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RESUMEN:

Se realizé el aislamiento de un triterpeno y cuatro diterpenos de tipo cassano a partir del fraccionamiento del extracto de AcOEt/
CH3OH de hojas maduras de Myrospermum frutescens. El estudio de los valores espectroscopicos de IR, IH-RMN, 13C-
RMN, DEPT 135 y experimentos de correlacién hetereonuclear (HSQC y HMBC) permitieron establecer las estructuras de
los compuestos: Estigmasterol (1), 62-hidroxi-18-acetoxycassano-13,15-diene (2), 62,-18-dihidroxicassano-13,15-dieno (3), 62,13-
dihidroxi-18-acetoxi-cassano-15-eno (4) y 62,18,17-trihidroxicassano-14,15-dieno (5).

PALABRAS CLAVE: Triterpeno, diterpeno, Myruspermum frutecens, cassano.

ABSTRACT:

Theisolation of a triterpene and four diterpenes of the cassano type was performed from the fractionation of the AcOEt / CH30H
extract of mature leaves of Myrospermum frutescens. The study of the spectroscopic values ?2?0f IR, IH-NMR, 13C-NMR, DEPT
135 and hetereonuclear correlation experiments (HSQC and HMBC) allowed us to establish the structures of the compounds:
Stigmasterol (1), 62-hydroxy-18-acetoxycassan- 13,15-diene (2), 62, -18-dihydroxycassan-13,15-diene (3), 62, 13-dihydroxy-18-
acetoxy-cassan-15-ene (4) and 62, 18, 17-trihydroxycassan-13,14-diene (5).

KEYWORDS: Triterpene, diterpen, Myruspermum frutecens, cassano.

INTRODUCCION

Las plantas contintian siendo una fuente importante de nuevas entidades quimicas. Por ello, durante las
tltimas décadas, se ha practicado la bioprospeccién, que implica "la bisqueda sistematica de compuestos
naturales, disefios genéticos y organismos completos en la vida silvestre con potencial para el desarrollo de
productos”. (Mateo et al., 2001).

Los grupos que desarrollan actividades de investigacién en bioprospeccion trabajan y publican sobre una
gran variedad de temas; uno de ellos pertenece a los dirigidos hacia fases primarias del proceso bioprospectivo
como la identificacién y caracterizacién de principios que se podrian considerar bioactivos (actividad
antiparasitaria, actividad antiinflamatoria, actividad antioxidante, producciéon de fitoalexinas, actividad
citotdxica, actividad antifiingica, actividad antibacteriana y actividad antitumoral). ( Duarte, 2009).

Entre estas investigaciones se encuentran los trabajos realizados en el laboratorio de Biorganica Tropical
de la Universidad de Panama, cuyo enfoque fue el aislamiento ¢ identificaciéon de compuestos terpénicos con
posible bioactividad contra enfermedades parasitarias tales como la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis
a partir de extractos orgdnicos de Myrospermum frutescens. ( Torres et al., 2003), ( Torres et al., 2004).

Entre los compuestos aislados a partir de esta planta se encuentran 18-hydroxycassan-13,15-diene y 62,18-
dihydroxycassan-13,15-diene los cuales se sometieron a un programa de disefio de firmacos para identificar
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nuevos anti-tripanosomales. Los estudios de acoplamiento de los 110 metabolitos de plantas seleccionados
contra Trypanosoma cruzi trypanotion reductasa (TcTR), revelaron que los compuestos antes mencionados
se encuentran entre los cuatro inhibidores mas potentes y que cumplen con los requisitos farmacofdricos
segtin lo predicho por Pharmagist. Lo que contribuye asi a nuevas vias de investigacion que podrian mejorar
el éxito terapéutico relacionado con la enfermedad de Chagas. ( Saha y Sharma, 2015).

Dados los interesantes resultados obtenidos en previas investigaciones de esta planta y siendo los
terpenoides los productos naturales mas abundantes y estructuralmente diversos, que han mostrado
multiples propiedades bioactivas, se ha realizado en el presente trabajo el aislamiento e identificacién de
5 compuestos terpenoides a partir de un extracto de acetato de etilo/metanol de las hojas maduras de
Myrospermum frutescens ( Figura 1).

