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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La naturaleza es la fuente primordial que ha permitido al hombre
asegurar su supervivencia, primero como proveedora de alimento y
luego como origen de diversos elementos que le permiten mejorar su
calidad de vida; entre éstos, los que sirven para combatir enfermedades
y aliviar padecimientos. La medicina tradicional es consecuencia de este
aprovechamiento de los recursos naturales y aun ahora es una opcidn
importante, y en algunos casos la Unica, para el tratamiento y la

prevencion de enfermedades.

Las sustancias medicinales, ya sea las empleadas en medicina
tradicional o resultado de la medicina moderna, estan constituidas por
uno o varios principios activos o farmacos. Los farmacos son sustancias
bioldgicamente activas, sintetizadas por el hombre o bien producidas por
otros organismos: plantas, hongos o bacterias. Cuando son producidos
por organismos, resultan de procesos metabdlicos secundarios: se
sintetizan a partir de metabolitos primarios y, contrario a éstos, no son

indispensables para la vida del organismo.

La diversidad de la flora mexicana implica no s6lo una abundancia
de especies de plantas medicinales, sino también una amplia variedad
de compuestos con diversas actividades bioldgicas. Esto se traduce en
una gran riqueza desde el punto de vista quimico: innumerables grupos
y tipos de compuestos, con estructuras novedosas y con propiedades
guimicas y farmacoldgicas desconocidas, que son potencialmente

aprovechables.



INTRODUCCION

Particularmente, México cuenta con la segunda o tercera flora
medicinal mas rica del mundo. Esta comprende no sdélo plantas
endémicas, sino también otras de origen extranjero introducidas desde
el periodo de colonizacion. Esto se refleja en las especies consideradas
medicinales y empleadas con esos fines por distintas comunidades a lo
largo de la republica. Debido a su arraigo popular, asi como a su
disponibilidad fisica y accesibilidad econdémica, cerca de 20 millones de
personas en el pais recurren a este tipo de medicina para tratar sus

padecimientos.?

La caracterizacidon quimica de especies vegetales empleadas
medicinalmente es un area relativamente poco desarrollada dentro de la
investigacidn cientifica, mas su campo de accién es importante y sus
resultados relevantes. Un numero importante de los farmacos
producidos por la industria moderna provienen de fuentes naturales y en
muchos casos se tiene conocimiento de ellos gracias a referencias de su
uso tradicional. Por ejemplo, de 1981 a 2010 el 26,83 % de los nuevos
medicamentos aprobados por la FDA de los Estados Unidos (Food and

Drug Administration) fueron obtenidos de fuentes naturales.?

Las plantas del género Physalis son de marcada importancia pues
ademas de que la mayoria de sus especies son endémicas del pais,
muchas de ellas son utilizadas en la medicina tradicional mexicana. En
este marco se inscribe el presente trabajo, en el que se presentan los
resultados del estudio quimico de la especie Physalis gracilis Miers,
como una contribucion al conocimiento de la planta desde un enfoque
quimico. Adicionalmente, se presentan los resultados de la evaluacién
de dos de los compuestos aislados como inhibidores de la actividad de la

enzima a-glucosidasa.
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II. ANTECEDENTES

II. 1. Familia Solanaceae

Las solanaceas son wuna familia de plantas dicotiledoneas
pertenecientes al orden de las Solanales. Son hierbas, arbustos, arboles
e incluso lianas, con hojas alternadas, simples y sin estipulas. Esta
familia comprende cerca de 98 géneros y 2700 especies;* estd presente
en todos los continentes, salvo la Antartida. La mayor diversidad se
concentra en América del Sur y América Central, seguida de Australia y
Africa. Ocupan una gran variedad de ecosistemas, desde desiertos a
selvas tropicales. Se les encuentra, incluso, como parte de la vegetacién

secundaria en zonas con asentamientos humanos.

Diversas especies pertenecientes a esta familia poseen
importancia econdmica. Algunas son alimenticias como la papa
(Solanum tuberosum), el tomate verde (Physalis philadelphica), el
jitomate (Lycopersicum  esculentum), la berenjena (Solanum
melongena) y los chiles (Capsicum). Otras son plantas de ornato como

Petunia schizanthus, Salpiglossis y Datura.

Algunas especies mas son fuente de sustancias con propiedades
farmacéuticas utiles, como la escopolamina, la atropina, la hiosciamina y
la nicotina (Figura 1). Estas sustancias se encuentran en plantas como
la jusquiama (Hyoscyamus albus), la belladona (Atropa belladonna), el
estramonio (Datura stramonium), la mandragora (Mandragora

autumnalis) y el tabaco (Nicotiana tabacum).”
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Figura 1. Algunos compuestos obtenidos de las solanaceas.
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I1. 2. Género Physalis

El género Physalis pertenece a la familia de las solanaceas y
agrupa 75 a 90 especies.® Son originarias de regiones con clima
templado y subtropical. Todas las especies son nativas de Ameérica,
excepto Physalis alkekengi. Son plantas herbdaceas que crecen de
cuarenta centimetros a tres metros de alto y pueden ser anuales o
perennes. La mayoria requieren luz solar completa y temperaturas de
templadas a calidas. Algunas especies son sensibles al frio, mientras que
otras como P. alkekengi toleran el frio severo durante el invierno.

Crecen en todo tipo de suelo e incluso en macetas.

Este género se caracteriza por dar frutos pequefios de diversos
colores (amarillo, naranja y morado oscuro) semejantes en forma y
estructura a los del jitomate, aunque generalmente son de menor
tamafo. Se encuentran cubiertos parcial o completamente por una
cascara fina (caliz) y son ricos en criptoxantina, un colorante
carotenoide. Los frutos comestibles pueden ser ingeridos crudos o en
ensaladas. Algunas variedades se usan como saborizantes en postres
por su gama de sabores: agrios, dulces o salados. También contienen

pectina, por lo que se emplean como gelificantes.

Algunas Physalis son importantes econémicamente, como P.
philadelphica en México y P. peruviana en Colombia; otras son plantas
de ornato, como P. alkekengi en China y en Japdén. Muchas de las
especies de Physalis presentan diversas actividades bioldgicas, por lo
gue son comunmente empleadas en la medicina tradicional para tratar
padecimientos gastro-intestinales y respiratorios. En la medicina
tradicional china las Physalis se emplean como remedio para diferentes

padecimientos como abscesos, tos, fiebres y dolor de garganta.’
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México cuenta con al menos 70 especies del género Physalis y sus
usos varian segun los diferentes estados de la republica.® Por ejemplo,
P. aequata, es empleada en Morelos, Puebla y Veracruz para tratar
desdérdenes digestivos: dolor de estdmago, empacho, estrefiimiento y
bilis. El fruto de P. philadelphica es comunmente usado en el
tratamiento de problemas respiratorios y dolor de amigdalas en
Veracruz y Morelos; en Michoacan se emplea contra la tos ferina, para

controlar la hipertensién e incluso para tratar la calvicie.’

En Zacatecas se emplea P. hederifolia para tratar la colecistopatia,
mientras que P. nicandroides se emplea en Guerrero para tratar edemas
y en Puebla contra la conjuntivitis. En Hidalgo, P. orizabae se utiliza
como antidiarréico. P. ixocarpa se emplea en Chiapas como diurético y
contra la amigdalitis, mientras que en Jalisco se emplea para tratar la
cefalea, la gastroenteritis y la alopecia. P. angulata es usada en
diferentes regiones para tratar las pustulas, la malaria y padecimientos

hepaticos.’
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I1. 3. Especie Physalis gracilis

Physalis gracilis es una hierba que mide de veinticinco centimetros
a un metro de altura; a veces se encuentra reclinada en otras plantas o
en el suelo. Las hojas son alargadas y miden hasta siete centimetros de
largo. Las flores son amarillas o amarillo-verdosas, con unas manchas
de color morado. Los frutos son carnosos, verdes y tienen semillas
amarillas. Es originaria de Mesoamérica, habita en clima calido desde el
nivel del mar hasta los 2250 m. Crece en bosque tropical perennifolio,

bosque meséfilo de montafia y bosque de pino.®

En los estados de Veracruz y Puebla, los frutos de esta especie se
consumen como fruta pues resultan dulces incluso crudos. En Jalisco se
consume como quelite: se ingieren tallos y follaje. En la costa del golfo
de México se emplea medicinalmente: se ingieren infusiones de la raiz
para tratar algunos tipos de calculos en la vesicula biliar. La raiz se
emplea como carminativo, antidiarréico, para aliviar cdlicos por
indigestidén y otros trastornos gastro-hepaticos. De igual forma, se bebe
la decoccién de las hojas para tratar padecimientos como vdémito,
diarrea o empacho de los nifos. En Puebla se recurre a ella para regular
la presién. Se emplea, ademas, para mitigar el dolor de amigdalas. En

Guerrero es comun su uso ornamental.9
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I1I. 4. Withanolidas y withaesteroides

Las solandaceas son la principal fuente de un tipo de compuestos
llamados withaesteroides, aunque no todas ellas los producen. Hasta
ahora, se han identificado diecinueve géneros que presentan estos
compuestos, siendo Withania y Physalis aquellos donde ocurren con
mayor frecuencia.'® El primer withaesteroide aislado fue la withaferina A
(Figura 2) y se obtuvo de una conocida planta medicinal india: Withania
somnifera.'® En 1965 se elucidd por primera vez su novedosa
estructural? y sus interesantes actividades bioldgicas promovieron el
estudio de esta planta, aislandose asi diversos compuestos con

estructuras similares.

