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Preambul

La present col-leccié de materials de suport a la docéncia de I'assignatura Farmacognosia de
3r curs del Grau en Farmacia esta estructurada en la forma classica d’exercicis resolts. Per
tant, s’inicia amb el plantejament d’'un problema que, en termes generals, conté un
esquema semblant d’exigencies paral-leles a les competencies que comprenen
I'aprenentatge de la materia. Essencialment, es demana saber identificar el grup fitoquimic i
I'origen biosintétic dels productes naturals, dominar alguns aspectes de caire analitic i
instrumental (reaccions d’identificacié o espectroscopia), establir un procés seqliencial
d’aillament dels metabolits secundaris, i definir els aspectes farmacologics que atorguen
projeccio terapéutica a la droga d’origen o d’altres directament relacionades.

Després d’alld que denominem en el text Exercici, oferim la Resposta, la qual conté elements
de certesa, perd també de proposta, sobretot en allo referit al procés d’extraccié i separacio
dels diferents constituents quimics que es presenten en el problema. L'estructura que en
resulta respon a un tipus d’activitat amplia, i a la vegada detallada, que durant els darrers
anys s’ha formulat en les avaluacions de la part teorica de l'assignatura, aixi com en
I'activitat inclosa dins les tutories d’aula. Tanmateix, cal dir que manté certa connexié amb el
tipus d’examen de la part practica. Es per aixd que I'aportacié d’aquests treball a I'aula
virtual pot ser d’utilitat polivalent per a I'estudiant.

La tercera part és la que es designa com a Apéndix, el qual ofereix un suport cientific, bé en
forma additiva o d’aprofundiment (exercicis 1 al 25), bé en forma diversiva o de complement
(exercicis 26-50). La forma i quantitat dels apéndixs sén asimétriques, aixi com el
desenvolupament de la Farmacognosia al llarg del curs académic és també asimétric; no sols
sota un punt de vista temporal, ja que el primer quadrimestre té previstes 25 hores de
classes teoriques i el segon en té 15, sin0 també pel motiu de la diversitat de continguts. El
primer quadrimestre conté la part general de I'assignatura —alld que eminentment interessa
per resoldre una bona part dels exercicis—, a més de dedicar-se a I'estudi de drogues amb
compostos fenolics i terpenoides, mentre que el segon tracta exclusivament de I'extens
camp de les drogues amb alcaloides. La concrecié dels primers apéndixs i la divagacié dels
ultims, en el millor dels sentits d’ambdds termes, podria harmonitzar-se al llarg del curs amb
una creixent compressié global de la matéria.



Abreviatures i acronims

CC: Cromatografia en columna

CCP: Cromatografia en capa prima

CCPAR: Cromatografia en capa prima d’alta resolucié
CLAR: Cromatografia liquida d’alta resolucio

CLMP: Cromatografia liquida de mitjana pressid
COSY: Espectroscopia de RMN de correlacid

CPC: Cromatografia de particié centrifuga

DEPT: Millora sense distorsié per transferéncia de polaritzacio, técnica de >*C-RMN en qué es
desacoblen els senyals corresponents als grups metil (CH3), metileé (CH;) i meti (CH) (de
I'anglés Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, i que permet diferenciar
entre els C, CH, CH, i CHs)

EI-MS: Espectrometria de masses de ionitzacié electronica

HMBC: Correlacié heteronuclear d’enllagos multiples o llarga distancia

HMQC: Correlacié heteronuclear d’un enllag (acoblament C-H directe)

HRESIMS: Espectrometria de masses d’alta resolucié per ionitzacié d’electroesprai
HRFABMS: Espectrometria de masses de bombardeig d’atoms d’alta resolucié

LC-ESI-MS: Cromatografia liquida amb detector per ionitzacié d’electroesprai acoblada a
espectrometria de masses

NOESY: Espectroscopia de ressonancia per I'efecte nuclear d’Overhauser
RMN: Ressonancia magnética nuclear
RP: Fase invertida (de I'anglés reverse phase)

UFLC-DAD-Q-TOF-MS/MS: Cromatografia liquida ultrarapida amb detector de fotodiode
acoblada a espectrometria de masses

VLC: Cromatografia liquida per buit
Ara: Arabinosa

Cim: Cimarosa

Glc: Glucosa

Glr: Acid glucuronic

Ole: Oleandrosa

Rha: Ramnosa

Xil: Xilosa



Exercici 1.

A partir de I'espécie Populus davidiana Dode (Salicaceae) s’han aillat, entre d’altres, els tres
metabolits secundaris populosid A (1), salicosid (2) i p-cumaroil-B-D-glucosid (3).
CH,OH OH

Glc-0
CHZO 8 13 Glc-0

Glc-0
OH (0]

Indiqueu:

a) El grup fitoquimic a qué pertanyen els tres metabolits i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccid, purificaciod i aillament de les tres substancies.

c) Alguns senyals observables en I’espectre *H-RMN del compost 1.

d) Nom d’una droga coneguda que continga algun d’aquests compostos i la seua activitat
farmacologica.

1. Resposta

a) Els tres metabolits sén compostos fenolics glucosilats. El compost 1 és un éster d’'un
alcohol primari, concretament I'alcohol 4-hidroxi-salicilic, amb un acid fenilpropanoide, un
derivat de I’acid cinamic com és I'acid para-cumaric. A més, I'hidroxil fenolic al C-1 de
I'alcohol es troba unit mitjangant un enllag éter amb un sucre, la glucosa. El compost 2 és un
glucosid de Ialcohol salicilic, mentre que 3 és I'acid para-cumaric esterificat amb la glucosa.
Els tres compostos deriven biogeneticament de la via de I'acid shikimic que comenca amb la
condensacié de fosfoenolpiruvat i 4-fosfat d’eritrosa i acaba amb la biosintesi de I'acid
corismic, precursor d’aminoacids aromatics aixi com d’altres metabdlits com sén els
fenilpropanoides (compostos C6-C3) perquée tenen un anell aromatic amb un radical propilic,
el qual presentadiferent grau d’oxidacid i pot perdre’s donant els fenols simples o retallar-se
donant els acids fenolics simples.

b) Els tres compostos sén solubles en metanol, per la qual cosa la droga s’extrau amb aquest
dissolvent i I'extracte obtingut es pot purificar per cromatografia en columna (CC) en gel de
silice eluint, amb mescles de diclorometa-metanol, en primer lloc el compost 1, més apolar,
després el compost 3, menys apolar, i finalment el compost 2, el més polar.



Droga

S/L | MeOH
,, Extracte en MeOH
il (Compostos 1,2i3)
Marc CC d’adsorcié | F. estacionaria: gel de silice
F. mobil: CH,Cl,/MeOH
Elucié anterior Elucié intermedia Elucié posterior
Compost 1 Compost 3 Compost 2
(més apolar) (menys apolar) (més polar)

c) Lespectre *H-RMN del compost 1 mostra tres senyals de protons aromatics a 6 6,71 ppm
(d,J=3,0 Hz, H-3), 6,65 (dd, J=3,0i 8,4 Hz, H-5),i 7,0 (d, J = 8,4 Hz, H-6), i indica la preséncia
d’un anell fenolic 1,2,4-trisubstituit. A més, un parell de protons a 5,25 i 5,30 (1H cadascun,
d, J = 13,2 Hz, H-7) sén evidents deguts a un grup metilé oxigenat. També s’hi observa la
preséncia d’un sistema AA’BB’ a 6,80 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-13 i H-15) i 7,58 (2H, d, / = 8,4 Hz,
H-12 i H-16), aixi com dos protons trans-olefinics a 6,48 (1H, d, J = 16,2 Hz, H-9) i 7,66 (1H, d,
J = 16,2 Hz, H-10) (Zhang et al., 2006).

d) A partir de I'escorca de salze, obtinguda de diferents espécies del génere Salix pertanyent
a la mateixa familia Salicaceae, com soén S. alba L., S. x fragilisL., S. purpurea L., s'obté el
salicosid, glucosid de I'alcohol salicilic, a més d’altres heterosids fenolics. El salicosid és
hidrolitzat a l'intesti gros i oxidat a acid salicilic, principi responsable de les propietats
analgésiques, antipirétiques i antiinflamatories de la droga.

Apéndix exercici 1

El génere Populus comprén més de cent espécies distribuides en regions temperades i
subtropicals. Entre elles, P. davidiana, distribuida a Corea, nord-est de Xina i Sibéria, s'utilitza
tradicionalment per al tractament de diferents malalties, incloent-hi diarrea, afeccions
pulmonars, varicel-la i verola. Estudis fitoquimics d’aquesta planta van revelar |'existencia
d’heterosids fenodlics, incloent-hi flavonoides. A partirde la fraccid soluble en EtOAc de
I’extracte metanolic d’aquesta especie, per successives CC en gel de silice, fase invertida C18,
i Sephadex®LH-20, es van aillar deu compostos que es van identificar com heterosids fenolics
per comparacio de les constants fisicoquimiques i les dades espectroscopiques amb les de la
bibliografia. Sephadex és un nom comercial registrat que designa una fase estacionaria
polisacarida subjecta a derivatitzacid, per arribar a una poli-hidroxipropilacié en el cas de
I’LH-20. D’aquests, tres d’ells sdn nous en la natura: els populosids A, B i C, identificats com
2-cumaroiloximetil-4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosid, 2-cumaroiloximetilfenil-B-D-
glucopiranosid, i 2-feruloiloximetilfenil-B-D-glucopiranosid,respectivament, a més de set
compostos coneguts, populosid o 2-cafeoilmetilfenil-B-D-glucopiranosid, tremulacina,
tremuldina, salicosid, grandidentatina, salireposid, i coumaroil-B-D-glucopiranosid.

D’aquests, 2-cumaroilmetil-4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosid, salicina i cumaroil-B-D-
glucopiranodsid han estat seleccionats per al present exercici i corresponen als compostos 1,
2i 3, respectivament.



D’acord amb Zhang i col-laboradors (2006), I’escorca dessecada i trossejada de P.
davidianava ser extreta amb MeOH i I’extracte metanolic concentrat es va suspendre amb
H,0 i fraccionat successivament amb CgHis i EtOAc. La fraccid soluble en EtOAc va ser
purificada per CC en gel de silice eluint amb mescles CHCl3/Me,CO de polaritat creixent
(80:1->1:1) per donar vuit fraccions (E1-E8). La fraccio E5 va ser fraccionada per CC en gel de
silice eluint amb CHClz/MeOH/H,0 (15:1:0,1->1:2:0,1) per donar set subfraccions (E5.1-
E5.7). La subfraccio E5.4 va ser purificada engel de silice amb MeOH/H,0 (1:9, 3:7, 1:1, i 1:0)
per donar quatre subfraccions (E5.4.1-E5.4.4). La subfraccidé E5.4.1 va ser purificada per CC
engel de silice amb CHCl3/MeOH (8:1) i després en fase invertida C18 amb MeOH/H,0 (2:3)
per donar el compost 2. La fraccid E5.4.3 va ser cromatografiada en gel de silice eluint amb
CHCI3/MeOH (15:1), i les subfraccions obtingudes, cromatografiades sobre fase invertida C18
amb MeOH/H,0 (1:1,5) per donar els compostos 4 i 5. La fraccidE5.7 va ser cromatografiada
sobre gel de silice amb CHCl3/MeOH/H,0 (6:1:0,1) per donar cinc subfraccions (E5.7.1-
E5.7.5). Les subfraccions E5.7.1 i E5.7.3 van ser purificades per C18 amb MeOH/H,0 (1:1) per
donar els compostos 1i 3, respectivament.

A continuacié es detalla I'elucidacié estructural dels compostos nous en la natura
(populosids A-C). La férmula molecular del compost 1 C;,H,4010Vva ser deduida en base al pic
a m/z471 [M + Na]’en espectrometria de masses de bombardeig d’atoms d’alta resolucié
(HRFABMS). A més dels senyals de I'espectre *H-RMN abans descrits, el parell de protons a &
5,25 5,30 ppm (H-7) va ser evident degut a un grup metilé oxigenat (6 C 61,2) en |'espectre
de correlacié heteronuclear d’un enllag o C-H directe (HMQC), que el correlaciona amb el
carboni aromatic (6C 148,3) per l'espectre de correlacié heteronuclear d’enlla¢ a llarga
distancia (HMBC). L’espectre *C-RMN d’1va revelar dos parells de senyals de carboni
superposats a 6 130,9 (C-12, 16) i 116,2 (C-13, 15), a més de dos carbonis quaternaris a
6125,6 (C-11) i 160,4 (C-14). Aquestes observacions van suggerir la preséncia d'un
agrupament p-cumaric acilant que va ser confirmat pels acoblaments ‘H-'H COSY entre H-
9/H-10, H-12/H-16, i H-13/H-15 i per les correlacions a llarga distancia *C-'H observades en
I'espectre HMBC. La unié del’agrupament p-cumaric amb I'alcohol gentisilic (2-hidroximetil-
benzé-1,4-diol) va ser determinat en base a les correlacions HMBC entre els protons de
I’hidroximetil (6 5,25 5,30) i el carbonil (6 167,1).

La hidrolisi enzimatica d’1 va donaralcohol gentisilic, acid cumaric, i B-D-glucosa. La
configuraciode la unid glicosidica pel glucopiranosid va ser determinada com a B en base al
valor J del proté anomeéric a 7,2 Hz (6 4,86). Aixi, I'estructura del compost 1, anomenada
populosid A, va ser assignada com a 2-cumaroiloximetil-4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosid.

Els espectres d’*H i*>*C-RMNdel compost 4 van revelar un sucre deduit com una unitat de B-
D-glucopiranosa, un agrupament benzoili un altre cumaroil, aixi és que es va suggerir un
esquelet semblant a 1. Perd en I''H-RMN es van observar quatre senyals de protons a & 7,16
ppm (d, J= 8,4 Hz, H-6), 7,29 (td, /= 7,8 i 1,2 Hz, H-5), 7,03 (t, J= 7,2 Hz, H-4), i 7,33 (d ample,
J=7,8 Hz, H-3) (Taula 1). Aquests sén indicatius de la preséncia d’un anell orto-disubstituit en
4, enlloc de I'anell fendlic 1,2,4-trisubstituit d’1, confirmat per les correlacions de I'espectre
'H-'H cosy. Aguesta observacio és consistent amb la férmula molecular C,,H,404, establerta
pel pic a m/z 455 [M + Na]'del’HRFABMS. Addicionalment, la hidrolisi enzimatica de 4 dona
alcohol salicilic, acid cumaric, i D-glucosa. Aixi, el compost 4 vaser caracteritzat com a 2-
cumaroiloximetilfenil-B-D-glucopirandsid, anomenat populosid B.

El compost 5, anomenat populosid C, va presentar espectres d’*H-i"*C-RMN molt semblants
als de 4, amb I'excepcié de la presencia d‘un grup metoxi (6H 3,81, 6C 56,2). L'espectre
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HMBC va demostrar que el metoxi es troba en I'agrupament feruloil, la qual cosa indica un
grup ferdlic acilant en 5 enlloc del grup cumaroil de 4. Aguesta evidencia va permetre
assignar 5 a 2-feruloiloximetilfenil-B-D-glucopiranodsid. La férmula molecularC,3H,6040 va ser

determinada pel pic molecular am/z 485 [M + Na]* en HRFABMS.

A continuacio es presenta I'estructura quimica dels populosids:

o) R,

éH o s U Rz PopuldsidA(1) OH H

2
? Populosid B (4) H H
Gle-0 2 14
OH Populosid C (5) H OCH;
: Populosid (6) H OH
R

Taula 1. Dades espectroscopiques d’*H-RMN (8, ppm) dels compostos 1, 4, 5 i 6.

Proté | 1° 4° 5° 6°

3 6,71d (3,0)c 7,33 d ample (7,8) | 7,35 d ample (7,8) | 7,34 d ample (7,6)

4 7,03t (7,2) 7,03t (7,8) 7,04t (7,6)

5 6,65 dd (3,0, 8,4) 7,29td (7,8, 1,2) 7,31td (7,8, 1,2) 7,28td (7,6, 1,5)

6 7,0d (8,4) 7,16 d (8,4) 7,17d (7,8) 7,23d(7,6)

7 5,19 d (13,2) 5,25 d (13,2) 5,26 d (13,2) 5,29d (13,2)
5,22d (13,2) 5,30 d (13,2) 5,31d (13,2) 5,41d (13,2)

9 6,45 d (15,6) 6,48 d (16,2) 6,56 d (15,6) 6,32 d (16,0)

10 7,60 d (15,6) 7,66 d (16,2) 7,62 d (15,6) 7,59 d (16,0)

12 7,56 d (8,4) 7,58 d (8,4) 7,35 d ample (7,8) | 7,36 d (2,0)

13 6,80d (8,4) 6,80d (8,4)

15 6,80d (8,4) 6,80d (8,4) 6,80d (7,8) 6,77 d (8,0)

16 7,58 d (8,4) 7,58 d (8,4) 7,13dd (1,2, 8,4) | 6,95 dd (2,0, 8,0)

1 4,63d (7,2) 4,86 d (7,2) 4,87d(7,2) 4,93d(7,2)

2’-5’ 3,17-3,33 m 3,17-3,33 m 3,18-3,34 m 3,30-3,52 m

6 3,71dd (3,6, 12,0) | 3,71dd (3,6, 12,0) | 3,71dd (3,6, 12,0) | 3,87 dd (1,6, 12,0)
3,49 m 3,49 m 3,49 m 3,68 m

OCH; 3,81s

®Espectre a 600 MHz en (CDs),SO. bEspectre a 400 MHz en CD;0D. Els valors entre paréntesis corresponen a J
(en Hz).




Exercici 2

Els compostos abutilina A (1) i abutilina B (2) s’han aillat a partir de I'espécie Abutilon
pakistanicum Jafri & Ali (Malvaceae), per primera vegada en la natura.

OCHj
0-(2-Ac)Glc
HO 0]
OH 0]
1
HO O-Ara
(0] (0]
/
(0]
OH
OH (0]
2

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a que pertanyen i quins sén els seus precursors biogenetics.
b) Esquema d’extraccid, purificacid i aillament dels dos principis.

c) Reaccid de caracteritzacio d’un dels compostos.

d) Alguns senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

2. Resposta

a) Els dos compostos sén fenolics glicosilats, més concretament sén dos O-heterosids
flavonoides(presenten un esquelet basic 2-fenilcroma o 2-fenil-benzo-y-pirona amb diferent
grau d’oxidacié). El compost 1 és un 4’-O-heterosid de flavona, ja que presenta una
insaturacié al C-2, mentre que 2 és un 4’-O-heterosid de flavonol (flavona hidroxilada al C-3)
amb I'hidroxil en posicid 7 esterificat amb I’acid para-cumaric. Biogeneticament, els dos
compostos sdn metabolits mixtos (compostos C6-C3(C2),, en que n és 3) derivats de la
combinacio de la via de 'acid shikimic i de I'acetat. L’anell A, amb dos hidroxils fenolics al C-5
i C-7, deriva de la ciclitzacid inicial de tres restes d’acetat, mentre que I'anell B prové de
I’acid cinamic, via acid shikimic.

b) Els dos compostos sén solubles en metanol, per la qual cosa la droga s’extrau en metanol i
I’extracte obtingut es purifica per CC de particié en fase invertida C18 amb mescles metanol-
aigua, eluint primer el compost 1, més polar, i seguidament el compost 2, més apolar.



Droga

S/L | MeOH
,, Extracte en MeOH
i (Compostos 1i 2)
Marc F. estacionaria: gel de silice

CC de particio de fase invertida C18
F. mobil: MeOH/H,0

' !

Elucié anterior Elucié posterior
Compost 1 Compost 2
(més polar) (més apolar)

c) Els compostos 1 i 2 poden donar coloracié diversa amb clorur férric per la preséncia de
I’agrupament fenolic, i positives a la reaccié de Molish (a-naftol + acid sulfuric, deteccié de
sucres) i a la reaccié de Shinoda o cianidina (magnesi metal-lic + acid clorhidric, deteccid de
flavonoides).

d) Uespectre d’*H-RMN del compost 1 mostra senyals de dos protons aromatics acoblats en
meta a 6 6,74 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) i 6,81 (1H, d, J = 2,1 Hz) corresponents a I'anell A
oxigenat al C-5 i C-7. A més, I'espectre presenta tres protons aromatics de I'anell B que
formen un sistema ABX a 7,16 (1H, d, J = 8,8Hz), 7,71 (1H, dd, J= 8,8 2,1 Hz) i 7,55 (1H, d, / =
2,1 Hz). El senyal de I’'H-3 ressona a 6,96 (s, 1H), i un grup metoxil s'observa a 3,75 (s, 3H). La
preséncia d’'una hexosa acetilada amb configuracié B és evident pel senyal d’un proté
anomeric a 5,74 (1H, d, J = 7,6 Hz) i un singlet de metil a 1,95 (3 H) degut a I'agrupament
acetil (Ali et al., 2010).

Apeéndix exercici 2

El genere Abutilon, pertanyent a la familia Malvaceae, comprén cent cinquanta espeécies
distribuides en regions subtropicals d’Asia i altres parts del mon, en forma de plantes i
arbusts perennes i, rarament, petits arbres. Entre aquestes espécies, hi destaca A.
pakistanicum, perque les seues fulles, arrels i tiges contenen quantitats considerables de
mucilags, els quals s’utilitzen per al tractament del reumatisme i com a demulcent i diliretic.

Ali i col-laboradors (2010) van descriure I'extraccié i aillament de dos flavonoides, 5,7,4’-
trihidroxi-3’-metoxiflavona-4’-0-B-D-(2"’-O-acetil)-glucopiranosid, designat com a abutilina A
(1) i 7-0-(E)-p-cumaroil kaempferol 4’-0-a-L-arabinopiranosid (2), anomenat abutilina B, els
quals han sigut descrits per primera vegada en la natura. L'elucidacié estructural s’ha
realitzat partint de tecniques espectroscopiques. A més, s’han aillat per primera vegada en
aquesta especie acid ferulic (3), acid (E)-cinamic (4), 5-hidroxi-4’-,6,7,8-tetrametoxiflavona
(5), kaempferol (6), luteolina (7) i luteolina 7-O-B-D-glucopiranosid (8) (Figura 1).

D’aquests, els compostos 1 i 2 han sigut seleccionats per a I'exercici.



Figura 1. Estructures quimiques dels compostos 1-8.

L’extraccid i aillament dels compostos ha sigut de la manera segiient: la planta sencera
fresca recol-lectada a Karachi (Pakistan), va ser extreta amb MeOH i I'extracte obtingut va
ser fraccionat liquid-liquid (L/L) amb dissolvents de polaritat creixent com CgHi4, CHCl3,
EtOAc i n-BuOH. La fraccié soluble en CHCIs va ser purificada per CC de gel de silice eluint
amb mescles de CgH14/CHCls, CHCl3 pur, i CHCl3/MeOH, la qual cosa va permetre I'aillament
de tots els compostos.

En detall, a partir de la fraccié eluida amb CgH14/CHCl3(3,5:6,5) s’hi van aillar els compostos 3
i 4. La fraccio eluida amb CgH14/CHCl3 (1,0:9,0) va ser recromatografiada per CC en gel de
silice eluint, amb CgH14/CHCI3 (1,5:8,5), el compost 5. La fraccidé eluida amb CHCl;/MeOH
(9,0:1,0) es va recromatografiar sobre gel de silice i de la subfraccié eluida amb CHCl3/MeOH
(9,5:0,5) es van aillar els compostos 6 i 7; de la subfraccié eluida amb CHCl3/MeOH (9,3:0,7)
els compostos 1 8; i de la subfraccid eluida amb CHCl3/MeOH (8,0:2,0) el compost 2.

