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RESUMEN

Se realizo el aislamiento de un triterpeno y cuatro diterpenos de tipo
cassano a partir del fraccionamiento del extracto de ACOEt/CH,OH
de hojas maduras de Myrospermum frutescens. El estudio de los
valores espectroscopicos de IR, *H-RMN, *C-RMN, DEPT 135y
experimentos de correlacion hetereonuclear (HSQC y HMBC)
permitieron establecer las estructuras de los compuestos:
Estigmasterol (1), 63-hidroxi-18-acetoxycassano-13,15-diene (2),
6p3,-18-dihidroxicassano-13,15-dieno (3), 63,13-dihidroxi-18-
acetoxi-cassano-15,16-dieno (4) y 68,18,17-trihidroxicassano-
13,15-dieno (5).

PALABRAS CLAVES
Triterpeno, diterpeno, Myruspermum frutecens, cassano.
INTRODUCCION

Las plantas contindan siendo una fuente importante de nuevas
entidades quimicas. Por ello, durante las ultimas décadas, se ha
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practicado la bioprospeccion, que implica "'la busqueda 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 investigacion en bioprospeccion
trabajan y publican sobre una gran variedad de temas; uno de ellos son los
dirigidos hacia fases primarias del proceso bioprospectivo como la identificacion
y caracterizacion de principios que se podrian considerar bioactivos (actividad
antiparasitaria, actividad antiinflamatoria, actividad antioxidante, produccion de
fitoalexinas, actividad citotoxica, actividad antifungica, 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 Panam4, cuyo enfoque fue el
aislamiento e identificacion de compuestos terpénicos con posible bioactividad
contra enfermedades parasitarias tales como la enfermedad de Chagas y
Leishmaniasis a partir de extractos organicos de Myrospermum frutescens
(Torres et al., 2003), (Torres et al., 2004).

Entre los compuestos aislados a partir de esta planta se encuentran 18-
hidroxicassao-13,15-dieno y 6f3,18-dihidroxicassano-13,15-dieno los cuales
fueron sometidos a un programa de disefio de farmacos para identificar 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 més potentes y que cumplen con los requisitos farmacoforicos segun
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. (Sahay 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 aislamientoe identificacion de 5
compuestos terpenoides a partir de un extracto de acetato de etilo/metanol de
las hojas maduras de Myrospermum frutescens (Figura 1).
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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 Monu-
mento Natural de Barro Colorado, en el Lago Gatun, Panama, en mayo de
2014 y se encuentra en el herbario de la Universidad de Panama, bajo los
nimeros PMA 50913y 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
filtro y se evaporé a sequedad a 36 °C.

Aislamiento y purificacion del triterpeno.

Se hizo fraccionamiento de 15.0 g de extracto crudo (AcOEt/CH,OH) por
cromatografia de columna corta (CCG), sobre gel de silice y se eluyo por gra-
vedad con un gradiente de polaridad utilizando mezclas de n-hexano, éter de
petréleo, acetato de etilo y metanol de diferente polaridad, obteniendose ocho
fracciones. La fraccion 7 (284 mg), obtenida de la columna anterior se separo
por CCG, sobre gel de silice y se desarroll6 mediante gradiente, utilizando mez-
clas de n-hexano y acetato de etilo, obteniéndose un total de doce fracciones.
La fraccion 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 com-
puesto (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 separacion de 17.5 g de extracto crudo (metanol/acetato
de etilo), utilizando cromatografia liquida al vacio (CLV), enun sistema com-
puesto por un embudo de vidrio fritado (grado de porosidad: medio) provisto
con papel filtro y en el cual posteriormente se deposito gel de silice y se eluy6
con gradiente, utilizando mezclas de diclorometano, acetato de etilo y metanol,
obteniéndose un total de siete fracciones.