FIGURA 1
Estructuras de los terpenos aislados de hojas maduras de Myrupermum frutescens

PARTE EXPERIMENTAL
RECOLECCION

Las hojas maduras de Myrospermum frutescens se colectaron en el Monumento Natural de Barro Colorado,
en el Lago Gatan, Panamd, en mayo de 2014 y se encuentran en el herbario de la Universidad de Panamé,
bajo los nimeros PMA 50913 y PMA 48733.

EXTRACCION

Se colectaron 2.0 kg de hojas maduras, se trituraron y se extrajeron con metanol y posteriormente con acetato
de etilo en fracciones de 30 g. El extracto se filtrd y se evaporé a sequedad a 36 °C.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL TRITERPENO.

Se hizo fraccionamiento de 15.0 g de extracto crudo (AcOEt/CH3OH) por cromatografia de columna corta
(CCG), sobre gel de silice y se eluyd por gravedad con un gradiente de polaridad utilizando mezclas de n-
hexano, éter de petréleo, acetato de etilo y metanol de diferente polaridad, obteniéndose ocho fracciones.
La fraccién 7 (284 mg), obtenida de la columna anterior se separd por CCG, sobre gel de silice y se
desarrollé mediante gradiente, utilizando mezclas de n-hexano y acetato de etilo, obteniéndose un total de
doce fracciones. La fraccién 7 (197 mg) de la columna anterior se separé por CCG utilizando las mismas
condiciones, obteniéndose un total de once fracciones. De esta separacion se obtuvieron 16.5 mg de la
fraccion 4 que corresponde al compuesto (1) el cual fue caracterizado por RMN.
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS DITERPENOS DE TIPO CASSANO

Columna 1: Se hizo la separacién de 17.5 g de extracto crudo (metanol/acetato de etilo), utilizando
cromatografia liquida al vacio (CLV), en un sistema compuesto por un embudo de vidrio fritado (grado de
porosidad: medio) provisto con papel filtro y en el cual posteriormente se depositd gel de silice y se eluyé con
un gradiente de polaridad, utilizando mezclas de diclorometano, acetato de etilo y metanol, obteniéndose un
total de siete fracciones.

Columna 2: La fraccién 2 (3.5 g), obtenida de la columna 1, se separé mediante CCG vy se desarroll6
mediante elucién con gradiente, utilizando mezclas de diclorometano, acetato de etilo y metanol,
obteniéndose un total de quince fracciones. Las fracciones 6 (531 mg) y 11 (403 mg) exhibieron sefales
caracteristicas de diterpenos por IH-RMN y se trabajaron posteriormente.

Columna 3: Se realizé la separacién de la fraccién 6 (531 mg), de la columna 2, por CCGy se desarrolld
mediante la técnica de elucién con gradiente, utilizando mezclas de n-hexano, acetato de etilo y metanol,
obtenié¢ndose un total de cinco fracciones. Las fracciones 2 y 4 ostentaron senales caracteristicas de diterpenos
por IH-RMN vy se trabajaron posteriormente.

Columna 4: Se realizé la purificacién de las fracciones 2 (531 mg) y 4 (73 mg), de la columna 3 utilizando
las mismas condiciones, obteniéndose cinco fracciones. La separacién de la fraccion 2 (117 mg) obtenidadela
columna anterior, y utilizando las mismas condiciones, proporciond 61 mgde la fraccién 3 que corresponde
al compuesto (2), el cual fue caracterizado por RMN.

La fraccién 11 de la columna 2 con masa de 403 mg se separé mediante CCG utilizando las mismas
condiciones, obteniéndose cinco fracciones. La purificacién de la fraccién 2 (160 mg) de la columna anterior,
se realizd mediante CCG y bajo las mismas condiciones, proporcionando 103 mg de la fraccién 5 que
corresponde al compuesto (3), la cual fue caracterizada por RMN.