Les estructures dels compostos van ser establertes per espectroscopia UV, masses i RMN. A
continuacio s’explica I'’elucidacié estructural de les noves molécules.

En I'espectre d’*H-RMN d’1 es van observar, a més dels senyals descrits anteriorment, els
protons d’oximetins i oximetilens del sucre a 6 4,77 ppm (1H, m, H-2"), 4,25 (1H, m, H-3"'),
4,14 (1H, m, H-4"), 4,28 (1H, m, H-5"), 4,96 (1H, dd, /= 11,2 i 2,6 H-6"a) i 4,39 (1H, dd, J =
11,2 i 2,8, H-6"b) (Taula 1). La férmula molecular Cy4H,401,va ser deduida de I'espectre de
masses que va mostrar un pic M* a m/z 504. Un fragment a m/z 300 va resultar de la pérdua
d’una hexosa acetilada i els fragments retro Diels—Alder a m/z 152 i m/z 148 van confirmar la
preséncia dels grups metoxil i hidroxil a I’anell B, i dos hidroxils a I’'anell A, respectivament.

En I'espectre d’*H-RMN de 2 es van observar dos doblets acoblats en meta (J = 2,0 Hz),
cadascun integrat per un proté a 6 6,67 i 6,65 ppm, diagnostic d’'un anell A amb els C-5 i C-7
oxigenats. La preséncia de quatre protons aromatics d’un anell B para-substituit va mostrar
un sistema AA’XX’ a 8,42 (d, /= 8,7 Hz) i 7,21 (d, J = 8,7 Hz), respectivament. La preséncia de
I’agrupament (E)-p-cumaroil podria ser deduida dels protons trans-olefinics a 7,82 i 6,48 (d, J
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= 15,8 Hz) aixi com dels protons d’un altre sistema AA’XX’ a 7,48 (d, /= 8,6 Hz) i 7,13 (d, J =
8,6 Hz), respectivament. La preséncia d’'una pentosa va ser revelada pel senyal del protd
anomeéric a 6,21 i els senyals dels protons d’oximetins i oximetilens a 4,21 (m, H-2"), 4,18 (m,
H-3"), 4,82 (m, H-4"), 4,95 (dd, J=9,8i 2,0, H-5”a) i 4,38 (dd, J=9,8i 4,1, H-5"b) (Taula 1).
Aquesta estructura també va ser confirmada per *C-RMN i espectrometria de masses de
ionitzacié electronica (EI-MS), que va mostrar fragments a m/z 432 [M*-p-cumaroil] i 286
[M*-p-cumaroil-L-arabinosa]. A més, la preséncia del fragments retro Diels—Alder a m/z 152
i m/z 134 van confirmar un agrupament hidroxil i (E)-p-cumaroil en I'anell A.

Taula 1. Assignacions dels protons dels compostos 1i 2 en CsDsN.

Compost 1 Compost 2

Posicié 'H-RMN Posicié 'H-RMN

2 - 2 -

3 6,96 (1H, s) 3 -

4 - 4 -

5 - 5 -

6 6,74 (1H, d, J = 2,1 Hz) 6 6,67 (1H, d, J = 2,0 Hz)
7 - 7 -

8 6,81 (1H, d, J = 2,1 Hz) 8 6,65 (1H, d, J = 2,0 Hz)
9 - 9 -

10 - 10 -

5-OH 13,6 1 -

1 - 2,6 8,42 (2H, d, J = 8,7 Hz)
2 7,55 (1H, d, J = 2,1 Hz) 3,5 7,21(2H, d, J = 8,7 Hz)
3 - & -

& - 3-OH 12,34

5 7,16 (1H, d, J = 8,8 Hz) 5-OH 13,18

6’ 7,71 (1H, dd, J = 8,8 i 2,1 Hz) 1” 6,21 (1H, d, J = 7,5 Hz)
1” 5.7,4 (1H, d, J = 7,6 Hz) 2 4,21 (m)

2 4,77 (m) 3” 4,18 (m)

3” 4,25 (m) 4" 4,82 (m)

4" 4,14 (m) 5”a 4,95 (1H, dd, J = 9,81 2,0 Hz)
5” 4,28 (m) 5”b 4,38 (1H, dd, J=9,814,1 Hz)
6”a 4,96 (1H, dd, J = 11,2 i 2,6 Hz) 1 -

6”b 4,39 (1H, dd, J = 11,2 i 2,8 Hz) 2" 6,48 (1H, d, J = 15,8 Hz)
2"- 1,95 (3H, s) 3 7,82 (1H, d, J = 15,8 Hz)
OCOCH; 3,75 (3H, s) 4" 7,48 (2H, d, J = 8,6 Hz)
3’-OCH; 57,9" | 7,13 (2H, d, J = 8,6 Hz)
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Exercici 3

A partir de I'espécie botanica Ceratonia siliqua L. (Leguminosae) s’han aillat, entre d’altres,
els tres metabolits secundaris seglients:

OCH3 OH O-galoil
OH
HO (0] HO Q B
galoil-o O-galoil
(0] ..
OCHj O-galoil
OH
OH O Q
aloil =
OH o 9 OH
OH
2 3

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic i precursors biogenétics a qué pertany cada compost.

b) Esquema d’extraccid, purificacid i aillament de les tres substancies.

¢) Una reacci6 de caracteritzacid per als compostos 1 3.

d) Nom d’altra droga coneguda que continga compostos amb un esquelet quimic semblant a
3 i la seua activitat farmacologica.

3. Resposta

a) Els tres compostos sén fenolics, 1 i 2 sén flavonoides mentre que 3 és un tani. El compost
1 és una 5,7,4’-trihidroxi-3’,5’-dimetoxi-flavona. El compost 2 és una flavanona, perqué no té
la insaturacio al C-2; més concretament, és una 5,7,4’-trihidroxi-flavanona. Els dos
flavonoides son metabolits mixtos derivats biogeneticament de la via de I'acid shikimic i de
tres restes d’acetat. En la biogénesi, primerament, s’origina I'esquelet calcona (sense I'anell
pirona), que es converteix espontaniament en flavanona (amb I'anell piran-4-ona
hidrogenat). El compost 3 és un tani gal-lic hidrolitzable, és a dir un oligoéster d’un sucre
central, glucosa, amb quatre hidroxils de la qual es troben esterificats amb molécules d’acid
gal-lic; és 1,2,3,6-tetra-O-gal-loil-B-D-glucosa. El tani gal-lic deriva biogeneéticament de la via
de I'acid shikimic, I'acid gal-lic prové de la deshidrogenacié de I’acid 3-deshidroshikimic,
encara que també pot produir-se per I'oxidacié de I'acid protocatequic, derivat de |'acid
cafeic.

b) Els dos flavonoides sén solubles en diclorometa o en acetat d’etil, mentre que el tani és
hidrosoluble. La droga es pot extraure amb diclorometa i purificar I'extracte diclorometanic
per CC en gel de silice eluint amb mescles diclorometa/acetat d’etil (9:1) per a separar els
compostos 1 i 2. Primerament eluira 1, més apolar i, a continuacié 2, més polar. El marc
s’extrau amb aigua, en que es solubilitzara el compost 3.
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Droga

S/L CH,Cl,
Extracte en CH,Cl,
v (Compostos 1i2)
Marc S -
cC d’adsorcié F. es:ca(?lonarla. gel de silice
F. mobil: CH,Cl,/EtOAc
S/L H,O A
Marc f« ' ) !
Extracte aquos Elucié anterior Elucio posterior
Compost 3 Compost 1 Compost 2
(més apolar) (més polar)

c) La reaccié de la cianidina permet caracteritzar els flavonoides per la coloracié roja
obtinguda addicionant magnesi metal-lic a una solucié d’acid clorhidric. El tani gal-lic es
caracteritza per la coloracié rosa produida pel tractament amb iodur potassic.

d) Una droga que conté tanins hidrolitzables sén les gales del roure (Quercus infectoria G.
Olivier, Fagaceae). Els tanins exerceixen en el vegetal un paper de proteccié davant
predadors com insectes. Concretament, les gales sén teixits que creixen a causa de les
secrecions produides per larves d’himenopters de diferents generes (Aphis, Cynips, ...) quan
ixen dels ous dipositats a les branques joves del roure. Les gales contenen acid tanic, un tani
oficinal que és una mescla de tanins hidrolitzables a més dels acids gal-lici el-lagic lliures.

Els tanins tenen propietats astringents, antidiarreiques, hemostatiques, antiinflamatories i
antiseptiques. S’utilitzen, per aplicacié topica, per al tractament d’afeccions de la pell,
ferides, cremades i hemorroides, i via oral, per insuficiéncia venosa i fragilitat capil-lar.

Apéndix exercici 3

La garrofera (Ceratonia siliqua, Leguminosae) és un arbre originari de la conca Mediterrania
ampliament distribuit en aquesta regid, els fruits del qual sén coneguts com garrofes,
contenen un 40-60% de sucres de baix pes molecular, principalment sacarosa, a més
d’elevades quantitats de fibra dietetica i polifenols.

S’ha descrit que els principals polifenols de les beines de la garrofera insolubles en aigua sén
tanins condensats altament polimeritzats, constituits per unitats de flavan-3-ol i flavan-3,4-
diol. Els polifenols hidrosolubles inclouen acid gal-lic, epigal-locatequina, catequina, gal-lat
d’epicatequina i gal-lat d’epigal-locatequina com a principals components. L’extraccié de les
beines amb MeOH/H,0 al 0,5% d’AcOH (9:1) solubilitza, a més, acid el-lagic i heterosids de
quercetina.

A partir de les beines de garrofera s’obté la fibra dietética per extraccidé aquosa i posterior
eliminacid de la fraccié soluble, amb un alt contingut en lignina i polifenols i d’un alt valor
nutricional. La fibra afavoreix la digestid, redueix els valors de colesterol i glucosa en sang, és
potencial quimiopreventiva de certs cancers, en particular del tracte gastrointestinal, i té
propietats antioxidants, antiproliferatives i antiestrogéniques.

D’acord amb Owen i col-laboradors (2003), la fibra de les garrofes es va obtenir amb un
extractor tipus Soxhlet, primer amb CgH14 per eliminar-ne els lipids i després amb MeOH.
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L’extracte metanolic es va fraccionar per CC en gel de silice eluint amb mescles
CH,Cl,/MeOH. Les fraccions obtingudes van ser analitzades per cromatografia liquida d’alta
resolucié (CLAR) i purificades per CLAR semipreparativa. La majoria dels compostos fenolics
van ser identificats per comparacié dels temps de retencié i espectres UV amb patrons i per
espectrometria de masses.

En aquest estudi, el rendiment total de polifenols identificats en la fibra de garrofes va ser
3,9 g/kg referit a pes sec. En el perfil cromatografic fenolic domina I'acid gal-lic en diferents
formes, acid gal-lic lliure (42% del total de compostos fenolics), gal-lat de metil (1%), i
gal-lotanins (29%). Els fenols simples van representar un 2% del total, contribuint-hi
principalment Iacid cinamic (1,3%). Els flavonoides (lliures i glicosilats) van representar un
26% del total de compostos fenolics, amb un predomini de miricetin-3-O-a-L-ramnosid (9%) i
quercetin-3-0-a-L-ramnosid (10%).

Exercici 4

A partir de I'espécie botanica Citrus grandis(L.) Osbeck (Rutaceae) s’han aillat, entre d’altres,
els tres metabolits secundaris seglients:

WO 0 0
G

Ram-Glc- 0 I

OH

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a que pertanyen els compostos i els precursors biogenétics.

b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament dels tres principis.

c) Una reaccio de caracteritzacié per al compost 3.

d) Nom d’altra droga coneguda que continga algun dels compostos 2 i 3, i la seua activitat
farmacologica.

4. Resposta

a) Els tres compostos son fenolics. El compost 1 és una cumarina, ja que presenta un
esquelet basic benzo-o-pirona amb [I'hidroxil fenolic en posicid 7 substituit amb un
monoterpé lineal (deu carbonis). Els compostos2 i 3 son flavonoides (2-fenil-benzo-y-pirona),
el primer és una 5,7,4'-trihidroxi-flavona (insaturacié al C-2), mentre que el segon és un O-
heterosid de flavanona (dihidrogenacié als C-2 i C-3) amb dos unions eter, una a I’hidroxil 7
(amb un disacarid de glucosa i ramnosa) i l'altra a I'hidroxil 4’ (amb la glucosa).
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Biogeneticament, les cumarines deriven de I'acid orto-cumaric, en el qual el doble enlla¢ de
la cadena lateral canvia de trans a cis; I'anell aromatic s’oxida en orto, i I’acid 2,4-dihidroxi-
cis-cinamic resultant sofreix una deshidratacié entre I'acid carboxilic i I’hidroxil. El
monoterpé deriva de la condensacidde pirofosfat d’isopentenil o 4-hidroxi-2-metil-1-bute i
de pirofosfat de dimetilal:lil, provinents de la via de I’acid mevalonic. Els flavonoides sén
metabolits mixtos derivats de la via de I'acid shikimic i d’acetat.

b) Les genines sén solubles en dissolvents organics de polaritat mitjana mentre que
I’heterosid, més polar, és soluble en alcohols, mescles hidroalcoholiques i aigua. Els
compostos 1 i 2 sén genines, pero la cadena monoterpenica en 1 li confereix lipofilia i sera
soluble en diclorometa. El compost 2, amb tres hidroxils lliures, s’arrossegara amb acetat
d’etil. L’heterosid s’extraura amb metanol.

Droga

S/L| CH,CI,
Extracte en CH,Cl,

Compost 1

\

Marc

S/L| EtOAc

Marc

A

S/L | MeOH Extracte en EtOACc
Compost 2

Marc

A

A

Extracte en MeOH
Compost 3

c) A més de la reaccid de la cianidina descrita en I'exercici anterior, els flavonoides es poden
caracteritzar mitjancant I'analisi per cromatografia en capa prima (CCP) en qué s’observen
les taques a la llum visible i UV, i després del tractament amb clorur d’alumini o amb el
reactiu de Neu (I'ester aminoetilic de I'acid difenilboric). A més, la presencia dels sucres en el
compost 3 es pot caracteritzar amb la reaccié de Molisch (a-naftol i acid sulfuric) per la
coloraciéo morada deguda a la formacié de I’hidroxi-metilfurfural (2-formil-fura), deguda a la
forta deshidratacié del sucre per I'acid, en preséncia del compost aromatic a-naftol.

d) Els citroflavonoides es troben en els pericarpis i les polpes d’espécies del genere Citrus. Un
altre flavonoide, rutosid, s’extrau dels botons florals de sofora (Sophora japonica L.,
Leguminosae) i de les fulles del fajol (Fagopyrum esculentum Moench, Polygonaceae) o de
I'eucaliptus (Eucalyptus macrorrhyncha F. Muell. ex Benth., Myrtaceae). S’han descrit
nombroses propietats farmacologiques dels flavonoides. Sén vasoprotectors, ja que
disminueixen la permeabilitat dels capil-lars i naugmenten la resistencia, captadors de
radicals lliures, antiinflamatoris, hepatoprotectors, antiespasmodics, hipocolesterolemiants,
ditretics, etc.
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Apéndix exercici 4

El fruit de Citrus grandis és ben conegut pels seus beneficis nutricionals i efectes
farmacologics. L'epicarpi d’aquesta espéecie botanica constitueix la medicina tradicional
xinesa “Huajuhong” en la farmacopea xinesa oficial. Encara que és extremadament amarg,
ha sigut utilitzat des de fa segles com antitussigen i expectorant, i recentment s’ha
demostrat experimentalment la seua activitat antiinflamatoria, antioxidant, antimicrobiana i
protectoradavantla formacié de plaques d’ateroma.

Li i col-laboradors (2014) van determinar les diferencies fitoquimiques quantitatives entre
I'epicarpi i el fruit sencer de C. grandis, ja que aquest ultim és el que s’utilitza basicament en
la medicina tradicional, probablement perque I'epicarpi és molt prim i té un sabor amarg.

L’analisi sistematica dels constituents de C. grandis es es va realitzar mitjangant
cromatografia liquida ultrarapida amb detector de fotodiode acoblada a espectrometria de
masses (UFLC-DAD-Q-TOF-MS/MS). Quaranta-vuit components, majoritariament flavonoides
i cumarines, hi van ser identificats per comparacié amb estandards i en base als temps de
retencid, espectre UV, mesures de masses per als ions moleculars i fragments caracteristics.
Sols el contingut en els tres flavonoides majoritaris, naringina, roifolina i neoeriocitrina va
fou significativament superior en el fruit sencer que en el pericarpi, mentre que no es van
observar diferencies significatives en la resta de constituents. Aquest métode analitic va ser
d’utilitat per a I'estandarditzacié del material en cru i dels seus derivats, ja que ha permés
determinar-hi diferéncies quimiques que poden dur a possibles diferéncies en les activitats
biologiques.

Exercici 5

A partir de I'especie Glycyrrhiza inflata Batalin (Leguminosae) s’han aillat, entre d’altres, els
seglients principis antioxidants i antiinflamatoris 1, 2i 3.
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Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen els compostos i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament de les tres substancies.

c) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

5. Resposta

a) Els tres compostos sén fenolics. El compost 1 és una 2-metoxi-3,4,4’-trihidroxi-calcona.
Aquest esquelet és el primer que es forma en la biosintesi dels flavonoides i que resulta de la
condensacié de tres restes d’acetat (via de I'acetat) i I’acid cinamic (via de I'acid shikimic). El
compost 2 és una 5,7-dihidroxi-cumarina prenilada en posicié 6 i substituida en posicid 3
amb un 2’,4’-dihidroxi-benze. La cumarina és un metabolit que prové de la via de I'acid
shikimic. El compost 3 presenta un esquelet 3-fenil-benzo-y-pirona (isoflavona) 5,7,3’,4’-
tetrahidroxilada i isoprenilada en posicid 8 i 5. L'esquelet isoflavonoide s’origina per
desplacament de I'anell aromatic del C-2 al C-3 del piran, i és un metabolit mixt que prové de
la via de I'acid shikimic i d’acetat.

b) Els tres compostos sén solubles en metanol i una vegada extrets es poden purificar per CC
en gel de silice eluint, amb mescles diclorometa-metanol, en primer lloc el compost 3, més
apolar, després el compost 2, menys apolar, i finalment el compost 1, el més polar.

Droga
S/L MeOH
, Extracte en MeOH
v (Compostos 1,2i3)
Marc F. estacionaria: gel de silice

CC d’adsorcio o
F. mobil: CH,Cl,/MeOH

| ' !

Elucié anterior Elucié intermedia Elucio posterior
Compost 3 Compost 2 Compost 1
(més apolar) (menys apolar) (més polar)

c) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra senyals de protons aromatics corresponents a
H-5 i H-6 que apareixen com doblets acoblats en orto a 6 6,62 ppm (1H, d, J = 8,5 Hz) i 7,30
(1H, d, J = 8,5 Hz), dos doblets acoblats en orto que integren per dos protons equivalents
cadascun, a 6,87 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-3’ i H-5’), i a 8,00 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-2" i H-6’). A més,
s’hi observen dos doblets corresponents als protons del doble enllag exociclic a 7,60 (1H, d, J
= 15,6 Hz, Ha) i 7,83 (1H, d, J = 15,6 Hz, HB), i un singlet del metoxil a 3,80 ppm (3H, s, OCH3)
(Kajiyama et al., 1992).
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Apéndix exercici 5

La regalissia comprén les arrels i rizomes de diverses espécies del genere Glycyrrhiza
(Leguminosae), com sén G. uralensis Fisch., G. inflata Bat. i G. glabra L. Es tracta d’una planta
altament nutricional i terapeéutica utilitzada per tot el mén com a aliment i medicament.
Degut al seu sabor dolg, la regalissia és un important edulcorant i saboritzant, tant en
productes alimentaris, com en llepolies, xicles, dentifrics i begudes. A més, és una de les
medicines tradicionals més antigues i més freqlientment utilitzades, tant als paisos orientals
com occidentals. En la farmacopea xinesa es prescriu per al tractament de I'asma, la febre i
la tos.

A partir d’especies de Glycyrrhiza s’han aillat més de quatre-cents compostos, entre els quals
els saponosids triterpénics i els flavonoides son els constituents majoritaris. Préviament, les
investigacions se centraven en la glicirrizina i els seus derivats com els responsables dels seus
efectes hepatoprotectors i antiulcerosos, mentre que més recentment I'interés recau en els
flavonoides per les seues propietats antiinflamatories, antioxidants i antitumorals.

D’acord amb Fu i col-laboradors (2013), I'extraccid i aillament es va fer de la manera
seglent: les arrels i rizomes de G. uralensis polvoritzats van ser extrets amb EtOH 70% i el
residu obtingut després d’eliminar el dissolvent es va suspendre en aigua i fraccionat L/L
amb CH,Cl,, EtOAc, i n-BuOH. Després d’avaluar I|'activitat antioxidant dels extractes i
observar que I'extracte EtOAc hi va ser el més actiu, aquest es va cromatografiar sobre gel
de silice amb mescles CH,Cl,/MeOH com a fase mobil. La fraccio eluida amb CH,Cl,/MeOH
(100:5) va ser recromatografiada i en la fraccié eluida amb CH,Cl,/MeOH (100:4) es va aillar
el compost 2. La fraccié eluida amb CH,Cl,/MeOH (100:15) va ser recromatografiada i el
compost 3 s’ailla de la fraccié eluida amb CH,Cl,/MeOH (100:17). La fraccié eluida amb
CH,Cl,/MeOH (15:1) va ser sotmesa a filtracié en gel sobre Sephadex®LH-20 i en la fraccio
eluida amb CH,Cl,/MeOH (1:1) s’ailla el compost 1.

A continuacié es detallen les dades espectrals dels tres compostos.

El compost 1 va ser identificat en base a les dades espectrals com licocalcona B (Kajiyama et
al., 1992). HRESIMS (-) a m/z 285,0781 [M-H]". *H-RMN (300 MHz, (CD3),SO) & (ppm): 3,80
(3H, s, OCHs), 6,62 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 6,87 (2H, d, J = 8,9 Hz, H-3’, H-5"), 7,30 (1H, d, J =
8,5, H-6), 7,60 (1H, d, J = 15,6 Hz, a-H), 7,83 (1H, d, J = 15,6 Hz, B-H), 8,00 (2H, d, J = 8,9 Hz,
H-20 , H-6"), 10,31 (3H, ample, OH x 3); *C-RMN (75 MHz, (CD;),S0) & (ppm): 60,7 (OCHs),
187,2 (C=0), 119,1 (Ca), 138,1 (CB), 119,2 (C-1), 148,5 (C-2), 138,2 (C-3), 149,5 (C-4), 111,6
(C-5),118,5 (C-6), 130,8 (C-2’), 115,3 (C-3’), 161,8 (C-4’), 115’3 (C-5’), 129,5 (C-6').

