentan también otro tipo de propiedades, como en el caso de la acacetina,
aislada de la Robinia pseudoacacia, que muestra actividad antiinflamatoria y la galangina, flavonol
procedente de las raices de Alpina officinarum que presenta actividad antibacteriana contra cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos.”



ESTERES

Los ésteres son compuestos estructuralmente relacionados con los dacidos carboxilicos, son
producto de la reacciéon quimica de éstos con alcoholes. Algunos ésteres de bajo peso molecular
son voldtiles y se caracterizan por poseer aromas fuertes y muchas veces agradables vy
caracteristicos, 2° como por ejemplo el acetato de isoamilo y el valerato de etilo que despiden
aromas a platano y a manzana, respectivamente.

Entre los compuestos de este tipo que se encuentran comunmente en la naturaleza tenemos las
ceras (ésteres de acidos y alcoholes grasos) y los productos de condensacion de acidos grasos y
glicerol (mono-, di- y triglicéridos), asi como también algunos glicéridos de fenilpropanoides, que
son ésteres de acidos como el cindmico, ferulico, caféico o sindpico por ejemplo. Algunos de éstos
dltimos poseen propiedades antitumorales, antimicrobianas, analgésicas y antiinflamatorias.”’
Dichas actividades bioldgicas, al igual que las propiedades quimicas, dependen del tipo de
estructura del fenilpropanoide en cuestion. Los ésteres derivados del dcido cindmico se utilizan
comunmente como filtros orgdnicos de la luz ultravioleta en bloqueadores solares y en
cosméticos, siendo los mas utilizados el 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo (metoxicinamato de

octilo, OMC) y el 4-metoxicinamato de isopentilo.”®

A) B)

MeO

MeO

FIGURA 7. A) 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo (OMC), B) 4-metoxicinamato de isopentilo.

La funcidon que desempefian en las plantas los glicéridos de los fenilpropanoides consiste en evitar
la pérdida de agua del organismo, actuando como un impermeabilizante debido al
comportamiento hidréfobo que presentan, ademds de ser componentes principales del material
resinoso de los arboles y de sustancias como el propdleo, poderoso antibidtico y antifungico
procesado por las abejas a partir de las resinas arbéreas antes citadas.



Entre otros ejemplos de ésteres podemos mencionar al p-coumaril diacetato, aislado de la Alpina
galanga, el cual, presenta actividad bioldgica contra la leishmaniasis (enfermedad causada por
protozoarios del género Leishmenia),”® al cafeato de feniletilo (CAPE) compuesto identificado
como el principal agente antibacteriano y antifingico del propdleo®® o las lasiocarpinas,
compuestos aislados de las yemas de Populus lasiocarpa como la lasiocarpina A, las cuales poseen
estructuras que a pesar de no ser tan complejas (Ver figura 8) son muy poco comunes vy la
presencia de las mismas esta limitada a un pequefio grupo de plantas superiores. **

b) ]
“Owowij
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FIGURA 8. Estructuras de algunos fenilpropanoides: a) p-Coumaril Diacetato, b) cafeato de
feniletilo y c) lasiocarpina A.

a) OAc
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ACIDOS GRASOS.

Los acidos grasos son los lipidos mas simples y se caracterizan por tener una regidn hidrofilica
(cabeza) conectada a una larga regién hidrofébica (cola). Son utilizados como reserva energética y
para la formaciéon de las membranas lipoprotéicas.

Existen muchos acidos grasos, de los cuales, los mas comunes en las plantas son el acido oleico y el
acido palmitico. La cadena hidrocarbonada que forma la cola de estos acidos puede estar saturada
como en el palmitico o insaturada como en el oleico. Los acidos grasos difieren entre si
principalmente en la longitud de la cadena hidrocarbonada y las insaturaciones presentes en la
misma.

A pesar de que los acidos grasos son utilizados como los bloques estructurales que componen los
lipidos saponificables, en su forma acida libre sdlo tienen ocurrencia a nivel de trazas en los tejidos
y células. Normalmente, se encuentran formando parte de otro tipo de compuestos
comprendiendo poco mas de un 7% en peso en material vegetal seco. Encontramos entre estos
compuestos ésteres de alcoholes de cadenas largas (ceras), triacilgliceroles, asi como también

glicerofosfolipidos y esfingolipidos.*

Nombre trivial Atomos de | Dobles | Nombre IUPAC Procedencia
carbono enlaces
Acido butirico. 4 0 Acido butanoico Mantequilla
Acido caproico. 6 0 Acido hexanoico Mantequilla
Acido caprilico. 8 0 Acido octanoido Aceite de coco
Acido caprico. 10 0 Acido decanoico Aceite de coco
Acido l3urico. 12 0 Acido dodecanoico Aceite de coco
Acido miristico. 14 0 Acido tetradecanoico Semilla de palma
Acido palmitico. 16 0 Acido hexadecanoico Aceite de palma
Acido palmitoléico. 16 1 Acido 9- hexadecenoico Grasas animales
Acido estéarico. 18 0 Acido octadecanoico Grasas animales
Acido oleico. 18 1 Acido 9- octadecenoico Aceite de oliva
Acido araquidico. 20 0 Acido eicosanoico Aceite de
cacahuate
Acido araquiddnico. 20 4 Acido 5,8,11,14- Grasas hepaticas
eicosatetraenoico
Acido behénico. 22 0 Acido docosanoico Aceite de canola
Acido lignocérico. 24 0 Acido tetracosanoico Casi en todas las
grasas

TABLA 1. Algunos 4cidos grasos y su procedencia.
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PARTE EXPERIMENTAL
MATERIAL VEGETAL

La colecta de Tillandsia recurvata se llevé a cabo del 14 al 17 de Septiembre del 2009 en el campus
de Ciudad Universitaria en el Distrito Federal, México. La identidad del material fue verificada en el
Herbario Nacional de México (MEXU) por comparacién con el espécimen de folio 652206.El
material se dejd secar a temperatura ambiente a la sombra y una vez seco, se corté en pequeiios
trozos utilizando tijeras para dejarlo macerando en metanol.

ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Para el aislamiento, la separacion y la purificacién de los componentes de la planta, se utilizaron
métodos cromatograficos convencionales como: cromatografia en columna (CC), cromatografia en
placa fina analitica (CCFa) y cromatografia en placa fina preparativa (CCFp)

Los andlisis cromatograficos en capa fina analitica (CCFa) se efectuaron de acuerdo con las técnicas
convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Alugram Sil G/UV,s, for
TLC, Macherey-Nagel) de 0.20 mm de espesor.

Para las cromatografias en capa fina preparativa (CCFp)se utilizaron placas de vidrio de 20X20 cm,
recubiertas de gel silice (DC- Fergitplatten SIL G UV,s, Macherey-Nagel) de 2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mm
de espesor segln el caso.

La visualizacion de las placas se llevé a cabo mediante una ldmpara de luz UV Spectroline modelo
CX-20 a longitudes de onda de 254 y 365 nm. Se utilizaron en algunos casos soluciones reveladoras
cromdgenas seguido de calentamiento en parrilla durante 1 minuto a 100°C aproximadamente.

Las cromatografias en columna abierta (CC) se realizaron en columnas de vidrio empacadas con
gel de silice para cromatografia en capa fina.

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FiSICAS, ESPECTROSCOPICAS, ESPECTROMETRICAS Y
EQUIPO UTILIZADO

Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato Fisher-Jonhs en grados Celsius (°C) y las
temperaturas no estan corregidas. Las rotaciones opticas se determinaron en un polarimetro
Perkin-Elmer modelo 343. Para las espectrometrias de masas se utilizdé un espectrometro de
masas Jeol, SX 102 A y el cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas, Jeol
GCMate Il. La espectroscopia de infrarojo se realizé en un espectrofotometro IR Brucker Tensor
27. Los espectros de RMN se determinaron en un Varian, Gemini 200 MHz y en un Bruker Avance
111 400 MHz.
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OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

El material vegetal Tillandsia recurvata seca (321 g) se limpié manualmente retirando la basura y
material vegetal que no pertenecia a la especie, para después macerar en metanol durante cuatro
dias. Posteriormente, se filtré y se concentrd el extracto metandlico (4 L) en un rotavapor para
reducir el volumen a 500 ml aproximadamente. Posteriormente se le realizd un reparto liquido-
liquido utilizando acetato de etilo con lo que se obtuvieron una fase organica y una acuosa. La fase
organica se concentré en el rotavapor y se obtuvo un total de 10.65 g de material.

Tillandsia recurvata
seca
(321g)

Maceracion en MeOH

Reparto liquido-liquido
con Acetatode etilo

Fase organica

(10.6561 g) Fase acuosa

\.

FIGURA 9. Diagrama de flujo de la extraccion de la Tillandsia recurvata

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO.

El residuo de la fraccién de AcOEt (10.65 g) de la particidn liquido/liquido del extracto metandlico
se separd por cromatografia en columna utilizando 200 g de gel de silice como adsorbente y
eluyendo con los siguientes sistemas: Hexano/diclorometano (1:1), diclorometano,
diclorometano/acetona (9:1) y acetona. Se obtuvieron 72 fracciones, las cuales se compararon por
CCFa y se reunieron tomando en cuenta su similitud crometografica, quedando finalmente 7
fracciones primarias (A- G).
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FRACCION PESO (g)
A 0.7797
B 0.8390
C 0.1685
D 0.9242
E 2.6212
F 0.8080
G 0.2526

TABLA 2. Peso de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del extracto metanélico

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION A.

La fraccion A (0.78 g) se recromatografié en una columna de 16 g de gel de silice eluyendo con:
hexano, hexano/diclorometano (9:1), hexano/diclorometano (4:1), hexano/diclorometano (7:3),
hexano/diclorometano (3:2) y hexano/diclorometano (1:1). Se obtuvieron 33 fracciones, las cuales
se reunieron de acuerdo con su similitud en CCFa quedando finalmente 7 fracciones (AA- AG). Los
espectros de RMN 'H (200 MHz) mostraron principalmente la presencia de grasas y cicloartanos en
las diferentes fracciones.

FRACCION COMPOSICION
AA Grasas (Se desechd)
AB Grasas (Se desechd)
AC Grasas y cicloartanos
AD Grasas y cicloartanos
AE Grasas y cicloartanos
AF Grasas y cicloartanos
AG Grasas y cicloartanos

TABLA 3. Composicion de las fracciones obtenidas por CC de la fraccion A.

CROMATOGRAFiA DE LA FRACCION AC

Una muestra de la fraccién AC (47 mg) se separd por cromatografia en placa preparativa de 0.5
mm de espesor, utilizando como eluyente una mezcla de hexano/acetona (19:1) obteniendo 5
bandas: ACa-ACe. El espectro de RMN *H (200 MHz) de la fraccién ACa mostré la presencia de las
sefiales caracteristicas de cicloartanos y acidos grasos, por lo que analizé por RMN 400 MHz,
siendo identificada como una mezcla de ésteres del 24-metilencicloartanol (V).*
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Otra muestra de 100 mg de la fraccidn AC se sometid a cromatografia en columna, utilizando 45 g
de silice y eluyendo con: Hexano, hexano/DCM 9:1, hexano/DCM 1:1, DCM 100%, DCM/acetato de
etilo 9:1, DCM/acetato de etilo 1:1, acetato de etilo 100% y acetona 100%. Se obtuvieron 77
fracciones las cuales se analizaron aleatoriamente e identificaron por RMN *H 200 MHz como
mezclas de cicloartanos, ésteres y grasas.

CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION AD.