La fraccién 4 (73 mg), de la columna 3, se separé mediante CCG, utilizando las mismas condiciones,
obteniéndose cuatro fracciones. La fraccién 3 (17 mg), de la columna anterior, se purificé mediante CCG,
bajo las mismas condiciones, la cual proporciond 4.9 mg de la fraccién 2 que corresponde al compuesto (4)
el cual fue caracterizado por RMN.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL DITERPENO 5

Se realizé el fraccionamiento de 17.0 gadicionales de extracto crudo mediante CLV, y se eluyd con gradiente,
utilizando mezclas de diclorometano, acetato de etilo y metanol, obteniéndose siete fracciones. La separacion
delafraccién 2 (2.7 g) dela columna CLV, mediante CCGy utilizando las mismas condiciones de la columna
anterior, condujo a la obtencién de doce fracciones. La fraccién 7 (367 mg) de la columna anterior se separé
por CCG, utilizando las mismas condiciones, llevando a la obtencién de diez fracciones. La fraccién 8 (53
mg) de la columna anterior se separé mediante CCG, utilizando elucién con gradiente, utilizando mezclas de
n-hexano, acetato de etilo y metanol, llevando a la obtencién de tres fracciones. La fraccién 2 de la columna
anterior se purificé mediante CCG, utilizando las mismas condiciones. Este proceso proporcion6 23 mg de
una fraccién que corresponde al compuesto (5) el cual fue caracterizado por RMN.

Todas las fracciones obtenidas de las separaciones cromatogréficas se analizaron mediante cromatografia
en capa fina (CCF), se revelaron con p-anisaldehidoy se reunieron por la similitud en su factor (Rf ) mostrado
en el analisis en CCF.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 1 presentd en el espectro infrarrojo bandas de absorcién a 3547,41 cm-1y 2960.78 cm-1, que
indican la presencia de grupo -OH y estructura de olefina ciclica -HC=CH-, respectivamente. Mientras la
banda de absorcién en 1504.47 cm-1 es caracteristica de estiramiento C=C. El espectro 1IH-RMN presentd
dos singletes en 0.69 ppm y 1.01 ppm con integracion para tres hidrégenos para cada singlete, un doblete en
0.78 ppm con integracién para seis hidrégenos (J = 7.2 Hz), un doblete en 1.01 ppm con integracién para
tres hidrégenos (J = 7.6 Hz) y un triplete en 0.83 ppm con integracién para tres hidrégenos (J = 6.0 Hz). De
la misma manera, mostré dos doble dobletes a 5.00 (J = 15.2 y 8.8 Hz) y 5.14 ppm (J = 15.2 y 8.8 Hz) con
integracién para un hidrégeno y un triplete en 5.34 ppm (J = 5.2 Hz) con integracién para un hidrégeno
que sugiere la presencia de tres protones olefinicos en la molécula. Se observé también un triplete doblete
doblete a 3.52 ppm (J = 4.8, 4.4 y 3.6 Hz) con integracién para un hidrégeno, caracteristicos de un protén
conectado a un carbono que estd unido a un grupo hidroxilo.

El espectro 13C-RMN mostré sefales para 29 carbonos en los que se confirmé la presencia de carbonos
metilos angulares a 12.26 y 19.40 ppm. También se observaron las sehales en 140.76, 138.34, 129.27 y
121.73 ppm indicativas de enlaces dobles; y la senal correspondiente a carbono unido a grupo hidroxilo a
71.82 ppm. Estos datos se confirmaron mediante experimentos DEPT 135 donde se observé senales para
26 carbonos distribuidos de la siguiente forma: seis carbonos metilos, nueve carbonos metilénicos y diez
carbonos metinicos.

La confirmacién de la estructura se efectud a través de los espectros bidimensionales HSQC y HMBC y
por comparacién con los datos reportados en la literatura ( Tabla 1). ( Chaturvedula y Prakash, 2012). Se
determind la estructura del compuesto (1), como Estigmasterol ( Figura 1).