El compost 2 va ser identificat per comparacié de les dades espectrals amb la literatura (Zhu
et al., 1984) com a glicicumarina. HRESIMS a m/z 369,1349 [M+H]". 'H-RMN (500 MHz,
(CD3),S0) 6 (ppm): 1,73 (3H, s, CHs), 1,64 (3H, s, CHs), 3,26 (2H, d, J = 6,8 Hz, H-1"), 3,77 (3H,
s, OCHs3), 5,15 (1H, s, /= 6,8 Hz, H-2"), 6,26 (1H, dd, J = 2,3 i 8,5 Hz, H-5’), 6,37 (1H, d, J = 2,3
Hz, H-3’), 7,10 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6’), 7,81 (1H, s, H-4), 9,36 (2H, s, OH x 2), 10,54 (1H, s,
OH). ®C-RMN (75 MHz, (CD3),S0) & (ppm): 159,9 (C-2), 120,3 (C-3), 136,3 (C-4), 106,1 (C-4a),
158,3 (C-5), 62,7 (5-OCHs), 113,4 (C-6), 159,2 (C-7), 97,8 (C-8), 152,9 (C-8a), 118,3 (C-1),
155,9 (C-2’), 102,6 (C-3’), 155,2 (C-4’), 106,0 (C-5'), 131,5 (C-6'), 22,2 (C-1"), 122,6 (C-2"),
130,6 (C-3"), 17,7 (3”-CHs), 25,3 (3-CHs).

El compost 3 va ser identificat com a gliuralina B també per comparacié de les dades
espectrals amb la literatura (Shihano et al., 1997). HRESIMS a m/z 423,1819 [M+H]*. *H-RMN
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(300 MHz, (CD3),S0) & (ppm): 1,63 (3H, s, 3”7-CHs), 1,67 (3H, s, 3"’-CHs), 1,62 (3H, s, 3"’-CH3),
1,73 (3H, s, 3"’-CHs), 3,23 (2H, d, J = 7,3 Hz, H-2"), 3,23 (2H, d, J = 7,2 Hz, H-2""), 5,17 (1H, t, J
= 7,2 Hz, H-1), 5,28 (1H, t, J = 7,3 Hz, H-1"), 6,44 (1H, s, H-6), 6,66 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-5),
6,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2’), 8,23 (1H, s, H-2), 8,33 (1H, s, -OH), 9,33 (1H, s, -OH), 10,83 (1H,
s, -OH), 13,26 (1H, s, -OH). *C-RMN (75 MHz, (CD3),S0) & (ppm): 153,5 (C-2), 122,9 (C-3),
180,2 (C-4), 104,2 (C-4a), 161,8 (C-5), 92,7 (C-6), 158,7 (C-7), 110,9 (C-8), 155,2 (C-8a), 122,1
(C-1), 113,9 (C-2’), 143,1 (C-3’), 144,4 (C-4’), 127,9 (C-5"), 120,4 (C-6"), 20,9 (C-1"), 121,1 (C-
2""),130,6 (C-3"), 17,6 (3""-CHs), 28,2 (C-1"), 122,5 (C-2""), 130,8 (C-3""), 25,4 (3""’-CHs).

Exercici 6

A partir de l'especie botanica Linum mucronatum Bertol (Linaceae) s’han aillat, entre
d’altres, els tres metabolits secundaris seglients:

OCH,

Indiqueu:

a) Precursors biogeneétics i grup fitoquimic a qué pertany cada compost.
b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament d’aquestes substancies.
¢) Una reacci6 de caracteritzacid per al compost 3.

d) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN per a la molécula 3.

6. Resposta

a) Els tres compostos sén fenolics. El compost 1 és un ligna, dimer d’unitats fenilpropa que
deriva biogenéticament de la via de I'acid shikimic, resultant de la dimeritzacié oxidativa de
dues unitats fenilpropanoides. Els compostos 2 i 3 son flavonoides, concretament flavones
glicosilades. El compost 2 és un C-heterosid de flavona, la cadena de dues glucoses es troba
unida al C-6 de la genina, mentre que 3 és un O-heterosid amb la cadena disacarida unida a
la genina mitjangant unié d’eter a I'hidroxil en posicié 4’. Els compostos 2 i 3 son metabolits
mixtos derivats de la via de I'acid shikimic i de tres restes d’acetat.
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b) El compost 1 és apolar, soluble en diclorometa, mentre que els heterosids flavonics sén
polars, solubles en metanol. Per CC en gel de silice amb mescles acetat d’etil/metanol, el
compost 3, lleugeramentmés apolar, eluira abans que 2, més polar. Pero també es podria
utilitzar fase invertida C18 amb mescles metanol/aigua, en qué I'elucié seria al contrari,
primer eluiria 2 i després 3.

Droga
S/L | CH,CL,
. Extracte en CH,Cl,
] Compost 1
Marc
S/L MeOH
Marc
Extracte en MeOH
(Compostos 2 3)
CC d’adsorcio | F- estacionaria: gel de silice
F. mobil: EtOAc/MeOH
Elucio anterior Elucioé posterior
Compost 3 Compost 2
(més apolar) (menys apolar)

c) El compost 3 és fenolic i es solubilitza amb I’hidroxid potassic,que intensifica la coloracié
de la seua solucié. A més, mitjangant les reaccions de la cianidina i de Molisch, ja descrites,
es caracteritzen el flavonoide i els sucres, respectivament.

d) L’espectre d’*H-RMN del compost 3 mostra dos doblets a § 6’50 ppm (1H, J = 1,8 Hz, H-6) i
6’88 (1H, J = 1,8 Hz, H-8), caracteristics d’un flavonoide 5,7 disubstituit. A més, s’hi observen
dos doblets a § 7°98 (2H, J = 8,7 Hz, H-2" i H-6’) i 6’95 (2H, J = 8,7 Hz, H-3’ i H-5’) tipics de
I’anell B 4’ substituit. Un singlet a 6 3’68 que integra per 3H s’assigna al grup metoxi unit a C-
6 (Zare et al., 2014).

Apéndix exercici 6

Els lignans i els flavonoides son compostos fenolics ampliament distribuits en el regne
vegetal. Els lignans i neolignans sén una classe de metabolits secundaris amb interés creixent
per les nombroses activitats farmacologiques, principalment com a agents antineoplasics i
antivirals, i han servit com a composts cap de série per al desenvolupament de nous farmacs
anticancer i antivirus. L’'exemple més conegut és la podofil-lotoxina, un antimitotic que
s'uneix a la tubulina i inhibeix la seua polimeritzacié i, per tant, la divisié cel-lular en la
metafase. La podofil-lotoxina s’obté de la podofil-lina, resina del rizoma i les arrels d’espécies
de podofil com sén Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae) planta espontania a I'est del
Canada i els Estats Units, o P. hexandrum Royle a I'india. La ingestié de podofil-lotoxina
provoca una greu toxicitat hematologica, a més de trastorns digestius i neurologics, raé per
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la qual se n’han obtingut derivats semisintétics. Actualment aquestos derivats semisintetics,
etoposid, teniposid i fosfat d’etoposid, I'activitat antitumoral dels quals és la inhibicio de la
topoisomerasa ll, s’utilitzen en quimioterapia per a diversos tipus de cancer.

Tenint en compte que la principal font comercial de podofil-lotoxina son les especies de
Podophyllum, que creixen a Nord-ameérica, I'india, Pakistan i algunes regions d’Afganistan i el
Tibet, la gran demanda d’aquestes les ha posades en perill d’extincié degut a la falta de
planificacid i desordenada recol-leccié. Aixi doncs, s’estan buscant altres fonts naturals
alternatives per a la produccié de podofil-lotoxina. Pero les investigacions han revelat que el
génere Linum podria ser una nova font de podofil-lotoxina. Els lignans ariltetralinics es
troben ampliament distribuits en Linum i poden ser usats com a marcadors
quimiotaxonomics.

En aquest sentit, el genere Linum (Linaceae) comprén dues-centes trenta especies,
subdividides en cinc seccions (Syllinum, Cathartolinum, Dasylinum, Linum i Linastrum),
ampliament distribuides pel mdén. Les seccions Syllinum i Cathartolinum produeixen una gran
varietat de lignans del tipus ariltetralin-lactones, entre els quals els més abundants sén 6-
metoxi-podofil-lotoxina i els seus derivats, glicosids i ester. L. mucronatum subsp. orientale,
pertanyent a la seccid Syllinum, creix al nord-est de I'lran com a espécie endémica.

Zare i col-laboradors (2014) en van proposar el seglient metode d’extraccié i purificacio: les
parts aeries de L. mucronatum Bertol. subsp. orientale van ser extretes en Soxhlet amb
CeH14, CH,Cl, i MeOH. L'extracte diclorometanic es va cromatografiar per CC en gel de silice
eluint amb mescles CgH14/CHCls. Les fraccions que contenien taques morades en ser
analitzades per CCP de gel de silice amb indicador de fluorescéncia i monitoritzades sota la
llum UV (254 nm) abans, després de revelar-les amb 70% H,SO,4 en EtOH i d’escalfar a 120 C
cinc minuts, indicaven la preséncia de lignans. Aquestes fraccions van ser sotmeses a CCP
preparativa de doble recorregut, primer amb CHCl3/MeOH (90:10) i després amb
tolueé/Me,CO (65:35). Dels compostos separats, per cristal-litzacié/recristal-litzacié a partir
de la dissolucid, se’n va aillar el compost 1. L'extracte metanolic es va sotmetre a
fraccionament per extraccié en fase solida de fase invertida C18, eluint amb mescles
MeOH/H,0. La fraccié eluida en MeOH 20% va ser purificada per CLAR preparativa en C18 i
mescles MeOH/H,0 i dona el compost 2, mentre que de la fraccié eluida en MeOH 40% i
purificada per CLAR preparativa, en les mateixes condicions, se n’ailla el compost 3.

A continuacié es detallen les dades espectrals dels compostos 1-3. El compost 1 es va
identificar com a 6-metoxi-a-peltatina en base a les dades espectrals d’*H- i ®C-RMN. Els
senyals de I'espectre 'H-RMN del compost 1 van ser molt semblants a les dades d’a-
peltatina obtingudes de la literatura (Broomhead i Dewick, 1990), amb minimes diferéncies
degudes al grup metoxi unit al C-6 (Taula 1). L'aillament de lignans tipus ariltetralina
d’aquesta espécie esta d'acord amb estudis previs que van identificar 5-
metoxipodofil-lotoxina, podofil-lotoxina, a-peltatina, i B-peltatina en espécies de Linum,
concretament de la seccid Syllinum com L. flavumL. i L. Album Kotschy ex Boiss.
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Taula 1. Dades espectrals d’*H-RMN de 6-metoxi a-peltatina (1) i o-peltatina en CDCl; (400
MHz). Desplagaments quimics (6, ppm) i constant d’acoblament (J, Hz).

Proto 6-Metoxi-O-a-peltatina oc-peltatinab

3 6,51, s 6,25

2' 6,37 6,37

6' 6,37 6,37

7 2,35, m ample® 3,20m

8 2,35, m ample® 2,7m

9 4,41, dd ample ?; 3,71, dd ample ? | 4,48, ca. dd; 3,95, dd
7' 4,60, dample 4,60, d (3,7)

8' n.s. -

OCH,0 5,98,d (1,5); 6,09, d (1,5) 5,94,d (1,4); 5,96, d (1,4)
3'5'-0OCH; | 3,76, s 3,79, s

6-OCHj; 3,81 -

% senyals que es superposen; n.s.; senyals no observables.
® Dades de la literatura (Broomhead i Dewick, 1990).

Taula 2. Dades espectrals de B3C-RMN de 6-metoxi o-peltatina (1) en CDCls.

Carboni | & (ppm) | Carboni | & (ppm)

1 117,4 1 134,9
2 142,1 2 106,8
3 103,8 3 149,3
4 150,1 4 130,5
5 138,9 5 149,3
6 143,3 6 106,8
7 25,7 7 45,7*
8 36,8 8 45,9*
9 71,2 9 173,2

OCH,0 | 101,1
3”-0CH; | 56,3
5'-OCH; | 56,3
6-OCH; | 61,1

*Els senyals poden ser bescanviables.

El compost 2 va ser identificat com a 6-[B-D-glucuronopiranosil (1->6)-O-B-D-
glucuronopiranosid] apigenina (Mucronatosid 1) per comparacié dels espectres d’*H- i **C-
RMN amb la bibliografia (Taula 3). L’espectre de *C-RMN de 3 esta d’acord amb I’estructura
de 7-metil-apigenina, i va confirmar la unié del sucre a la posicié C-4'i la unid interglicosidica
(1->6). La presencia del proté anomeéric a 6 5’21 ppm (d, J = 4,3 Hz) i el senyal del carboni a
107,46 van confirmar I'arabinosa com a segon sucre. El compost 3 va ser identificat com a 7-
O-metil[-4'-0-B-D-arabinofuranosil (1->6)-0-B-D-glucopiranosid] apigenina. Els derivats 5,4'-
dihidroxi-7-metoxiflavona (genkwanina) han sigut descrits préviament en generes de les
families Aspleniaceae, Asteraceae, Cistaceae, Eupomataceae, Lamiaceae, Myrtaceae,
Pteridaceae, Saxifragaceae i Betulaceae. Per0 aquesta és la primera vegada que
s’'identifiquen en espécies del genere Linum (Linaceae).
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Taula 3. Dades espectrals d’'RMN d’*H i C dels compostos 2 i 3 en (CD3),SO. Desplagaments

quimics (6, ppm) i constant d’acoblament (J, Hz).

Compost 2 Compost 3
Posicié | 6H 6C 6H 6C
2 164,16 163,96
3 6,91s 101,15 | 6,92s 104,84
4 182,09 182,09
5 159,31 156,43
6 104,84 | 6,50d (1,8) | 100,82
7 162,44 164,15
8 6,88s 93,70 | 6,88d(1,8) | 93,69
9 156,43 159,31
10 103,23 107,46
1 120,88 120,91
2 7,97d (8,8) | 128,16 | 7,98 d (8,7) | 128,68
3 6,95d (8,8) | 116,01 | 6,95d (8,7) | 115,99
Vi 161,14 162,44
5 6,95d (8,8) | 116,01 | 6,95d (8,7) | 115,99
6’ 7,97d (8,8) | 128,16 | 7,98 d (8,7) | 128,61
OCH; 3,68s 56,02
1” 4,65d (9,6) | 73,76 | 4,98d(7,2) | 101,15
2" 69,52 73,58
3” 78,88 77,19
4" 70,90 70,93
5” 80,07 76,83
6’ 70,82 69,53
1 4,97d(7,2) | 103,16 | 5,21d (4,3) | 107,46
2" 75,72 73,76
3" 77,10 72,62
i 72,62 80,90
5" 77,15 60,62
6"’ 60,23
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Exercici 7

A partir del rizoma d’especies de Reynoutria (Polygonaceae) s’han aillat i identificat, entre
d’altres, els seglients compostos:

HOmmw:

OH

Indiqueu:

a) Tipus d’estructura d’aquests compostos i quins sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament d’aquestes substancies.
c) Una reaccio de caracteritzacié del compost 1.

7. Resposta

a) Els tres compostos son fenolics. El compost 1 és una 1,8-hihidroxi-antraquinona, atenent
al grau d’oxidacioé de I'anell central, i biogenéticament és un derivat poliacetat resultat de la
ciclitzacié d’unitats d’acetat. El compost 2 és un estilbé (trans-1,2-difeniletile) glucosilat en
I’hidroxil del C-3. Biogenéticament és un metabolit bis-benzilic mixt relacionat amb els
flavonoides i per tant derivat de I'acid shikimic i de tres restes d’acetat, perd amb perdua
d’un carboni de la unitat tricetona inicial. El compost 3 és un poliéster constituit per quatre
acids hidroxicinamics esterificant un disacarid format per una hexosa i una pentosa.
Biogeneticament els acids fenilpropanoides, freqlientment esterificats en la natura, sén
derivats de I'acid shikimic.

b) El compost 1 en forma de genina és apolar i soluble en diclorometa, mentre que els
compostos 2 i 3, amb sucres, son més polars. La droga s’extrau amb el diclorometa amb qué
es solubilitza 1. El marc s’extrau amb acetat d’etil i en I'extracte es solubilitzen 1i 2, que es
separen per mida molecular mitjangant CC per filtracid en gel eluint amb metanol en primer
lloc el compost 3, més voluminds, i després el compost 2, més menut.
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Droga

S/L | CH,Cl,

Extracte en CH,Cl,
Compost 1

v

Marc

S/L EtOAc

Marc

y

Extracte en EtOAc
(Compostos 2 3)

D -
CC de filtracié en gel F. estacionaria: Sephadex® LH-20

F. mobil: MeOH
Elucié anterior Elucié posterior
Compost 3 Compost 2
(més gran) (més menut)

c) L'antraquinona lliure es caracteritza amb la reaccié de Borntrdger, consistent a afegir a
I’extracte diclorometanic en que es troba dissolta una solucié aquosa d’hidroxid potassic,
qgue després d’agitar dona una coloracié roja en solubilitzar-se la genina ionitzada.

Apéndix exercici 7

Reynoutria japonica Houtt (Polygonaceae) és una de les plantes herbacies natives d’Asia
oriental considerada més invasora a Europa i Nord-ameérica, el rizoma de la qual s’ha utilitzat
durant segles en la medicina tradicional de la Xina i el Japé per al tractament d’inflamacio,
ictericia, cremades a la pell i hiperlipémia. Recentment ha sigut inclosa en la Farmacopea
Europea.

Nawrot-Hadzik i col-laboradors (2018) van realitzar una analisi comparativa per CLAR-
DAD/MS del perfil cromatografic de tres espécies proximes del génere Reynoutria (R.
japonica, R. sachalinensis (F. Schmidt) Nakai, i un hibrid, R. x bohemica Chrtek & Chrtkova)
de diferent procedéncia. Van quantificar-hi sis compostos dels tres grups fitoquimics
principals que contenen, incloent-hi estilbens (picéid i resveratrol), antraquinones (emodina
i fisciona), i ésters hidroxicinamics de sacarosa (vanicosid A i vanicosid B). R. japonica va ser
I’espécie amb més contingut en estilbens, mentre que la de Xina va donar dues vegades més
que l'espécie europea de Polonia (picéid 14,83 mg/g droga dessecada vs. 7,45 mg/g, i
resveratrol 1,29 mg/g vs. 0,65 mg/g). R. sachalinensis europea va contenir major quantitat
de derivats hidroxicinamics glicosilats, menys d’antraquinones i estilbens no detectables.
L’hibrid europeu va contenir valors intermedis dels metabolits analitzats entre les dues
espécies mare. L’analisi quantitatiu va demostrar que R. japonica no pot ser substituida per
les altres dues especies.
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D’acord amb Nawrot-Hadzik i col-laboradors (2018), el rizoma de cada espeécie es va extraure
amb Me,CO 70%, despres es va suspendre en H,0 i es va fraccionar L/L amb CH,Cl,, Et,0,
EtOAc i n-BuOH, d’on es van obtenir els corresponents extractes.

L’extracte diclorometanic de R. japonica es va fraccionar per CC en gel de silice eluint amb
un gradient CH,Cl,>100% MeOH i va donar deu fraccions. La tercera fraccid es va
recromatografiar sobre gel de silice eluint amb un gradient de CgHi4-EtOAc-HCO,H
(75:24:1->0:99:1) que va donar deu fraccions; en la primera es va aillar I'antraquinona
fisciona i en la segona, emodina.

L'extracte acetat d’etil R. japonica es va fraccionar per CC en fase invertida C-18 amb
mescles MeCN-H,0 (10:90->100:0) i va donar sis fraccions. De la fraccié segona per CLAR
preparativaes va aillar I'estilbe piceid, que és el trans-resveratrol substituit en posicié 3 per
B-D-glucosa.

L’extracte eter etilic de R. sachalinensis es va fraccionar per CC de fase invertida C18 eluint
amb un gradient MeCN-H,0 (10:90->100:0), que va donar sis fraccions (FrS1-6). La fraccid
FrS3, eluida amb 40% MeCN, es va recromatografiar perfiltracié en gel (Sephadex®LH-20)
amb MeOH i va donar dotze fraccions (FrS3a-l); en la novena FrS3i es va aillar vanicosid B. A
partir de la fraccid FrS4, eluida amb 60% MeCN, i recromatografiada per CLAR preparatiu,es
va aillar vanicosid A.

Exercici 8

L'analisi qualitativa i quantitativa de I'oli essencial de I'espécie Anethum graveolens L.
(Apiaceae) ha permés identificar quinze dels compostos que representen el 99,5% del
total.Hi destaquen els seglients components majoritaris: a-felandré (1,47%), p-cimé (2,19%),
limoné (3,6%), éter d’anet (4,8%), i carvona (5, 14%).

Q0 QY

Indiqueu:

a) Que és un oli essencial?

b) Tipus d’estructura d’aquests compostos i els seus precursors biogenétics.

¢) Un métode d’obtencié de I'oli essencial.

d) Una tecnica d’analisi de I'oli essencial, amb justificaci6 de |'ordre d’elucid dels
components.

26



Resposta 8

a) Els olis essencials son mescles volatils amb nombrosos constituents, majoritariament
terpens, principalment mono- i sesquiterpens que poden ser lineals, ciclics o aromatics amb
diferent grau de funcionalitzacié. Minoritariament, contenen substancies alifatiques de
cadena curta com hidrocarburs, alcohols, aldehids, etc., i substancies benzeniques com sén
els derivats en C¢-C; i fenilpropanoides.

b) Tots aquests metabolits sdn monoterpens (deu carbonis) resultat de la unié de dues
unitats d’isopré o 2-metilbutadié. Sén hidrocarburs mono- i biciclics amb diferent grau
d’insaturacio, dels quals 2 és aromatic, 4 i 5 oxigenats. Els terpenoides tenen un nombre de
carbonis multiple de cinc i es biosintetitzen per condensacié repetida de molecules de
pirofosfat d’isopentenil i de pirofosfat de dimetilal-lil, concretament els monoterpens
resulten de la unid “cap-cua” d’aquestes dues unitats i donen el geranil pirofosfat.
Tradicionalment, es considera que els terpens es biosintetitzen a partir de I'acid mevalonic
(3,5-dihidroxi-3-metilpentanoic), format per condensacié de tres molecules d’acetil CoA.
Tanmateix, es coneix una altra ruta biosintética de I'isopré, minoritaria i plastidica,
anomenada ruta del fosfat de desoxixilulosa, perqué es forma el metabolit intermediari, 5-
fosfat d’1-desoxi-D-xilulosa, a partir del piruvat i el 3-fosfogliceraldehid.

c) El metode d’obtencio dels olis essencials més tradicional i utilitzat al laboratori és la
hidrodestil-lacié en un aparell on la droga se submergeix en aigua dins un matras i s’escalfa
amb una manta calefactora fins a ebullicié. El vapor d’aigua arrossega els components
volatils; I'aigua i I'essencia destil-len, i els vapors passen a un refrigerant que els condensa i
es recullen en un col-lector, on se separen I'essencia i I'aigua, immiscibles, per diferencia de
densitat. Mitjancant I'aparell de Clevenger es pot quantificar el rendiment en I'oli essencial,
referint el volum d’esséncia obtingut a la quantitat de droga de partida i obtenint-ne el
percentatge.

d) L'analisi cromatografica es pot realitzar per CP sobre gel de silice eluint amb mescles de
dissolvents apolars com hexa i diclorometa, i revelant amb vanil-lina o anisaldehid-acid
sulfuric. Tanmateix, la cromatografia de gasos és la técnica més adequada i imprescindible
per a determinar-ne la composicié qualitativa i quantitativa. La possibilitat d’acoblament
amb espectrometria de masses permet identificar els pics cromatografics dels constituents
en diferents temps d’elucié (temps que tarden a travessar la columna) mitjancant els
corresponents espectres de masses. En el cromatograma de I'oli essencial eluiran primer els
hidrocarburs (1, 2 i 3), seguidament |’éter, i finalment la cetona. D’acord amb la literatura
(Manzuoerh et al.,, 2019), els indexs de retencié corresponents per als constituents
majoritaris (1-5) sén 1002, 1020, 1024, 1184, i 1239 respectivament.