Figura 2. Withaferina A.

Los withaesteroides son esteroides de veintiocho carbonos (Cssg)
con esqueleto de ergostano, intacto o con arreglos. Se caracterizan por
poseer una cadena lateral de nueve carbonos con una &§-lactona (entre
C-22 y C-26) o bien con una y-lactona (entre C-23 y C-26).1° En un

principio se les denomind withandlidas, por haber sido aisladas del

8
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género Withania. El esqueleto de las withandlidas se describe entonces
como acido 22-hidroxiergostan-26-dico 26,22-lactona (Figura 3). La
nomenclatura adoptada cominmente se deriva del nombre trivial
withanodlida: asi, para withaferina A se tiene 4p,27-dihidroxi-5p,6p-

epoxi-1-oxowitha- 2,24-diendlida.

////, »
’,

Figura 3. Esqueleto de las withandlidas.

Diversos compuestos Cyg con estructuras semejantes que no
cumplen estrictamente con las caracteristicas anteriores han sido, pese
a esto, llamados withandlidas, generando confusidn.!® Existen muchos
compuestos con variantes estructurales de las withandlidas, ya sea
sobre el esqueleto carbociclico o bien sobre la cadena lateral. Estos han
sido descritos como withandlidas modificadas o esteroides tipo
ergostano. Fue por esto que en 1981 se propuso el término
withaesteroide, que incluye a los compuestos Cys de tipo ergostano,

modificado o no, con una lactona en cadena lateral.'*
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Figura 4. Diversos withaesteroides.
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II1. 5. Biosintesis de withaesteroides

En las plantas es comun encontrar esteroles Cys. Aquellos con una
cadena lateral Cy insaturada son precursores de lactonas esteroidales.
Se ha reportado la presencia de tales compuestos en diversas plantas

ricas en withaesteroides.

La ruta biosintética de las withanodlidas comienza con la formacion
de pirofosfato de 3,3-dimetilalilo (DMAPP), que resulta de dos rutas
metabdlicas: la ruta del acido mevaldnico (MVA) y la ruta independiente

de mevalonato o ruta del fosfato de desoxixilulosa (DOXP).

La ruta MVA comienza con la activacion de acetato por su
conversidon a acetil coenzima A (acetil-CoA). Dos de estas unidades se
combinan y son convertidas en acido mevaldénico mediante procesos
metabodlicos. Sdélo el isébmero (R) de este acido es usado por los
organismos para producir terpenos; el isomero (S) es metabdlicamente
inerte. Asi, el acido mevaldénico es convertido en pirofosfato de

isopentenilo (IPP) por pérdida de un atomo de carbono.

La ruta DOXP comienza con la formacion del 1-desoxi-D-xilulosa-
5-fosfato. Para esto se requiere la reaccién entre acido pirdvico vy
pirofosfato de tiamina. El derivado enamina formado reacciona a su vez
con D-gliceraldehido-3-fosfato y genera el DOXP. Este es convertido en
2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) mediante rearreglos catalizados por
enzimas. Al reaccionar con citidina trifosfato (CTP) forma un derivado
(CDP-metil-D-eritritol-2-fosfato, CDP-ME) que luego es fosforilado dando
un fosfoanhidrido ciclico (2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclo-difosfato,
MEcPP). Finalmente, la reduccion de MEcPP produce un compuesto
isoprenoide  (4-hidroxi-3-metil-2-(E)-butenil-difosfato, HMBPP) que
forma DMAPP (Figura 5).

11
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La molécula de IPP puede condensarse (cabeza a cola) con su
isbmero, el pirofosfato de 3,3-dimetilalilo (DMAPP). Esto forma
pirofosfato de geranilo (GPP). Enseguida, tiene lugar la condensacion de
GPP con otra molécula de IPP para formar pirofosfato de farnesilo (FPP).
La escualeno sintasa cataliza la condensacién de dos moléculas de FPP
(cabeza a cabeza) para dar escualeno. Este es oxidado a la forma 2,3-

epoxido, donde los anillos se cierran para formar cicloartenol (Figura
6)_5,15,16

El cicloartenol es convertido en episterol por procesos metabdlicos.
Este esteroide es el precursor de los 24-metilesteroles (Figura 7). Entre
ellos se encuentra el 24-metilencolesterol, precursor biosintético de las
lactonas esteroidales. La bioconversién de cicloartenol a 24-
metilencolesterol aun no es completamente comprendida, la secuencia

de reacciones e intermediarios difiere segun los organismos.’

La investigacidon sobre la biosintesis de las withandlidas se inicio
en la década de los setenta. En 1976 se concluyd que 24-
metilencolesterol era el precursor de las withandlidas y no el isémero
24-metilcolesta-5,24-dien-3B-ol.18 Investigaciones posteriores
demostraron que ambos compuestos toman parte en la sintesis de
withaesteroides.!® Esto lo apoya el aislamiento de 24-metilencolesterol y

de 24-metilcolesta-5,24-dien-3p-ol de Withania somnifera.?°

Otros precursores de las withandlidas como el physalindicanol B
han sido aislados de Physalis minima var. indica®*, mientras que el
ergosta-5,25-dien-3,24¢&-diol (physalindicanol A) se ha aislado tanto de
Withania coagulans,?* como de Physalis minima var. indica y de Datura

metel.?>

12
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Figura 5. Formacion de IPP por la ruta MVA y la ruta DOXP.
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Figura 6. Biosintesis de cicloartenol.
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Figura 7. Biosintesis de ergostano.
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24-Metilcolesta-5,24-dien-3p-ol Physalindicanol A

24-Metilencolesterol: R = H
Physalindicanol B: R = OH

HO

Figura 8. Precursores de lactonas esteroidales.

Modificaciones estructurales en las withanodlidas

En 1978 se propuso un mecanismo que explica la funcionalizacién
de los anillos A y B (Figura 9). Este involucra la hidroxilacion en C-1 del
precursor esteroide 5-en-3-ol, seguida de la oxidacidn selectiva del
intermediario 1-hidroxi para terminar con una deshidratacién y generar
la 2,5-dien-1-ona. Esto se apoya en la presencia, en la misma planta, de
withaesteroides que contienen el sistema 1a,3B-dihidroxi-5-eno, asi

como de los que presentan un sistema 2,5-dien-1-ona.'”"**

16
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0 0

HO

Figura 9. Funcionalizacidn de los anillos A y B en withaesteroides.

En afos subsecuentes se estudié el origen de la cadena lateral 17a

en withaesteroides.”> Se propuso a las withandlidas A'® como

precursores de aquellas con cadenas laterales 17a. La presencia de
withanodlida E y de 14a,20-dihidroxi-1-oxo-witha-2,5,16,24-tetraendlida
en W. somnifera permitid proponer que este Ultimo es precursor del

primero (Figura 10).

Ol
I

Ol
I

140,20-Dihidroxi-1-oxo-witha- o) Withandlida E
2,5,16,24-tetraendlida

Figura 10. Withandlida E y su precursor.

La biosintesis de physalina D se estudi6 en 1974. Para esto se
administraron acetato y acido mevaldnico radioactivos a P. minima y se

observé la formacion de physalina D radioactiva®®. El mismo resultado

17
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se obtuvo al administrar Lycium A tritiado a la planta. Esto comprueba

que las withanoélidas son precursores de las physalinas (Figura 11).%’

Physalina D

Lycium A

Ol
T

.z///,//_ oH

Olllnne
T

Figura 11. Physalina D y su precursor.

El origen biosintético de las nicandrenonas se estudié por primera
vez en 1976.%8 Se especuld que el anillo aromatico D deriva de
withandlidas regulares y que la expansién y aromatizacién del anillo
ocurre por inclusion del metilo-18. Otra via posible es la eliminacién
oxidativa del metilo-18 y la insercibn de un carbono de S-
adenosilmetionina (SAM), seguida de la aromatizacion del anillo (Figura

12).

En 1986 se demostr6*® que la ruta biosintética involucra la
oxidacion del metilo-18 y su incorporacién al anillo D reteniendo un

hidréogeno.
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Figura 12. Aromatizacién del anillo D en withaesteroides.

Desde los afios noventa se han postulado rutas biosintéticas de
withaesteroides complejos,>° como  jaboroles, acnistinas y
withametelinas. Pese a esto aun se requiere de estudios ulteriores que

permitan verificar o refutar tales postulados.
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II. 6. Clasificacion de los withaesteroides

Los withaesteroides son compuestos polioxigenados. Se cree que
las plantas que los producen poseen enzimas capaces de oxidar todos
los atomos de carbono en el nucleo esteroide. En efecto, se han
encontrado withaesteroides con funciones oxigenadas en todos los
carbonos, salvo C-8 y C-10. Esto tiene como consecuencia
modificaciones de la parte carbociclica asi como de la cadena lateral,
generados por ruptura de enlaces, formacién de nuevos enlaces,

aromatizacion de anillos y otros tipos de arreglos.