Para el compuesto 2, se observé en el espectro IR bandas de absorcion a 3500.00 cm-1y 1735.00 cm-1, que
indican la presencia de grupo -OH y del grupo carbonilo del éster R-C-O-O-R, respectivamente. Ademds,
presentd una banda de absorciéon en 2900.00 cm-1 debido a la frecuencia de estiramiento de C-H saturado;
la banda de absorcion débil en 1642.00 cm-1 sugiere la presencia del estiramiento del enlace doble C=C
conjugado y la banda de absorcién intensa en 1220.00 cm-1 es caracteristica del estiramiento del enlace
sencillo C-O lo que evidencia la presencia de un grupo éster en la molécula.

El espectro 1IH-RMN presenté un singlete en 1.19 ppm con integracion para tres hidrégenos, un singlete
en 1.25 ppm con integracién para tres hidr(’)genos, un singlete en 1.75 ppm con integracién para tres
hidrégenos, indicativo de un grupo metilo unido a un alqueno y un singlete en 2.04 ppm con integracién
para tres hidrégenos que sugiere un grupo metilo adyacente a un grupo carbonilo.

Los dobletes en 3.70 (J = 10.8 Hz) y 4.02 ppm (J = 11.2 Hz) con integracién para un hidrégeno son
indicativos de protones diastereot6picos de metileno enlazado a oxigeno.

El doblete en 4.29 ppm (J = 2.4 Hz) con integracién para un hidrégeno sugiere un protén enlazado a un
carbono que tiene un grupo ?OH y las sefiales de un doble doblete en 6.81 ppm (J = 11.2y 17.6 Hz), y dos
dobletes con integracién para un hidrégeno en 4.96 ppm (J = 11.2 Hz) y 5.12 ppm (J = 17.2 Hz), son 2?
caracteristicas de un grupo vinilo.

Elespectro 13C-RMN mostré senales para 22 carbonos en los que se confirmé la presencia de carbonos de
metilo a 15.89,17.10y 19.62 ppm. De manera similar, el desplazamiento quimico del carbono del metilo en
20.89 ppm corresponde a un dtomo de carbono enlazado a un grupo carbonilo. También se observaron las
senales en 136.41, 135.46, 129.26 y 110.74 ppm indicativas de enlaces dobles en la molécula. Ademas, de la
senal en 171.42 ppm que corresponde a carbono de grupo carbonilo C=0, una sefial en 67.61 ppm para un
dtomo carbono enlazado a hidroxilo -OH y la sefial en 72.86 ppm correspondiente a un carbono de metileno
adyacente a un 4tomo de oxigeno (-CH2-O-).

Los valores de IH-RMN y 13C-RMN para todos los protones y carbonos se asignaron sobre la base de las
correlaciones HSQC y HMBC presentados en la Tablas 2 y 3. Los datos espectroscépicos nos permitieron
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establecer por comparacion con los datos reportados en laliteratura, la estructura del compuesto (2), asignado
como 6?2-hidroxi-18-acetoxicassan-13,15-dieno ( Figura 1). ( Torres et al., 2003).

TABLA 1
Valores de desplazamientos quimicos 1H y 13C RMN para el compuesto (1)

Posicion  Valor experimental Valor reportado®

1H (&H ppm, mult. 1H (&H ppm, mult.

IhE) 13C IHz) 13C
1 37.28 37.8
2 31.66 321

3.52(tdd, 1H, 4.8, 351 (tdd, 1H, 4.5, 4.2
3 44 Y(3-5) 71.82 . 3.S§ 72.1
4 4231 42.4
5 140.76 141.1
a 5341, IH, 5.2) 12173 5351t 1H, 6.1) 121.8
7 31.66 318
8 31.80 318
o 50.15 50.2
10 36.52 36.6
11 21.07 21.5
12 39.68 39.9
13 4222 42.4
14 56.87 56.8
15 2437 24.4
16 28.93 20.3
17 55.95 54.2
18 1.01 (s, 3H) 12,24 1.03 (s, 3H) 12.2
10 0.69 (5, 3H) 19.40 0.71¢s,3H,6.2) 18.9
20 40.51 40.6
21 0.78(d, 3H, 7.2) 21.10 0.91(s, 3H,6.2) 21.7
22 gg:? (dd, 15, 15.2, 13834 408 (m, 1H) 1387
23 514 (dd, 1H, 15.2, 12027 514 (m, 1H) 129.4

8.8
24 51.24 46.1
24a 2542 154
24h 0.83 (1, 3H, 6.0) 12.05 0.83(t,3H,7.1) 12.1
25 31.89 10.4
26 1.01(d, 3H, 7.6) 2122 0.82¢d, 3H, 6.6) .2
27 0.78(d, 3H, 7.2) 18.08 0.80¢d, 3H, 6.6) 19.8

Los espectros se registraron en CDCI3, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS
como referencia interna (? en ppm.). * Chaturvedula, V. S. P., Prakash, 1. 2012.