Apéndix exercici 8

L'especie Anethum graveolens (Apiaceae), anomenada anet, s’utilitza comunament per al
tractament de dispépsia i flatuléncia, aixi com per les seues propietats antiinflamatories,
antimicrobianes, antioxidants i analgesiques.

Es coneixen certes plantes medicinals que poden accelerar el procés de cicatritzacié de
ferides perque exerceixen efectes immunomoduladors que indueixen I'apoptosi i la
proliferacié cel-lular. En aquest sentit, Manzuoerh i col-laboradors (2019) van avaluar els
efectes de I'administracié topica d'un unglient que conté I'oli essencial de I'anet en un
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procés de cicatritzacido de ferides induit experimentalment en ratolins i infectats amb
Staphylococcus aureus, resistent a meticil-lina. L'aplicacié topica d’oli essencial al 2 i 4% va
reduir I'area de la ferida i va impedir el creixement bacteria. Va reduir significativament la
fase inflamatoria i la reepitelitzacié accelerada, I'angiogénesi i I'acimul de fibroblasts i de
col-lagen, demostrant aixi que I'unglient preparat a partir de I'oli essencial de I'anet, amb els
seus principals constituents a-felandré, p-cimé i carvona es pot utilitzar com a agent per a
accelerar la cicatritzacié de ferides infectades.

Exercici 9

A partir de la resina de Boswellia sacra Flueck. (Burseraceae) s’han aillat i identificat, entre
d’altres, els compostos 1i2:

HO

iy,

COOH

Indiqueu:

a) Tipus d’estructura dels compostos i els seus precursors biogenetics.
b) Esquema d’extraccid, purificacio i aillament d’aquests compostos.
¢) Una reaccié de caracteritzacié d’'un d’ells.

d) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN del compost 1.

9. Resposta

a) Els compostos 1 i 2 son terpénics, més concretament sén triterpens (presenten una
estructura de trenta carbonis amb repeticié del motiu metil-buté) pentaciclics tipus ursa per
la disposicio dels metils 29 i 30 sobre el C-19 i C-20, respectivament. Biogenéticament, els
dos compostos deriven de la via de I'acid mevalonic, més concretament provenen de
I’acoblament “cua-cua” de dues unitats de pirofosfat de farnesil (quinze carbonis) que donen
lloc a la formacié de I'esqualé, un precursor lineal poliénic de trenta carbonis que, per
protonacid i posterior ciclitzacié via I'intermediari 2,3-epoxi-esqualé, forma els diferents
esquelets triterpenics.

b) Les dues substancies sén apolars, solubles en diclorometa, pero a més, la preséncia d’un
grup carboxil en el compost 1 el fa soluble en dissolucions aquoses alcalines. Aixi, la droga
s’extrau amb diclorometa i I'extracte diclorometanic es pot fraccionar per CC en gel de silice
amb diclorometa/acetat d’etil (95:5), eluint en primer lloc el compost 2, més apolar, i a
continuacié el compost 1, més polar. Alternativament, I'extracte diclorometanic es pot
fraccionar L/L amb una dissolucié de bicarbonat sodic en la qual es dissol el compost 1, que
se separa del 2, el qual romandria en la fase organica.
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Droga

S/L | CH,Cl,
. Extracte en CH,CI,
il (Compostos 1i 2)
Marc
L/L | HCO;Na 5%
Extracte en CH,Cl, Extracte aquds basic

Compost 2 Compost 1

c) Ambdds compostos donen positiva la reaccié de Liebermann, que consisteix a afegir una
solucié d’anhidrid acéetic i acid sulfuric concentrat a un extracte enriquit en el compost, en el
qual s’observa una coloracid roig-rosacia.

d) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra cinc metils terciaris singlets que integren per
tres protons cadascun a 6 1,24 ppm (H-23), 1,14 (H-26), 1,05 (H-27), 1,03 (H-25) i 0,78 (H-
28), dos metils secundaris a 0,98 (3H, doblet, J = 6,6 Hz, H-30) i 0,88 (3H, doblet, J = 6,5 Hz,
H-29) i un proté olefinic trisubstituit a 5,35 (1H, doblet, / = 3,0 Hz, H-12), senyals
caracteristics d’un triterpé tipus ursa relacionat amb els acids boswel-lics (Al-Harrasi et al.,
2018).

Apeéndix exercici 9

L’espécie botanica Boswellia sacra (Burseraceae) és un arbre amb gran interés economic
perque és una font important d’encens d’alta qualitat, aixi com de compostos bioactius amb
un gran ventall d'activitats biologiques.

L’encens és una resina oleo-gomosa marrd groguenc que exsuda i se solidifica després d'una
série d'incisions en |'escorca de l'arbre, el rendiment de la qual depén de la grandaria i edat
de l'arbre aixi com de les condicions ambientals. L’encens esta compost d’oli essencial,
polisacarids i una part lipofila constituida per terpens, majoritariament acids boswel-lics,
pero qualitativa i quantitativament diferent segons les espécies. L’encens és constituent de
pomades, sabons, locions, perfums i inclis saboritzant d'aliments. El seu oli essencial s’ha
descrit com a analgesic, antiinflamatori, antioxidant, diliretic, anticoagulant, protector
cardiac, i util davant trastorns gastrics, hepatics i de la pell.

Al-Harrasi i col-laboradors (2018) han descrit els acids bosweél:lics com constituents quimics
especifics per a les diferents especies del genere Boswellia. A partir de la resina de B. sacra
s’han aillat i caracteritzat per analisi espectroscopica mono i bidimensional I'estructura del
compost 1, deduida com l'acid 3B, 11B-dihidroxi-urs-12-en-24-oic, més comunament
conegut com I'acid 3B, 11B-dihidroxi-B-boswel-lic, i la del compost 2 com 3a-hidroxi-urs-12-
en-24-al, comunament anomenat B-aldehid boswél-lic, dos nous components quimics.
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Exercici 10

A partir de les llavors de I'espécie Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) s’han aillat, entre

d’altres, els compostos 1i 2, de férmula molecular C,7H340¢ i Co6H3104 respectivament.

OCH;

Indiqueu:

N
Q

a) Grup fitoquimic a que pertanyen els compostos i quin sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacid i aillament d’aquests dos compostos.
c) Una reaccié de caracteritzacié del compost 2.

10. Resposta

a) Els dos compostos sén terpenics. Les formules moleculars suggereixen que es tracta
d’esteroides o triterpenoides que han perdut algun atom de carboni, pero la preséncia de
dos metils en posicié 4, dels quals un d’ells forma en el compost 1 part d’un anell, indica que
son triterpenoides. Els dos compostos sén tetraciclics amb addicionals ciclitzacions
furaniques, i biogeneticament deriven de la via de I'acid mevaldnic.

b) Els dos compostos sén apolars i s’extrauen amb diclorometa. Aquest extracte es fracciona
per CC en gel de silice amb mescles diclorometa/acetat d’etil (9:1) com a fase mobil, eluint
primer el compost 1, més apolar, i despres el compost 2, lleugerament més polar.

Droga

S/L | CH,CI,

Marc

,| Extracte en CH,Cl,
(Compostos 1i 2)

CC d’adsorcio

F. estacionaria: gel de silice
F. mobil: CH,Cl,/EtOAc

]

Elucié anterior
Compost 1
(més apolar)

}

Elucié posterior
Compost 2
(més polar)

c) El compost 2 es pot caracteritzar mitjancant la reaccié de Liebermann, que consisteix a
afegir anhidrid acetic i acid sulfuric, i en funcié de la coloracio obtinguda permet diferenciar
triterpenoides (color roig rosaci) i esteroides (color verd blavos).
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Apéndix exercici 10

Azadirachta indica (Meliaceae) és una espécie nativa d’india i Mianmar, coneguda com a
arbre “Neem” i utilitzada des de temps antics com a insecticida en medicina tradicional a
I'india i altres paisos d’Asia i Africa. Totes les parts d’aquest arbre (fulles, tiges, escorca,
arrels, flors, fruits i llavors) constitueixen la droga vegetal, i poden utilitzar-se per al
tractament de tos, ferides, uUlceres en la pell, helmints intestinals, diabetis, diarrea, colera,
etc.

Nombrosos estudis fitoquimics han identificat en aquesta espécie més de tres-cents
compostos diferents. D’aquests, més de cent trenta sén triterpenoides tipus limonoide. Els
limonoides deriven de triterpenoides amb un esquelet caracteristic del tipus apotirucalla o
apoeufa, la cadena lateral dels quals perd els quatre carbonis terminals i en la majoria dels
casos forma un anell fura. Els limonoides han demostrat diverses activitats farmacologiques
com antitumoral, antiinflamatoria, antimalaria, antibacteriana i antiprotozoaria, entre
d’altres.

A partir de les llavors d’A. indica, Cheng i col-laboradors (2018) van aillar quatre nous nor-
triterpenoides tipus limonoide que van identificar per analisi espectroscopica com a 28-
desoxo-2,3-dihidronimbolid (1), 1-destigloil-1-O-metacriloilsalannina, 12-acetoxi-3-0-acetil-
7-O-tigloilvilasinina i 12-acetoxi-3-0-acetil-7-O-metacriloilvilasinina. D’aquests, el compost 1
va demostrar activitat citotoxica davant una linia cel-lular de cancer de pulmé, la qual cosa
suggeria l'interés potencial en la recerca de nous agents anticancerosos.

D’acord amb Cheni col-laboradors (2018), I’extraccid i aillament dels compostos va ser de la
manera seglent: les llavors d’A. indica polvoritzades i dessecades es van macerar amb EtOH
95%. L'extracte obtingut es va concentrar, es va suspendre en H,0 i posteriorment es va
fraccionar L/L amb CgH1a, EtOAc, i n-BuOH.

L’extracte EtOAc concentrat es va cromatografiar per CC en gel de silice amb un gradient de
CeH14/Me,CO (100:0->50:50) seguit de CHCI3/MeOH (95:5->0:100) i va donar divuit fraccions
(E1-18). La fraccié E10 va ser recromatografiada sobre gel de silice amb CgH14/EtOAC
(90:10->0:100) i va donar vint-i-sis fraccions (E10a-10z). La fraccid E10t es va fraccionar
sobre fase invertida C18 eluint amb un gradient de MeOH/H,0 (55:45->100:0); va donar
trenta subfraccions (E10t1-10t30). La subfraccié E10t10 va ser purificada per CLAR
preparativa en C18 i va donar el compost 1. La subfraccié E10w va ser purificada per CC de
filtracio en gel (Sephadex®LH-20) amb una mescla de CgH14/CH,Cl,/MeOH (5:4:1) i va donar
sis subfraccions (E10w1-10w6). E10w1 era el compost 2.

31



Exercici 11

A partir de les llavors de I'espécie Securigera securidaca (L.) Degen & Dorfl.(Leguminosae)
s’han aillat, entre d’altres, els compostos 1 2.

O HO o

\

OH (e}
O-Glc

CH

OH
Gle-Xil-O

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen aquests compostos i els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament d’aquests compostos.
c) Dues reaccions de caracteritzacié del compost 1.

11. Resposta

a) Els dos compostos sén O-heterosids, ja que la genina es troba unida mitjancant un enllag
eter a una part glucidica; tanmateix, el compost 1 és terpenic, mentre que el 2 és fenolic. El
compost 1 presenta un esquelet 3B,14B-dihidroxi-esteroide amb una lactona pentagonal
monoinsaturada en posicié 178 i una cadena de dos sucres unida a I’hidroxil sobre el C-3,
caracteristiques que indiquen que es tracta d’'un heterosid cardiotonic. Biogenéticament,
I’esteroide deriva de la via de I'acid mevalonic i la lactona de la via de I'acetat. El compost 2
és un flavonoide, més concretament un O-heterosid d’isoflavona per la preséncia del doble
enllag en posicié 2-3 i que suporta en el C-3 I'anell B, amb patré catecol (orto-dihidroxi) al
qual s’uneix un sucre en el C-4’. Biogenéticament, el flavonoide és un metabolit mixt que
deriva de la via de I’acid shikimic i de tres restes d’acetat.

b) Els dos compostos s’extrauen amb metanol 80%. Després de concentrar I'extracte
hidrometanolic per-hi reduir el volum de metanol, la suspensié aquosa es purifica per
particio L/L amb diclorometa, i se separa en la fase organica el compost 1, encara que cap de
les oses és del tipus desoxi-sucre, mentre que en I'aquosa roman el compost 2.
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Droga

S/L| MeOH 80% Extracte hidrometanolic
(Compostos 1i2)

A 4

Concentrar per eliminar MeOH
L/L| CH,CI,

Marc

A 4 v
Extracte en CH,Cl, Extracte aquds
Compost 1 Compost 2

c) Una reaccié de caracteritzacio especifica de I'anell y-lactonic a-insaturat és la reaccié de
Kedde, que utilitza un derivat aromatic nitrat com és I’acid 3,5-dinitrobenzoic en medi alcali
amb I"aparicié d’una coloracio roig-violeta estable. Per a caracteritzar els sucres, s’utilitza la
reaccid general o reaccid de Molisch (aparicié d’un anell morat després de I'addicié d’o-
naftol i d’acid sulfaric). En aquest cas, la reaccié de Keller-Killiani (addicié d’acid sulfuric a
una solucié acética de I’heterosid en preséncia de sals ferriques) no dona positiva perquée és
especifica de 2-desoxisucres.

Apeéndix exercici 11

Securigera securidaca (Leguminosae) és una espécie nativa d’lran, les llavors de la qual
s’utilitzen en medicina tradicional per controlar la diabetis, no només a I'lran siné també a
I'india i Egipte.

L’activitat hipoglucémia d’aquestes llavors s’ha demostrat en animals d’experimentacid. Tant
I"'administracid per via intraperitoneal com oral de la infusié aquosa i de I'extracte etanolic
van reduir significativament els nivells de glucosa en animals diabétics. L'extracte aquds va
disminuir l'activitat catalasa d’eritrocits com un mecanisme antioxidant de defensa en
animals diabétics. També es va observar que I'administracid de I'extracte cloroformic a rates
normoglucemiques va reduir-ne els nivells de glucosa en sang i va millorar la tolerancia a la
glucosa. Altres activitats farmacologiques de les llavors descrites sén hipolipemiant,
gastroprotectiva, antinociceptiva i citotoxica (Tofighi et al., 2017).

Tofighi i col-laboradors (2017) van aillar de les llavors d’aquesta planta tres heterosids
cardiotonics com a responsables de I'activitat antihiperglucémica i els van identificar com a
securigenin-3-0-B-glucopiranosil-(1->4)-B-xilopiranosid,  securigenin-3-0O-inositol-(1->3)-B-
glucopiranosil-(1->4)-B-xilopiranosid i securigenin-3-0-a-ramnopiranosil-(1->4)-a-
glucopiranosid. Els dos udltims s’han descrit per primera vegada en la natura. Els tres
compostos administrats a una dosis de 10 mg/kg a ratolins diabétics, per estreptozocina, van
reduir-ne significativament els nivells de glucosa en sang per estimulacié de la secrecid
d’insulina, amb un efecte comparable a glibenclamida a 3 mg/kg.

A partir de les llavors també van aillar tres heterosids flavonoides identificats com a orobol-
4’-0-glucopiranosid, isoramnetina-3-O-neohesperidosid i isosalipurposid, els quals van
demostrar citotoxicitat davant linies cel-lulars cancerigenes, pero no en linies cel-lulars de
fibroblasts (Tofighi et al., 2014).

D’acord amb Tofighi i col-laboradors (2014, 2017), I’extraccid i aillament dels compostos va
ser de la manera seglient: les llavors de S. securidaca (Leguminosae) polvoritzades i
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dessecades es van macerar amb MeOH 80%. L’extracte obtingut es va concentrar per reduir
el metanol i es va fraccionar L/L amb CHCls.

L'extracte CHCl; es va cromatografiar per CC en gel de silice amb un gradient de
CeH14/EtOAc/MeOH i allo va donar onze fraccions (C1-11). La fraccié C9 va ser purificada per
CC en gel de silice amb un gradient de CHClz/MeOH que va donar 10 subfraccions (C9.1-
9.10). La subfracciéo C9.7 va ser fraccionada per CC de filtracié en gel (Sephadex®LH-20)
eluint amb CHCl3/MeOH (4:6) i subseglientment sobre fase invertida C18 amb MeOH 50%, i
va donar el compost 1.

L’'extracte hidrometanolices va cromatografiar sobre fase invertida C18 eluint amb mescles
MeOH/H,0 i va donar 23 fraccions (H1-23). La fraccié H8 va ser purificada per CC sobre fase
invertida C18 eluint amb mescles MeOH/H,0; va donar 8 subfraccions (H8.1-8.8). La
subfraccié H8.5 va ser fraccionada per filtracié en gel (Sephadex®LH-20) eluint amb MeOH el
compost 2.

L’estructura del compost 1 va ser establerta per analisi espectroscopica d’'RMN, mono i
bidimensional, i EIMS (Taula 1).

Taula 1. Dades d’*H-RMN (500 Hz, CD;0D) i **C (125 MHz, CD;0D) del compost 1.

Posicié | 6 H 6C Posicié | 6 H 6C
1 1,30 m; 2,38 m 29,7 |V 104,34d,/=7,9 Hz 104,1
2 1,34 m; 1,99 m 28,7 |2 3,14m 74,7
3 4,16t,J=7,4 Hz 758 |3 3,28 m 78,0
4 5,78 s 127,7 | & 3,63m 78,5
5 - 140,0 | 5 3,26 m; 3,96 dd, 64,5
6 2,28 m; 2,33 m 34,1 J=11,7,5,3 Hz
7 1,10 m; 2,15 m 29,3 1” 4,32d,/=8,0Hz 103,4
8 1,84 m 43,9 2" 3,16 m 74,6
9 1,27 m 50,8 3” 3,34 m 77,7
10 - 54,8 4" 3,24 m 71,4
11 1,39m;1,65m 22,7 | 5" 3,43t,J=9,0 Hz 76,0
12 1,36 m; 1,49 m 40,5 | 6” 3,60m;3,83dd,J=11,9,2,0Hz | 62,6
13 - 50,8
14 - 85,6
15 1,58 m; 1,99 m 32,7
16 1,84 m; 2,09 m 27,9
17 2,78dd,J=9,5,5,6 Hz 51,7
18 0,85s 16,2
19 9,78 s 205,4
20 - 178,2
21 4,87dd,/=18,4,1,6 Hz | 75,3

4,98 dd,J=18,4,1,6 Hz
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22 5,87s 117,9

23 - 177,2

L’estructura del compost 2 va ser establerta per analisi espectroscopica i confirmada amb
dades de la bibliografia: UV (MeOH) 258 i 357 nm, (+AICl3) 274 i 439 nm, (+AICl5+HCl) 269 i
400 nm, (+NaOAc) 272 i 387 nm. *H-RMN (500 MHz, CDs0D): & 7,90 (1H, s, H-2), 7,71 (1H, d,
J=2Hz, H-2’),7,59 (1H, dd, J = 2, 8,5 Hz, H-6’), 6,87 (1H, d, / = 8,5 Hz, H-5’), 6,39 (1H, d, /= 2
Hz, H-8), 6,20 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), 5,24 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), 3,71 (1H, dd, J = 2,35, 12 Hz,
H-6"a), 3,57 (1H, dd, J = 5,3, 12 Hz, H-6"'b), 3,48 (1H, t, /= 8,5 Hz, H-5"), 3,43 (1H, t, /=9 Hz,
H-3"), 3,34 (1H, t, J = 9,2 Hz, H-2"), 3,22 (1H, m, H-4").

Exercici 12

Dins dels variats tipus de metabolits secundaris que s’han aillat del genere Premna
(Lamiaceae), s’hi troben els seglients compostos 1, 2i 3.

Indiqueu:

a) El grup fitoquimic a qué pertanyen aquests compostos i els seus precursors biogenetics.
b) Un procés d’extraccié i separacid seqliencial per les tres substancies.
c) Tres senyals observables en |'espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

12. Resposta

a) Els tres compostos presenten caracter fenolic, els dos primers tenen un esquelet
flavonoide mentre que el tercerés terpenoide. Els compostos 1 i 2 sén flavones glicosilades.
El primer compost és un O-heterosid, ja que té una hexosa unida per enllag¢ éter a I’hidroxil
en el C-7 de la flavona, mentre que el compost 2 és un C-heterosid, ja que les oses
substitueixen els C-6 i C-8 directament sense pont eter. Els dos compostos presenten el
mateix patrd de substitucid en I'anell B, I'hidroxil en el C-4’ acetilat. Els compostos 1i2 sén
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metabolits mixtos, la part cinamoil de la moléecula deriva biogenéeticament de la via de I'acid
shikimic, mentre que l'altra part benzoil deriva de tres restes d’acetat. Els sucres son
metabolits primaris. En el cas del compost 2, la unié del sucre a la genina mitjancant un
enllag C-C té lloc per la presencia d’un carboni aromatic nucleofilic activat pels grups fenolics
adjacents. El compost 3 és un diterpé (vint carbonis) tetraciclic amb un anell aromatic orto-
dihidroxilat, un pont éter i un alcohol. Aquest deriva biogenéticament de I'acid mevalonic,
resultat de la unié “cap-cua” de dues restes de pirofosfat de geranil.

b) En general, els heterosids de genina flavonoide com els compostos 1 i 2 sén polars i
hidrosolubles, mentre que els diterpens com el compost 3 sén apolars i solubles en
dissolvents organics de baixa a mitjana polaritat. Una extraccio senzilla consisteix a extraure
la droga amb diclorometa i en I'extracte diclorometanic se solubilitza 3. El marc s’extrau amb
acetat d’etil per a obtenir un extracte en qué es dissol el compost 1 (heterosid amb un sucre)
i en la subseglient extraccié del marc amb metanol s’extrau el compost 2 (heterosid amb dos
sucres).

Droga

S/L| CH,CI,
. Extracte en CH,Cl,

Compost 3

v

Marc

S/L| EtOAc

Marc

A

S/L | MeOH Extracte en EtOAc
Compost 1

Marc

A

A

Extracte en MeOH
Compost 2

c) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra cinc senyals de protons aromatics al voltant de
7 ppm corresponents a: H-6 i H-8 de I'anell A, que apareixen com doblets acoblats en meta (J
= 2 Hz) i que integren per un proté cadascun; H-3 de I'anell C, que apareix com un singlet i
que integra per un protd. Finalment, un sistema AA’BB’ (H-2" i H-6’, i H-3" i H-5’) en I'anell B,
els senyals del qual apareixen com doblets acoblats en orto (J = 7 Hz) i que integren per dos
protons cadascun. A més, s’hi observa un singlet desapantallat al voltant de 2 ppm
corresponent al metil d’éster d’acetat.

Apeéndix exercici 12

El g&nere Premna (Lamiaceae), distribuit al llarg d’arees subtropicals i tropicals d'Asia, Africa,
Australia i les llles del Pacific, s'utilitza en la medicina popular principalment per tractar la
inflamacio, malalties relacionades amb el sistema immune, trastorns estomacals, curacié de
ferides i malalties de la pell.

La paraula Premna deriva de la grega premnon, que significa soca d'arbre, i es refereix al
tronc curt i trenat de P. serratifolia L., la primera espécie recollida d'aquest genere. El genere
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Premna ha estat subdividit en cinc seccions depenent de la forma i el nombre de |obuls del
calze. La majoria d'espécies son arbres o arbusts xicotets.