Columna 2: La fraccion 2 (3.5 g), obtenida de la columna 1, se separ6 median-
te CCG y se desarroll6 mediante elucion con gradiente, utilizando mezclas de
diclorometano, acetato de etilo y metanol, obteniéndose un total de quince frac-
ciones. Las fracciones 6 (531 mg) y 11 (403 mg), presentaron sefiales carac-
teristicas de diterpenos por *H-RMN Yy se trabajaron posteriormente.

Columna 3: Se realizo la separacion de la fraccion 6 (531 mg), de la columna
2, por CCG y se desarrollo mediante la técnica de elucion con gradiente, utili-
zando mezclas de n-hexano, acetato de etilo y metanol, obteniéndose un total
de cinco fracciones. Las fracciones 2 y 4 presentaron sefiales caracteristicas
de diterpenos por *H-RMN y se trabajaron posteriormente.

Columna 4: Se realizo la purificacion de las fracciones 2 (531 mg) y 4 (73 mg),
de la columna 3 utilizando las mismas condiciones, obteniéndose cinco fraccio-
nes. Laseparacion de la fraccion 2 (117 mg) obtenida de la columna anterior,
y utilizando las mismas condiciones, proporcion6 61 mg de la fraccion 3 que
corresponde al compuesto (2), el cual fue caracterizado por RMN.

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

La fraccion 4 (73 mg), de lacolumna 3, fue separada mediante CCG, utilizando
las mismas condiciones, obteniéndose cuatro fracciones. La fraccion 3 (17 mg),
de la columna anterior, se purificod mediante CCG, bajo las mismas condiciones,
la cual proporciond 4.9 mg de la fraccion 2 que corresponde al compuesto (4)
el cual fue caracterizado por RMN.
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Aislamiento y purificacion del diterpeno 5

Se realiz¢ el fraccionamiento de 17.0 g adicionales de extracto crudo mediante
CLV, y se eluyo con gradiente, utilizando mezclas de diclorometano, acetato de
etilo y metanol, obteniéndose siete fracciones. La separacion de la fraccion 2
(2.7 g) de la columna CLV, mediante CCG y utilizando las mismas condiciones
de la columna anterior, llevando a la obtencion de doce fracciones. La fraccion
7 (367 mg) de la columna anterior se separ6 por CCG, utilizando las mismas
condiciones, llevando a la obtencion de diez fracciones. La fraccion 8 (53 mg)
de la columna anterior, se separ6 mediante CCG, utilizando elucion con gradiente,
utilizando mezclas de n-hexano, acetato de etilo y metanol, llevando a la ob-
tencidn de tres fracciones. La fraccion 2 de la columna anterior se purifico
mediante CCG, utilizando las mismas condiciones. Este proceso proporcion6 23
mg de una fraccion que corresponde al compuesto (5) el cual fue caracterizado
por RMN.

Todas las fracciones obtenidas de las separaciones cromatogréaficas se anali-
zaron mediante cromatografia en capa fina (CCF), se revelaron con p-
anisaldehido y se reunieron por la similitud en su factor (R, ) mostrado en el
andlisis en CCF.

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 1 presento en el espectro infrarrojo bandas de absorcion a 3547,41
cm-1y2960.78 cm, que indican la presencia de grupo -OH y estructura de
olefina ciclica -HC=CH-, respectivamente. Mientras la banda de absorcion en
1504.47 cm™ es caracteristica de estiramiento C=C. El espectro *H-RMN pre-
sento dos singuletes en 0.69 ppm y 1.01 ppm con integracion para tres hidroge-
nos para cada singulete, un doblete en 0.78 ppm con integracion para seis
hidrogenos (J = 7.2 Hz), un doblete en 1.01 ppm con integracion para tres
hidrogenos (J = 7.6 Hz) y un triplete en 0.83 ppm con integracion para tres
hidrégenos (J = 6.0 Hz). De la misma manera, mostro dos doble dobletes a 5.00
(J=15.2y8.8Hz) y5.14 ppm (J = 15.2 y 8.8 Hz) con integracion para un
hidrégeno y un triplete en 5.34 ppm (J = 5.2Hz) con integracion para un hidro-
geno que sugiere la presencia de tres protones olefinicos en la molécula. Se
observo también un triplete doblete doblete a 3.52 ppm (J=4.8,4.4y 3.6 Hz)
con integracion para un hidrogeno, caracteristicos de un protdn conectado a un
carbono que esta unido a un grupo hidroxilo.
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El espectro *C-RMN mostrd sefiales 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 sefiales en 140.76, 138.34,129.27 y 121.73 ppm indicativas de
enlaces dobles; y la sefial correspondiente a carbono unido a grupo hidroxilo a
71.82 ppm. Estos datos fueron confirmados mediante experimentos DEPT 135
donde se observo sefiales para 26 carbonos distribuidos de la siguiente forma:
seis carbonos metilos, nueve carbonos metilénicos y diez carbonos metinicos.
La confirmacion de la estructura se realizo a través de los espectros
bidimencionales HSQC y HMBC y por comparacion con los datos reportados
en la literatura (Tabla 1) (Chaturvedula y Prakash, 2012). Se determiné la
estructura del compuesto (1), como Estigmasterol (Figura 1).