Para el compuesto 3, en el espectro IR se observé una banda de absorcién a 3450.00 cm-1 que indican la
presencia de grupo ?OH, una banda de absorcién en 2900.00 cm-1 debido a la frecuencia de estiramiento de
C-H saturado y una banda de absorcién débil en 1620.00 cm-1 que sugiere la presencia del estiramiento del
enlace doble C=C conjugado en la molécula.

26



Hicror E. MONTENEGRO M, ET AL. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE TERPENOS PRESENTES EN E....

TABLA 2
Valores de desplazamientos quimicos IH-RMN para los compuestos 2 - S

Posicidn z 3 4 5
IH@H | 1H GH . N
ppr, ppr, PR, rtmlt. | pprr,
. . JHz) rrmlt JjHz)
JIHz) JIHz)
1
o
z
q
5
5 429, 4 42(d, 435, 4.46 ppm
1H 24) |1H 24 |1H 200 | 14 1.2)
7
g
g
10
11
1z
4.84(d,
13 1H, 1.2)
14
68ldd,  |677@d, |606@d |5 78@d,
15 1H 112, [1H 112 |1H 108 |1H 14.0,
17.8) 17.8) 17.8) 23.2)
16 so6d 494, 520dd, | 5.35dd,
1H 1120 |1H 112 [HLO& |1H 1.2
s 1o e 0o, 10.4)5.26 |23.2)5.45
1H 17.2) |1H 176 |94 1H —1@d, 1H,
: : 201600 |1.2 140
494, 1H,
17 ;_ES(S* ;_ES(S* 1.22(s, 3H) | 1.6)5.22(d,
1H, 1.8)
18 370, 2234, 369, 319/, 1H,
1H 10.8) |1H 108 |1H 11.2) |14.8) 356
4.02(d, 3 54(d, 4.03(d, @, 1H,
1H11.2) |1H 108 |1H 112 |14.4
1.25(, 119,
19 3 3 1.25(, 3H) | 1.18(s, 3H)
1196, 1186,
20 =) =) 1.25(, 3H) | 1.18(s, 3H)
CH3CO- | 2046,
18 SH)
CO-18

Los espectros se registraron en CDCI3, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS como referencia
interna (2 en ppm.). *Torres, D., Urena, L., Ortega, E., Capson, T. y Cubilla, L., 2003.

El espectro 1IH-RMN presentd un singlete en 1.18 ppm con integracién para tres hidrégenos, un singlete
en 1.19 ppm con integracién para tres hidrégenos y un singlete en 1.75 ppm con integracién para tres
hidrégenos, indicativo de un grupo metilo unido a un alqueno.

Los dobletes en 3.23 (J = 10.8 Hz) y 3.54 ppm (J = 10.8 Hz), con integracién para un hidrégeno son
indicativos de protones diasterecot6picos de metileno enlazado a oxigeno. El doblete en 4.42 ppm (J = 2.4
Hz) con integracién para un hidrégeno sugiere un protdn enlazado a un carbono que tiene un grupo ?°OH
y las sefiales de un doble doblete en 6.77 ppm (J = 17.6 y 11.2 Hz) con integracién para un hidrégeno y
dos dobletes con integracion para un hidrégeno en 4.94 ppm (J = 11.2 Hz) y 5.09 ppm (J = 17.6 Hz) son

caracteristicas de un grupo vinilo.
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Elespectro 13C-RMN mostré senales para 20 carbonos en los que se confirmé la presencia de carbonos de
metilo a 16.15, 17.36 y 20.03 ppm. También se observé las senales en 136.55, 135.67, 129.49 y 110.83 ppm
indicativas de enlaces dobles en la molécula. Ademas, de la senal en 68.55 ppm que corresponden a un dtomo
carbono enlazado a un hidroxilo -OH y la sefial en 72.83 ppm correspondiente a un carbono de metileno
adyacente a un 4tomo de oxigeno (-CH2-O-).