A partir d'especies de Premna s'han aillat i identificat més de dos-cents-cinquanta
compostos, incloent-hi diterpenoides, glicosids iridoides i flavonoides, com els metabolits
secundaris més comuns, seguits per sesquiterpens, lignans, feniletanoides, megastigmans,
gliceroglicolipids i ceramides. S'han realitzat molts estudis in vivo i in vitro per avaluar les
propietats farmacologiques dels extractes i compostos aillats de les espécies d’aquest
génere, i aquests estudis han demostrat activitats antimicrobianes, antioxidants,
antiinflamatories, immunomoduladores, antihiperglucémiants i citotoxiques. Les espécies de
Premna es categoritzen pels valors potencialment medicinals seglients: (i) com a
antiinflamatori, ja siga per tractar asma, reumatisme, gota, dolors i febre; (ii) per millorar el
sistema immunologic i tractar el refredat i la tos; (iii) per trastorns estomacals com dolor,
diarrea, febre, i disenteria; (iv) per curacié de ferides i el tractament de malalties de la pell;
(v) per tractar infeccions bacterianes i malaria; (vi) per al tractament de problemes de
neuralgia i cefalea; i (vii) per al tractament de la hipertensio, diabetis, i problemes cardiacs i
de fetge (Dianita i Jantan, 2017).

Exercici 13

A partir de la gomoresina dessecada de I'especie Ferula sinkiangensis K.M. Shen (Apiaceae)
s’han aillat, entre d’altres, els seglients principis 1, 2i 3.

\3 A
2
© 0 0 0 0

,,,,,,//OH
HO/////:,,
H
1 2
m
3

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen els compostos i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament de les tres substancies.

c) Tres senyals observables en I’espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

13. Resposta

a) Els tres compostos son terpenofenolics. Els tres contenen una cumarina (benzo-a-pirona)
amb I’hidroxil en posicié 7 substituit amb un sesquiterpé (quinze carbonis, provinents de tres
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restes d’isopré) biciclic hidroxilat en els compostos 1 i 2, mentre que és lineal en el compost
3. Biogenéticament, la cumarina és un metabolit que prové de la via de I'acid shikimic,
mentre que el sesquiterpé deriva de la via de I'acid mevalonic.

b) El compost 3 és molt apolar i pot ser que se solubilitze en hexa, mentre que els altres dos
presenten una polaritat baixa-mitjana i se solubilitzaran en diclorometa, per la qual cosa la
droga s’extrau primer amb hexa i el marc amb diclorometa. L'extracte diclorometanic es
purifica per CC en gel de silice, eluint amb mescles diclorometa-acetat d’etil en primer lloc el
compost 1, més apolar, i després el compost 2, més polar.

Droga
S/L CeHyy
Extracte en C;H,,
v Compost 3
Marc
S/L CH,Cl,
Marc
Extracte en CH,Cl,
(Compostos 1 2)
CC d’adsorci¢ | F- estacionaria: gel de silice
F. mobil: CH,Cl,/EtOAc (9:1)
Elucié anterior Elucié posterior
Compost 1 Compost 2
(més apolar) (més polar)

c) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra senyals tipiques d’una cumarina 7-hidroxi
substituida a 6 7,63 ppm (1H, d, /= 9,5 Hz, H-4), 7,35 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-5), 6,85 (1H, dd, J =
8,6 i 2,2 Hz, H-6), 6,81 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8) i 6,24 (1H, d, J/ = 9,5 Hz, H-3). A més, s’hi
observen ressonancies de protd olefinic a 5,50 (1H, t, J = 3,3 Hz, H-6’), un grup metile
oxigenat a 3,87 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-11'a), 3,83 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-11'b) i un grup meti
oxigenat a 3,47 (1H, s, H-3’). L'espectre de protd també mostra senyals de tres grups metils
terciaris a 1,10 (3H, s, Me-13’), 1,10 (3H, s, Me-15’), 1,05 (3H, s, Me-14’) i un metil secundari
a 0,96 (3H, d, J=6,9 Hz, Me-12’) (Xing et al., 2017).

Apeéndix exercici 13

El génere Ferula, pertanyent a la familia Apiaceae, es troba ampliament distribuit a I’Asia
central. Algunes espécies d’aquest genere s’han utilitzat en medicina tradicional. La gomo-
resina produida per aquestes plantes, coneguda com “Awei” a la Xina, i més concretament,
I'obtinguda de F. sinkiangensis K.M. Shen i F. fukanensis K.M. Shen, és inclosa en la
farmacopea xinesa com a medicina tradicional. La investigacio fitoquimica d’especies del
génere Ferula ha revelat que cumarines sesquiterpéniques sén els principis bioactius
responsables de I'activitat antitumoral, antiinflamatoria i antibacteriana, entre d’altres.

38



Aixi, en l'aillament bioguiat de I’extracte cloroformic de F. sinkiangensis efectiu com a
inhibidor neuroinflamatori en cél-lules de la microglia estimulades per lipopolisacarid, Xing i
col-laboradors (2017) van identificar-hi setze cumarines sesquiterpeniques. D’aquestes, dues
sén noves en la natura (3’S,8'R,9’S,10’R)-sinkianol A (1) i (3’R,5’R,10’R)-sinkianol, i catorze
préviament descrites, la  majoritaria (3’S,5’S,8’R,9’S,10’R)-kellerina, (5’S,8'R,9’S,10’R)-
ferukrinona, ferukrina (2), (3’S,5'S,8’R,9’S,10’R)-desacetilkellerina, farnesiferol A,
farnesiferona A, gummosina, poliantinina, farnesiferol B, farnesiferol C, acid galbanic,
galbanat de metil, karatavicinol, i umbel-liprenina (3). EIl compost majoritari va inhibir
I'expressid genica de sintasa d’oxid nitric, ciclooxigenasa-2, i les citocines inflamatories
interleucina (IL)-1B i IL-6, i el factor necrosis tumoral-a, en les cél-lules de la microglia.

D’acord amb Xing i col-laboradors (2017), I'extraccié i aillament es va fer de la manera
seglient: la gomo-resina dessecada de F. sinkiangensis es va extraure amb CHCl; a reflux.
L’extracte cloroformic obtingut va ser concentrat i sotmeés a CC en gel de silice eluint amb un
gradient de CgH14/Me,CO que va donar 10 fraccions (C1-10). A partir de la fraccié C1 es va
aillar el compost 3 per recristal-litzacié despres de purificar-lo per CC en gel de silice. La
fraccio6 C2 es va fraccionar per CC de fase invertida C18 i es va purificar per CLAR
semipreparativa per donar el compost 1. La fraccié C8 es va purificar en fase invertida C18 i
dona el compost 2.

Exercici 14

A partir de la summitat florida de I'especie Chrysothamnus viscidiflorus var. viscidiflorus
Nutt. (Asteraceae) s’han aillat, entre d’altres, els tres metabolits secundaris seglients:
14 (=3H3 COOH OH

A

HO

HO

HsC CHs

Indiqueu:

a) El grup fitoquimic a que pertanyen aquests compostos i els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacid i aillament d’aquestes substancies.
c) Tres senyals observables en I’espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

14. Resposta

a) Els tres compostos sén terpenics. Els compostos 1 i 3 sén sesquiterpens (quinze carbonis, i
segueixen el patro isopré o 2-metil-butadié) triciclic i biciclic, respectivament. El compost 2
és un compost terpenofendlic, un acid fenilpropanoide, més concretament un acid
hidroxicinamic amb una cadena monoterpénica (deu carbonis). Biogeneticament, 1 i 3
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deriven de la via de I'acid mevalonic, mentre que el fenilpropanoide deriva de la via de I’acid
shikimic i de la cadena terpénica de I’acid mevalonic.

b) Els tres compostos tenen polaritat mitjana- baixa. L'ordre de polaritat és 1, el compost
més apolar; seguidament 3, biciclic amb dos hidroxils i lleugerament més polar; finalment,
I’acid hidroxicinamic, el compost més polar. Els tres compostos s’extrauen amb diclorometa.
Per purificacié L/L amb KOH aquds, se separa el compost fenolic. L’extracte diclorometanic
es fracciona per CC en gel de silice eluint amb diclorometa/acetat d’etil (9:1); primer el
compost 1, més apolar, i seguidament el compost 3, més polar.

Droga

S/L| CH,Cl,

— 5

Extracte en CH,Cl,
(Compostos 1,2 3)

v

Marc L/L | KOH 5%

| }

Extracte aquos Extracte en CH,CI,
Compost 2 fenolic (Compostos 1 3)

CC d’adsorcié | F- estacionaria: gel de silice
F. mobil: CH,Cl,/EtOAc (9:1)

| }

Elucié anterior Elucié posterior
Compost 1 Compost 3
(més apolar) (més polar)

c) Lespectre d’*H-RMN del compost 1 mostra un doblet ampli a § 4,01 ppm (1H, J = 4,0 Hz,
H-6), un multiplet a 6 2,32 assignable als dos protons H-1 i H-5, un doble triplet a § 2,17 (1H,
J = 14,3, 9,5, 9,5 Hz, H-3a). Addicionalment, un senyal corresponent a dos grups metils
secundaris i degut a una unitat isopropil es troba a 0,97 (6H, J = 7,0 Hz, H-12 i H-13) i dos
senyals de metils terciaris a 6 1,19 i 1,42 assignables a H-14 i H-15 respectivament (Ahmed et
al., 2006).

Apeéndix exercici 14

Chrysothamnus viscidiflorus (Asteraceae) és un arbust comu i ampliament distribuit en
terrenys arids interiors de I'oest de Nord-américa. Estudis fitoquimics previs han descrit la
presencia de flavonoides, acids diterpénics, una acetofenona i derivats cromanona. En
I’estudi realitzat per Ahmed i col-laboradors (2006) es va descriure I'aillament i elucidacio
estructural d’'un nou compost, crisotol, i d’altres ja descrits en la natura, pero per primera
vegada en aquesta espécie, i I'activitat antineoplasica davant cél-lules humanes de cancer de
pulmé.

D’acord amb Ahmed i col-laboradors (2006), la summitat florida dessecada de C. viscidiflorus
var. viscidiflorus es va extraure amb CH,Cl,/MeOH (1:1) i I'extracte obtingut concentrat es
fracciona per CC en gel de silice eluint amb CgH14, seguit per un gradient de CgH14/CH,Cly,
CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH fins 15% MeOH.

40



La fraccid CgHi14/CH,Cl, (3:1) es va purificar per CC en gel de silice amb mescles
CeH14/CH,Cl,/MeOH que donaren dues fraccions. La fraccié eluida amb CgH14/CH,Cl,/MeOH
(7:4:0,5) es va purificar per CCP preparativa que va donar el compost 1. Les fraccions eluides
amb CgH14/CH,Cl, (1:3) i 100% CH,Cl, es van combinar i purificar per CC en gel de silice amb
Ce¢H14/CH,CI,/MeOH i van donar dues fraccions. Les fraccions eluides amb
CeH14/CH,Cl,/MeOH (7:4:0,5) i (7:4:1) es van purificar per CCP preparativa que dona els
compostos 2 i 3, respectivament.

L'estructura del compost 1 va ser elucidada per les dades espectrals d’'RMN mono i
bidimensional, incloent-hi DEPT, COSY, NOESY, HMQC, HMBC i analisi de raigs X. El compost
1 respon a la formula molecular Ci5H,60,, establerta per HRMS (m/z 239, [M+H]"). Les dades
espectrals d’*H- i *C-NMR (Taula 1) en CDClsvan mostrar senyals d’un esquelet sesquiterpé
guaianolid. A més dels senyals d’'H-RMN descrits abans, els altres protons van ser
determinats per '4-'H cosy (Taula 1). Les dades espectrals de B3C.RMN (Taula 2) van
revelarquinze senyals de carboni que van ser resolts per DEPT en quatre metils, quatre
metilens, cinc metins i dos carbonis quaternaris. S’hi van observar tres carbonis oxigenats a 6
75,9 ppm (d), 74,5 (s) i 74,4 (s) i altres dotze senyals s’assignen a carbonis alifatics. Els altres
protons i carbonis van ser determinats per HMQC i HMBC. El compost 1 es vaidentificar com
a 6B,10B-epoxi-4-a-hidroxi-guaia, anomenat crisotol (Ahmed et al., 2006).

Taula 1. Valors d’*H- i *C-RMN del compost 1 (500 MHz, § ppm, en CDCls).

Posicio 6H 6C

1 2,32m 53,3
2 1,56 m; 1,54 m 23,9
3 2,17dt(J=14,3,9,5,9,5) 48,2

2,80dd (J=14,3)

4 - 74,5
5 2,32 m 68,2
6 4,01 d ample (J = 4,0) 75,9
7 1,39 m 38,5
8 1,80m; 1,78 m 20,3
9 1,76 m; 1,74 m 37,5
10 - 74,4
11 1,72 m 32,6
12 0,97 d (/= 7,0) 21,1
13 0,97 d (/= 7,0) 21,1
14 1,19s 21,9
15 1,425 25,8
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Exercici 15

A partir dels fruits de I'espécie Mallotus philippinensis var. pallidus Airy Shaw (Lam.)
(Euphorbiaceae) s’han aillat, entre d’altres, els tres compostos 4’-hidroxiisorottlerina (1),
miricetina (2) i acid oleanolic (3):

HO

OH

Indiqueu:

a) El grup fitoquimic a que pertanyen aquests compostos i els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament d’aquestes substancies.
c) Tres senyals observables en I’espectre d’*H-RMN de la molécula 2.

15. Resposta

a) Els compostos 1 i 2 son fenolics tipus flavonoide. El compost 1 és una flavanona amb un
anell piranic extra degut a la ciclitzacié entre I’hidroxil en C-7 i una cadena prenil al C-6 (cal
dir que es tracta d’un esquelet 2-fenil-pirano-cromona). Aixi mateix, presenta un anell
aromatic amb un patré d’hidroxilacid tipus floroglucinol sobre el C-8. El compost 2 és un
flavonoide hexahidroxilat, concretament 5,7,3’,4’,5’-pentahidroxi-flavonol. Els compostos 1 i
2 son metabolits mixtos derivats biogeneticament de la via de I'acid shikimic i tres restes
acetat. El compost 3 és un terpenoide, un acid triterpénic pentaciclic (C-28) i oleana perqué
els metils 29 i 30 es troben en el C-20. Aquest metabolit deriva de la via de |’acid mevalonic.

b) El compost 3 és apolar i soluble en diclorometa, el compost 1 és un poc més polar i es
podria extraure amb acetat d’etil, mentre que el compost 2, el més polar dels tres, seria
soluble en metanol (esquema). Una altra possibilitat seria que els compostos 1 i 2 foren
solubles en acetat d’etil. Aleshores, I'extracte acetat d’etil es purificaria per CC en gel de
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silice amb mescles acetat d’etil/metanol (95:5), eluint en primer lloc el compost 1, més
apolar, i a continuacié el compost 2. També, a partir de I'extracte acetat d’etil es podrien
separar els compostos 1i 2 per CC de filtracié en gel (Sephadex®LH-20), eluint amb metanol
primer el compost 1, més voluminds, i després el compost 2, més menut.

Droga
S/L| CH,CI,
Extracte en CH,Cl,
! Compost 3
Marc
S/L| EtOAc Extracte en EtOAc
» Compost 1
Marc
MeOH
S/L e0 Extracte en MeOH
Compost 2
Marc

c) L'espectre d’*H-RMN del compost 2 mostra tres senyals de protons aromatics
corresponents a H-6 i H-8 de I'anell A que apareixen com doblets acoblats en meta a § 6,18
ppm (1H, d, J = 1,83 Hz) i 6,37 (1H, d, J = 1,83 Hz), i un singlet a 7,34 que integra per dos
protons equivalents, H2’ i H6’ de I'anell B (Bharadwaj et al., 2015).

Apeéndix exercici 15

Mallotus (Euphorbiaceae) és un genere extens constituit per arbres i arbusts distribuits
majoritariament per regions tropicals i subtropicals d’Asia i Africa, amb unes vint espécies a
I'india. En I'estat de Maharashtra (india), el génere Mallotus esta representat per cinc
espécies, una de les quals és Mallotus philippinensis. En la superficie dels fruits se secreta un
pigment roig anomenat kamala, utilitzat en medicina tradicional coma laxant, astringent i
antihemorragic, i peral tractament d’infeccions per parasits per aplicacié topica sobre la pell.

En estudis fitoquimics previs s"ha descrit la preséncia de triterpens, flavonoides i derivats de
calcones dimeres. Entre aquestes Ultimes, hi destaca kamalacalcona E, obtinguda de
I’extracte acetonic dels fruits, amb activitat antifungica davant Candida albicans.

Continuant l'estudi de I’extracte metanolic dels fruits d’aquesta planta, Bharadwaj i
col-laboradors (2015) van aillar tretze compostos i en van avaluar I'activitat antibacteriana
davant Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Els compostos es van identificar per comparacié
amb les dades espectrals bibliografics i confirmats per CLAR-EM com 7,11-diceto-lanostan-3-
ol (en forma d’acetat), lanost-8-en-3B-ol (en forma d’acetat), pregnenolona (en forma
d’acetat), trans-calcona, kamalacalcona E, acid oleanolic, acid gal-lic, kaempferol, miricetina,
1-(5,7-dihidroxi-2,2,6-trimetil-2H-1-benzopiran-8-il)-3-fenil-2-propen-1-ona, 4'-hidroxi-
isorottlerina, rottlerina, i acid shikimic. EIl compostos que van mostrar activitat davant M.
tuberculosis van ser 4'-hidroxi-isorottlerina i rottlerina.
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D’acord amb Bharadwaj i col-laboradors (2015), I’extraccié i separacié va ser de la manera
seglient: els fruits dessecats i polvoritzats es van macerar amb MeOH i per concentracid en
evaporador rotatiu s’obtingué un extracte roig marronds. Aquest extracte en MeOH es va
separar per repetides CC en gel de silice amb diferents sistemes d’elucio i es va purificar per
CCP preparativa. Aixi, I'extracte MeOH es va separar per CC en gel de silice amb un gradient
de CgH14/Me,CO i se’n van obtenir 10 fraccions (M1-M10).

La fraccié M6 es va sotmetre a CC eluint amb un gradient de CHCI;/MeOH (98:2->80:20) que
va donar 17 fraccions (M6a-M6q). Les fraccions M6a-M6c es van combinar i purificar per CC
amb gradient de C¢H14/Me,CO (85:15->70:30) i van donar cinc fraccions (M6acl-M6ac5). El
compost 1 va precipitar en la fraccié M6ac3. La fracci6 M7 es va purificar per CC amb un
gradient de CHCl3/MeOH (98:2->80:20) i va donar 12 fraccions (M7a—-M?7l). En la fraccié M7i
va precipitar un solid que es va dissoldre en EtOH i va cristal-litzar el compost 2. Aquesta
fraccid M7i es va cromatografiar per CC amb gradient de CHCls/MeOH (98:2->80:20) i dona
10 fraccions (M7i6e1-M7i6e10). Les fraccions M7i6e3 a M7i6e7 es van combinar i purificar
per CCP preparativa amb CHCl3/MeOH (97:3); s’hi va aillar el compost 3.

A continuacié es donen les dades de I'analisi espectral dels tres compostos aillats (Bharadwaj
etal. 2015).

4’-Hidroxiisorottlerina (1) 'H-RMN (CDCl3, 500 MHz, 6 ppm) H 1,59 (3H, s, H-14), 1,63 (3H, s,
H-15), 2,01 (3H, s, H-9”"), 2,55 (3H, s, H-8"), 2,85 (1H, dd, J = 17,2 i 2,7 Hz, H-3a), 3,25 — 3,39
(1H, m, H-3b), 3,64 (2H, s, H-16), 5,48 (1H, dd, J = 13,0 i 2,3 Hz, H-2), 5,62 (1H, d, J = 9,9 Hz,
H-12), 6,69 (1H, d, J = 10,9 Hz, H-11), 6,97 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3’ i H-5"), 7,42 (2H, d, J = 8,4
Hz, H-2’ i H-6"), 7,75 (1H, s, OH) 7,88 (1H, s, OH) 12,31 (1H, s, OH), 13,72 (1H, s, 5-OH); **c-
RMN (CDCls, 125 MHz, & ppm) C 7,6 (C-9”), 16,6 (C-16), 27,8 (C-14), 27,9 (C-15), 33,1 (C-8"),
42,7 (C-3), 81,3 (C-2), 81,5 (C-13), 103,1 (C-6), 103,2 (C-5"), 104,1 (C-10), 104,6 (C-1"), 105,5
(c-3”), 106,1 (C-8), 115,6 (C-11), 116,0 (C-3’, C5’), 126,4 (C-12), 127,9 (C), 129,0 (C-2’, C-6’),
156,2 (C-5), 157,4 (C-2”), 157,5 (C-7), 158,0 (C-9), 159,7 (C-6"), 162,4 (C-4”’), 196,2 (C-4),
204,0 (C-7"); LC-ESI-MS a m/z 533 [M + 1]" (calculat per a CsoH,50q, 532).

Miricetina (2) 'H-RMN (CDsOD, 400 MHz) senyals préviament descrits en la resposta de
I'exercici; **C-RMN (CD3;0D, 100 MHz) &C 94,3 (C-6), 99,2 (C-8), 104,5 (C-10), 108,5 (C-2’, C-
6’), 123,1 (C-1’), 136,9 (C-4’), 137,4 (C-3), 146,7 (C-3’, C5’), 148,0 (C-2), 158,2 (C-9), 162,5 (C-
5), 165,6 (C-7), 177,3 (C-4); LC-ESI-MS a m/z 319 [M + 1]" (calculat per a C15H100g, 318).

Acid oleanolic (3) 'H-RMN (CsDsN, 500 MHz) 6H 0,91 (3H, s, H-25), 0,97 (3H, d, 6 Hz, H-30),
1,05 (3H, s, H-26), 1,08 (3H, s, H-24), 1,025 (3H, d, 6 Hz, H-29), 1,24 (3H, s, H-23), 1,27 (3H, s,
H-27), 5,51 (1H, m, H-12); *C-RMN (CsDsN, 125 MHz) 8C 15,7 (C-25), 16,6 (C-24), 17,5 (C-29),
17,6 (C-26), 18,8 (C-6), 21,5 (C-30), 23,7 (C-11), 24,0 (C-27), 25,0 (C-16), 28,2 (C-2), 28,8 (C-
15), 28,84 (C-23), 31,1 (C-21), 33,6 (C-7), 37,47 (C-10), 37,48 (C-22), 39,1 (C-1), 39,4 (C-20),
39,5 (C-19), 40,0 (C-8), 42,5 (C-14), 48,1 (C-9), 48,1 (C-17), 53,6 (C-18), 55,8 (C-5), 78,2 (C-3),
125,7 (C-12), 139,3 (C-13), 39,51 (C-4), 179,9 (C-28); LC-ESI-MS a m/z 479 [M + Na]*, m/z 495
[M +K]" (calculat per a C3oHagO3, 456).
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Exercici 16

A partir de les arrels de l'especie llex asprella (Hook. & Arn.) Champ. ex Benth.
(Aquifoliaceae) s’han aillat, entre d’altres, els tres compostos ilexgenina A (1), oblonganosid
H (2) i (+)-fraxinresinol-1-O-B-D-glucopiranosid (3):
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a) El grup fitoquimic a qué pertanyen aquests compostos i els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament d’aquestes substancies.

c) Dues reaccions de caracteritzacié del compost 2.

d) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 2.