La diversidad de withaesteroides hace necesaria su clasificacion.
Se consideran dos tipos de estos compuestos: el tipo A, que comprende
aquellos que poseen una &-lactona o un 3&-lactol; y el tipo B, que
comprende aquellos que poseen una y-lactona o un y-lactol (Figura 13).
La orientacion de la cadena lateral es cominmente B. Cuando esta

ocurre en q, se tiene la presencia de un hidroxilo 17p.

La mayoria de los withaesteroides aislados pertenecen al tipo A y
se distinguen aquellos con esqueleto intacto y modificado. Los primeros
son conocidos como withandlidas y son los mas abundantes. Los demas
son diversos y se dividen en physalinas, neophysalinas, withaphysalinas,
acnistinas y epiacnistinas, withajardinas, withametelinas, withandlidas
de tipo norbornano, sativdlidas, &-lactonas espiranoides, 14a,20a-
epoxiwithandlidas, subtriflora §-lactonas, nicandrenonas (withandlidas
con anillo D aromatico) y jaboroles (withandlidas con anillo A aromatico)
(Figura 14).
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Figura 13. Tipos de withaesteroides.

Los withaesteroides de tipo B se dividen en cinco grupos:
ixocarpalactonas, y-lactonas espiranoides, trecondlidas, subtriflora-y-
lactonas y perulactonas. No obstante, se ha aislado e identificado
withaesteroides con estructuras novedosas, que no pueden ser

clasificados de esta forma (Figura 15).%!3%33
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Acnistinas y epiacnistinas Withaphysalinas

[\
N

Withajardinas Withametelinas

Figura 14. Estructuras de los withaesteroides tipo A.
(Ry = O; OH, H. R, = OH, H).
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Figura 14 (continuacion).
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Figura 15. Estructuras de los withaesteroides tipo B.
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II. 7. Actividad bioldgica de los withaesteroides

Los withaesteroides son uno de los grupos de compuestos con
mayor variedad de actividades bioldgicas. Se han estudiado dichas
actividades y se han reportado sus efectos diasuasores de la
alimentacion  en  insectos®,  antimicrobianos®>,  citotdxicos>,
antiinflamatorios®’, diuréticos®, abortivos®** e inmunomoduladores?®’,
entre otros. A continuacién se presentan algunos resultados de estudios

de actividades bioldgicas en withaesteroides.

Actividad fitotoxica

Un estudio realizado en el afilo 2000 mostré que withaesteroides
obtenidos de Iochroma australe y de Jaborosa bergii presentan actividad
fitotdxica contra especies de monocotiledoneas y dicotiledoneas. El
componente mayoritario del extracto de I. australe, (17S5,20R,22R)-
48,7B,20-trihidroxi-1-oxowitha-2,5,24-triendlida redujo el crecimiento
de la radicula de Sorghum halepense (monocotiledénea) y de
Chenopodium album (dicotiledénea), mientras que el jaborosalactol 18,
obtenido de J. bergii se mostr6 como un regulador selectivo del
crecimiento (Figura 16). Este inhibid de forma importante el crecimiento
de Chenopodium album, de Ipomea purpurea y de Lactuca sativa,
especies dicotiledéneas, mientras que estimuld el crecimiento de Zea

mays y de Sorghum halepense, especies monocotiledéneas.*
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Jaborosalactol 18
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OH (17S,20R,22R)-4,7,20-Trihidroxi-
1-oxowitha-2,5,24-triendlida

Figura 16. Withaesteroides con actividad fitotdxica.

Actividad quimiopreventiva frente al cancer

Los withaesteroides presentan actividad quimiopreventiva frente al
cancer. El ensayo empleado cominmente para la determinacion de la
actividad quimiopreventiva consiste en evaluar el potencial de los
compuestos para inducir la actividad de la quinona reductasa. Los
primeros estudios con withaesteroides sobre esta actividad fueron

realizados en 1997 con Physalis philadelphica®.
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En estudios publicados en 2002 se encontré que los compuestos
mas potentes poseen la unidad estructural 4p-hidroxi-2-en-1-ona. Entre
ellos estdan la ixocarpalactona A, la philadelphicalactona A y la

ixocarpalactona B.*?

En otro estudio del mismo ano se reportd la evaluacién del
potencial de treinta y siete withaesteroides de solanaceas
sudamericanas para inducir la actividad de la quinona reductasa*. Se
encontré que algunos sustituyentes contribuyen o bien, obstaculizan, la
actividad de estos compuestos. La funcionalizacion del metilo-18
aumenta la induccidn de la actividad de la quinona reductasa; la
presencia de sustituyentes 5a la disminuye. De forma general, los
withaesteroides tipo espiranoide y trecondlida presentan una buen

actividad de induccion.

Con este mismo ensayo se evalué en 2004 la actividad de
compuestos solubles en cloroformo aislados de Deprea subtriflora. Seis
de los compuestos activos presentan una cetona o,p insaturada en el
anillo A, lo que sugiere que este tipo de estructura es importante para la
induccion de la actividad de la quinona reductasa. Sin embargo,
compuestos con cetona doblemente insaturada en el anillo A no

resultaron activos (Figura 17).%°
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Figura 17. Withaesteroides con actividad quimiopreventiva obtenidos
de Deprea subtriflora.

Actividad inductora de la diferenciacion celular

Los compuestos inductores de la diferenciacion celular representan
un nuevo tipo de agente antitumoral. Muchos de estos compuestos,
tales como lignanos, diterpenos, triterpenos, flavonoides y esteroides,
han sido aislados de fuentes vegetales.*®*’*® En un estudio de 1999 se
evalud la actividad inductora de la diferenciacidon celular de dieciséis
withanodlidas, aisladas del extracto de metanol de Withania somnifera,
contra la linea celular M1 (leucemia mieloide de ratén). De estos
withaesteroides la withandlida D, la withaferina A, la 24,25-
dihidrowithanodlida D y la 27-hidroxiwithandlida D mostraron actividad
importante (Figura 18). Estos compuestos comparten la unidad 4p-
hidroxi-5p3,6p-epoxi-2-en-1-ona pero difieren en la cadena lateral. Esto
sugiere que dicha unidad es esencial para esta actividad. La presencia

del grupo 20-OH o de la §-lactona a,B-insaturada no son relevantes.*®
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Withaferina A: R;=H; R,=0H
Withandlida D: R{=0H; R,=H

OH
Figura 18. Withaesteroides con actividad inductora de la diferenciacion
celular.

Efecto de reconstruccion de sinapsis y desarrollo de neuritas

El desarrollo de neuritas y la reconstruccion de sinapsis son
criterios empleados durante el desarrollo de farmacos para la
prevencion, tratamiento y cura de enfermedades neurodegenerativas

como las enfermedades de Alzheimer, de Huntington o de Parkinson.>°

Durante un estudio en 2002 se investigd la actividad de dieciséis
withandlidas aisladas de Withania somnifera en cuanto al efecto de
desarrollo de neuritas en una linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y.
Los withandsidos IV y VI, la coagulina Q, la (20S,22R)-3a,60-epoxXi-
4B8,5B,27-trihidroxi-1-oxowitha-24-endlida, la (20S,22R)-4B,58,6q,27-
tetrahidroxi-1-oxowitha-2,24-diendlida y la withandlida A mostraron una

actividad significativa a una concentracién 1.0 uM.>!
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Estudios posteriores mostraron que la withandlida A induce la
recuperacion de un déficit de memoria inducido en ratones. Se observo
el restablecimiento casi completo de axones, dendritas y sinapsis en la
corteza cerebral y en el hipocampo. Asi, la withandlida A se muestra
como un candidato importante para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas pues es capaz de reconstruir redes neuronales.>%>3

-|II||||O
I

Tl

Coagulina Q: R1=B-D-Glc; R2=H; R3=0H
Withandsido VI: R1=p-D-Glc-(1,6)-B-D-Glc; R2=H; R3=0H
Withandsido IV: 1-Oxo; R1=p-D-Glc; R2=R3=0H

Withandlida A

Tl

u,//// =

OH o

Figura 19. Withandlidas con actividad de reconstruccion neuronal.
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Actividad citotoxica

En un estudio realizado en 2004 se evalud la actividad citotoxica
de diversos withaesteroides aislados de Acnistus arborescens. Se
encontré que la withaphysalina M asi como la (17S,20R,22R)-
5B,6pB;18,20-diepoxi-4B,18-dihidroxi-1-oxowitha-24-endlida poseen una
actividad citotéxica importante frente a un grupo de lineas celulares
cancerigenas humanas.®® Se concluyd que la actividad de la
diepoxiwithandlida estd relacionada con la sintesis de ADN. La
withaphysalina M presenté actividad citotdxica promoviendo la necrosis

y la apoptosis de células tumorales, no asi de células normales.>>

En un estudio de 2007 se evaludé la actividad citotoxica de
withaesteroides aislados de Physalis angulata. La withangulatina B y las
physalinas B, D, F y U mostraron actividad importante contra multiples
lineas de células tumorales humanas.”® En otro estudio del mismo afio
se evalud la misma actividad en withaesteroides aislados de Physalis
minima contra células cancerigenas. La withaphysalina C mostré una
actividad importante.®” Se han empleado extractos e infusiones de estas
plantas en la medicina tradicional de diversos paises como agentes
contra el cancer. Tomando esto como base, es posible concluir que la
presencia de una cetona o,B-insaturada y de un grupo 5pB,6B-epoxi es

necesaria para la actividad citotdxica de dichos withaesteroides.
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Figura 2. Algunos withaesteroides con actividad citotdxica.
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III. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS Y ESPECTROMETRICAS

III. 1. Espectroscopia de absorcién en el infrarrojo®®>°

La region del infrarrojo del espectro electromagnético abarca las
radiaciones con longitudes de onda de 0.78 a 1000 um. Se divide
convencionalmente en tres regiones denominadas infrarrojo cercano,
medio y lejano. La regidn mas utilizada para aplicaciones analiticas es la
del infrarrojo medio, que va de los 2.5 a 10 um (4000 a 625 cm™) y que
corresponde a la separacion entre estados energéticos vibracionales en

moléculas.