Los valores de IH-RMN y 13C-RMN para todos los protones y carbonos se asignaron sobre la base de las
correlaciones HSQC y HMBC y se presentan en las Tablas 2 y 3. El estudio de los datos espectroscépicos nos
permitieron establecer por comparacién con los datos reportados en la literatura, la estructura del compuesto
(3), asignado como 62,-18-dihidroxicassan-13,15-dieno. ( Figura 1). ( Torres et al., 2003).

Para el compuesto 4, en el espectro IR se observaron bandas de absorcién a 3300.00 cm-1y 1735.00 cm-1,
que indican la presencia de grupo -OH y del grupo carbonilo del éster R-C-O-O-R, respectivamente. Ademis,
present6 una banda de absorcién en 2920.00 cm-1 debido a la frecuencia de estiramiento de C-H saturado
y la banda de absorcién débil en 1050.00 cm-1 caracteristica del estiramiento del enlace sencillo C-O lo que
evidencia la presencia de un grupo éster en la molécula.

TABLA 3
Valores de desplazamientos quimicos 13C-RMN para los compuestos 2 - S

Posicidn = 3 < 5

13C (B 13C &C 13C &C 13C B

pprm) ppr) ppIm) PRIy
1 40,76 40,81 37.59 3852
2 1828 18.65 18.26 2005
3 2782 28.69 35.65 37.432
4 3709 3626 37.09 3760
5 £1.15 5155 4925 5011
5} e7 61 BE.E5 &7 56 6758
7 40 .42 40 65 41.34 3959
8 26.01 37.85 24.81 24.09
9 54 59 5470 49 95 41.50
10 37.18 37.27 37.23 29.70
11 2121 21.41 1593 158 44
12 2640 2B.57 33.29 3261
13 129.26 129.49 74 91 BG. 92
14 126.21 12655 40,42 151.16
15 135 .46 13567 143 26 128.49
16 110.74 11083 113.70 12062
17 15 89 16.15 17.97 106.60
15 7286 7283 7254 7252
1% 19.62 20.03 20.99 21.34
20 17.10 17.36 19.91 17.76
CH3CO- 50,89 21.14
15
CO-18 171.42 171.46

Los espectros se registraron en CDCI3, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS como referencia
interna (? en ppm.). * Torres, D., Urena, L., Ortega, E., Capson, T. y Cubilla, L., 2003.

El espectro 1IH-RMN presentd un singlete en 1.22 ppm con integracion para tres hidrégenos, un singlete
en 1.25 ppm con integracion para seis hidrégenos y un singlete en 2.07 ppm con integracion para tres
hidrégenos que sugiere un grupo metilo adyacente a un grupo carbonilo.

Los dobletes en 3.69 (J = 11.2 Hz) y 4.03 ppm (J = 11.2 Hz) con integracién para un hidrégeno son
indicativos de protones diastereotépicos de metileno enlazado a oxigeno. Los dobletes en 4.35 (J =2 Hz) y
4.84 ppm (J = 1.2 Hz) con integracion para un hidrégeno sugicren dos protones de carbonos unidos a grupo ?
OH en la molécula. Los tres grupos de senales de doble doblete con integracién para un hidrégeno en 5.20
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(J=0.8y10.4Hz),5.26 (J =2.0y 16.0 Hz) y 6.06 ppm (J = 10.8 y 17.6 Hz) son caracteristicas de un doble
enlace terminal que presenta sistema de tres espines de segundo orden, ABX.