Para el compuesto 2, se observo en el espectro IR bandas de absorcion a
3500.00 cm™ y 1735.00 cm™, que indican la presencia de grupo -OH vy del
grupo carbonilo del éster R-C-O-0-R, respectivamente. Ademas, presento una
banda de absorcion en 2900.00 cm-1 debido a la frecuencia de estiramiento de
C-H saturado; la banda de absorcion débil en 1642.00 cm™ sugiere la presencia
del estiramiento del enlace doble C=C conjugado y la banda de absorcion inten-
saen 1220.00 cm™ es caracteristica del estiramiento del enlace sencillo C-O lo
que evidencia la presencia de un grupo éster en la molecula.

El espectro *H-RMN present6 un singulete en 1.19 ppm con integracion para
tres hidrégenos, un singulete en 1.25 ppm con integracion para tres hidrogenos,
un singulete en 1.75 ppm con integracion para tres hidrogenos, indicativo de un
grupo metilo unido a un alqueno y un singulete en 2.04 ppm con integracion
paratres hidrogenos 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 integracion
para un hidrogeno son indicativos de protones dias tereotopicos de metileno
enlazado a oxigeno.

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

El espectro *C-RMN mostrd sefiales para 22 carbonos en los que se confirmé

la presencia de carbonos de metilo a 15.89, 17.10 y 19.62 ppm. De manera
similar, el desplazamiento quimico del carbono del metilo en 20.89 ppm corres-
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ponde a un atomo de carbono enlazado a un grupo carbonilo. También se ob-
servaron las sefiales en 136.41, 135.46, 129.26 y 110.74 ppm indicativas de
enlaces dobles en la molécula. Ademas, de la sefial en 171.42 ppm que corres-
ponde a carbono de grupo carbonilo C=0, una sefial en 67.61 ppm para un
atomo carbono enlazado a hidroxilo -OH y la sefial en 72.86 ppm correspon-
diente a un carbono de metileno adyacente a un atomo de oxigeno (-CH,-O-).
Los valores de *H-RMN y C-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 espectroscOpicos nos permitieron establecer por
comparacion con los datos reportados en la literatura, la estructura del com-
puesto (2), asignado como 6p-hidroxi-18-acetoxicassano-13,15-dieno (Figura
1) (Torres et al., 2003).

Tabla 1. Valores de desplazamientos quimicos *H y *C RMN para el compuesto (1).