16. Resposta

a) Els compostos 1 i 2 sén dos triterpens pentaciclics amb esquelet ursa per la disposicié dels
metils, concretament els metils 29 i 30 sobre els C-19 i C-20, respectivament. Tanmateix, el
compost 2 és una saponina triterpenica, en aquest cas un heterosid bidesmosidic, atés que
la genina esta unida per dos posicions a sucres, mitjangant una unid tipus eter en I’hidroxil al
C-3 amb una pentosa (xilosa), i una unid tipus ester entre el grup carboxil en posicié 28 i una
glucosa. Ambdds compostos deriven de la via de I'acid mevalonic. El compost 3 és fenolic, un
ligna glucosilat, I’hidroxil al C-8 d’una unitat fenilpropanoide s’uneix per enlla¢ eter a una
glucosa. Els lignans resulten de la dimeritzacié d’una unitat fenilpropanoide i la unio,pels
carbonis 8-8’, dels radicals propilics; per tant, sén derivats de la via de I'acid shikimic.

b) El compost 1 és el més apolar, soluble en diclorometa, mentre que els heterosids 2 i 3 sén
més polars. La droga s’extrau amb diclorometa;a continuacid,el marc s’extrau amb acetat
d’etil i se solubilitzael compost 3; seguidament, el marc es tracta amb aigua per extraure’n
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el compost 2. Alternativament, despres d’extraure la droga amb diclorometa, el marc es pot
extraure amb metanol i I'extracte obtingut fraccionar-lo per CC en gel de silice amb mescles
acetat d’etil/metanol (95:5) eluint en primer lloc el compost 3, més apolar, i a continuacio, el
compost 2.

Droga

S/L| CH,CI,
, Extracte en CH,CI,

Compost 1

v

Marc

S/L| EtOAc

Marc

A

S/L | MeOH Extracte en EtOAc
Compost 3

Marc

A

A

Extracte en MeOH
Compost 2

c) El compost 2 és un saponosid que es caracteritza per ser hidrosoluble i pel seu poder
afrogen, és a dir, la propietat de formar escuma persistent per agitacio de les seues
dissolucions aquoses. L’heterosid 2 dona positiva la reaccié de Molisch (a-naftol + acid
sulfuric) amb I'aparicio del color morat degut a la preséncia de sucres.

d) L'espectre d’*H-RMN del compost 2 mostra sis singlets de metil (6 0,80, 0,81, 0,82, 1,04,
1,20, i 1,36 ppm corresponents a C-24, C-25, C-26, C-23, C-29 i C-27, respectivament), un
doblet de metil a 0,91 (d, J = 6,4 Hz, Me-30), un proté olefinic a 5,29 (s ample, H-12), i dos
protons anomerics a 4,42 (d, J=7,6 Hz) i 5,56 (d, J = 8,4 Hz) (Zhou et al., 2012).

Apeéndix exercici 16

Les arrels i fulles de I'arbust llex asprella (Aquifoliaceae) s’han utilitzat en medicina
tradicional xinesa per al tractament d’infeccions virals i bacterianes com la influenca,
tonsil-litis, esofagitis, traqueitis, entre d’altres. S’han descrit diferents triterpenoides en
aquestes dues drogues. Continuant la recerca de compostos antivirics, Zhou i col-laboradors
(2012) van descriure, a partir de les arrels, I'aillament i identificacié estructural de dues
noves saponines triterpenoides que contenen sofre a la natura, anomenades asprellanosids
A i B, a més de deu compostos coneguts com sdn oblonganosid |, ilexsaponina B2, ziyu
glicosid I, oblonganosid H, ilexsaponina Al, ilexgenina A, ilexsid |, (+)-1-hidroxipinoresinol-1-
O-B-D-glucopiranosid, (+)-fraxinresinol-1-O-B-D-glucopiranosid, i (7S,8R)-
dihidrodeshidrodiconiferil alcohol -9'-B-D-glucopiranosid.

D’aquests, només asprellanodsid A i oblongandsid H van mostrar activitat davant el virus de
I’herpes simplex-1 in vitro sobre cel-lules Vero (cel-lules de renyé de mono verd africa) amb

una concentracié inhibitoria total de 0,14 i 0,18 mM, respectivament. Aquests dos
constituents es relacionen amb I'activitat de I'espécie.

D’acord amb Zhou i col-laboradors (2012), I'extraccio i aillament va ser de la manera
seglient: les arrels dessecades i polvoritzades d’l. asprella van ser extretes amb MeOH a
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reflux. L'extracte metanolic obtingut es va fraccionar per CC en gel de silice eluint amb un
gradient de CHCl3/MeOH/H,0 (85:15:1->60:40:10) i se’n van obtenir cinc fraccions (M1-5).
La fraccido M1 es va purificar per CC en gel de silice eluint amb un gradient de
CHCI3/MeOH/H,0 (90:10:0->80:20:2,5) i despres per una resina de gel (MCl-gel CHP20P®)
eluint amb un gradient de MeOH/H,0 (5:95->20:80) i Sephadex®LH-20 amb MeOH/H,0
(5:95->10:90) que va donar el compost 2. La fraccio M2 es va purificar per CC en gel de silice
eluint amb CHClz/MeOH/H,0 (85:15:1->75:25:5) i en fase invertida C18 eluint amb mescles
MeOH/H,0 (55:45 i 60:40) i Sephadex®LH-20 amb MeOH/H,0 (15:85 i 20:80) la qual cosa va
donar els compostos 1i 3, a més d’altres.

A més dels senyals de I'espectre d’'H-RMN descrites abans per al compost 2, els
espectresBC—RMN i DEPT van mostrar quaranta-un senyals de carboni, incloent-hi trenta
ressonancies assignables a un esquelet triterpe i els altres senyals de carboni atribuibles a
una unitat d’hexosa i una de pentosa. Les correlacions HMBC (de I'angles Heteronuclear
Multiple Bond Correlation, que dona les correlacions entre carbonis i protons a llarga
distancia, es a dir, separats per dos, tres, i, de vegades en sistemes conjugats, quatre
enllagcos) de I’'H-1' de xilosa (6 4,42) amb 6 C 90,8 ppm (C-3 de la genina), i H-1" de glucosa (6
5,56) amb & C 178,6 (C-28 de la genina) van confirmar que les unitats de xilosa i glucosa es
trobaven sobre C-3 i C-28, respectivament.

Exercici 17

A partir de les parts aéries de Cimicifuga foetida L. (Ranunculaceae) s’han aillat, entre
d’altres, els compostosseglients:
OH

21
18

/”//,

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic i precursors biogenetics dels tres compostos.

b) Métode d’extraccio i separacidé dels tres metabolits a partir de la droga.
c) Reaccid de caracteritzacié del compost 1.

d) Tres senyals que apareixerien en I'espectre de *H-RMN de la molécula 3.
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17. Resposta

a) El compost 1 és un 3,21-dihidroxi-7-oxo esteroide. El compost 2 és un heterosid
triterpénic tetraciclic tipus cicloarta, que presenta un ciclopropa entre els C-9 i C-10 i dos
anells resultat de la ciclitzacié de la cadena lateral, un pira i un altre dioxola que
comparteixen dos carbonis. Els dos compostos sén terpénics i deriven biogenéticament de la
via de l'acid mevaldnic. A diferéncia d’aquests, el compost 3 és fenolic, un acid
fenilpropanoide hidroxilat al C-4’ i metoxilatal C-3’, concretament I’acid ferulic, derivat de la
via de I'acid shikimic.

b) L'esteroide i el compost fenolic sén solubles en diclorometa mentre que I’heterosid
triterpénic es pot solubilitzar amb metanol. La droga s’extrau amb diclorometa i després
I’extracte diclorometanic es purifica L/L amb una solucié aquosa d’un hidroxid alcali en qué
se solubilitzara el compost fenolic, encara que, com que el compost 3 conté un grup acid
carboxilic, seria sufient alcalinitzaramb carbonat o bicarbonat sodic. A continuacid, el marc
s’extrau amb metanol.

Droga
S/L | CH,Cl,
,| Extracte en CH,Cl,
v (Compostos 1i 3)
Marc
L/L KOH 5%
S/L MeOH
Marc |« l l
Extracte en MeOH Extracte en CH,Cl, Extracte aquds alcali
Compost 2 Compost 1 Compost 3

c) La reaccié de Liebermann, consistent a afegir anhidrid acétic i acid sulfuric, i permet
caracteritzar 'esquelet esteroide per I'aparicié d’una coloracioé verd blavosa.

d) L'espectre d’'H-RMN de la molécula 3 mostra tres senyals de protons aromatics
corresponents a H-2" (d, J = 2,0 Hz), H-5’ (d, J = 7,0 Hz), i H-6" (dd, J = 2,0 i 7,0 Hz), i indica la
presencia d’un anell fenolic 1,3,4-trisubstituit. A més, s’hi observa la preséncia de dos
protons trans-olefinics a ca. 6’5 ppm (1H, d, /= 16,2 Hz, H-3) i 7’5 (1H, d, /= 16,2 Hz, H-2). Un
singlet a ca. 3’8 ppm que integra per 3H s’assigna al grup metoxil unit al C-3’.

Apeéndix exercici 17

El génere Cimicifuga (anomenat també Actaea) pertanyent a la familia Ranunculaceae,
comprén vint-i-vuit espécies distribuides per I'est d’Asia, Europa i Nord-ameérica, les arrels de
les quals s’han utilitzat en medicina tradicional per tot el mén. Entre aquestes especies, C.
dahurica (Turcz.) Maxim., C. heracleifolia Kom., i C. foetida L. han sigut oficialment Ilistades
en la farmacopea xinesa, i C. simplex (DC.) Wormsk. ex Prantl en la farmacopea japonesa
com les plantes originals de rizoma de Cimicifuga al Japd. El rizoma de Cimicifuga ha sigut
usat durant molt de temps en els paisos de I'est asiatic per a tractar el mal de cap, dentalgia,
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afta, edema i mal de gola, xarampid, i prolapse d’uter. A Europa i als Estats Units, C.
racemosa (L.) Nutt., comunament anomenada cimicifuga o black cohosh, és ben coneguda
com a suplement dietétic per a millorar la salut de les dones i alleujar el dolor menstrual i la
sindrome menopausica (Nian et al., 2012).

Els constituents de les especies de Cimicifuga han estat extensament investigats,incloent-hi
entre els principals metabolits secundaris heterosids triterpenics 9,19-ciclolanostans,
derivats fenolics, esterols, alcaloides i cromones. Es interessant que entre aquests tipus de
compostos, els heterosids triterpénics 9,19-ciclolanostans sén considerats caracteristics del
génere Cimicifuga, que posseeix efectes de tipus estrogéenic i activitats immunosupressores
(Wu et al., 2015). Més concretament, a partir de I'espécie C. simplex s’han aillat més de cent-
vint heterosids triterpénics cicloartans.

Historicament, el material vegetal (arrels i rizomes) prové de la recol-leccié de la planta
sencera, principalment salvatge, fet que preocupa per la possible extincid de la poblacié
silvestre d’aquesta planta. Aixi doncs,|’Us de les parts aeries podria alleujar aquest problema
i servir d’alternativa com a font renovable del suplement dietétic perquée les parts aeries
poden ser recol-lectades sense el sacrifici de la planta perenne sencera.

S’han realitzat diversos estudis sobre I’equivaléncia fitoquimica de les parts aéeries d’algunes
especies de Cimicifuga, per exemple de C. racemosa, relativa a les arrels i als rizomes. S’ha
descrit que els principals constituents, els triterpens cicloartans, també es troben en les
parts aeries, encara que en concentracions més baixes que en les arrels i rizomes (10,5% i
23,5% en els extractes hidrometanolics al 70%, respectivament) (Imai et al., 2016).

A partir de les parts aéries de C. foetida, es va aillar per primera vegada un inusual 4a-metil
esterol, cimisterol A (1), perd previament aillat en altres especies del génere Cimicifuga.
També es van aillar cinc altres compostos coneguts, cimicifoetisid A (2), acid ferulic (3), 12-
O-acetilcimiracemonol (4), acid 3B,6B-dihidroxiolean-12-en-27-oic (5) i acerifillic A (6), dels
quals 5 i 6 van ser aillats d’aquesta espécie també per primera vegada. A continuacié es
descriuen detalladament I’aillament, elucidacid estructural i activitats biologiques d’aquests
compostos.

D’acord amb Nian i col-laboradors (2012), les parts aéries polvoritzades i dessecades de C.
foetida van ser extretes en MeOH a temperatura ambient i el residu obtingut després
d’evaporacio a buit va ser suspés en aigua i extret successivament amb CgH14, EtOAC i n-
BuOH. L’extracte EtOAc es va cromatografiar sobre gel de silice (CHCl3/MeOH, 1:0->0:1) i va
donar quatre fraccions. La fraccido E2 va ser sotmesa a repetides CC (SiO,; CHClz/Me,CO,
20:1->10:1; seguit de fase invertida C18, MeOH/H,0, 60:40->100:0) que va donar cinc
fraccions (E2.1-2.5). La fraccié E2.3 va ser sotmesa a CC (SiO,; CHClz/Me,CO, 20:1) i va donar
els compostos 1, 3 i 4, que van ser purificats per filtracié en gel (Sephadex®LH-20; MeOH).
Els compostos 2, 5, i 6 van ser obtinguts de la fraccié E2.2 per CC en gel de silice eluint amb
CHCI3/Me,CO (10:1), seguida per Sephadex®LH-20 amb MeOH.
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Figura 1. Estructures quimiques de la resta dels compostos aillats de les parts aeries de C.
foetida.
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La formula molecular deduida per acimisterol A (1) va ser Cy9H4603. L’assignacié de les dades
espectroscopiques d’*H- i *C-RMN (Taula 1) es basen en els espectres HSQC, HMBC, i *H-"H
COSY. En l'espectre d’*H-RMN es van observar els senyals deguts a dos grups metil terciaris
a 0,72 1,12 ppm; un grup metil secundari a 1,13 (doblet ample, J = 5,5 Hz); protons d’un
metilé olefinic terminal a 4,88 (1H, singlet ample) i 4,85 (1H, singlet ample), i un grup
isopropil a 1,02 i 1,04 (3H cadascun, doblets amples, J = 4,5Hz), i a 2,28 (1H, m). Els espectres
de C-RMN i DEPT van indicar vint-i-nou atoms de carboni, dos grups metil terciaris, tres
metil secundaris i sis metins. S’hi van observar senyals assignables a un grup hidroximeti a 6
74,6 ppm (C-3), un grup hidroximetilé a 62,1 (C-21), un grup metilé terminal a 106,6 (C-28), i
156,9 (C-24), i una cetona a,B-insaturada a 132,9 (C-8), 165,4 (C-9), i 198,4 (C-7). Tots
aquests senyals van evidenciar que 1 és un esteroide tipus ergosta. En I'espectre HMBC es
van observar correlacions entre el senyal de proté a 2,37 i el carboni quaternari a 42,7 (C-
13), el grup metilé a 25,6 (C-15), i el carboni olefinic a 132,9 (C-8). En I'espectre *H-'H COSY
es van confirmar les correlacions entre el senyal H-14 a 2,37 i el senyal H-15 a 1,68 i 2,88. El
grup hidroxil es va assignar a la posicié C-21 basant-se en les correlacions HMBC i *H-'"H COSY
dels senyals de I'hidroximetilé a 4,08 doblet ample (J = 11,5 Hz) i 3,95 doble doblet (J=5,0i
12,3 Hz) amb C-20i H-20 a 43,7 i 1,48 (m), respectivament. En I'espectre ROESY, H-3 i Me-29
es van correlacionar amb H-5 (biogeneticament orientat en a), mentre que H-14 mostra
correlacié amb H-5 i H-17. Basant-se en aquestes observacions, H-3, H-14, H-17 i Me-29 es
van assignar amb orientacié en a. El compostl es va identificar com 3B,21-dihidroxi-4a-
metil-5a,14a-ergosta-8,24(28)-dien-7-ona.

50



Taula 1. Dades espectroscopiques de *H- i BC-RMN de cimisterol A en CsDsN.

Posicié | 6H mult. 6C mult. | Posicié | 6H mult. 6C mult.
1 1,70m 34,7t 16 1,88 m 1,80a 28,9t
1,26 m
2 2,05m 29,1t 17 1,79 d ample (11,5) | 48,7 d
1,50 m
3 3,25m 74,6 d 18 0,72s 11,9 ¢
4 1,62 m 39,9d 19 1,12s 18,2 q
5 1,48 m 47,2d 20 1,48 m 43,7d
6 2,64dd (4,5i115,5) | 39,6t 21 4,08 d ample (11,5) | 62,1t
2,30 m 3,95dd (5,0i12,3)
7 198,4 s 22 2,05m 31,7t
1,76
8 132,9s 23 2,22 d ample (12,0) | 35,7 t
1,62 m
9 165,4s | 24 156,9 s
10 39,0s 25 2,28 m 34,1d
11 2,35m 25,6t 26 1,02 d ample (4,5) 22,0q
2,24m
12 2,35 m 31,8t 27 1,04 d ample (4,5) | 22,1q
2,18 m
13 42,7 s 28 4,88 s ample 106,6 t
4,85 s ample
14 2,37 m 48,9 d 29 1,13 d ample (5,5) 15,09
15 2,88 m 25,6t
1,68 m

Desplagaments quimics en § amb valors de J en paréntesis. *Senyals superposades.

El compost 1 va exhibir I'activitat citotoxica més potent, inclis més que el control positiu
cisplati, davant les linies cel-lulars humanes Jurkat, K562, U937, HepG-2, i SGC-7091, amb
valors de concentracid inhibitoria 50 de 2,89, 6,88, 3,38, 4,21, i 4,89 uM, respectivament.
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Exercici 18

A partir de l'espécie Cynanchum marnierianum Rauh (Apocynaceae) s’han aillat, entre
d’altres, els tres metabolits secundaris seglients:

0-Glc-Rha

HO

\\\\\\\\\‘

Indiqueu:

a) El grup fitoquimic a qué pertanyen els compostos i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccio, purificacid i aillament dels metabdlits.

c) Dues reaccions de caracteritzacié del compost 1.

d) Alguns senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

18. Resposta

a) Els compostos 1 i 2 son terpenoides, amb un origen biogenétic inicial comu. El compost 1
presenta un esquelet basic esteroide tipus pregna, amb una insaturacié al C-6 i
heptahidroxilat als C-3, C-5, C-8, C-12, C-14, C-17 i C-20, tres de les quals (C-3, C-12 i C-20) es
troben substituides. Concretament, els hidroxils als C-12 i C-20 estan esterificats amb un
benzoil cadascun, mentre que I'hidroxil al C-3 esta eterificat amb una cadena de dos 2,6-
didesoxihexoses metoxilades en posicid 3. El compost 2 és un triterpe pentaciclic tipus lupa.
Biogeneticament, els compostos 1 i 2 provenen del 2,3-epoxi-esqualé, a partir del qual es
formen els diferents esquelets esteroide i triterpénic, respectivament. A més, el compost 1
presenta dos anells benzenics que deriven de la via de I'acid shikimic.

El compost 3 és un flavonoide glicosilat. Presenta una insaturacio al C-2 i un hidroxil al C-3
substituit per un disacarid, per la qual cosa es tracta d’'un O-heterosid de flavonol. El
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compost 3 és un metabolit mixt, una part de la molécula deriva biogeneticament de la via de
I’acid shikimic mentre que I'altra part deriva de la ciclitzacié de tres restes d’acetat.

b) En general, els esteroides i triterpens sén compostos solubles en dissolvents organics de
baixa a mitjana polaritat, com ocorre per al compost 2. El compost 1 es troba glicosilat, cosa
que li confereix polaritat a la molécula, pero el fet de presentar dos grups hidroxil esterificats
amb benzoil potser que siga soluble en diclorometa. El compost 3 és també un heterosid,
pero de genina flavonoide, polar. Un possible métode d’extraccié consisteix a extraure’n la
droga amb diclorometa i en I'extracte obtingut se solubilitzan1 i 2. El marc s’extrau amb
metanol per a solubilitzar el compost 3.

Droga
S/L CH,Cl,
, Extracte en CH,CI,
il (Compostos 1i 2)
Marc CC d’adsorcié | F- estacionaria: gel de silice
S MeOH F. mobil: CH,Cl,/EtOAc
e y
Marc l« 1 | !
Extracte en MeOH Elucié anterior Elucioé posterior
Compost 3 Compost 2 Compost 1
(més apolar) (més polar)

c) La genina esteroide del compost 2 donara positiva en la reaccié de Liebermann (anhidrid
acetic i acid sulfuric) amb I'aparicié del color verd blavés, a més de diferenciar-ho de la
triterpénica (color roig rosaci). El disacarid es caracteritza mitjancant la reaccié de Keller-
Killiani, especifica de 2-desoxisucres, consistent en I'addiciéd d’acid sulfdric a una solucié
acetica de I'heterosid en presencia d’una sal ferrica que dona un anell marrd rogenc en la
solucié acetica, que s’acoloreix de blau verdés.

d) Lespectre d’'H-RMN de la molécula 1 mostra senyals de protons aromatics
corresponents als anells monosubstituits dels benzoils, a més de dos senyals de protons cis-
olefinics que s’atribueixen als metins a 6 5’55 ppm (1H, d, J = 10,3 Hz, H-6) i 5’83 (1H, d, J =
10,3 Hz, H-7). També s’hi observa la preséncia de dos metils terciaris, singlets cadascun a
1,68 (3H, H-18) i 0,99 (3H, H-19), un metil secundari a 1,29 (3H, doblet, J = 6 Hz, H-21), tots
tres corresponents a la genina. A més, dos metils secundaris a 1,27 (3H, doblet, J = 6 Hz, H-
6’) i 1,31 (3H, doblet, J = 6 Hz, H-6") atribuibles als 2,6-didesoxisucres. Addicionalment, hi
apareixen dos singlets a 3’41 i 3,43 que integren per 3H cadascun i s’assignen als grups
metoxil units als C-3 dels sucres (Tsoukalas et al., 2016).

Apeéndix exercici 18

Cynanchum marnierianum és una espécie endémica de Madagascar pertanyent a la familia
Apocynaceae, subfamilia Asclepiadoideae. Aquesta planta es troba filogeneticament
relacionada amb Hoodia gordonii (Masson) Sweet ex Decne., una apocinacia espinosa crassa
del sud d’Africa, consumida popularment per a llevar les ganes de menjar i els seus efectes
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hipoglucémics, i per tant extensament profitosa en el desenvolupament de suplements
dietetics antiobesitat.

Recentment, s’han descrit extractes de plantes amb principis hipoglucemics donat el fet que
estimulen la secrecié del péptid semblant al glucagé tipus 1 (GPL-1), una hormona alliberada
rapidament a l'intesti en resposta a la ingestio d’aliments, per a induir la secrecié d’insulina i
inhibir la produccié de glucagd. A més d’un efecte hipoglucemic, GPL-1 incrementa la
sensacio de sacietat en el cervell i retarda el buidament gastric, ajudant aixi a reduir la
glucemia postpandrial. S’ha descrit que la secrecié de GPL-1 es troba reduida en pacients de
diabetis tipus 2. GPL-1 s’ha convertit gradualment en una diana terapéutica per al
desenvolupament de nous farmacs per a tractar la diabetis tipus 2. Aixi, dos estrategies
terapéutiques per al tractament d’aquesta malaltia, relacionades amb la via GPL-1 sén la
injeccié d’agonistes del receptor de GPL-1 o augmentar la semivida de GPL-1 per inhibicié de
I'enzim dipeptidil peptidasa-4 (DDP-4), responsable de la seua inactivacié. Una altra
estrategia prometedora podria ser I'Us de secretagogos selectius que puguen restaurar la
produccié de GPL-1 i aixi regular la glicemia postpandrial. En aquest sentit, cal indicar que
alguns extractes de plantes podrien proporcionant productes naturals potencialment utils en
aquest nou abordatge terapeutic.