Elespectro 13C-RMN mostré senales para 22 carbonos en los que se confirmé la presencia de carbonos de
metiloa 18.11, 18.39 y 20.06 ppm. De manera similar, el desplazamiento quimico del carbono del metilo en
21.14 ppm corresponde a un dtomo de carbono enlazado a un grupo carbonilo. También se observaron las
senales en 143.45 y 113.90 ppm indicativas de enlaces dobles en la molécula. Ademas, de la senal en 171.46
ppm que corresponde a carbono de grupo carbonilo C=0, dos sefiales en 67.71 y 75.05 ppm para dos dtomos
de carbono enlazados a hidroxilo -OH vy la sefial en 72.97 ppm correspondiente a un carbono de metileno
adyacente a un 4tomo de oxigeno (-CH2-O-).

Estos datos se confirmaron mediante experimentos DEPT-135 y se observaron senales para 17 carbonos
distribuidos de la siguiente forma: cuatro carbonos metilos, ocho carbonos metilénicos y cinco carbonos
metinicos.

El espectro HSQC mostrd la correlacién del protén en 6.06 ppm (H-15) con el carbono en 143.26 ppm
(C-15), lacorrelacién de los protones del metileno en 5.02y 5.26 ppm (H-16) con el carbono en 113.70 ppm
(C-16) que permite la asignacién del doble enlace. También revel6 la correlacién del protén en 4.35 ppm
(H-6) con el carbono en 67.56 ppm (C-6). De igual forma presentd la correlacidn de los protones metilenos
en 3.69 y4.03 ppm (H-18) con el carbono en 72.84 ppm (C-18) y la correlaciéon de los protones en 2.07 ppm
(H-22) con el carbono en 21.66 ppm (C-22). Ademads, de la correlacion de los protones de metilo en 1.22
ppm (H-17) con el carbono en 17.97 ppm (C-17) ( Figura 2a).

Elespectro HMBC presentd la correlacién de los protones en 6.06 (H-15),5.20 (H-16) y5.26 ppm (H-16)
con el carbono en 74.91 ppm (C-13). Se observaron también la correlaciones de los protones en 5.20 (H-16)
y 5.26 ppm (H-16) con el carbono en 143.26 ppm (C-15). De manera similar se observé la correlacién del
protén en 4.35 ppm (H-6) con los carbonos en 37.09 (C-4) y 37.23 ppm (C-10). Por otro lado, mostré la
correlacién de los protones metilénicos en 3.69 (H-18) y 4.03 ppm (H-18) con los carbonos en 37.09 (C-4),
37.59 (C-1),y 171.30 ppm (C-21)

FIGURA 2
Correlaciones presentadas en los experimentos HSQC (a), HMBC

(b) para el compuesto 4 HSQC (c), HMBC (d) para el compuesto 5.

Los valores de IH-RMN y 13C-RMN para todos los protones y carbonos se asignaron sobre la base de las
correlaciones HSQC y HMBC y se registraron en las Tablas 2 y 3.

El estudio de los valores espectroscépicos de IR, 1TH-RMN, 13C-RMN, DEPT 135 y experimentos
de correlacién hetereonuclear (HSQC y HMBC) permitieron establecer la estructura del compuesto (4),
asignado como 62,13-dihidroxi-18-acetoxi-cassano-15-eno (Figura 1). Para este caso, no se ha encontrado
concordancia con los valores reportados por estudios previos realizados a esta planta; es por ello que
adjudicamos el aislamiento de este nuevo compuesto a Myrospermum frutescens.

Para el compuesto 5 en el espectro IR se observé una banda de absorcién a 3400.00 cm-1 que indican la
presencia de grupo ?OH, una banda de absorcién en 2900.00 cm-1 debido a la frecuencia de estiramiento
de C-H saturado y una banda de absorcién en 1700.00 cm-1 que sugiere la presencia del estiramiento del

enlace doble C=C.
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Elespectro IH-RMN presentd un singlete en 1.18 ppm con integracién para seis hidrogenos. Los dobletes
en 3.19 ppm (J = 14.8 Hz) y 3.56 ppm (J = 14.4 Hz) con integracién para un hidrégeno son indicativos de
protones diastereot6picos de metileno enlazado a un carbono que tiene oxigeno. Por otra parte, el doblete en
4.46 ppm (J = 1.2 Hz) con integracién para un hidrégeno es caracteristico de un protén unido a un carbono
que se encuentra enlazado a un oxigeno.