La fraccion AD (35 mg) se separd utilizando una placa preparativa de 20x20 cm y 0.5 mm de
espesor y eluyendo con un sistema de hexano/diclorometano 7:3. Se obtuvieron 8 fracciones
(ADa-ADh) las cuales se analizaron por RMN *H 200 MHz resultando ser mezclas de cicloartanos y
acidos grasos principalmente en las fracciones a, f y g. El analisis por RMN y EM de las fracciones
ADf y ADg indicé la presencia de la 24-metilencicloartanona (IV) previamente reportada en esta
especie.®

CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES PRIMARIAS B Y C.

Ambas fracciones mostraron la presencia de esteroles al compararse por CCFa con un estandar de
sitosterol. Se tomd una muestra de 0.110 g de la fraccion B y se separaron por medio de placa
preparativa de 2.0 mm de espesor y eluyendo tres veces con un sistema hexano/acetona 9:1
obteniéndose 5 fracciones: Ba- Be. La fraccion Bd se identificé espectroscopicamente y por
comparacién con una muestra auténtica, como B-sitosterol (VII).

CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION PRIMARIA E.

La fraccién E, con un peso de 2.62 g, se fracciond nuevamente por CC utilizando 50 g de silice
como adsorbente y utilizando como eluyentes diclorometano 100%, diclorometano/ acetona (4:1),
acetona 100%, acetato de etilo 100% y metanol 100%, se obtuvieron 8 fracciones: EA- EH.

CROMATOGRAFiA DE LA FRACCION EE.

La fraccidon EE se recromatografio en columna utilizando Sephadex LH-20 y eluyendo con una
mezcla ternaria de hexano/diclorometano/metanol (2:1:1). Se colectaron fracciones de 25 ml, las
cuales se reunieron de acuerdo a su similitud, obteniéndose 7 fracciones: EEA- EEG, las cuales se
analizaron por RMN'H 200 MHz.
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CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION EEA.

La fraccién EEA (1.32 g) se recromatografié nuevamente sobre una columna de Sephadex LH-20™
utilizando como eluyente hexano- diclorometano-metanol (2:1:1) obteniéndose 33 fracciones de 5
ml. Las fracciones 12, 19 y 21 se purificaron mediante CCFp, utilizando placas de 1 mm de espesor
y diclorometano-metanol 19:1 como eluyente. De las fracciones 12 y 19 se obtuvieron las
fracciones EEA12a y EEA19c, las cuales se identificaron como el 1,3-di-O-cinamoil glicerol (lla) y el
1,2-di-O-cinamoil glicerol () respectivamente, de acuerdo con sus datos espectroscépicos de RMN
4 y Be

1,3 DI-O-CINAMOIL GLICEROL (l1a)
IR Amax (s0lucién), cm™: 3592, 3043, 2999, 2956, 1713, 1637, 1451, 1309, 1255, 1166.
EMIE m/z (%): 353, 335, 279, 205, 191, 161, 131 (100), 103, 77.

RMN (Ver tablas 7 y 8).

1,2-DI-O-CINNAMOIL GLICEROL (I1).

IR Avax (pelicula), cm™: 3514, 3031, 3011, 2958, 1714, 1637, 1330, 1256, 1162.
EMIE m/z (%): 352, 335, 279, 205, 191, 161, 131 (100), 103, 77.

RMN (Ver tablas 7 y 8).

[a]p=-

FRACCION EEB.

El andlisis de la fraccion EEB por RMN *H indicé la presencia principalmente de grasas y de
pequefias cantidades de los diacilgliceroles Il y lla.
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FRACCION EEC.

La fraccién EEC, se identificd de acuerdo con sus datos espectroscopicos de RMN (1D, 2D) y EM
como el 1-O-cinamoil-3-O-feruilglicerol (ll1).

EMIE m/z (%): 398 [M]", 250, 237, 205, 194, 177, 131 (BP 100%), 103, 77.
RMN (Ver tabla 6).

[OL]D =-1.6

FRACCION EED.

La fraccion EED (50 mg) se separd por CCFp utilizando una placa de silicagel de 20 x 20 cm y 0.5
mm de espesor y eluyendo con una mezcla de diclorometano/metanol (79:1). La placa se eluyé 4
veces (4x) y se obtuvieron 6 fracciones, las cuales de acuerdo con los espectros de RMN *H de 200
MHz, resultaron ser aun mezclas complejas.

FRACCION EEE.

La fraccién EEE, se separd por CCFp, utilizando una placa de silicagel de 1 mm de espesor y
eluyendo la placa 3 veces con una mezcla (39:1) de diclorometano-metanol. La fraccion EEEb se
purificé nuevamente por placa preparativa utilizando hexano-acetato de etilo (1:1) obteniendo 4
fracciones, las cuales se analizaron por RMN *H 200 MHz. La fraccién EEEbd (6 mg) se identificé
espectroscopicamente por RMN ( DEPT, COSY, HMBC y HSQC) y EM como la 5,7,3’- trihidroxi-
6,8,4’- trimetoxiflavanona (1).

IR Amax (solucion), cm™: 3682, 3541, 3494, 3032, 3012, 1638, 1514, 1462, 1340, 1276, 1199, 1013.
EMIE m/z (%): 362 [M]", 319, 305, 212
RMN (Ver tabla 5)

[alp=-5.2
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FRACCION EEF.

La fraccion EEF se separd por CCFp en una placa de 1 mm de espesor y utilizando un sistema de
diclorometano- metanol (39:1). Se obtuvieron 5 fracciones, las cuales se analizaron por RMN 'H
200 MHz resultando ser mezclas de flavonoides y grasas, las cuales no fue posible separar.

FRACCION EEG.

La fraccion EEG se separd por CCF preparativa, en una placa de silicagel de 0.25 mm de espesor,
eluyendo con diclorometano- metanol (39:1). Se obtuvieron 5 fracciones que se analizaron por
RMN *H. Las fracciones EEGa y EEGc resultaron, como en el caso anterior, mezclas de flavonoides
qgue no fueron identificados debido a la poca cantidad aislada del producto (1 mg).

CROMATOGRAFIA DE LA FRACCION F Y G.

Estas fracciones son mezclas complejas de clorofilas y grasas, por lo que no fueron analizadas.