Esta técnica se basa en los cambios del momento dipolar de las
moléculas cuando vibran o rotan, lo que les permite absorber radiacién
infrarroja. Las moléculas homonucleares no absorben en el infrarrojo:
no sufren un cambio neto durante la vibracion o la rotacion. En el estado
basal, las moléculas presentan dos tipos de movimientos: de
estiramiento (a lo largo de los enlaces) y de flexiéon (fuera de los
enlaces). Ambos tipos de movimientos pueden ser simétricos o

asimétricos y tener lugar en o fuera del plano.

Cuando la frecuencia de la radiacién coincide con la frecuencia de
vibracidon natural de la molécula, tiene lugar una transferencia neta de
energia (absorcidon) que produce un cambio en la amplitud de los
movimientos moleculares. Al determinar experimentalmente Ilos
nimeros de onda (o bien, las longitudes de onda) de la energia
absorbida por un compuesto, se puede saber el tipo de enlaces que

posee.

En la regién de 4000 a 1400 cm™ se encuentran los picos de

absorcién caracteristicos de grupos funcionales particulares. Las
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frecuencias de absorcién de cada grupo rara vez son invariables, debido
a interacciones pequefas con otras vibraciones moleculares. En
consecuencia es posible establecer un intervalo de frecuencia donde es
probable encontrar la banda de absorcidon para un grupo funcional
determinado. En la regién de 1400 a 625 cm™ el patrén de absorcién
varia de un compuesto a esto, por lo que se le conoce como zona de la

huella dactilar.

Si bien las frecuencias de grupo permiten hacer estimaciones
sobre los grupos funcionales presentes en una molécula, es imposible
identificar sin ambigledad el origen de todas las bandas presentes en un
espectro o establecer la identidad exacta de la molécula. Sin embargo,

sirven como punto de partida para el proceso de identificacion.

Vibraciones de estiramiento

HK\CS\\\\\\ H%C‘\\\\\\\\
H // \ H // \

Estiramiento Estiramiento

simétrico asimétrico

Vibraciones de flexion

En el plano Fuera del plano
\ ‘\\\\\ \\\\\\ B N
/ e > >
AR @ > @ N\ N
Flexién simétrica Flexién asimétrica Flexién simétrica Flexidén asimétrica
(tijeras) (oscilacién) (torsion) (balanceo)

Figura 3. Vibraciones de enlaces en moléculas organicas.
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III. 2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear®®>°

Esta técnica se basa en la absorcién de energia por nucleos
atdmicos que presentan un momento magnético diferente de cero.
Cuando los nucleos son sometidos a un campo magnético, los
momentos magnéticos nucleares se alinean ya sea a favor (estado o, de
menos energia) o en contra (estado B, de mayor energia) del campo

aplicado.

La diferencia energética entre dichos estados es directamente
proporcional a la intensidad del campo aplicado. Cuando un nucleo es
sometido a impulsos de radiacién cuya frecuencia corresponde a la
diferencia de energia entre los estados, los nucleos en el estado o son
elevados al estado B, lo que se conoce como inversion de espin. Al
absorber esta radiacion, que se encuentra en la regién de las
radiofrecuencias, los nucleos invierten rapidamente su espin. Esto se
repite de forma incesante, por lo que se dice que estan en resonancia.
Por este proceso se generan sefiales cuya frecuencia depende del
entorno nuclear, lo que permite determinar la estructura de la molécula
de la que forma parte. El espectrometro detecta estas sefales y las

muestra en funcion de la intensidad.

Los nlcleos mds estudiados son 'H, 3C, 3P y °F de ndmero
cuantico de espin 1/2, asi como 'O de espin 5/2 y *N de espin 1. En la
practica se prefiere aquellos con nimero cuantico de espin 1/2, pues no
producen ensanchamiento de las sefales. Las muestras pueden estar en
disolucidon o en estado sdlido. Para los analisis en disolucién se emplea
un disolvente deuterado (como CDCl; o DMSO-dg) de forma que sea
invisible en RMN *H.

El espectro de 'H proporciona informacidn sobre el nimero y el

tipo de hidrogenos presentes en la molécula. El entorno quimico del
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nucleo determina el desplazamiento quimico de cada resonancia,
informando asi sobre los grupos funcionales cercanos. De la
multiplicidad de la sefial se obtiene informacion sobre los protones
cercanos acoplados. Por su parte, el espectro de 3C indica el tipo y
niumero de los carbonos de un compuesto y, cuando se analiza el
desplazamiento quimico de las resonancias, es posible identificar grupos

funcionales.

La RMN de '3C presenta menos solapamiento de los picos en los
espectros que la RMN H, pues el intervalo de desplazamiento quimico
para el 13C es alrededor de 220 ppm. Adicionalmente, el tiempo de
adquisicién de un espectro de '*C es mayor que el de 'H debido a la

abundancia natural de dicho isétopo (~1,1 %).

Para complementar la elucidacion estructural, se recurre a
experimentos de correlacion, que pueden ser bidimensionales (2D) o
multidimensionales (nD). Estos experimentos se basan en la posibilidad
de introducir pulsos de radiofrecuencia durante el experimento de RMN,
cada uno aplicado con una potencia, duracién, frecuencia, fase y en una
secuencia determinadas. Se clasifican en dos tipos: homonucleares y
heteronucleares. Los primeros son aquellos en que los que todas las
dimensiones corresponden al mismo nucleo; los segundos corresponden
a aquellos espectros cuyas dimensiones pertenecen a diferentes

nucleos.

De forma general, las interacciones que pueden detectarse por
RMN son de dos tipos: a través de enlaces y a través del espacio. Con
los experimentos COSY y NOESY se obtienen espectros bidimensionales
homonucleares. En COSY se observan las relaciones entre los protones
de la molécula a dos y tres enlaces, mientras que en NOESY se observan

correlaciones entre protones a través del espacio por acoplamiento
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dipolar. Con los experimentos HMBC Y HSQC se obtienen espectros
bidimensionales heteronucleares. En HSQC se observa el acoplamiento
entre cada hidrégeno y el carbono al que esta unido, mientras que en
HMBC se aprecian las correlaciones entre protones y carbonos a dos y

tres enlaces.

En el experimento DEPT se aplica una secuencia de pulsos con
diferentes angulos de incidencia sobre la muestra. La respuesta de los
nucleos a este estimulo permite diferenciar los carbonos. Existen tres
tipos de experimentos DEPT, segun el angulo que se emplea. En el
DEPT-1359 las sefales de los grupos CH y CHs son positivas mientras
que las de los grupos CH; son negativas. Los carbonos no protonados no
aparecen. El DEPT-90° muestra soélo los grupos CH, mientras que el
DEPT-45° muestra todos los carbonos hidrogenados como sefales

positivas.

III. 3. Espectrometria de masas®®®°

Esta técnica proporciona informacion sobre la composicidn
elemental de las muestras, la estructura de las moléculas, la
composicion cualitativa y cuantitativa de analitos en mezclas complejas,
la estructura y composicién de superficies sdlidas y las relaciones

isotdpicas de atomos en las muestras.

El analisis de una muestra por espectrometria de masas esta
condicionado por el proceso de ionizacidn en el que la muestra es
bombardeada con electrones, iones, moléculas o fotones. Por ejemplo,
en uno de los métodos de ionizacién mas utilizados, impacto electroénico,
la muestra se bombardea con un haz de electrones de alta energia (~70

eV) y se genera el ion molecular M'*, un catién radical que tiene el
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mismo peso molecular que el analito. Esta colisién deja a las moléculas
en estado excitado. La energia recibida es tan grande que al regresar al
estado basal, los iones moleculares se fragmentan y dan lugar a iones,

moléculas y radicales de masas mas pequefas.

Los fragmentos con carga positiva producidos son atraidos por
placas de carga negativa que los aceleran y los dirigen hacia un tubo
analizador curvo rodeado de un electroiman; éste desvia los fragmentos
y los hace tomar una trayectoria curva. El grado de desviacién de la
trayectoria depende de la relacién masa-carga (m/z) del fragmento.
Siguiendo esta trayectoria pasan por un detector, que registra la

cantidad relativa de los fragmentos.