Continuant la recerca de secretagogs GPL-1 d’origen vegetal, Tsoukalas i col-laboradors
(2016) van avaluar diferents espécies de la subfamilia Asclepiadoideae i van demostrar que
I’extracte etanolic de les parts aéries de C. marnierianum estimulava significativament la
secrecié de GLP-1 de forma dosi-dependent en la linia de cél-lules tumorals de secretosoma
(STC-1). El fraccionament bioguiat de I'extracte va resultar en |'aillament i identificacié de
dos pregnans glicosilats nous en la natura, anomenats marnieranosids A (1) i B, i dos
compostos coneguts, lupeol (2) i kaempferol-3-O-neohesperidosid (3), la qual cosa suggeria
que I'espécie C. marnierianum podria ser interessant per al tractament de diabetis tipus 2 i
gue els derivats pregnans serien responsables en part de I'estimulacié de la secrecié de GPL-
1.

D’acord amb Tsoukalas i col-laboradors (2016), I'extraccid i aillament dels compostos es va
realitzar de la manera seglient: les parts aéries trossejades i dessecades de C. marnierianum
van ser macerades amb EtOH i 'extracte obtingut es va fraccionar L/L amb CgH1,-H,0 (1:1),
gue dona una fase organica, una aquosa i un precipitat. La fase organica va ser fraccionada
per extraccid en fase solida amb cartutxos de gel de silice eluint amb dissolvents de polaritat
creixent, comencant amb CgHi; i finalitzant amb MeOH. La fraccid eluida amb CgHq»-Et,0
(92:8) va ser sotmesa a cromatografia de particio centrifuga (CPC) utilitzant el sistema bifasic
ternari C;Hi6-MeCN-MeOH (5:5:3). Les quaranta-tres fraccions recol-lectades van ser
analitzades per CLAR amb detector UV, i de la fraccio eluida a 90 min s’ailla el compost 2.
Seguint el mateix procediment, de la fraccid eluida amb EtOAc, fraccionada per CPC amb
CgH12-EtOAc-MeOH-H,0 (6:5:6:5) i analitzada per CLAR, es va aillar en la fraccid eluida a 70
min el compost 1. El precipitat inicial es va dissoldre amb MeOH i fraccionat per filtracié en
gel (Sephadex®LH-20), de manera que es va aillar en la ultima fraccié el compost 3.

Les estructures dels nous compostos van ser elucidades en base a les dades

espectroscopiques i van ser establertes com: 12,20S-O-dibenzoil-pregn-6-en-
5a,88,14B,17B-tetraol-3-0O-B-D-oleandropiranosil-(1->4)-B-D-cimaropiranosid (1,
marnieranosid A) i 12,20R-0O-dibenzoil-pregn-6-en-5a,83,14B-triol-3-O-3-D-

oleandropiranosil-(1->4)-B-D-canaropiranosil-(1->4)-B-D-cimaropiranosid (marnieranosid B).
Aguests compostos presenten analogies estructurals amb compostos aillats d’espécies
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d’Asclepiadoideae descrits com a supressors de |'apetit i antihiperglucémics. Les estructures
del compost 2 (lupeol) i el compost 3 (kaempferol-3-O-neohesperidosid) van ser confirmades
per comparacié de les dades espectrals amb estandards previament publicats. Aquests dos
ultims compostos han estat descrits com potencials antidiabétics. Lupeol és un inhibidor de
DDP-4 i incrementa la semivida de GLP-1 en plasma (Saleem et al., 2014), mentre que el
flavonoide va mostrar efectes semblants a la insulina in vitro (Yamasaki et al., 2010).

Respecte a la complexa elucidacié estructural del compost 1, després de I'analisi de les
dades se li va assignar la férmula molecular CasHegO1s. Els espectres de *C-RMN i DEPT van
indicar quaranta-nou senyals de carboni, que inclouen deu carbonis quaternaris, vuit
metilens, vint-i-quatre metins, i set metils (Taula 1). Les ressonancies de vint-i-un d’aquests
carbonis van ser atribuides a I'esquelet pregna en base a les correlacions observades en els
espectres COSY, HSQC, i HMBC, aixi com per comparacié amb les dades d’RMN de
compostos relacionats préviament publicats. Els dos protons cis-olefinics a 5,55 (d, J = 10,3
Hz) i 5,83 (d, J = 10,3 Hz) van ser atribuits als metins en posicions 6 i 7, per les correlacions
d’HMBC als carbonis oxigenats a C-8 (6 74,8) i C-5 (6 76,1), respectivament. L'esquelet
pregna del compost 1 consisteix en un 5a,803,12B,143,1783,20B-hexahidroxi-pregn-6-en,
préviament descrit en els géneres Araujia, Caralluma, Gymnema, Stephanotis de la
subfamilia Asclepiadoideae. Senyals addicionals observades en |'espectre 'H-RMN van
indicar la preséncia de dos agrupaments aromatics, per les ressonancies atribuides a un
sistema (AB)2X amb deu protons aromatics, indicant-hi I’existencia de dos anells aromatics
monosubstituits. A més, els dos protons anomérics podien observar-se en I'espectre d’'*H-
RMN ressonant a 4,65 (dd, J=9,611,9 Hz) i 4,70 (dd, J=9,6 i 1,7 Hz). L'espectre 'H-1H cosy,
ROESY i les correlacions HMBC van permetre la identificacié de la cadena de sucres
composta per dos 2,6-didesoxihexoses, cadascuna amb un grup metoxi en la posicié 3. Per a
les assignacions de la resta dels senyals es pot consultar Tsoukalas i col-laboradors (2016).

Taula 1. Dades d’*H-RMN (500 MHz) i *C-RMN (125 MHz) del marnieranosid A en CD;0D.

Marnieranosid A (1)

Posicio 6H (J in Hz) 6C

1 1,78 m /1,42 m 28,0
2 1,85m /1,67 m 27,0
3 4,11m 75,9
4 1,99m /1,76 m 39,4
5 76,1
6 5,55d (10,3) 136,5
7 5,83d (10,3) 127,6
8 74,8
9 1,98 m 37,1
10 40,1
11 2,00m/1,71m 24,1
12 5,01dd (10,2 4,3) 76,8
13 59,1
14 88,9
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15 1,93m/1,85m 33,5
16 2,10m /1,98 m 35,0
17 - 88,8
18 1,68s 12,4
19 0,99s 21,3
20 4,84 q (6,0) 75,7
21 1,29 d (6,0) 15,6
12-0-benzoil
1* - 166,7
2% - 131,7
3*/7* 7,60,dd (7,8 1,5) 130,9
4*/6* 7,32 senyals superposades 129,3
5% 7,53 senyals superposades 134,1
20-0-benzoil
1%* - 167,9
2% - 132,3
FE[THH 7,65dd (7,8i1,5) 130,6
QF* [ * 7,10 senyals superposades 129,3
Sx* 7,42 senyals superposades 133,9
Cimaropiranosil
1’ 4,65dd (9,61 1,9) 100,0
2! 2,29 dd ample (12,5 5,5) 37,8
1,41 dt (11,51 9,0)
3 3,34dt(12,7i6,3) 80,3
4 3,19dt (12,91 6,0) 84,2
5 3,35dq (11,0i5,4) 72,5
6 1,27 d (6,2) 18,8
OMe’ 3,43s 57,6
Oleandropiranosil
1" 4,70dd (9,611,7) 101,5
2" 2,30 dd ample (12,3 5,1) 37,9
1,44 dt (12,31 9,6)
3" 3,20ddd (11,6, 8,71 4,9) 81,9
4" 2,98 t ample (9,1) 77,2
5" 3,24dq (9,516,2) 73,5
6" 1,31d (6,0) 18,5
OMe” 341s 57,8
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Exercici 19

A partir de 'espécie botanica Euphorbia neriifolia L. (Euphorbiaceae) s’han aillat diferents
metabolits entre els quals, a més del compost 1, destaquen els compostos 2 i 3 descrits per
primera vegada en la natura, I'estructura dels quals es representa a continuacio:

OH
OH
HsCO o
OCH;
HsCO OH
OH O
1

connn

ConnniN

HO

H3CCOH,C
18

19

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen i quins sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament dels tres compostos.
c) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 1.

19. Resposta

a) El metabolit 1 és un compost fenodlic, més concretament un flavonol pel fet que presenta
una insaturacio al C-2 i un hidroxil al C-3. Es tracta d’un metabolit mixt, derivat de la via de
I'acid shikimic i de tres restes d’acetat. Els compostos 2 i 3 sén terpenics, diterpens (vint
atoms de carboni), el primer tetraciclic amb una y-lactona a, B-insaturada, per la qual cosa
es tracta d’una lactona diterpénica, mentre que el segon és triciclic acetilat. Ambdds deriven
de la via de I'acid mevalodnic.

b) Els dos diterpens sén de polaritat baixa a mitjana i solubles en diclorometa, mentre que el
flavonoide, lleugerament més polar per la presencia de quatre hidroxils fenolics que li
confereixen acidesa feble, és soluble en acetat d’etil. La droga s’extrau amb diclorometa i
I’extracte obtingut es purifica per CC en gel de silice eluint, amb mescles diclorometa-acetat
d’etil, primer el compost 3, més apolar, i seguidament el compost 2, més polar. A
continuacio, el marc s’extrau amb acetat d’etil, en el qual es dissoldra el compost 1. En el cas
gue tots els compostos es dissolgueren inicialment en diclorometa, caldria separar-los per
CC per polaritat, pel fet que el possible fraccionament L/L amb KOH aquds en qué se
solubilitzaria el flavonoide i els diterpens, romandria en la fase organica i podria trencar la
lactona.
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Droga

S/L | CH,CI,
Extracte en CH,Cl,
! (Compostos 2 3)
Marc .. | F. estacionaria: gel de silice
CCdadsorcio | ¢\ obil: CH,Cl,/EtOAC
S/L EtOAC v
Marc e i i
Extracte en EtOAc Elucié anterior Elucié posterior
Compost 1 Compost 3 Compost 2
(més apolar) (més polar)

c) Lespectre d’*H-RMN del compost 1 mostra tres senyals de protons aromatics
corresponents a I'H-8 de I’anell A que apareix com un singlet, i H-2’ i H-6" de I'anell B, que
apareixen com doblets acoblats en meta. A més, s’hi observen tres singlets a § ca. 3,8 ppm
gue integren per tres protons cadascun assignables als tres metoxils.

Apeéndix exercici 19

Euphorbia neriifolia (Euphorbiaceae) és una planta que creix principalment en regions
tropicals i subtropicals d’Asia. El seu latex és utilitzat com a expectorant i laxant en la
medicina tradicional de I'india. Els extractes de la planta han demostrat posseir propietats
protectores hepatiques i citotoxiques.

Sharma i col-laboradors (2013) van extraure les fulles dessecades d’E. neriifolia amb EtOH
70% i en van obtenir I'extracte hidroetanolic. Per altra banda, les fulles van ser extretes
successivament amb dissolvents de polaritat creixent, comengant amb CgHy4, continuant
amb CgHg, CH,Cl,, EtOAc i EtOH, i finalment macerades amb H,O0, fins a obtenir els respectius
extractes. L’analisi per CCP de I’extracte etanolic en gel de silice, eluint amb n-
BuOH/AcOH/H,0 (2:2:6), va resoldre tres taques amb un revelador especific de flavonoides,
amb valors d’Rf de 0,60, 0,79 i 0,90, respectivament. La taca intermédia va ser caracteritzada
i identificada per cromatografia en capa prima d’alta resolucié (CCPAR), *H-RMN i MS com 2-
(3,4-dihidroxi-5-metoxi-fenil)-3,5-dihidroxi-6,7-dimetoxicromen-4-ona. Aquesta substancia
correspon al compost 1 seleccionat per a I'exercici.

Sharma i col-laboradors (2013) van validar I'evidencia cientifica de I'Us terapéutic
etnomedicinal d’aquesta planta per al tractament del cancer. Van avaluar |'efecte preventiu
de I'extracte hidroetanolic i del flavonoide aillat davant el carcinoma renal induit per
I’administracié oral d’N-nitrosodietilamina (DENA) en ratolins. L'administracié oral de 400
mg/kg de I'extracte, i de 50 mg/kg del flavonoide durant vint-i-un dies, abans d’intoxicar els
animals amb una dosi Unica de DENA de 50 mg/kg, va protegir els animals sacrificats el dia
trenta-u, en I'observar en I'analisi histopatologica caracteristiques histologiques normals a
diferéncia de la necrosis i la vacuolitzacié de les cel-lules renals en el grup control. Aquests
resultats van demostrar I'efecte antioxidantd’E. neriifolia, fonamentalment pel seu contingut
en flavonoides, que sén captadors de radicals lliures, a més d’evitar el dany de I'ADN i
millorar el sistema de defensa de I'organisme.
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A més, diferents estudis fitoquimics van permetre I'aillament i elucidacio estructural d’altres
compostos bioactius d’aquesta planta, entre els quals destaquen divuit nous diterpenoides,
anomenats eurifoloides A-R que inclouen diterpenoides amb estructura ingena (1 i 2,
eurifoloides A i B, respectivament), abieta (3-7), isopimara (8-12), i ent-atisa (13-18) (Figura
2). Eurifoloide M (13) representa una classe rara de norditerpenoide tipus ent-atisa. Els
eurifoloides E (5) i F (6) van demostrar activitat anti-HIV, amb valors de concentracié efectiva
(CE)so de 3,58 i 7,40 uM, respectivament (Zhao et al, 2014).

A continuacid es descriu detalladament I'extraccid i aillament dels eurifoloides A-R. Per a
I'extraccio i aillament d’aquests diterpenoides, les fulles i branques joves trossejades i
dessecades d’E. neriifolia van ser macerades amb 95% EtOH a temperatura ambient.
L’extracte obtingut va ser extret L/L amb EtOAc i H,0 i la fraccid soluble en EtOAc va ser
sotmesa a purificacié per CC de resina d’absorciéd macroporosa eluint amb EtOH 30%, 80%, i
100% per obtenir una fraccié majoritaria que va ser analitzada per CCP. Aquesta fraccio va
ser sotmesa a filtracié en gel (MeOH 50% a 100%) que va donar sis fraccions (FrA-F). La
fraccié FrB va ser purificada per CC en gel de silice eluint amb mescles CH,Cl,/MeOH
(200:1->10:1), i se’n van obtenir set fraccions (B1-B7). La fraccié B3 va ser recromatografiada
sobre fase invertida C18 (MeOH 50% a 100%) ; va donar sis subfraccions (B3a-B3f). La
fraccié B3b va ser purificada per CLAR semipreparativa amb fase mobil MeCN 45% que va
donar els compostos 3 i 4, i similarment, la fraccié B3d va donar el compost 11. La fraccié
B3c va ser sotmesa a CC en gel de silice eluint amb CHCl;/MeOH (180:1->100:1); va donar el
compost ent-16a,17-dihidroxi-atisan-3-ona. La fraccié B1 va ser purificada en CC de fase
invertida C18 (MeOH 50% a 60%) i va donar com a resultat tres subfraccions (Bla-Blc). La
fraccié Blb va ser recromatografiada sobre gel de silice eluint amb CgH14/EtOAC (8:1->6:1)
que va donar el compost antiquorina i 13. La fraccié B4 va ser cromatografiada sobre gel de
silice (CHClz/MeOH, 150:1->100:1) i va donar una fracci6 que va ser resolta per CLAR
semipreparativa i aixo va donar com a resultat el compost 9. La fraccié C va ser separada per
CC en gel de silice (CgH14/Me,CO, 20:1->1:1); aixo va onar dos fraccions, C1 i C2. La fraccié C1
va ser cromatografiada en CC en fase invertida C18 (MeOH 40% a 100%) va donar els
compostos 2, 5, 6, 8, 14 i 18, cadascun purificat per CLAR semipreparativa amb MeCN 50%.
La fraccié C2 va ser purificada per CLAR semipreparativa (MeCN 50%) i va donar antiquorina
A i 3a,12a-dihidroxi-ent-8(14),15-isopimaradien-18-al. Seguint un procés semblant, la
fraccié D va donar els compostos 1, 7, 10, 12, 15, i 16, i la fraccio A, més polar, dona el
compost 17. Els diterpenoides 3 i 8 corresponen als compostos 2 i 3, respectivament,
seleccionats en I'’enunciat d’aquest exercici.

Respecte a l'elucidacié estructural d’aquests compostos, a 2 se li va assignar la formula
molecular CyH,304 en base a les dades espectroscopiques. Els espectres d’*H- i BC-RMN
(Taula 1) van mostrar senyals tipigcs de tres metins oxigenats a 3,46, 4,68 i 4,96 ppm
corresponents a H-1, H-14 i H-12, respectivament, dos dobles enllacos tetrasubstituits (6C
121,4, 128,3, 140,9 i 159,6), i un grup carbonil (6C 175,1). El desplacament quimic del
carbonil i les bandes d’absorcié del’lR a 1739 i 1647 cm™" van suggerir la preséncia d’un
agrupament 7y-lactona a,B-insaturat (Yuan et al., 2005) i que el compost 2 fora un
diterpenoide tipus abieta amb una y-lactona a,B-insaturada. L’assignacido completa dels
senyals de I'estructura del compost 2 va ser descrita per Zhao i col-laboradors (2014) i es va
anomenar eurifoloide C.

Al compost 3 se li va assignar la férmula CyH3404. Les dades d’*H-RMN van mostrar
I’existéncia d’un grup vinil a 5,10 ppm (dd, J=17,5i 1,2 Hz, H-16a), i 5,12 (dd, /= 10,8 i 1,2 Hz,
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H-16b) i 5,75 (dd, J= 17,5 i 10,8 Hz, H-15), un doble enllag trisubstituit a 5,14 (singlet ample,
H-14) (6C 136,3 i 128,1). A més, es van observar un metilé oxigenat, dos oximetins i tres
metils que apareixen com a singlets a 0,81, 0,85, i 1,05 cadascun integrant per 3H,
corresponents a H-19, H-20 i H-17, respectivament, i un grup acetil a 2,09 (s, Ac-18).
L'estructura de 3 esta estretament relacionada amb 3a,12a-dihidroxi-ent-8(14),15-
isopimaradien-18-al (Su et al., 2002), amb I'excepcid d’un grup acetoximetilé a C-4 en lloc de
formil en aquest ultim. L’assignacié dels senyals va ser confirmada per RMN de doble
dimensio (Zhao et al., 2014). La configuracié relativa d’aquest compost va ser considerada
idéentica al 3a,12a-dihidroxi-ent-8(14),15-isopimaradien-18-al per comparacié de les dades
d’RMN (Su et al., 2001) i va ser corroborada per I'espectre de ROESY. El compost 3es va
anomenar eurifoloide H.

Taula 1. Assignacions dels protons i carbonis dels compostos 2 (eurifoloide C) i 3 (eurifoloide H) en
CDCls.

'H-RMN BC-RMN

6 (ppm). Multiplicitat (J en Hz) 6 (ppm)
Posici6 | 2 3 2 3
1 3,46, m al69,mpB1,17, m 75,9 36,8
2 1,66, m (2H) 1,61, m 1,71, m 30,7 26,3
3 al,42,dt(13,5i3,6) | 3,44, dd (11,5, 4,3) 39,4 | 72,5

B 1,27, m
4 33,3 42,3
5 1,04, dd (12,4, 1,9) 1,32, m 50,2 46,3
6 al,60,m B1,8,m | al,38 mpB1,54 m 18,5 21,7
7 1,93, mB2,66,m 2,29, mpB 2,01, m 28,7 34,4
8 128,3 | 136,3
9 1,97, m 140,9 | 51,5
10 44,2 37,7
11 a 3,69, m al51, m 35,6 26,2

B1,96,m B 1,76, m
12 4,96, m 3,55,dd (12,2, 4,1) 76,3 73,3
13 159,6 | 43,1
14 4,68, d (5,4) 5,14, brs 64,9 128,1
15 5,75, dd (17,5, 10,8) 121,4 | 146,1
16 5,10,dd (17,5, 1,2) 5,12, dd (10,8, 1,2) | 175,1 | 113,7
17 1,90, d (1,9) 1,05, s 8,7 17,5
18 0,90, s 3,78,d (11,6) 4,19, d (11,6) 32,9 66,9
19 0,86, s 0,81, s 21,4 12,1
20 1,08, s 0,85, s 14,6 15,2
Ac-18 2,09, s 171,6

21,0

En la figura 2, es representen les estructures quimiques dels eurifoloides identificats:
eurifoloide A (1,C30H4005), eurifoloide B (2, C,7H3607), eurifoloide C (3, CyoH»304, seleccionat
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per a I'exercici com compost 2),

eurifoloide D (4, CyoH2504), eurifoloide E (5, Cy;H3005),

eurifoloide F (6, CyoH,304), eurifoloide G (7, C,,H300s), eurifoloide H (8, Cy;H3404, seleccionat

per a I'exercici com compost 3),
eurifoloide K (11, C22H3205), eurifoloide L (12, C22H3403),
eurifoloide N (14, C20H3003), eurifoloide O (15, C20H3002), eurifoloide P (16,

eurifoloide Q (17, C20H3204) i eurifoloide R (18, C25H3805).

Figura 2. Estructures quimiques dels compostos 1-18 (eurifoloids A-R).

OR;

18 i

Ri R, Rs
1 (eurifoloide A) H Ang Tig
2 (eurifoloide B) Ac Ang H

R; R;

3 (eurifoloideC) H OH
4 (eurifoloide D) OH H
5 (eurifoloide E) OAc H

6 (eurifoloide F) H
7 (eurifoloide G) Ac

R; R;

8 (eurifoloide H) H CH,0Ac
9 (eurifoloidel) H CH,OH
10(eurifoloideJ) Ac CHO
11 (eurifoloide K) Ac COOH
12 (eurifoloide L) Ac CH;

13 (eurifoloide M)

eurifoloide | (9, C20H3203), eurifoloide J (10, C22H3204),
eurifoloide M (13, C19H2403),
Ci9H2803),
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R R
14 (eurifoloide N) OH 16 (eurifoloide P) H
15 (eurifoloide O) H 17 (eurifoloide Q) Tig

18 (eurifoliode R)

Exercici 20

A partir del rizoma de I'espécie Acorus tatarinowii Schott (Acoraceae) s’han aillat, entre
d’altres, els compostos 1, 2,3 i 4.

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen aquestes substancies i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccio, purificacid i aillament dels quatre compostos.

c) Tres senyals observables en |'espectre d’*H-RMN del compost 4.

20. Resposta

a) Els tres primers compostos presenten una estructura terpénica amb quinze carbonis que
segueixen el patrd d’isopré; per tant, es tracta de sesquiterpens. Biogeneticament, els tres
deriven de la via de I'acid mevalonic. El compost 4 és fenolic, un ligna que resulta de la unié
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de dos restes de fenilpropanoide pels C-8 i C-8’, i on les cadenes laterals han format un anell
fura. Biogenéticament, el ligna deriva de la via de I’acid shikimic.

b) Els quatre compostos sén solubles en diclorometa. Despres de I'extraccio, I'extracte
diclorometanic es purifica per CC engel de silice amb un gradient de diclorometa-acetat
d’etil (100:0->70:30), eluint per ordre de polaritat en primer lloc el compost 4, més apolar,
seguidament el compost 1 amb dos grups ceto, menys apolar, després el compost 2 amb un
grup ceto i un hidroxil, lleugerament més polar, i finalment el compost 3 amb un grup ceto i
tres hidroxils, el més polar.