ANALISIS Y CROMATOGRAFIAS DE LAS FRACCIONES RESTANTES.

Las fracciones restantes resultaron ser clorofilas, dcidos grasos, ademas de mezclas de flavonoides
y cicloartanos que no fue posible separar por ningun sistema binario de disolventes.

METANOLISIS DE LA FRACCION ACa.

Una muestra de la fraccién ACa (9.8 mg) en un matraz balén de 250 ml se disolvié en 10 ml de
metanol, se le agregaron 0.2 ml de acido sulfurico y se mantuvo en reflujo durante 8 horas. La
reaccién fue monitoreada cada 2 horas por CCF y se detuvo cuando ya no se observaron cambios
en los productos, los cuales se separaron por placa preparativa obteniéndose dos fracciones: ACaa
y ACab. La fraccién ACaa se analizd por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas y se identific6 como una mezcla de los ésteres metilicos de los acidos palmitico, estedrico,
araquidico y behénico. La fraccion ACab se analizé por RMN H 400 MHz mostrando sefiales del
triterpeno llamado ciclobranol (VI).
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SINTESIS DE LOS DIACIL GLICEROLES Il y lla.

Para la sintesis del 1,2-dicinamoilglicerol (ll)y el 1,3 dicinamoil-glicerol (lla) se siguid el
procedimiento descrito por Holser .?® Se disolvieron en 100 ml de tolueno, 2.0 g de glicerol, 2 g de
acido cindmico y 100 mg de acido paratoluensulfénico como catalizador. La solucién se mantuvo a
reflujo y con agitacidon a 110° C durante 22 horas, utilizando una trampa Dean-Stark para eliminar
el agua que se forma en la reaccidn. Posteriormente, la mezcla de reaccién se separd por CC,
utilizando las fracciones 31 y 32, que fueron donde se observaron por RM 200 MHz la mayor
cantidad de los compuestos Il y lla. Los productos se purificaron por medio de CCFp utilizando
placas de gel de silice de 1 mm de espesor y diclorometano/ metanol (19:1) como eluyente. Los
compuestos Il (150 mg) y lla (76 mg) obtenidos fueron caracterizados mediante espectrometria
(EIMS) y espectroscopia (RMN 400 MHz H, *C, HMBC, HSQC).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

El estudio quimico del extracto orgdnico de Tillandsia recurvata recolectada en los terrenos de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) en la Ciudad de México dio como resultado el
aislamiento y elucidacion estructural de 3 nuevos componentes de la especie: un flavonoide cuya
estructura fue establecida como la 5,7,3'-trihidroxi-6,8,4’-trimetoxiflavanona (I) y dos acil
gliceroles, que fueron identificados como el 1,2-di-O-cinamoil-glicerol (ll) y el 1-O-cinamoil-3-0O-
ferruil-glicerol (lll). Se aislaron ademas el 1,3-di-O-cinamaoil glicerol (lla), 24-metilencicloartanona
(IV), una mezcla de ésteres grasos del 24-metilencicloartenol (IVa) la cual fue sometida a una
metanolisis que permitid la identificacion mediante CG-MS de los ésteres metilicos de los acidos
palmitico, estearico, araquidico, behénico y al ciclobranol como producto de la isomerizacién del
24- metilencicloartenol. También, el B-sitosterol (V) fue aislado e identificado en mezcla con el
estigmasterol (Va).

La identificacion de los compuestos conocidos y la elucidacidn estructural de los compuestos no
descritos en la literatura quimica se llevé a cabo por medio de métodos espectroscédpicos,
principalmente resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y 3C, incluidos experimentos en una y
dos dimensiones (DEPT, COSY, HSQC, HMBC ), asi como espectrometria de masas (EM).
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5,7,3’-TRIHIDROXI-6,8,4’-TRIMETOXIFLAVANONA (I).

OMe

El compuesto | se obtuvo de la fraccion EEE como un aceite viscoso de color ambar después de
separaciones sucesivas por CCFp. No se encontraron reportes de la presencia de este compuesto
en Tillandsia recurvata ni en alguna otra planta. En su espectro de resonancia magnética nuclear
proténica (RMN 'H) se observaron sefiales caracteristicas de los flavonoides como la sefial simple
en 11.9 ppm, que corresponde al proton del OH en C-5 que se encuentra formando puente de
hidrégeno con el carbonilo en la posicién 4 del nucleo flavonoide. En la regidon de aromaticos son
observables 3 sefiales en 6 6.88 d (J = 8.4 Hz), 6.94 dd (J = 8.4, 2.0 Hz) y 7.05 d (J = 2.0), las cuales,
debido a su multiplicidad y constantes de acoplamiento nos indican la presencia de un anillo
aromatico con una sustitucion en las posiciones 1,3 y 4. Tres sefales simples en 6 3.85, 3.92 y 3.93
nos indican la presencia de tres metoxilos en la estructura. Se observan ademds las sefales
caracteristicas de los protones del metileno (H-3 .1, H-3ecuatorial) Y €l metino (H-2) de una flavanona.
Estos protones originan un sistema ABX conformado por las dos sefales dobles de dobles en § 2.8
(J=12.6,3.1 Hz) y 3.0 (J = 12.6, 3.1 Hz) que corresponden a H-3 y por la sefial doble de dobles en &
5.3 (J =12.6, 3.1 Hz) que corresponde a H-2. La constante de acoplamiento (J, 3= 12.6 Hz) entre los
protones de las posiciones 2 y 3 nos indican un acoplamiento de tipo axial-axial y que el anillo B se
encuentra en posicién ecuatorial, por lo que se le asigné la configuraciéon S al centro quiral del
carbono 2, tomando en cuenta también la rotacidn dptica negativa del compuesto.’’
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FIGURA 10. Multiplicidad y constantes de acoplamiento del anillo B del compuesto (l).