Posicién Valor experimental Valor reportado*

1H(?SH ppm, mult. J/Hz) Bc H (84 ppm, mult. J/Hz) Bc

1 37.26 37.6
2 31.66 32.1

3.52 (tdd, 1H, 4.8, 4.4 3.51 (tdd, 1H,4.5,4.2y

3 v3.6) 71.82 38) 72.1
4 42.31 42.4
5 140.76 141.1
6 5.34 (t, 1H, 5.2) 121.73 5.31(t, 1H, 6.1) 121.8
7 31.66 31.8
8 31.89 31.8
9 50.15 50.2
10 36.52 36.6
11 21.07 21.5
12 39.68 39.9
13 42.22 42.4
14 56.87 56.8
15 24.37 24.4
16 28.93 29.3
17 55.95 56.2
18 1.01 (s, 3H) 12.26 1.03 (s, 3H) 12.2
19 0.69 (s, 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 5.00 (dd, 1H, 15.2,8.8) | 138.34 4.98 (m, 1H) 138.7
23 5.14 (dd, 1H, 15.2,8.8) | 129.27 5.14 (m, 1H) 129.6
24 51.24 46.1
24a 25.42 25.4
24b 0.83 (t, 3H, 6.0) 12.05 0.83(t, 3H, 7.1) 12.1
25 31.89 29.6
26 1.01 (d, 3H, 7.6) 21.22 0.82 (d, 3H, 6.6) 20.2
27 0.78 (d, 3H, 7.2) 18.98 0.80 (d, 3H, 6.6) 19.8

Los espectros se registraron en CDCI,, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS
como referencia interna (8 en ppm.). *Chaturvedula, V. S. P., Prakash, I.
2012
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Para el compuesto 3, en el espectro IR se observo una banda de absorcion a
3450.00 cm™ que indica la presencia de grupo—OH, una banda de absorcion en
2900.00 cm™* debido a la frecuencia de estiramiento de C-H saturado y una
banda de absorcion débil en 1620.00 cm™ que sugiere la presencia del estiramiento
del enlace doble C=C conjugado en la molécula.

Tabla 2. Valores de desplazamientos quimicos *H-RMN para los compuestos 2 - 5.

Posicién 2 3 4 5
H (@Bu ppm, | *H (3 ppm, H @uppm, | "H (3 ppm,
mult. J/Hz) mult. J/Hz) mult. J/Hz) mult. J/Hz)
1
2
3
4
5
6 4.29(d, 1H, 2.4) | 4.42(d, 1H, 2.4) | 4.35(d, 1H, 2.0) | +46ppm (d,
1H, 1.2)
7
8
9
10
11
12
13 4.84(d, 1H, 1.2)
14
1 6.81(dd, 1H, | 6.77(dd, 1H, | 6.06(dd, 1H, | 5.78(dd, 1H,
11.2,17.6) 11.2,17.6) 10.8, 17.6) 14.0,23.2)
16 4.96(d, 1H, 4.94(d, 1H, 5.20(dd, 1H, | 5.35(dd, 1H,
11.2) 11.2) 0.8, 10.4) 1.2,23.2)
5.12(d, 1H, 5.09(d, 1H, 5.26(dd, 1H, | 5.45(dd, 1H,
17.2) 17.6) 2.0,16.0) 1.2,14.0)
4.94(d, 1H, 1.6)
17 1.75(s, 3H) 1.75(s, 3H) L2266, 3H) | 5o 114 1)
18 3.70(d, 1H, 3.23(d, 1H, 3.69(d, 1H, 3.19(d, 1H,
10.8) 10.8) 11.2) 14.8)
4.02(d, 3.54(d, 1H, 4.03(d, 1H, 3.56(d, 1H,
1H,11.2) 10.8) 11.2) 14.4)
19 1.25(s, 3H) 1.19(s, 3H) 1.25(s, 3H) 1.18(s, 3H)
20 1.19(s, 3H) 1.18(s, 3H) 1.25(s, 3H) 1.18(s, 3H)
CH3CO-18 2.04(s, 3H)
CO-18

Los espectros se registraron en CDCI,, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS como
referencia interna (8 en ppm.). *Torres, D., Urefia, L., Ortega, E., Capson, T. y
Cubilla, L., 2003.