El espectro de masas suele representarse como grafico de barras,
donde cada una muestra la intensidad relativa del pico de masa
(abundancia relativa) con respecto a su relacion de masa y carga. El
aspecto de los espectros de masas depende del método de ionizacidn
empleado. Existen dos categorias de métodos de ionizacion: fuentes de
fase gaseosa y fuentes de desorcién. Las primeras volatilizan la muestra
para luego ionizarla, lo que limita su empleo a compuestos con pesos
moleculares inferiores a 10° Da. Las segundas transforman la muestra
liguida o sodlida directamente a iones gaseosos y son aplicables a

compuestos con pesos moleculares superiores a 10° Da.

Las fuentes de iones se clasifican en duras y blandas. Las fuentes
duras producen numerosos iones fragmentados. El espectro de una
fuente dura proporciona informacion estructural de los analitos. Las
fuentes blandas dan lugar a poca fragmentacion. En el espectro
resultante se observa el pico del ion molecular y sélo alguno o incluso
ningun otro pico. Esto permite la determinacién del peso molecular

exacto.
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La espectrometria de masas proporciona informaciéon sobre la

formula de un compuesto mediante el analisis de las alturas de los picos

de los isotopos (M+1)" y (M+2)" respecto a la altura del pico M*. Se

han compilado tablas que relacionan todas las combinaciones razonables

de C, H, Ny O de un peso molecular.

La deteccién y estimacién del nimero de atomos de S, Cl y Br en

una molécula es posible analizando el patréon de formacion de (M+2)™.

Ademas, el estudio sistematico de fragmentacién de sustancias puras ha

permitido establecer modelos de fragmentacion para diversos grupos

moleculares, culminando en tablas de valores de masa correspondientes

a pérdidas razonables del ion molecular.

Tabla 1. Espectrometria de masas.

Fuente Nombre Agente ionizante
Impacto electrénico IE Electrones energéticos
Fase Ionizacidon quimica CI Iones gaseosos reactivos
gaseosa Ionizacion por campo FI Electrodo de elevado
potencial
Desorcion de campo FD Electrodo de elevado
potencial
Ionizacién por Campo eléctrico elevado
electronebulizacién ESI
Ionizacion asistida por Haz de laser
matriz (MALDI)
Desorcion | Desorcidon por plasma PD | Fragmentdos de fision de

Bombardeo con atomos
rapidos FAB
Espectrometria de
masas de iones
secundarios SIMS
Ionizacion por
termonebulizacion TS

252Cf
Haz de atomos energéticos

Haz de iones energéticos

Elevada temperatura
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IV. OBJETIVO

Este trabajo tiene como objetivo contribuir a la generacién de
conocimiento relativo al género Physalis, a través del estudio quimico de

las partes aéreas de Physalis gracilis Miers.

Para esto se buscé aislar el mayor numero posible de metabolitos
secundarios presentes en el extracto de la planta, asi como determinar
la estructura de los compuestos mediante la interpretacion de sus datos

espectroscopicos
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

V. 1. Material y equipo

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-
Johns y no fueron corregidos. Las cromatografias en columna (CC) se
realizaron con silica gel 60 (Merck G) como fase estacionaria. Las
cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron sobre cromatofolios
Macherey-Nagel Sil G/UV2s4 de 0.25 mm de espesor. Las cromatografias
en placa preparativa se realizaron sobre placas Sil G/UV354 de 1.0 mm y
2.0 mm de espesor. Como revelador se empled disolucién de sulfato de
cerio (IV) al 3 % en acido sulfurico 2 N, asi como lampara de luz
ultravioleta Spectroline CX-20 a 254 y 366 nm.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrémetro Bruker
Avance III (*H a 400 MHz; '3C a 100 MHz) y en un Varian Unity Plus 500
(*H a 500 MHz; *C a 125 MHz). Los desplazamientos quimicos (§) se
reportan en ppm con tetrametilsilano como referencia interna. Los
espectros de IR se determinaron en un espectrofotdmetro Bruker Tensor
27. La rotacion Optica se determind en un polarimetro Perkin Elmer 343.
Los espectros de EM-IE fueron obtenidos en un equipo JEOL IMS-
AX505HA mientras que los espectros de EM-DART se obtuvieron en un
equipo JEOL AccuTOF JMS-T100LC.
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V. 2. Material vegetal

El material vegetal de Physalis gracilis Miers empleado en este
trabajo proviene del municipio de Jalpan, Querétaro y fue identificado
por la doctora Mahinda Martinez. El material vegetal se recolectd el 3 de
octubre de 2012 en El Pocito, a 4.8 km al noroeste de La Parada. Una
muestra se deposité en el Herbario de la Universidad Autonoma de
Querétaro (M. Martinez 8768).

V. 3. Extraccion del material vegetal

Las partes aéreas de la planta fueron molidas en un molino de
cuchillas. Se obtuvieron 303.7 g de material vegetal molido que se
colocdé en una columna para llevar a cabo una extraccion por
percolacion. En primer lugar se empled acetona y se obtuvieron 7.72 g
de extracto. En segundo lugar se usdé metanol y se obtuvieron 42.65 g
de extracto. Ambos extractos fueron reunidos y se llevdo a cabo una
particién con acetato de etilo y agua. De esto se obtuvieron 11.63 g de

materia soluble en acetato de etilo.

42



DESARROLLO EXPERIMENTAL

V. 4. Aislamiento y purificacion de compuestos

La fraccion de acetato de etilo se disolvio y se adsorbié en celita.
Se dejo evaporar el disolvente y se colocé sobre una columna
cromatografica de silica gel (columna A; g = 8 cm, h = 11 cm). Se eluyo6
con mezclas de acetato de etilo y hexano de polaridades crecientes. Se
obtuvieron 96 fracciones de 500 mL cada una. El orden y la relacidon de
disolventes fueron los siguientes: 1A-4A (0:1); 5A-15A (1:19); 16A-19A
(1:9); 20A-39A (1:4); 40A-45A (3:7); 46A-64A (2:3); 65A-74A (1:1);
75A-87A (7:3); 88A-89A (4:1); 90A-91A (0:1); 92A-95A Me,CO; 96A
MeOH.

El progreso de la cromatografia en columna se monitored
mediante cromatografia en capa fina de las fracciones y con base en
esto se reunieron aquellas que mostraron un perfil similar: 1A-3A; 4A;
5A-6A; 7A-8A; 9A-10A; 11A-15A; 16A-19A; 20A-21A; 22A-25A; 26A-
30A; 31A-39A; 40A-44A; 45A-50A; 51A; 52A-59A; 60A-70A; 71A; 72A-
75A; 76A-80A; 81A-88A; 89A-90A; 91A-95A; 96A.

De las fracciones 11A-15A se aisl6 una mezcla de B-sitosterol
(compuesto 4) y de estigmasterol (compuesto 5) por cristalizaciones
con etanol, obteniéndose 0.0382g. Las aguas madres se reunieron con
las fracciones 9A-10A. El conjunto se adsorbid en celita y se llevd a cabo
una CC (columna B; ¢ = 3 cm, h = 7 cm). Se eluyd con mezclas de
acetato de etilo y hexano de polaridades crecientes. Se obtuvieron
treinta fracciones (1B-30B). De las fracciones 13B-19B (AcOEt-hexano
1:9) se obtuvieron 0.0651 g de la mezcla de estos compuestos. Asi, se
aislaron 0.1033 g de B-sitosterol y de estigmasterol, correspondiente a

0.034 % de la masa vegetal seca.

Se reunieron y se decoloraron con carbdn activado los grupos de
fracciones 26A-30A, 31A-39A y 40A-44A. Se fraccionaron por
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cromatografia en columna eluyendo con mezclas de acetona y hexano
de polaridades crecientes. Se obtuvieron veintiln fracciones en el orden
y con la relacion de disolventes siguientes: 1C-13C (1:9); 14C-21C
(3:17). De las fracciones 14C-19C se obtuvo una mezcla de

triacilgliceroles que no fue analizada.

Posteriormente, fueron reunidos los grupos 45A-51A y 60A-70A.
Se concentraron las fracciones y fueron adsorbidas en celita. Se realizd
una CC en silica gel (columna D; @ = 5 cm, h = 7 cm), eluida con
mezclas de acetona y hexano de polaridades crecientes. Se obtuvieron
setenta y tres fracciones (1D-73D) y con las fracciones 25D-50D
(Me,CO-hexano 1:4) se realizd una nueva cromatografia (columna E; @
= 1 cm, h = 4 cm). De las fracciones 2E-3E (AcOEt-hexano 45 %) se
obtuvo la 24,25-dihidrowithandlida D (compuesto 2).

Del grupo de fracciones 52A-59A se obtuvo la withandlida D
(compuesto 3) mediante cristalizacién con acetato de etilo y hexano. Asi
se aislaron 0.0167 g, que representan 0.0055 % de la masa vegetal

SEecCa.