En el espectro de C se observé la presencia de 18 sefiales, las cuales de acuerdo con los
experimentos DEPT 90° y 135°corresponden a 3 metilos, 1 metileno, 4 metinos y 10 carbones
totalmente sustituidos. La presencia de 3 metilos (6 51.0, 61.0 y 61.5), cuyas sefales muestran
acoplamiento con las sefiales a § 3.85, 3.92 y 3.93 en el experimento HSQC, confirman la presencia
de 3 metoxilos en la molécula. En este mismo experimento, se observé el acoplamiento entre la
sefiales de C-3 (CH,, 6 43.5) y C-2 (CH, 6 79.2) con las seiales del sistema ABX de los protones H-3
(6 2.8, 3.0) y H-2 (6 5.3) de la flavanona. Los metinos restantes corresponden a los carbonos
aromaticos C-2’, 5’ y 6’ (6 112.5, 110.6, 118.0) que muestran acoplamiento con las sefales
respectivas de H-2’, 5’ y 6’ (6 7.05, 6.88, 6.93). La sefial a 6 196.0 corresponde al carbonilo (C-4),
mientras que las sefiales a 6 (102.2, 127.9, 130.5, 131.5, 145.9, 146.9, 149.8, 151.3, 151.4, 196.5)
corresponden a los carbonos cuaternarios y fueron asignadas de acuerdo con el experimento
HMBC (Ver Tabla 4). Las asignaciones de los protones del sistema ABX y de los protones de los
metoxilos con sus respectivos carbones se realzaron mediante el experimento HSQC (Ver figura
11).
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EXPERIMENTO HMBC

H Bc
2.83 102, 196
3.07 79,196
3.86 128
3.92 129,147
3.93 151
5.35 112,1128,131.5
6.8 146.9,131.5
6.9 79,112.5
7.05 79,118,146,147
11.9 102.1129.0,151.3

TABLA 4. Correlaciones observadas en el experimento HMBC del compuesto I.

Los desplazamientos de las sefiales tanto de 'H como de *C del compuesto | fueron comparados
con los de la 5,3’ dihidroxi-6,7,8,4’-tetrametoxiflavanona (1A) aislada previamente de la Tillandsia
recurvata,’ siendo la Unica diferencia la ausencia de la sefial de un metoxilo en el caso de I.

T M A =
L
Fay | 128 Jrpide
H
8- / / N\ t
. =~
L
i ; b r T 5

FIGURA 11. Correlaciones observadas en el experimento HSQC.
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El espectro de masas del compuesto aislado mostré un ion molecular de m/z= 362, que esta de
acuerdo con un compuesto de férmula molecular de Ci3H1505. Una fragmentacion de tipo retro
Diels- Alder en el anillo C origina el pico base en m/z= 212 y el pico en m/z =150, confirmando la
presencia de dos hidroxilos y dos metoxilos en el anillo A, y de un hidroxilo y un metoxilo en el
anillo B, respectivamente.

HO (0]
-+

T

OMe MeO o}

OH
HO o W
= M-150
m/z=212
MeO OH
OH o \ OMe

M
m/z= 362 OH
OMe ‘
OMe
M-212
HO. o @&
m/z=150

M- 43
OH m/z=319

FIGURA 12. Patrén de fragmentacién de la 5, 7,3’-Trihidroxi -6,8,4’-trimetoxiflavanona (I).
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( Mass Spectrum 1
Data : Dr-Ouijano-Levigildo-@11 Date : B4-Jul-2011 17:48
Sample: 1786 EEEbd Jeol AX5@5 HA
Note : Javier Perez
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
© Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear])
RT : 1.83 min Scant : (48,75)
BP : m/z 212.0000 Int, : 36.33
Output m/z range : 8.020@ to 462.9080 Cut Level : .00 %
380987 212
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362
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FIGURA 13. Espectro de masas de la 5,7,3’-trihidroxi-6,8,4’-trimetoxiflavanona (I).
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FIGURA 14. Estructuras de la 5,7,3’-trihidroxi-6,8,4’-trimetoxiflavanona (I) y de la 3’-dihidroxi-
6,7,8,4'-tetrametoxiflavanona (1A)
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Pos. | 6c(1A) 54 (1A) ¢ (1) 8u (1)

2 79.2 5.33(1H,dd, ) 3.1,12.6 Hz) | 79.2 5.35 (1H, dd, J 3.1, 12.6 Hz)
3ec 43.7 2.84 (1H,dd, ) 3.1,12.2 Hz) | 43.5 2.83 (1H, dd, J 3.1, 12.2 Hz)
3ax 3.06 (1H, dd, J 12.6, 17.2 Hz) 3.07 (1H, dd, J 12.6, 17.2 Hz)

4 197.4 | e 196.7 | e

5 155.7 11.76 (1H, s, 5-OH) 151.3 11.98 (1H, s, 5-OH)

6 1342 | e 1286 | e

7 1520 | e 1514 | e

8 1334 | 0 e 1279 | e

9 150.7 | = e 1498 | e
10 1044 | e 1022 | e

1’ 1316 | e 1315 | e

2 112.8 7.04 (1H, d, J 1.9 Hz) 112.5 7.05 (1H, d, J 1.9 Hz)

3 1460 | = e 1459 | e
§ 1472 | e 1469 | e

5 110.9 6.86 (1H, d, ] 8.3 Hz) 110.6 6.88 (1H, d, J 8.3 Hz)

6 118.2 6.92 (1H,dd, ) 1.9,8.3 Hz) | 118.0 6.93 (1H, dd, J 1.9, 8.3 Hz)

6-OMe | 61.7 4.07 (3H, s) 61.03 3.93(3H, s)
7-0Me | 616 3.85(3H,s) | - | e

8-OMe | 61.3 3.78 (3H, s) 61.52 3.86 (3H, s)
4-OMe | 56.2 3.89 (3H, s) 56.02 3.92 (3H, s)

TABLA 5. Comparacion de los desplazamientos de las sefiales de *H 400 MHz entre el compuesto |

y la flavanona 1A.

26




1,3-DI-O-CINAMOIL GLICEROL (lla).