El espectro *H-RMN presentd un singulete en 1.18 ppm con integracion para
tres hidrogenos, un singulete en 1.19 ppm con integracion para tres hidrogenos
y unsingulete en 1.75 ppm con integracion para tres hidrogenos, indicativo de
un grupo metilo unido a un alqueno.
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Los dobletes en 3.23 (J = 10.8 Hz) y 3.54 ppm (J = 10.8 Hz),con integracion
para un hidrogeno son indicativos de protones diastereotopicos de metileno
enlazado a oxigeno. El doblete en 4.42 ppm (J = 2.4 Hz) con integracion para
un hidrogeno, 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 integracion
para un hidrogeno y dos dobletes con integracion para un hidrogeno en 4.94
ppm (J = 11.2 Hz) y 5.09 ppm (J = 17.6 Hz) son caracteristicas de un grupo
vinilo.

El espectro®*C-RMN mostro sefiales 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
observo las sefiales en 136.55, 135.67, 129.49 y 110.83 ppm indicativas de enlaces
dobles en la molécula. Ademas, de la sefial en 68.55 ppm que corresponden a
un atomo carbono enlazado a un hidroxilo -OH y la sefial en 72.83 ppm
correspondiente a un carbono de metileno adyacente a un atomo de oxigeno
(-CH,-0-).

Los valores de *H-RMN y C-RMN para todos los protones y carbonos se
asignaron sobre la base de las correlaciones HSQC y HMBC y son presentados
en la Tablas 2 y 3.El estudio de los datos espectroscopicos nos permitieron
establecer por comparacion con los datos reportados en la literatura, la estructura
del compuesto (3), asignado como 6,-18-dihidroxicassano-13,15-dieno. (Figura
1) (Torres et al., 2003).

Para el compuesto 4, en el espectro IR se observaron bandas de absorcion a
3300.00 cm™ y 1735.00 cm™, que indican la presencia de grupo -OH vy del
grupo carbonilo del éster R-C-O-0-R, respectivamente. Ademas, presento una
banda de absorcion en 2920.00 cm™ debido a la frecuencia de estiramiento de
C-H saturado y la banda de absorcion débil en 1050.00 cm™* caracteristica del
estiramiento del enlace sencillo C-O lo que evidencia la presencia de un grupo
éster en la molécula.
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Tabla 3. Valores de desplazamientos quimicos *C-RMN para los compuestos 2 - 5.

Posicion 2 3 4 5
“C(cppm) | PC@Bcppm) | PC@Bcppm) | FC (3¢ ppm)
1 40.76 40.81 3759 38.52
2 18.28 18.65 18.26 20.05
3 37.82 38.69 35.65 37.43
4 37.09 36.26 37.09 37.60
5 51.15 51.55 49.25 50.11
6 67.61 68.55 67.56 67.58
7 40.42 40.69 41.34 39.59
8 36.01 37.85 34.81 34.09
9 5459 54.70 49.95 4150
10 37.18 37.27 37.23 29.70
11 21.21 2141 18.93 18.44
12 26.40 26.57 33.29 33.61
13 129.26 129.49 74.91 86.92
14 136.31 136.55 40.42 151.16
15 135.46 135.67 143.26 138.49
16 110.74 110.83 113.70 120.62
17 15.89 16.15 17.97 106.60
18 72.86 72.83 72.84 72.52
19 19.62 20.03 20.99 21.34
20 17.10 17.36 19.91 17.76
CH,CO-18 20.89 21.14
CO-18 171.42 171.46

Los espectros se registraron en CDCI,, 300 MHz a 27 °C, utilizando TMS como referencia
interna (8 en ppm.). *Torres, D., Urefia, L., Ortega, E., Capson, T. y Cubilla, L., 2003.