Las fracciones 72A-75A fueron disueltas en metanol y se
cristalizaron con éter diisopropilico varias veces. Se obtuvieron entonces
0.0398 g de withaphysacarpina (compuesto 1). Las aguas madres se
reunieron con las fracciones 71A-88A, se concentraron y precipitd un
soOlido. La disolucion se decantd y el sélido se recristalizd con acetona y
hexano. Se aislaron 0.0721 g de compuesto 1. De la disolucidon se
obtuvieron 0.1063 g del mismo compuesto por cristalizacion con

acetona y éter diisopropilico.

Se reunieron las fracciones 89A-95A y se adsorbieron en celita. El
conjunto se fracciond por CC de silica gel (columna F; 8 = 3 cm, h =7

cm). Se emplearon mezclas de acetona y hexano de polaridades
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crecientes para eluir. Se obtuvieron entonces sesenta y una fracciones
(1F-61F). De las fracciones 27F-40F (Me,CO-hexano 3:7) se aislaron
0.1028 g de compuesto 1.

Con las aguas madres y las fracciones 41F-51F (acetona-hexano
3:7) se realizd una nueva cromatografia en columna (columna G; g = 3
cm, h = 6 cm). De las fracciones 12G-22G (Me,CO-hexano 3:7) se
aislaron 0.0327 g de compuesto 1. Las fracciones 23G-35G se reunieron
con las fracciones 52F-60F y se realiz6 una CC en silica gel (columna H;
@ = 3 cm, h =6 cm). Se obtuvieron veinticinco fracciones (1H-25H). De
6H-7H (Me,CO-CHCI3 1:3) se aislaron 0.0122 g de compuesto 1. Asi, la
cantidad total obtenida de compuesto 1 fue 0.3659 g, correspondiente a

0,12 % de la masa vegetal seca.

Las fracciones 8F-16F se reunieron con 3G-4G y se aplicaron sobre
placa preparativa. Se eluyd con mezcla de acetato de etilo y benceno
1:1. Se obtuvieron 0.0229 g de una mezcla de withaesteroides cuyos

componentes no fueron separados.

Por ultimo, la fraccidn 96A se adsorbid en celita y se colocd sobre
una columna de silica gel (columna J; ¢ = 1 cm, h = 4 cm) que fue
eluida con mezclas de acetona y hexano de polaridades crecientes. De
las fracciones 1]-2] (Me,CO-hexano 3:7) se obtuvieron 0.0087 g de una
mezcla de acilsacarosas y de otros compuestos. Esta mezcla representa

0.0029 % de la masa vegetal seca.
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Withaphysacarpina (1): Cristales blancos; p.f. 288-290 °C
(Me,CO-hexano), 277-279 °C (CH,Cly-hexano)(lit.: 275-278 °C); [a]Z®
+17.1° (c. 0.24, CHCI3)(/it.: +20.0°); IR (KBr): vmax 3510, 3470, 1744,
1715, 1677, 1453, 1349, 1187, 1084, 921 cm’; RMN 3C (CDCls): ver
tabla 3; RMN 'H (DMSO-d¢) ver tabla 4; EM-IE: m/z (rel. int.) 489
[M+H]* (1), 471 [M+H-H,01* (3), 361 [M-C;H1;0,]1* (100).

24,25-Dihidrowithandlida D (2): Cristales blancos; p.f. 275-
276 °C (Me,CO-hexano)(lit.: 275 °C); [«]3® +13.3° (c. 0.27, CHCI3)(/it.:
+14.0°); IR (CHCI3): vmax 3577, 3339, 1735, 1679, 1457, 1381, 1363,
1225, 1194, 1097, 920 cm™; RMN 3C (DMSO-dg): ver tabla 3; RMN H
(DMSO-dg): ver tabla 4; EM-DART: m/z (rel. int.) 473 [M+H]" (17), 455
[M+H-H,0]" (100), 437 [M+H-2H,0]* (44).

Withanolida D (3): Cristales blancos; p.f. 260-263 °C (AcOEt-
hexano)(/it.: 253-255 °C); [«]3® +72.0° (c. 0.20, CHCIs3)(/it.: +80.0°);
IR (CHCI3): vmax 3693, 3575, 1701, 1453, 1384, 1237, 1132, 1099,
1027, 964, 919 cm™; RMN '3C (CDCI3): ver tabla 3; RMN 'H (CDCl;):
ver tabla 4; EM-DART: m/z (rel. int.) 471 [M+H]* (75), 453 [M+H-
H,O]* (100), 435 [M+H-2H,0]" (29), 345 [M-C;Hs0,]" (16).
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V. 5. Evaluacion de la actividad inhibitoria de la a-glucosidasa

Se empled la enzima a-glucosidasa tipo I de levadura para pan
(No. Cat. SIGMA G5003-100UN) y su sustrato, 4-nitrofenil o-D-
glucopiranosido (PNP-G, No. Cat. SIGMA N1377-1G).

Las muestras de los compuestos 1 y 3 se disolvieron en DMSO (en
50% de agua desionizada). Se agregaron 25 uL de disolucidn de
muestra a 150 pL de disolucion amortiguadora de fosfatos (DAF) (67
mM, pH 6.8) y se incubd hasta 37 °C. Manteniendo la temperatura, se
agregaron 25 uL de glutatién reducido (GSH) (3 mM en DAF).

Enseguida se agregaron 25 pL de la enzima (0.2 U-mL™!) y se agité
durante diez minutos a 37 °C. Luego se adicionaron 25 uL del sustrato,
PNP-G (23.2 mM en DAF). Se incubd durante quince minutos en
agitacion constante y a 37 °C. Posteriormente se detuvo la reaccién con
50 uL de carbonato de sodio (1 M), agitando durante cinco minutos.
Finalmente se determind la densidad oOptica de la mezcla a 405 nm.

Como control se empled una mezcla idéntica en ausencia de la enzima.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio quimico del extracto de acetato de
etilo de Physalis gracilis se aislaron tres withaesteroides, que se
identificaron como withaphysacarpina (1), 24,25-dihidrowithandlida D
(2) y withandlida D (3). Se aisl6 ademas una mezcla de B-sitosterol (4)
y de estigmasterol (5), asi como mezclas de acilgliceroles y de
acilsacarosas cuyos componentes no fueron aislados. En la tabla 2 se

presentan los rendimientos de cada uno de los compuestos aislados.

Tabla 2. Rendimiento de los compuestos aislados.

Compuesto Rendimiento (g) | Porcentaje*
1 Withaphysacarpina 0.3659 0.1205
2  24,25-Dihidrowithandlida D 0.0027 0.0009
3 Withanolida D 0.0167 0.0055
4 pB-Sitosterol y estigmasterol 0.1033 0.0340
*Respecto a la masa vegetal seca.

Figura 4. Numeracién de los carbonos en withandlidas
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VI. 1. Elucidacion estructural de los compuestos aislados

La elucidacion estructural de los compuestos aislados se llevd a
cabo analizando los datos obtenidos de los espectros de IR, de EM (IE,
DART) y de RMN (*H y 13C), asi como de los experimentos DEPT, HSQC,
HMBC, COSY y NOESY.

El espectro de infrarrojo del compuesto 1 muestra bandas en 3510
y 3470 cm™ que corresponden a grupos hidroxilo. Se observan dos
bandas caracteristicas de grupo carbonilo en 1677 y 1743 cm’. La
primera corresponde a una cetona o,B-insaturada; la segunda

corresponde a una &-lactona.

El espectro de RMN 3C del compuesto 1 presenta veintiocho
sefiales, lo que es congruente con un esqueleto de withandlida. Estos
carbonos corresponden a cinco metilos, cinco metilenos, doce metinos y
seis carbonos no protonados (experimento DEPT). La sefial en §¢ 201.6
corresponde a un carbono de cetona, por lo que se asigné a C-1. Las
seflales en §c 131.2 y 8¢ 145.2 pertenecen a carbonos vinilicos: se
asignaron a C-2 y C-3 respectivamente. Los desplazamientos de estos

tres carbonos sugieren la presencia de una cetona o,B-insaturada.

En el espectro de RMN 'H se observan dos sefiales en &4 6.10 (d) y
d4 7.06 (dd) que, por las correlaciones en el experimento HSQC
(espectro 6), corresponden a los protones vinilicos H-2 y H-3
respectivamente. La constante de acoplamiento (J = 10.0 Hz) indica que
se encuentran en relaciéon cis. Se trata entonces de un doble enlace
disustituido entre C-2 y C-3. El experimento HMBC muestra la
correlacién de C-2 y C3 con la sefial de un hidrdogeno. Esta sefial se
asigno a H-4, cuyo desplazamiento (64 3.53 dd, J = 6.5; 4.5 Hz) indica

que es geminal a un grupo hidroxilo. Esto se confirma por las
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correlaciones de H-4 con H-3 y con el hidrégeno de un grupo hidroxilo
en dy 5.57 (d, J = 4.5 Hz).