HO 2

El 1,3-dicinamoilglicerol (lla), se aisl6 como una sustancia aceitosa que presenta un color
amarillento. Su espectro de RMN *H muestra un perfil similar al 4cido cindmico. En la regién de los
protones aromaticos se observan dos sefiales multiples caracteristicas de un anillo bencénico
monosustituido en 7.5 y 7.3 ppm; asimismo, son claramente observables dos sefales dobles de un
sistema AX en 7.7 y 6.4 ppm con un acoplamiento de 16 Hz, asignables a dos protones vinilicos con
acoplamiento trans. La absorcién a 1713 cm™ en su espectro en el IR confirmé la presencia de un
éster a,B-insaturado en la molécula, ademas de grupos oxhidrilo (3500 cm™). Se observa ademas
la presencia de un quinteto en 4.26 ppm y de dos dobles de dobles centrados en 4.3 ppm, que
integran para uno y cuatro protones respectivamente, las cuales en el experimento HSQC
muestran acoplamientos con las sefiales correspondientes a un metino y un metileno (6 65 y 68),
respectivamente, sugieren que el compuesto aislado debe de ser el 1,3-dicinamoilglicerol (1),
aislado previamente de la misma especie.’ En el espectro de RMN *C observamos solamente
presencia de 9 sefiales para 21 carbonos debido a la simetria de la molécula, las cuales son
asignables a 1 metileno, 6 metinos y 2 carbonos cuaternarios de acuerdo con los experimentos
DEPT. Los carbonos en las posiciones 6 y 10, asi como los de las posiciones 7 y 9, presentan
equivalencia por lo que sélo son observables en el espectro como dos sefiales en 128.1 y 128.9

ppm.

El espectro de masas estd de acuerdo con la estructura propuesta; en él se observa el idn
correspondiente al [M+H] de m/z = 353, asi como el pico de m/z = 131 correspondiente al pico
base del espectro, el cual se debe al catién cinamoilo (ver figura 16) que es bastante estable
debido a la conjugacién de dobles enlaces que presenta. Se observan ademas los picos de m/z 161
y 191 provenientes de la ruptura del enlace C1-C2.
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C Mass Spectrum 1

Data : Dr-Quijano-Levigi1do-818 Date : @4-Jul-2011 17:3@
Sample: 1705 EERISa Jeol AXS@S HA
Note : Javier Perez
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linearl
RT : 1.76 min can® : (44,75)
BP : msz 131.202Q Int. : 145.67
Output m’z range : 11.8694 to 453.4125 Cut Level : 8.00 %
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FIGURA 15. Espectro de masas del 1,3-di-O-cinamoil glicerol (lla).
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FIGURA 16. Patrén de fragmentacién del 1,3-Di-O-cinamoil glicerol.
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1,2-DI-O-CINNAMOIL GLICEROL (l1).

El 1,2-di-O-cinamoilglicerol (ll), se aislé6 como un aceite viscoso de color ligeramente amarillo. Su
espectro de RMN *H presenta sefiales similares que el compuesto lla, que sugieren que se trata de
un compuesto similar conteniendo grupos cinamoilo. Sin embargo, a diferencia del compuesto lla,
en este espectro se observan sefiales para 4 protones vinilicos que sugieren la presencia de dos
grupos cinamoilo, lo cual es congruente con una esterificacion asimétrica del grupo glicerol, lo que
estaria de acuerdo para el 1,2-dicinamato Il. Congruentemente con lo anterior, se observa un
desplazamiento del quinteto correspondiente al protdn del carbono 2 a frecuencias mas bajas lo
cual nos indica una mayor desproteccion de este carbono en el compuesto Il que en la estructura
del compuesto lla, mientras que las sefiales para los metilenos 1 y 3 se observan como dos dobles
6 3.86 (J=4.9 Hz) y 4.5 (J= 4.9 Hz), las cuales muestran acoplamiento con las sefales de un metino
y dos metilenos (6 61.3, 62.3) en el espectro HSQC.

En el espectro de RMN *3C, las sefiales correspondientes a los carbonos olefinicos y los carbonilos
se observan duplicadas: 6 117.1, 117.3, 145.92,145.99 para carbonos olefinicos y § 166.5,166.9
para carbonilos, lo que esta de acuerdo con la asimetria de la molécula.

El espectro de masas mostré un patron de fragmentaciéon (ver figura 18) similar al compuesto lla
en el cual se observa el pico base de m/z = 131 que corresponde al catidon cinamoilo. También
observamos el pico de m/z = 335 resultado de la pérdida del grupo OH y los fragmentos de m/z =
161 y 191 resultado de la ruptura del enlace C1-C2.
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FIGURA 17. Espectro de masas del 1,2-di-O-cinamoil glicerol (VII).
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1-O-CINAMOIL-3-O-FERUILGLICEROL (1l).

El 1-O-cinamoil-3-O-feruilglicerol (I1), se aislé6 como un aceite viscoso cuyo espectro de RMN * H
muestra similitudes con el del compuesto Il; en él se observd la presencia de 4 sefiales dobles (6
6.3, 6.4, 7.6, 7.7 J = 16 Hz) asignables a 4 protones vinilicos de dos sistemas AX diferentes. Se
observan ademds como en el compuesto Il, las dos sefiales multiples caracteristicas del grupo
fenilo (6 7.5, 7.3) y las sefiales correspondientes a los dos grupos metileno (6 4.3, 4.4) y el metino
(4.2) del grupo glicerilo.

Las diferencias notables en el espectro de lll con respecto al del compuesto Il se deben a la
presencia de una sefal simple aguda que integra para 3 protones en 3.9 ppm, que sugieren la
presencia de un grupo metoxilo en la molécula, asi como, en la regién de los aromaticos las
sefiales caracteristicas de un anillo trisustituido con un patrén de sustitucién 1,3,4, lo cual esta de
acuerdo con la multiplicidad y las constantes de acoplamiento de las sefiales observadas, ya que el
espectro mostré una sefial doble con acoplamiento orto (6 6.9 J = 8.2Hz), una seial doble de
dobles con acoplamientos orto y meta (6 7.08 J = 8, 1.9 Hz) y una sefial doble con acoplamiento
meta (6 7.03J = 1.9 Hz).