El espectro'H-RMN present6 un singulete en 1.22 ppm con integracion para
tres hidrogenos, un singulete en 1.25 ppm con integracion para seis hidrogenos
y unsingulete en 2.07 ppm con integracion para tres hidrogenos 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 integracion
para un hidrégeno son indicativos de protones dias tereotdpicos de metileno
enlazado a oxigeno. Los dobletes en 4.35 (J =2 Hz) y4.84 ppm (J = 1.2 Hz)
con integracién para un hidrégeno sugiere dos protones de carbonos unidos a
grupo —OH en la molécula.Los tres grupos de sefiales de doble doblete con
integracion para un hidrogenoen 5.20 (J =0.8y 10.4 Hz), 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.
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El espectro *C-RMN mostrd sefiales para 22 carbonos en los que se confirmé
la presencia de carbonos de metilo a 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 4&tomo de carbono enlazado a un grupo carbonilo. También se
observaron las sefiales en 143.45 y 113.90 ppm indicativas de enlaces dobles
en la molécula. Ademas, de la sefial en 171.46 ppm que corresponde a carbono
de grupo carbonilo C=0, dos sefiales en 67.71 y 75.05 ppm para dos 4&tomos de
carbono enlazados a hidroxilo -OH y la sefial en 72.97 ppm correspondiente a
un carbono de metileno adyacente a un atomo de oxigeno (-CH,-O-).

Estos datos fueron confirmados mediante experimentos DEPT-135 donde se
observo sefiales para 17 carbonos distribuidos de la siguiente forma: cuatro
carbonos metilos, ocho carbonos metilenicos y cinco carbonos metinicos.

El espectro HSQC mostro la correlacion del protén en 6.06 ppm (H-15) conel
carbono en 143.26 ppm (C-15), la correlacion de los protones del metileno en
5.02 y5.26 ppm (H-16) con el carbono en 113.70 ppm (C-16) que permite la
asignacion del doble enlace. También presento la correlacion del proton en
4.35 ppm (H-6) con el carbono en 67.56 ppm (C-6).De igual forma presento la
correlacion de los protones metilenos en 3.69 y 4.03 ppm (H-18) con el carbono
en 72.84 ppm (C-18) y la correlacion de los protones en 2.07 ppm (H-22) con el
carbono en 21.66 ppm (C-22). Ademas, 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).

El espectro HMBC presento la correlacion de los protones en 6.06 (H-15),
5.20 (H-16) y 5.26ppm (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
correlacion del proton en 4.35 ppm (H-6) con los carbonos en 37.09 (C-4) y
37.23 ppm (C-10). Por otro lado, mostro la correlacion de los protones

Figura 2. Correlaciones presentadas en los experimentos HSQC (a), HMBC (b) para el
compuesto 4, HSQC (c), HMBC (d) para el compuesto 5.
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metilénicos en 3.69 (H-18) y 4.03 ppm (H-18) con los carbonos en 37.09 (C-4),
37.59(C-1),y171.30 ppm (C-21) (Figura 2b).

Los valores de *H-RMN y C-RMN para todos los protones y carbonos se
asignaron sobre la base de las correlaciones HSQC y HMBC y son presentados
enlaTabla2y 3.

El estudio de los valores espectroscépicos de IR, *H-RMN, ¥*C-RMN, DEPT
135y experimentos de correlacion hetereonuclear (HSQC y HMBC) permitieron
establecer la estructura del compuesto (4), asignado como 63,13-dihidroxi-18-
acetoxi-cassano-15 en (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 absorcion a
3400.00 cm™* que indica la presencia de grupo —OH, una banda de absorcion en
2900.00 cm* debido a la frecuencia de estiramiento de C-H saturado y una
banda de absorcion en 1700.00 cm que sugiere la presencia del estiramiento
del enlace doble C=C.

El espectro'H-RMN presentd un singulete en 1.18 ppm con integracion para seis
hidrogenos. Los dobletes en3.19 ppm (J = 14.8 Hz) y 3.56 ppm (J = 14.4 Hz) con
integracion para un hidrogeno son indicativos de protones diastereotdpicos de metileno
enlazado a un carbono que tiene oxigeno. Por otra parte, el doblete en 4.46
ppm (J = 1.2 Hz) con integracion para un hidrégeno es caracteristico de un proton
unido a un carbono que se encuentra enlazado a un oxigeno.

Los dobletesen4.94 (J=1.6 Hz) y5.22 ppm (J = 1.6 Hz) con integracion para
un hidrégeno son caracteristicos de un doble enlace terminal que presenta
sistema AB.