De igual forma, se muestra la correlacién de H-4 con el carbono de
un metino (8¢ 58.7) y con dos carbonos no protonados (8¢ 63.2 y 8¢
47.2). Estas senales se asignaron a C-6, C-5 y C-10 respectivamente.
Los desplazamientos de C-5, C-6 y H-6 (&4 3,15 s) indican la presencia
de un grupo 5,6-epdxido. Todo esto sugiere que se trata de una
withandlida que contiene en los anillos A y B los grupos 5p3,6B-epoxi-48-
hidroxi-2-en-1-ona, presentes con frecuencia en este tipo de

compuestos.

En el experimento HMBC se observan las correlaciones entre tres
sefiales de hidrogeno y C-10. Una de ellas corresponde a H-4 (84 3.53);
otra es un singulete en 8y 1.26 que integra para tres hidréogenos y
corresponde a Hs-19, como lo confirma su correlacién con C-1. El
experimento HSQC permitid asignar la sefal en & 16.1 a C-19. La
tercera sefal corresponde a H-9 (84 0.74), que también muestra en el
experimento HMBC correlacién con las sefiales de C-19 y de un carbono

terciario (8¢ 28.4) que se asigné a C-8.

Figura 5. Algunas correlaciones observadas en el experimento HMBC
para los anillos A y B del compuesto 1.
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Lo anterior se confirmd por la correlacién entre H-9 y H-8 (&y
1.40) observada en el experimento COSY. En este espectro, se observa
la correlacion de H-8 con una sefal en 84 1.99 (ddd, J = 15.0; 4.0; 2.5
Hz), correspondiente a uno de los hidrogenos en C-7. En consecuencia
el experimento HSQC permitio identificar la sefial de C-7 en §c 30.6 y la
seflal de H’-7 en &4 1.20. La constante de acoplamiento geminal (J =

15.0 Hz) corrobora esta asignacion.

En el experimento COSY se observa la correlacidn de la sefial de
H-9 con las senales en 84 1.38 y 6y 1.50 que se asignaron a los
hidrogenos del metileno C-11. De forma analoga, las correlaciones de
los H-11 permitieron identificar los hidrégenos de C-12. Las seiales en
dc 20.3 y 8¢ 39.1 Se asignaron a C-11 y C-12 respectivamente. Todo
esto indica la presencia de un ciclo de seis miembros, congruente con el

anillo C de una withandlida.

En el experimento HMBC se observan las correlaciones de la sefnal
de H-8 con C-9 y C-10 y con la sefal de un carbono terciario en 8¢ 53.1.
Esta sefial se asignd a C-14. Se aprecia entonces la correlacidon de H-14
con un carbono no protonado (8¢ 42.3) y con un carbono secundario (8¢
36.9) que se identificaron como C-13 y C-15, respectivamente. En el
experimento COSY se observa la correlacion de H-15 (84 1.17) y H’-15
(84 2.14) con la senal en 64 4.38 (ddd, J = 12.0; 8.0; 4.5 Hz), que se
asigné a H-16. El desplazamiento de esta sefial y su correlacion con la
sefial del proton de un grupo hidroxilo en 8§y 6.10, indican la presencia
de un grupo hidroxilo en C-16. El desplazamiento de C-16 (6¢c 71.6)

apoya lo anterior.

En el espectro de RMN H se observa un singulete en &y 1.03 que
integra para tres hidrégenos. En el espectro HMBC esta sefial interactua
con C-17 (§c 56.2), C-14, C-13 y C-12, por lo que se asignd a Hs3-18. En
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consecuencia se asignd la sefial en §c 14.3 a C-18. En el espectro de
RMN 'H se observa el singulete de un grupo metilo en 84 1.11. En el
experimento HMBC esta senal correlaciona con las sefiales de C-17 y de
dos carbonos base de oxigeno en §c 76.8 (C) y §¢c 79.6 (CH) que se
asignaron a C-20 y C-22 respectivamente. Por consiguiente, este ultimo

singulete debe ser H3-21. Se asignd entonces la sefial en ¢ 20.9 a C-21.

En el espectro de RMN !3C se observa una sefial en 8¢ 175.7 que
se asigno al carbono del carbonilo de una &-lactona saturada (C-26). El
experimento HMBC muestra las correlaciones de las sefiales en 6y 2.23
(dc, 3 =9.5; 7.0 Hz) y 84 1.05 (d, J = 7.0 Hz, 3H) con la senal de C-26,
lo que permitié identificarlas como H-25 y Hs3-27. En respuesta, se
asigné a C-25 la seial de carbono terciario en ¢ 39.3 y a C-27 la seial
de carbono primario en §¢c 13.9. La correlacidon entre H-25 y una sefal
en 8y 1.60 en el experimento COSY permitié asignar la Gltima a H-24. Lo
anterior corrobora que la §-lactona es saturada, con lo que se confirma

gue la propuesta de que el compuesto 1 es una withandlida.

Figura 6. Algunas correlaciones observadas en el experimento HMBC
para el anillo D y la 8-lactona del compuesto 1.
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En el experimento NOESY se observa la correlacion entre H-4 y H-
6, lo que confirma la orientacién B para el grupo hidroxilo en C-4 y para
el grupo 5,6-epoxido. En el mismo espectro, se observan las
correlaciones entre H3-18 y Hs-21, que permiten establecer una
orientacion B para la cadena lateral. Ademas, las correlaciones entre
H-22 y H-25 indican que ambos hidrogenos poseen una orientacién a.

Por lo tanto, se propone la orientacion B del metilo-25 (Figura 24).
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~
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Figura 7. Algunas correlaciones observadas en el experimento NOESY
para el compuesto 1.

Asi, se propone para el compuesto 1 la estructura 4p,16p3,20R-
trihidroxi-5B,6B-epoxi-1-oxowitha-2-endlida. En el espectro de EM-IE se
aprecia un ion pseudomolecular [M+H]" de valor m/z 489, consistente
con la formula molecular CygH400;. Se observan los fragmentos
correspondientes a las pérdidas de un grupo agua (m/z 471 [M+H-
H,O]* y del anillo de la §-lactona (m/z 361 [M-C7H1:0,]7).

El compuesto 1 ya ha sido descrito anteriormente y se conoce
como withaphysacarpina. La comparacion de los datos obtenidos de
punto de fusidon y de rotacién Optica, asi como los desplazamientos
quimicos en RMN de *C y *H con los descritos en la literatura confirmé
su identidad.®**2 La withaphysacarpina ha sido aislada de P. ixocarpa®? y

de P. philadelphica.®3%
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Tl

1
Withaphysacarpina

OH

Las sefiales observadas en los espectros de RMN asi como en los
espectros de IR de los compuestos 2 y 3 son muy semejantes a los

observados para el compuesto 1, por lo que se propone una estructura
similar para ambos compuestos.

Para el compuesto 2, el espectro de RMN !3C indica la presencia
de veintiocho carbonos en la estructura, congruente con un esqueleto de
withandlida. El experimento DEPT permite diferenciar estos carbonos en
cinco metilos, seis metilenos y once metinos. De esta forma se tienen,

ademas, seis carbonos no protonados.

Las principales diferencias respecto al compuesto 1 radican en los
desplazamientos de C-15 y C-16. En el espectro de RMN !3C la sefial
correspondiente a C-16 es de metileno y no de metino. Esto significa que
no existe sustitucién en C-16. En consecuencia se observan dos sefales
en el espectro de RMN *H de los hidrégenos en C-16 (84 1.50 y &4 1.81,)

y el desplazamiento quimico de C-15 se modifica hacia campo alto (§c
23.5).
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Por esto, se propone la estructura 4p,20B-dihidroxi-5p3,6B-epoxi-1-
oxowitha-2-endlida. Este withaesteroide ya ha sido descrito como
componente de Physalis minima® y se conoce como 24,25-
dihidrowithandlida D. La comparaciéon de los datos obtenidos de punto de
fusidon y de rotacién oOptica, asi como los de desplazamientos quimicos en
RMN de '3C y 'H con los descritos en la literatura confirmé su

identidad.%%:66:42

T

2
24,25-Dihidrowithandlida D

OH

Para el compuesto 3, el espectro de RMN !3C indica la presencia
de veintiocho carbonos en la estructura, lo que es congruente con un
esqueleto de withandlida. El experimento DEPT permite diferenciar estos
carbonos en cinco metilos, seis metilenos, nueve metinos y ocho

carbonos no protonados.

Las principales diferencias respecto al compuesto 2 observados en
los espectros de RMN °C radican en las sefiales de la lactona. En ese
espectro se observa la senal para el carbono del carbonilo de la lactona

en 8¢ 166.0, lo que indica que se trata de una 5-lactona o,p-insaturada.
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Se observan ademas dos senales en la regién de los carbonos vinilicos
(6c 148.9 y 6¢ 122.0) que se asignaron a los carbonos del doble enlace
conjugado con la lactona. En el espectro de RMN 'H se observaron las
seflales de dos metilos vinilicos en 64 1.88 (H3-27) y 6y 1.95 (Hs-28).