Los dobletes en 4.94 (J = 1.6 Hz) y 5.22 ppm (J = 1.6 Hz) con integracidon para un hidrégeno son
caracteristicos de un doble enlace terminal que presenta sistema AB.

Los tres grupos de senales de doble doblete con integracién para un hidrégeno en 5.35 ppm (J = 1.2y 23.2
Hz), 5.45 ppm (J = 1.2y 14.0 Hz) y 5.78 ppm (J = 14.0 y 23.2 Hz) caracterizan a un doble enlace terminal
que presenta sistema de tres espines de segundo orden, ABX.

El espectro 13C-RMN mostré sefales para 20 carbonos en los que se confirmé la presencia de carbonos
de metilo a 17.76 y 21.34 ppm. También se observaron las senales en 106.60, 120.62, 138.49 y 151.16 ppm
indicativas de enlaces dobles en la molécula. Ademas, de las senales en 67.58 y 72.52 ppm que corresponden
a un carbono de metino y metilo enlazado a un grupo hidroxilo ?OH, respectivamente. Analogamente, se
observé la sefial en 86.92 ppm correspondiente a un carbono cuaternario unido a un grupo hidroxilo.

El espectro HSQC mostrd la correlacién del protén en 4.46 ppm (H-6) con el carbono en 67.58 ppm
(C-6), la correlacién de los protones del metileno en 5.35 y 5.45 ppm (H-16) con el carbono en 120.62
ppm (C-16) y la correlacion del protén en 5.78 ppm (H-15) con el carbono en 138.49 ppm (C-15) que
permite la asignacién de un doble enlace. De igual forma presenté la correlacién de los protones en 4.94 y 5.22
ppm (H-17) con el carbono en 106.60 ppm (C-17) que permite la asignacion de un segundo doble enlace.
También se observé la correlacién de los protones de metileno en 3.19 y 3.56 ppm (H-18) con el carbono en
72.52 ppm (C-18) y la correlacion de los protones en 1.18 ppm (H-19 y H-20) con los carbonos en 17.76 y
21.34 ppm (C-20y C-19) que indican la presencia de dos grupos metilo ( Figura 2c).

El espectro HMBC presentd la correlacién de los protones en 4.94 y 5.22 ppm (H-17) con los carbonos
en 34.09 (C-8) y 138.49 ppm (C-15). De manera similar se observé la correlacién del protén en 5.78 ppm
(H-15) con el carbono en 151.16 ppm (C-14).

Por otro lado, mostrd la correlacién de los protones metilénicos en 3.19 (H-18) y 3.56 ppm (H-18) con
los carbonos en 38.52 (C-1), 37.43 (C-3), 37.60 (C-4) y 50.10 ppm (C-5). También se pudo determinar la
correlacién de los protones en 5.35 (H-16) y 5.45 (H-16) con el carbono en 138.49 ppm (C-15) ( Figura 2d).

Los valores de IH-RMN y 13C-RMN para todos los protones y carbonos se asignaron sobre la base de las
correlaciones HSQC y HMBC y se indican en las Tablas 2 y 3.

El estudio de los valores espectroscépicos de IR, IH-RMN, 13C-RMN y experimentos de correlaciéon
hetereonuclear (HSQC y HMBC) permitieron establecer la estructura del compuesto (5), asignado como
62,18,17-trihidroxicassano-14,15-dieno (Figura 1). Para este caso, no se ha encontrado concordancia con los
valores reportados por estudios previos realizados a esta planta; por ello adjudicamos el aislamiento de este
nuevo compuesto a Myrospermum frutescens. ( Torres et al., 2003), ( Torres et al., 2004).

CONCLUSION

El estudio del extracto crudo de acetato de etilo/metanol de hojas maduras de Myrospermum frutescens
condujo al aislamiento de cinco compuestos, de los cuales el compuesto (1) es un triterpeno identificado
como estigmasterol, y los cuatro restantes, corresponden al grupo de diterpenos tipo cassano; dos de ellos,
(2 'y 3), se reportan previamente en la literatura y los otros dos, (4 y 5) no registran valores que indiquen
concordancia con los que se consignan en estudios previos realizados a Myrospermum frutescens.
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