Los tres grupos de sefiales de doble doblete con integracion para un hidrégeno
en5.35ppm (J=1.2y23.2Hz),5.45ppm (J=1.2y14.0 Hz) y5.78 ppm
(J=14.0y 23.2 Hz) son caracteristicas de un doble enlace terminal que presenta
sistema de tres espines de segundo orden, ABX.

El espectro®*C-RMN mostro sefiales para 20 carbonos en los que se confirmé
la presencia de carbonos de metiloa 17.76 y 21.34 ppm. También se observaron
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las sefiales en 106.60, 120.62, 138.49 y 151.16 ppm indicativas de enlaces dobles
en lamolécula. Ademas, de la sefiales en 67.58 y 72.52 ppm que corresponden
a un carbono de metino y metilo enlazado a un grupo hidroxilo —OH,
respectivamente. Andlogamente, se observé la sefial en 86.92 ppm
correspondiente a un carbono cuaternario unido a un grupo hidroxilo.

El espectro HSQC mostré la correlacion del proton en 4.46 ppm (H-6) conel
carbono en 67.58 ppm (C-6), la correlacion de los protones del metileno en
5.35y5.45 ppm (H-16) con el carbono en 120.62 ppm (C-16) y la correlacion
del proton en 5.78 ppm (H-15) con el carbono en 138.49 ppm (C-15) que permite
la asignacion de un doble enlace. De igual forma presento la correlacion de los
protones en 4.94y5.22 ppm (H-17) con el carbono en 106.60 ppm (C-17) que
permite la asignacion de un segundo doble enlace.También se observo la
correlacion 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 yH-20) con los carbonos en 17.76 y 21.34 ppm (C-20 y C-19) que indican la
presencia de dos grupos metilo(Figura 2c).

El espectro HMBC present0 la correlacion 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 observo la correlacion del proton en 5.78 ppm (H-15) con el carbono
en 151.16 ppm (C-14).

Por otro lado, mostr¢ la correlacion 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 correlacion 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 *H-RMN y BC-RMN para todos los protones y carbonos se
asignaron sobre la base de las correlaciones HSQC y HMBC y sonpresentados
enlaTabla2y 3.

El estudio de los valores espectroscopicos de IR, *H-RMN, ®*C-RMN y
experimentos de correlacion hetereonuclear (HSQC y HMBC) permitieron
establecer la estructura del compuesto (5), asignado como 6f3,13,17-
trihidroxicassano-14,(17)15-dieno (Figura 1). Para este caso, no se ha
encontrado concordancia con los valores reportados por estudios previos
realizados a ésta planta es por ello que adjudicamos el aislamiento de este
nuevo compuesto a Myrospermum frutescens (Torres et al., 2003), (Torres et
al., 2004).
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CONCLUSION

El estudio del extracto crudo de acetato de etilo/metanol de hojas maduras
deMyrospermum 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, (2y 3), han sido reportados previamente en la literatura y los otros dos,
(4 y 5) no registran valores que indiquen concordancia con los reportados en
estudios previos realizados a Myrospermum frutescens.

SUMMARY

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF TERPENES PRESENT IN
EXTRACTS OF MATURE LEAVES OF MYROSPERMUM
FRUTESCENS

The isolation of a triterpene and four dlterpenes of the cassano type was performed
from the fractionation of the ACOEt / CH OH extract of mature leaves of
Myrospermumfrutescens. The study of the spectroscopic values of IR, *H-NMR,
BC-NMR, DEPT 135 and hetereonuclear correlation experiments (HSQC and
HMBC) allowed us to establish the structures of the compounds: Stigmasterol (1),
6B-hidroxi-18-acetoxicassano- 13,15-dieno (2), 6B, -18-dihidroxicassano-13,15-dieno
(3), 6p3,13-dihidroxi-18-acetoxi-cassano-15, en (4) and 6f3, 13, 18-trihidroxicassano-
13,15-dieno (5).
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