En consecuencia se propone la estructura 4p,208-dihidroxi-58,6p3-
epoxi-1-oxowitha-2,24-diendlida. La comparacién de los datos obtenidos
de punto de fusidén y de rotacion Optica, asi como los desplazamientos
quimicos en RMN de 3C y 'H con los descritos en la literatura confirmé
su identidad.®?®7%® Este compuesto ya ha sido descrito como
componente de Withania somnifera, de Physalis viscosa y de Physalis

peruviana.®®’°
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RESULTADOS Y DISCUSION

La identidad de los compuestos 4 y 5 se determiné comparando la
mezcla aislada con una muestra de B-sitosterol por CCF; se tomd el
punto de fusidon y se compard con valores reportados. Se obtuvo el
espectro de RMN 'H y se compararon los valores de desplazamiento
quimico de los protones con valores reportados.’! Tanto los factores de
retencion en CCF como el punto de fusion y los desplazamientos
quimicos en RMN 'H permiten identificar la mezcla de los compuestos 4

y 5 como B-sitosterol y estigmasterol, esteroles abundantes en plantas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN 3C

de los compuestos 1, 2 y 3.

13C 1a 2b 3c
1 C 201.6 201.7 202.2
2 CH 131.2 131.2 132.4
3 CH 145.2 145.1 141.8
4 CH 68.6 68.6 70.0
5 C 63.2 63.2 63.9
6 CH 58.7 58.7 62.5
7 CH3 30.6 30.7 31.1
8 CH 28.4 28.7 29.2
9 CH 43.4 43.4 44.1
10 C 47.2 47.2 47.7
11 CH; 20.3 20.6 22.0
12 CH, 39.1 38.8 39.7
13 C 42.3 42.0 42.8
14 CH 53.1 55.7 56.6
15 CH, 36.9 23.5 23.8
16 CH, 71.6¢ 21.4 21.9
17 CH 56.2 54.1 54.7
18 CHs; 14.3 13.2 13.5
19 CHs; 16.1 16.1 17.4
20 C 76.8 74.0 75.1
21 CHs 20.9 20.3 20.7
22 CH 79.6 79.7 80.9
23 CH, 31.7 30.8 31.5
24 CH 30.7 30.7 148.9¢
25 CH 39.3 39.2 132.4°
26 C 175.7 175.7 166.0
27 CHs; 13.9 13.9 12.4
28 CHs 20.9 20.8 20.5

3Determinado en DMSO-dg a 125 MHz. PDeterminado en DMSO-d¢ a
100.6 MHz. “Determinado en CDCls; a 125.71 MHz. 9CH. ©C.
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN H

de los compuestos 1, 2 y 3.

'H 1f 29 3"
2 6.10d (10.0) 6.10 d (9.6) 6.20 d (10.0)
3 7.06 dd (10.0; 6.5) | 7.06 dd (9.6; 6.4) | 6.93 dd (10.0; 6.0)
4 3.53 dd (6.5; 4.5) 3.52 dd (6.4; 4.4) 3.46 dd (6.0; 2.5)
6 3.15 sa 3.14 sa 3.23 sa
7 1.20 m 1.40 m 1.28 m
7' 1.99 ddd 1.99d 2.16 ddd
(15.0; 4.0; 2.5) (14.0) (15.0; 4.0; 2.5)
8 1.40 m 1.28 m 1.54 m
9 0.74 m 0.73 m 1.00 ddd
(12.0; 11.0; 4.0)
11 1.38 m 1.31'm 1.47 m
11 1.50 m 1.48 m 1.81 ddd
(14.0; 7.5; 4.0)
12 1.02 m 1.02 m 1.21m
12’ 1.94 dt (9.0; 3.5) 1.84 m 1.97 m
14 0.76 m 0.90 m 0.96 m
15 1.17 m 1.03 m 1.18 m
15’ 2.14 dt (15.0; 8.0) 1.57 m 1.64 m
16 4.38 ddd 1.50 m 1.52 m
(12.0; 8.0; 4.5)
16’ - 1.81 m 1.94 m
17 1.14 m 1.46 m 1.51 m
18 1.03 s 0.74 s 0.86 s
19 1.26 s 1.24 s 1.41s
21 1.11 s 1.09 s 1.26 s
22 4.49 dd (11.5; 3.0) | 4.08 dd (11.6; 3.2) | 4.20 dd (13.0; 3.5)
23 1.50 dt (14.0; 3.5) | 1.40 dt (14.0; 3.6) 2.43 ta (17.0)
23’ 1.73 ddd 1.75 ddd 2.10 dd
(14.0; 11.5; 9.0) (14.0; 12.0; 9.0) (17.0; 3.5)
24 1.60 m 1.57 m -
25 2.23 dc (9.5; 7.0) 2.28 dc (9.6; 6.5) -
27 1.05d (7.0) 1.03 d (6.5) 1.88 s
28 1.06 d (7.0) 1.03 d (6.5) 1.95s
4-0OH 5.57 d (4.5) 5.58 d (4.4) 2.56 d (2.5)
16-OH 6.10d (10.0) - -
20-OH 5.12 s 4,22 s 2.25s

Determinado en DMSO-dg a 500 MHz. 9Determinado en DMSO-dg a 400
MHz. "Determinado en CDCl; a 500 MHz.
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VI. 2. Pruebas bioldgicas

Las actividades bioldgicas de los withaesteroides aislados ya han
sido sujeto de estudio. Por ejemplo, la withandlida D ha mostrado
actividad citotéxica’? y de induccién de la diferenciacién celular®®. La
withaphysacarpina y la 24,25-dihidrowithandlida D han mostrado

actividad quimiopreventiva.*?

- =7

VI. 2. 1. Inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa

La diabetes mellitus tipo 2 es un desorden metabdlico crénico que
afecta a mas de 171 millones de personas en el mundo’®. Se caracteriza
por niveles altos de glucosa en la sangre (hiperglucemia). Esto es
resultado de la disminucion de la secrecién de insulina, asi como de la
resistencia a la insulina por parte de tejidos periféricos como los del

higado, los musculos esqueléticos y los tejidos adiposos’?.

Las enzimas a-glucosidasa y oa-amilasa son clave en el
metabolismo de los glucidos. La a-amilasa los degrada a oligosacaridos
y disacaridos, que la a-glucosidasa convierte en monosacaridos. La
glucosa libre es entonces absorbida por el intestino y una posible

consecuencia es la hiperglucemia.

Existen compuestos capaces de inhibir la actividad de la a-
glucosidasa. Estos limitan asi los niveles de glucosa en la sangre y
resultan Utiles como agentes para el control de la diabetes tipo 2.
Evitan, ademds, complicaciones posteriores como retinopatia,

nefropatia, neuropatia o microangiopatia.

60



RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas y microorganismos son fuentes de inhibidores de la a-

glucosidasa. Por ejemplo, la acarbosa’, la 1-desoxinojirimicina’® y la

genisteina’’ han sido aisladas de fuentes naturales.

En este trabajo se evalud la capacidad de la withaphysacarpina (1)

y de la withandlida D (3) para inhibir la actividad de la a-glucosidasa. En

la tabla 4 se muestran los resultados de esta determinacion.

Tabla 5. Inhibicion de la actividad de la a-glucosidasa.

Muestra Concentracion | Densidad oOptica Inhibicion
(pg-mL™?) (405 nm) (%)
ao-Glucosidasa - 2.023 -
1 2.205 -9.00
1 10 2.157 -6.62
100 1.539 23.91
1 2.091 -3.34
3 10 2.009 0.68
100 1.530 24.37

El porcentaje de inhibicién se determiné con la relacidn:

% Inh =

* 100

Donde C y E son las densidades Oopticas del control y de la

muestra, respectivamente.

Ninguno de

los compuestos evaluados

presenta porcentajes de inhibicidn superiores al 50 %. La capacidad de

inhibir la actividad de la enzima no es significativa y en consecuencia no

se determino la Clsp.
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VII. CONCLUSIONES

Como resultado del estudio quimico realizado al extracto de
acetato de etilo de partes aéreas de Physalis gracilis Miers se obtuvieron

tres withaesteroides y una mezcla de esteroles.

Los compuestos aislados se identificaron como withaphysacarpina,

24,25-dihidrowithandlida D, withandlida D, B-sitosterol y estigmasterol.

Estos compuestos ya han sido descritos como componentes de
otras especies del género Physalis. La composicién quimica de Physalis

gracilis resulta semejante a la de Physalis philadelphica.

La withandlidas withaphysacarpina y withandélida D mostraron una

escasa capacidad para inhibir la actividad de la enzima a-glucosidasa.
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Espectro 2. EM-IE de la withaphysacarpina (1).
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Espectro 11. Espectro EM-DART de la 24,25-dihidrowithandlida D (2).
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Espectro 13. Espectro de RMN !3C de la 24,25-dihidrowithandlida D (2).
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Espectro 14. Experimento DEPT para la 24,25-dihidrowithandlida D (2).
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Espectro 15. Experimento HSQC para la 24,25-dihidrowithandlida D (2).
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Espectro 19. Espectro IR de la withandlida D (3).
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Espectro 22. RMN 13C de la withandlida D (3).
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Espectro 23. Experimento DEPT para la withandlida D (3).
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Espectro 24. Experimento HSQC para la withandlida D (3).
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Espectro 25. Experimento HMBC para la withandlida D (3).
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Espectro 26. Experimento COSY para la withandlida D (3).
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Espectro 27. Experimento NOESY para la withandlida D (3).
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