31



S0

|

Ppm
—7.092
—7.067
—7.072
—7.067
—7.036
—7.032
6.929
5.909

40
|

30
|

7.08 (d, J= 5.0H2) 7.03 (d, J= 1.9Hz) 6.92 (d, J= .2Hz)

20
|

R

s"#nwllw‘ll|||||‘\||\‘||||||||\|||||||\||||||||
708 708 7.04 7.02 7 693 .96 .94 .82

FIGURA 19. Multiplicidad y constantes de acoplamiento del anillo aromatico trisustituido del
compuesto lll.

El espectro de RMN **C muestra la presencia de 20 sefiales para los 22 carbonos en la molécula
debido a la equivalencia de los protones en el anillo monosustituido, de las cuales dos se
encuentran en la regidn de carbonilos (6 167.0 y 167.3), catorce se encuentran en la region que
corresponde a carbonos aromaticos y/o vinilicos, y 4 corresponden a carbonos alifaticos que
soportan funciones oxigenadas (6 55.9, 65.3, 65.5, 68.6), una de las cuales corresponde a un grupo
metoxilo (6¢ 55.9 &, 3.92). Por medio de los experimentos DEPT de 90° y 135° se confirmd que 10
de las 14 sefiales presentes en la region de aromaticos y vinilicos son de metinos (CH) mientras
que las otras 4 pertenecen a carbonos cuaternarios. En cuanto a los carbonos alifaticos, uno
corresponde a un metino (CH), dos a metilenos (CH,) y uno a un metilo (CHs).
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FIGURA 20. Espectro de masas del 1-O-cinamoil-3-O-feruilgicerol (lll).

El espectro de masas mostrd un patron de fragmentacion (ver figura 21) en el cual se observa el
pico base de m/z = 131 que corresponde al cation cinamoilo y el pico de 177 que corresponde al

cation feruilo.
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FIGURA 21. Patrén de fragmentacion del 1-O-Cinamoil-3-O-feruil glicerol.

8¢ (1) 8 (IN)
55.9 425¢
65.3 437dd)=11,58
65.5 4.40ddJ=11,5.8
68.6 6.33d =16
109.5 6.49d =16
1145 6.92d)=8
114.8 7.03d J=1.9
117.2 7.08 dd J=8, 1.9
123.3 7.39m
126.8 7.53m
128.1 7.67dJ=16
128.9 7.74d =16
130.5

134.2

145.8

145.9

146.8

148.1

167.0

167.3

TABLA 6. Valores de los desplazamientos de *Hy *C para el compuesto (lll).
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24-METILENCICLOARTANONA (IV).
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El compuesto IV se identific6 como la 24-metilencicloartanona, de acuerdo con sus datos
espectroscopicos de RMN y EM, asi como por comparacién con los reportados previamente en la

literatura (ver tabla 7). 3 3*

En el espectro de RMN 'H se observé la presencia de dos sefiales dobles en 0.57 y 0.79 ppm, las
cuales son caracteristicas de los hidrégenos no equivalentes del metileno 19 que forma parte del
ciclopropano caracteristico de un triterpeno del tipo de los cicloartanos. En la regién de los
protones vinilicos, se observan dos sefiales simples anchas en 4.6 y 4.7 ppm lo cual nos indica la
presencia de un metileno terminal en la estructura del compuesto. La sefial en triple de dobles en
2.71 ppm (J=13.9, 6.4 Hz), es caracteristica de triterpenos con un grupo carbonilo en C-3, como la
cicloartenona y corresponde al protdn axial del metileno de la posicién 2, cuya multiplicidad se
explica debido al acoplamiento geminal y a los acoplamientos vecinales con los protones axial y
ecuatorial del carbono 1.
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FIGURA 22. Correlaciones observadas en el experimento HSQC

En el espectro de RMN **C fueron claramente observables 31 sefiales, las cuales corresponden de
acuerdo con los experimentos DEPT de 90° Y 135° a 5 grupos metino (CH), 12 metilenos (CH,), 7
metilos (CHs) y 7 carbonos cuaternarios (las cuales son las ausentes en los experimentos DEPT). De
acuerdo con los desplazamientos quimicos (8) de las sefiales, podemos identificar la presencia de
un carbonilo en 216.2 ppm (C-3) y de dos carbones vinilicos en 105.9 y 156.4 ppm, las cuales
corresponden a un metileno y un carbén cuaternario (C-24 y C-31 respectivamente), de acuerdo
con los experimentos DEPT. Lo anterior es apoyado por el experimento HSQC en el cual se aprecia
la correlacion entre la sefial en 105.9 y las sefiales simples anchas en 4.6 y 4.7 ppm (ver figura 22).
De igual forma, podemos observar la correlacion entre la sefial de 37.5 ppm con las sefiales dobles
de dobles de dobles en 2.71 y 2.3 ppm lo cual nos indica que pertenecen al metileno de la
posicion 2.

El espectro de masas (ver figura 23) mostré un ién molecular de m/z 438 [M]" (20), ademds de
picos correspondientes a los iones de m/z 423(12), 313(21), 300(9) ,175(20), que estan de acuerdo
con lo reportado en la literatura (ver tabla 8).>> Todos los datos anteriores estan de acuerdo con la
estructura de la 24-metilencicloartanona cuya presencia ya habia sido descrita en la Tillandsia
recurvata. *°
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FIGURA 23. Espectro de masas de la 24-metilencicloartanona (IV).

H 8Referencia 84(1V) 6cReferencia 8¢(IV)
la 1.86, dddd 1.86, dddd 33.4 33.4
1B 1.54, ddd 1.54, ddd
2a 2.30, ddd 2.30, ddd 37.4 37.5
2B 2.71, ddd 2.71, ddd
3 216.2 216.6
4 50.2 50.2
S5a 1.72,dd 1.72,dd 48.4 48.4
6a 1.56, dddd 1.56, dddd 21.5 21.4
6B 0.95, dddd 0.95, dddd
7a 1.14, dddd 1.14, dddd 28.1 28.1
78 1.38, dddd 1.38, dddd
8B 1.59, dd 1.59, dd 47.9 47.9
9 21.1 21.1
10 25.9 25.9
1la 2.05, ddd 2.05, ddd 26.0 25.8
118 1.17, ddd 1.17, ddd
12 1.65, t 1.65, t 32.9 32.8
13 45.4 45.3
14 48.8 48.7
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15 132, m 132, m 36.6 35.58
16a 194, m 194, m 26.6 26.7
1683 1.36,m 1.36,m

17 1.60, m 161, m 52.3 52.3

18 0.99, s 1.00, s 19.3 19.3

19-exo 0.57,d 0.57,d 29.5 29.5
19-endo 0.79, d 0.79, d

20 1.40, m 1.40, m 36.1 36.1
21 0.87,d 0.87,d 18.1 18.1
22 1.24,1.78, m 1.24,1.78, m 34.1 34.9
23 2.39 ddd 1.19, ddd 313 31.3

2.49 ddd 2.56, ddd

24 156.4 156.8
25 2.26 sept 2.26 sept 33.8 33.8
26 1.03d 1.03d 21.9 21.9
27 1.03d 1.03d 21.9 22.0
28 0.95s 0.95s 18.3 18.3
29 0.88s 0.88s 25.9 25.8
30 091s 091s 20.7 20.7
31 4.66 br d 4.66 br d 105.9 105.9

4.71 brs 4.72 brs

TABLA 7. Comparacion de los desplazamientos de las sefiales de *C 400 MHz del producto
obtenido de la fraccién AD y la 24-metilencicloartanona previamente reportada.

Compuesto M* M-43 M-83 M-84 M-125
m/e (%) | m/e (%) | m/e (%) | m/e (%) | m/e (%)
Referencia 438 100 395 19 355 17 354 17 313 44
v 438 90 395 36 355 34 354 19 313 100

TABLA 8. Comparacion de los patrones de fragmentacién entre la 24-metilencicloartanona (1V)

aislada en el presente estudio con los reportados previamente.
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ESTERES GRASOS DEL 24-METILENCICLOARTANOL (V).

26

s
S
S
8

29

2

R= CH3(CH,),CO

De la fraccién AC se obtuvo un producto de la consistencia de una grasa, cuyo espectro de RMN *H
mostré el perfil caracteristico de un triterpeno del tipo del cicloartanol, semejante a la 24-
metilencicloartanona (IV) descrita anteriormente. En él se observaron las sefales de los protones
del anillo del ciclopropano caracteristico de este tipo de compuestos y las sefales
correspondientes al metileno terminal sobre C-24. Sin embargo, la presencia en el espectro de las
sefiales caracteristicas de acidos grasos, asi como el desplazamiento quimico de la sefial tipica del
protéon H-3 base del grupo OH en este tipo de compuestos, la cual se observa a 4.5 ppm, sugiere
que se trata de una mezcla de ésteres grasos del 24-metilencicloartanol (V).

Con el objetivo de identificar los acidos grasos que se encuentran esterificando al triterpeno, la
mezcla (V) se tratd con metanol en medio acido a reflujo, obteniéndose un compuesto que se
identificé espectroscdpicamente como el ciclobranol (VI), producto de la isomerizacién del doble
enlace disustituido al doble enlace tetrasustituido. Se obtuvo ademas, la mezcla de ésteres
metilicos de los acidos grasos, los cuales fueron analizados por CG-EM. El resultado de este analisis
permitio la identificacidn de los acidos palmitico, estedrico, araquidico y behénico en forma de sus
ésteres metilicos.
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CICLOBRANOL (V1).

Cicloartano identificado mediante RMN 400 MHz como la fraccion ACab. Se obtuvo a partir de la
isomerizacion del 24-metilencicloartanol durante la metandlisis de sus ésteres grasos (V)

B-SITOSTEROL (VII).

El B-Sitosterol (VII) es el fitoesterol mas comun en plantas, el cual se obtuvo de la fraccién B en
mezcla con el estigmasterol (VIIa). Se identificé espectroscdpicamente por RMN 'H y comparacién
con una muestra auténtica.

ESTIGMASTEROL (Vlia).
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CONCLUSIONES.

De la planta epifita Tillandsia recurvata, recolectada en terrenos de la Ciudad Universitaria de la
UNAM se obtuvieron una nueva flavanona (l) y dos nuevos di-esteres del glicerol (Il y 1ll), cuyas
estructuras se establecieron de acuerdo con sus datos espectroscépicos, principalmente de RMN
'Hy RMN ¢, incluidos experimentos 1D y 2D (DEPT, COSY, HSQC y HMBC) y EM, como:

e 5,7,3'-Trihidroxi- 6,8,4’- trimetoxiflavanona (l)
e 1,3- Di-O-cinamoil glicerol (lla)
e 1- Cinamoil-3-feruil glicerol (lll)

Se obtuvieron ademas, el 1,2- di-O-cinamoil glicerol (ll), la 24-metilencicloartanona (IV),
reportados previamente de la misma especie, una mezcla de ésteres grasos del 24-
metilencicloartanol (V) que se identificaron como hexadecanoato, octadecanoato, eicosanoato y
docosanoato de 24-metilencicloartanilo, mediante el analisis por CG-EM de los esteres metilicos
de los acidos grasos obtenidos por metanolisis de la mezcla, asi como el ciclobranol (VI) y la mezcla
de fitoesteroles conformada por B-sitosterol y estigmasterol (VII, Vlla).

Asi mismo, se obtuvieron por medio de sintesis los siguientes compuestos: 1,2- Di-O-cinamoil
glicerol (Il) y 1,3- Di-O- Cinamail glicerol (l1a).
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