Droga
S/L | CH,CI
/ 2 Extracte en CH,Cl,
v (Compostos 1, 2, 3 i 4)
Marc F. estacionaria: gel de silice

CC d’adsorcid o
F. mobil: CH,Cl,/EtOAc

' } ) }

Elucié anterior Elucié intermedia Elucié intermedia Elucio posterior
Compost 4 Compost 1 Compost 2 Compost 3
(més apolar) (menys apolar) (menys polar) (més polar)

c) Lespectre d’*H-RMN del compost 4 mostra dos sistemes d’acoblament ABX a 6 7,71 ppm
(1H, dd, J = 8,5 i 2,0 Hz, H-6), 7,58 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2), 7,08 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 7,04
(1H, singlet ample, H-2’), 6,93 (2H, superposat, H-5'/H-6’). En la regié a camp alt apareixen
tres senyals de protons de metins a 4,41 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-7’), 4,03 (1H, m, H-8), 2,46 (1H,
m, H-8’), un parell de senyals de protons metilens oxigenats a 4,28 (1H, t, J = 8,7 Hz, H-9a),
4,11 (1H, dd, J = 8,4 i 6,8 Hz, H-9b) i un senyal de proté de metil a 1,03 (3H, d, J = 6,7 Hz, H-
9’). A més, mostra quatre singlets que integren per 3H cadascun a 3,93, 3,90, 3,86 i 3,83,
corresponents a 3-OCHs, 4-OCHs, 3'-OCHs, i 4-OCHjs, respectivament, que van ser assignats
mitjancant I'analisi HMBC (Zang et al., 2018).

Apeéndix exercici 20

Acorus tatarinowii (Acoraceae) és una especie que viu en regions pantanoses del Sud de la
Xina, I'india i Tailandia. Durant segles ha sigut reputada per al tractament de malalties
neurologiques. El rizoma d'aquesta especie sembla que té el potencial d’alleujar el declivi
cognitiu, epilépsia i demencia. La investigacié fitoquimica ha revelat que els principals
constituents son sesquiterpenoides, fenilpropanoides, lignans i alcaloides. La decoccio en
aigua i oli essencial d’A. tatarinowii va mostrar efectes antiepiléptics en rates amb
convulsions. Un terpenoide aillat d’aquesta planta, anomenat B-asarona, sembla que pot
invertir el deteriorament cognitiu perqué inhibeix I'apoptosi neuronal en I'hipocamp en
rates injectades amb B-amieloide.

Del seu rizoma, Feng i col-laboradors (2014) van aillar-ne dotze terpenoides, i més
recentment Zang i col-laboradors (2018) van aillar-ne vuit lignans, dels quals en aquest
exercici es presenten les estructures de tres sesquiterpens i un ligna. Les
propietatspotencialsdavant la malaltia d’Alzheimer del ligna 4 van ser avaluades en el model
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de la mosca Drosophila transgenica que sobreexpressa I'oligomer AB42. La mosca de la fruita
D. melanogaster és un dels organismes més accessibles geneticament i experimentalment, i
s'adapta bé a I'estudi de la funcié d'aprenentatge-memoria en malalties neurodegeneratives.
En aquest model, el compost 4 va mostrar capacitat per millorar la memoria a curt termini
de les mosques tractades, amb una poténcia semblant a la memantina utilitzada com a
control positiu.

D’acord amb Feng i col-laboradors (2014), I'extraccid i aillament dels compostos a partir d’A.
tatarinowii va ser de la manera seglient: el rizoma polvoritzat i dessecat es va extraure amb
EtOH 60%. L’extracte obtingut es va suspendre en H,0 i es va fraccionar L/L amb EtOAc i n-
BuOH.

L'extracte EtOAc es va purificar mitjancant CC en gel de silice amb un gradient de
CeH12/EtOAC i va donar set fraccions (E1-7). La fraccié E4 va ser purificada per cromatografia
liguida de mitjana pressié (CLMP) de fase invertida C18 eluint amb un gradient de
MeOH/H,0 (30:70->100:0) que dona 14 subfraccions (E4.1-4.14). La subfraccié E4.3 va ser
fraccionada per CC en gel de silice eluint amb un gradient de CgH;,/Me,CO i que va donar 16
fraccions (E4.3.1-4.3.16). La fraccié E4.3.5 va ser purificada per CLAR preparativa (C18) amb
MeOH/H,0 (63:37) seguida de columna quiral semipreparativa amb MeCN/H,0 (50:50) que
va donar el compost 1. La fraccié E5 va ser purificada de la mateixa manera que E4.3 i dona
11 subfraccions (E5.1-5.11). La fraccid E5.4 va ser separada per CC en gel de silice eluint amb
un gradient de CgH1,/Me,CO i a continuacio per CLAR semipreparativa (C18) amb MeOH/H,0
(55:45); el resultat fou el compost 2.

Seguint el mateix procediment d’extraccid, Zhang i col-laboradors (2018) cromatografiaren
I’extracte EtOAc per CC en gel de silice amb un gradient de CgH1,/EtOAc (100:0->0:100) que
va donar set fraccions (EA1-7). La fraccié EAS va ser cromatografiada per CC de fase invertida
C18 eluint amb un gradient de MeOH/H,0 (10:90->40:60), i la subfraccié eluida amb MeOH
60% (EA5.6) es va purificar per CC en gel de silice eluint amb un gradient de CgH1,/Me,CO
(95:5->70:30) que va donar 13 fraccions (EA5.6.1-5.6.13). La fraccié EA5.6.10 va ser
fraccionada per CC de filtracié en gel (Sephadex®LH-20) amb MeOH i CLAR preparativa (C18)
amb MeOH 60%; va donar el ligna 4.

Les estructures dels compostos van ser establertes per RMN mono- i bidimensional,
espectrometria de masses, dades d’espectroscopia optica i analisi cristal-lografica per rajos
X. Els tres sesquiterpenoides van ser anomenats acoroné (1), tatarinowina A (2) i
tatarinowina C (3). Al ligna 4 se li va assignar el nom trivial de (+)-tatarinoide D, identificat
com (3R,4R,5R)-5-(3,4-dimetoxifenil) tetrahidro-4-(metil)-3-furanil-(3,4-dimetoxifenil)
metanona.
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Exercici 21

A partir de I’escorca de la tija de Ficus drupacea Thunb. (Moraceae) s’han aillat i identificat,
entre d’altres, els compostos seglients:

| | "

H,CCO"

Indiqueu:

a) Tipus d’estructura de cada compost i quin sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament dels quatre compostos.

c) Reaccid de caracteritzacié del compost 1.

d) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN de la molécula 2.

21. Resposta

a) Els compostos 1, 3 i 4 sén terpénics. El primer és un esteroide glucosilat mentre que els
altres dos sén genines triterpéniques pentacicliques, 3 amb esquelet tipus oleana i 4 amb
esquelet tipus lupa. Biogeneticament, els tres deriven de la via de I'acid mevalonic. El
compost 2 és fenolic, concretament és un seco-neoflavonoide, un subgrup de flavonoides
que presenten un esquelet 4-fenilcroma, perd en aquest cas amb l'anell C obert;
biogenéticament és un metabolit mixt derivat de la via de I'acid shikimic i tres restes
d’acetat.

b) Els compostos 2, 3 i 4 sén apolars, solubles en diclorometa, mentre que I'heterosid 1 és
polar i soluble en metanol o aigua. A més, la preséncia d’un hidroxil fenolic lliure en el
compost 2 li confereix caracter acid deébil i se solubilitza en formar fenats amb un medi alcali
fort. Després d’extraure la droga amb diclorometa, I’extracte es pot purificar L/L amb KOH
5%; en la fase aquosa basica se solubilitza 2, mentre que la fase organica en qué es troben 3 i
4, es fracciona per CC sobre gel de silice eluint, amb diclorometa/acetat d’etil (9:1), en
primer lloc el compost 4, més apolar, i a continuacié, el compost 3, lleugerament més polar.
El marc s’extrau amb metanol, en qué se solubilitza el compost 1.
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Droga

S/L CH,Cl,
,| Extracte en CH,Cl,
v (Compostos 2,3 4)
Marc
L/L KOH 5%
S/L MeOH v
Marc e l 1
Extracte en MeOH Extracte en CH,Cl, Extracte aquds alcali
Compost 1 Compostos 3i4 Compost 2
, ., F. estacionaria: gel de silice
CCdadsorcio | obil: CH,Cl,/EtOAC (9:1)
Elucié anterior Elucié posterior
Compost 4 Compost 3
(més apolar) (més polar)

c) L'anell esteroide del compost 1 es pot caracteritzar per la coloracié verd blavosa amb el
reactiu de Liebermann (anhidrid acétic i acid sulfuric), mentre que en la part glucidica dona
positiva la reaccié de Molisch (a-naftol + acid sulfuric) per I'aparicié d’un color morat.

d) Lespectre d’*H-RMN (400 MHz, CDCls, ppm) del compost 2 mostra tres singlets a & 3,74
(3H, s, -OCHs), 3,84 (3H, s, -OCHjs), 3,85 (3H, s,-OCHjs) corresponents als tres grups metoxi. Un
triple doblet a 5,01 (1H, ddd, =CH, trans, J = 17,33, 1,68 i 1,68 Hz), un doblet ample a 5,20
(1H, ample d, Ha, J = 5,68 Hz), 5,27 (1H, ddd, = CH, cis, J = 10,38, 1,65 i 1,65 Hz), un triple
doblet a 6,32 (1H, ddd, Hx, J = 17,21, 10,04 i 5,17 Hz). A més, s’hi observen dos singlets a
6,53 (1H, s, H-3) i 6,67 (1H, s, H-6) corresponents als protons aromatics de I'anell A i un
multiplet entre 6,80-7,15 (4H, m) corresponent als quatre protons aromatics de I'anell B
(Sekine et al., 2009).

Apeéndix exercici 21

L’espécie Ficus drupacea (Moraceae) és un arbre medicinal ornamental distribuit en arees
temperades i utilitzat no només en la medicina popular per al tractament de paragonimiasis,
malaria i sinusitis, sind també en la industria farmaceutica com a font d’inhibidors de a-
glucosidasa (Kiem et al., 2013). Yessoufou i col-laboradors (2015) van avaluar les activitats
antimicrobianes i antiproliferatives de I'extracte metanodlic i dels compostos aillats a partir
de l'escorca de la tija davantbacteris, fongs i cél-lules canceroses humanes. Van aillar i
identificar set compostos incloent-hi: B-amirina, B-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranodsid, 5-O-
metil-latifolina, acid oleandlic, epifriedelanol, friedelina i acetat de epilupeol. D’aquests, 5-O-
metil-latifolina i acetat de epilupeol van mostrar les millors activitats antimicotica i
antibacteriana, mentre que I'acid oleanolic, friedelina i acetat d’epilupeol van exhibir les
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activitats antiproliferatives més potents davant les linies cel-lulars canceroses Hela, MCF-7,
Jurkat, HT-29 y T24.

D’acord amb Yessoufou i col-laboradors (2015), I'escorca de la tija de F. drupacea dessecada
i polvoritzada va ser macerada amb MeOH a temperatura ambient; I'extracte obtingut va
ser fraccionat per CC en gel de silice eluint amb un gradient de C¢H14i mescles CgH14/EtOAC i
Ce¢H14/Me,CO. Se’n van obtenir diferents fraccions. La fraccié eluida amb CgH14/EtOAC (3:1)
va ser sotmesa a CC en gel de silice eluint amb mescles de CgH14/EtOAc, EtOAC i mescles
EtOAc/MeOH, que va donar el compost 1. La fraccié eluida amb CgH14/Me,CO (17:1) va ser
cromatografiada sobre gel de silice eluint amb mescles CHCl3/MeOH (15:1) i va donar dues
subfraccions Frl i Fr2. La Frl va ser recromatografiada en CC en gel de silice amb
CHCI3/Me,CO (4:1) eluint el compost 2. La Fr2 va ser recromatografiada en C18 amb mescles
MeOH/H,0 (8:1) eluint els compostos 3 i 4. Els compostos aillats van ser identificats per
analisi espectroscopica, incloent-hi *H- i *C-RMN, i EM.

5-O-Metil-latifolina (2). EM, m/z (intensitat relativa): 300 [M]", (27), 285 (1), 269 (11), 253
(2), 241 (2), 225 (3), 210 (2), 194 (5), 181 (12), 168 (100), 153 (32), 131 (14), 115 (8), 107 (13),
91 (9), 77 (15), 69 (19), 51 (8).

13C-RMN (100 MHz, CDCls, ppm) 6: 41,68 (C-Ha), 57,56 (-OCHs), 58,00 (-OCHs), 58,42 (-OCHs),
99,37 (C-3), 114,64 (C-6), 117,78 (C-1), 118,19 (=CH,), 122,00 (C-3’), 122,74 (C-1’), 129,17 (C-
5'), 129,80 (C-4’), 130,71 (C-6’), 140,51 (C-Hx), 145,14 (C-5), 149,92 (C-2), 151,61 (C-4),
155,27 (C-2)).

Exercici 22

A partir de I'espécie Derris eriocarpa F.C. How (Leguminosae) s’han aillat, entre d’altres, els
compostos1,2,3i4.

S
HO"

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a quée pertanyen els compostos i quins sén els seus precursors
biogenétics.

b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament de les quatre substancies.

c) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN del compost 1.
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22. Resposta

a) Els tres primers compostos sén fenolics. EIl compost 1 és un estilbenoide, caracteritzat per
posseir dos anells aromatics units per un parell de carbonis, en aquest cas tetrametoxilat. Els
estilbens, també referits com a bisbenzils, estan relacionats amb els flavonoides (metabolits
mixtos resultants de la condensacio de tres restes d’acetat i I’acid cinamic), i tenen I'esquelet
basic C6-C2-C6 provinent de la perdua d’un carboni de la unitat tricetona inicial. El compost
2 és una 5,7-dimetoxi-isoflavona prenilada al C-6. Biogenéticament, les isoflavones sén
metabolits mixtos, una subclasse de flavonoides en qué I'anell aromatic derivat del shikimat
(anell C) d’una flavanona (sense insaturacid al C-2) ha migrat al carboni adjacent de
I’heterocicle (C-3 en I'anell B). El substituent prenil (cinc carbonis) al C-6 deriva de I'acid
mevalonic. El compost 3 és una pirancumarina substituida al C-3 amb un 4’-prenil-benzé.
Biogenéticament, les cumarines sén derivats de I'acid shikimic i I'anell pira prové d’una
ciclitzacié intramolecular entre I’hidroxil al C-7 i un substituent prenil al C-6, derivat de I’acid
mevalonic. El compost 4 és un derivat de la ionona, més concretament és un glucosid del
3,6-dihidroxi-5,6-dihidro-B-ionol. Les ionones resulten de la degradacié dels carotenoides,
els quals deriven biogenéticament del mevalonat.

b) Els tres compostos fenolics sén solubles en diclorometa i una vegada extrets es poden
purificar per CC en gel de silice eluint amb un gradient de diclorometa-metanol per ordre de
polaritat, possiblement en primer lloc el compost 1 més apolar, a continuacié el compost 2,
lleugerament menys apolar, i finalment el compost 1, més polar. La possible particié L/L de
I’extracte diclorometanic amb una base forta per a solubilitzar els compostos 2 i 3 amb
hidroxils fenolics lliures i separar-los del compost 1 soluble en la fase organica no seria
recomanable perque la lactona de la cumarina és molt labil i es podria trencar. El compost 4
és un heterosid, més polar, i s’extrau amb metanol.

Droga
S/L | CH,CI,
. Extracte en CH,Cl,
! (Compostos 1,2 3)
Marc S s
CC dadsorcié F. es'\cac'lonarla. gel de silice
S/L | MeOH F. mobil: CH,Cl,/MeOH
Marc [+ l ! l
v Elucié anterior Elucid intermedia Elucid posterior
Extracte en MeOH Compost 1 Compost 2 Compost 3
Compost 4 (més apolar) (menys apolar) (més polar)

c) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra cinc singlets que integren per 3 H cadascun a &
3,25, 3,62, 3,73, 3,62 i 3,71 ppm corresponents a 2-OCHs, 3'-OCHjs, 4'-OCHs, 5'-OCH;, i 4"-
OCHs, respectivament, que van ser assignats per correlacions heteronuclears de multiple
enllag (HMBC). Dos doblets a 5,54 (J = 8,4 Hz) i 3,97 (J = 8,4 Hz) corresponents a H-1 i H-2,
respectivament. També s’hi observa la preséncia d’un sistema AA’BB’ a 6,75 (2H, d, / = 8,4
Hz, H-3” i H-5") i 6,92 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2"" i H-6"). A més, dos dobletsa 6 6,17 (1H, d, J =
2,0 Hz) assignables a H-2" i H-6" (Zhang et al., 2014).
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Apeéndix exercici 22

Les tiges dessecades de I'espécie Derris eriocarpa (Leguminosae) s’utilitzen per alleujar la tos
i reduir I'esput, i en el tractament de nefritis, cistitis, uretritis, i edemes per beri-beri. Els
extractes hidroetanolic i butanolic van demostrar propietats antiinflamatories i analgésiques
a més de reduir la tos i I'esput en ratolins, sense mostrar cap toxicitat aguda a la maxima
dosis de tolerancia de 62 i 96 g/kg respectivament (Zhang et al., 2014).

A partir de les tiges d’aquesta especie, Zhang i col-laboradors (2014) van aillar i identificar
per técniques espectroscopiques mono i bidimensionals tres compostos nous en la natura,
un analeg nou del resveratrol, 1-(3',4',5'-trimetoxifenil)-2-metoxi-2-(4"-metoxifenil)-etan-1-
ol (1), i dues noves prenilisoflavones, 4'-hidroxi-5,7-dimetoxi-6-(3-metil-2-butenil)-
isoflavona (2), i derrubona-5-metil éter (3), a més de disset compostos coneguts. Els
compostos aillats coneguts identificats per comparaci6 amb dades espectroscopiques
bibliografiques ven ser: 5,7-dihidroxi-3-[4'-O-(3-metil-2-butenil)-fenil]-isoflavona (4), 3,4,4',5-
tetrametoxi-estilbé (5), acid robustic (6), 4-hidroxi-3-[4'-0-(3,3-dimetilal-lil)fenil]-5-metoxi-
2",2"-dimetilpiran-(5",6":6,7)-cumarina (7), derrusnina (8), medicagol (9), maackiaina (10),
derrubona (11), 6-metoxi-7-hidroxi-3’,4’-metil-ene-dioxiisoflavona (12), formononetina (13),
daidzeina (14), (3S)-vestitol (15), coniferaldehid (16), B-adenosina (17), alangiosid A (18),
ampelopsisionosid (19), i (3S,5R,6S,7E,9R)-3,6-dihidroxi-5,6-di-hidro-B-ionol (20). Tots
aquests compostos s’han descrit per primera vegada en aquesta especie.

D’acord amb Zhang i col-laboradors (2014), I'extraccid i aillament dels compostos va ser de la
manera seglient: les tiges de D. eriocarpa dessecades i polvoritzats van ser extretes amb
MeOH 80% a temperatura ambient i el residu aquds obtingut després d’eliminar-ne I'alcohol
es va fraccionar L/L amb CgH14, CHCl3, EtOAc, i n-BuOH.

L’extracte CHClz es va separar per CC en gel de silice amb un gradient de C¢Hi4/Me,CO
(1:0->1:1) i vadonar deu fraccions (C1-10). A partir de la fraccié C4, cristal-litza el compost 5.
La fraccié C6 va ser cromatografiada per CC en gel de silice eluint amb un gradient de
CeH14/EtOAC (15:1->3:1) que vadonar deu subfraccions (C6a—j); Cée va ser repetidament
fraccionada per CC sobre gel de silice i va donar els compostos 4, 7, 10, 11; de Cég s’aillaren
els compostos 2, 3, 6, 8 i 16; i de C6i els compostos 1, 9, i 13. La fraccié C8 va ser sotmesa a
CC sobre gel de silice eluint amb un gradient de CHClz/Me,CO (1:0-0:1) que va donar set
subfraccions (C8a—g); C8c va ser repetidament cromatografiada per CC sobre gel de silice i
en va resultar el compost 12, i C8f el compost 14.

L’extracte EtOAc es va fraccionar per CC en gel de silice amb un gradient de CHCl3/Me,CO
(1:0->0:1); va donar deu fraccions (E1-10). E6 dona el compost 15 i E9 el compost 20 després
de repetides purificacions per CC en gel de silice.

L’extracte n-BuOH va ser sotmeés a CC sobre Diaion D101 (resina macroporosa) eluint amb
EtOH al 30%, 50%, 70%, i 100%. La fraccié eluida amb EtOH 30% va ser purificada per CC en
gel de silice amb un gradient de CHCl3/MeOH (15:1->0:1) que va donar set subfraccions
(Bla—g). Per purificacions repetides sobre gel de silice, Blc va donar el compost 19, Bld el
compost 17, i Ble el compost 18.

Els compostos 1-4 seleccionats per al present exercici son |'estilbe 1-(3',4',5'-trimetoxifenil)-
2-metoxi-2-(4"-metoxifenil)-etan-1-ol (1),  4'-hidroxi-5,7-dimetoxi-6-(3-metil-2-butenil)-
isoflavona (2), 4-hidroxi-3-[4'-0-(3,3-dimetilal-lil)fenil]-5-metoxi-2",2"-dimetilpiran-
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(5”,6":6,7)-cumarina (3); cadascun es correspon amb els compostos 1, 2 i 7, respectivament,
aillats del’extracte cloroformic; i ampelopsisionosid (4) es correspon amb el compost 19,
aillat de I'extracte n-BuOH.

Zhang i col-laboradors (2014) van avaluar les activitats antimicrobianes dels tres nous
compostos identificats en la natura. 4'-Hidroxi-5,7-dimetoxi-6-(3-metil-2-butenil)-isoflavona
fou el que va manifestar millor activitat inhibitoria davant Candida guilliermondii, C. albicans
i Microsporium gypseum, amb valors de concentracié minima inhibitoria de 12,5 pg/ml.

Exercici 23

A partir de I'espécie Derris eriocarpa F.C. How (Leguminosae) s’han aillat, entre d’altres, els
compostos1,2,3i4.

COOH

>
Z
2
Z

Rha-Gal-GIr- O

Indiqueu:

a) Grup fitoquimic a que pertanyen els compostos i quins son els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament dels quatre compostos.

c) Dues reaccions de caracteritzacié del compost 1.

d) Possible activitat farmacologica d’un principi amb I'esquelet del compost 3.

e) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN del compost 1.

23. Resposta

a) El compost 1 és un saponosid o triterpe glicosilat amb genina tipus oleana, amb una
insaturacié al C-12, un grup acetil al C-22, un hidroximetil al C-24 i un carboxil al C-30. La
cadena glucidica unida per enlla¢ éter a I'hidroxil al C-3 esta constituida per tres oses.
Biogeneticament deriva de I’acid mevalonic. Els altres tres compostos son fenolics. El
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compost 2 és un aldehid fenilpropanoide, concretament el coniferaldehid, derivat de la via
de I'acid shikimic. El compost 3 és una 7,4’-dihidroxi-isoflavona, concretament la daidzeina.
Biogeneticament, les isoflavones sén metabolits mixtos resultat de la condensacié de I'acid
cinamic i de tres restes d’acetat. Les isoflavones sdn una subclasse de flavonoides en qué
I’anell aromatic derivat del shikimat (anell C) d’'una flavanona (sense insaturacié al C-2) ha
migrat al carboni adjacent de I’heterocicle (C-3 en I'anell B). El compost 4 és un cumesta, un
derivat d’isoflavonoides que resulta de I'acoblament de I’hidroxil de I'anell B al C-4 de I'anell
C. Més concretament, és un producte d’oxidacid d’un pterocarpa (una estructura benzo-
piran-furan-benze) que és semblant a una cumarina, derivada biogenéticament del
shikimat.

b) Els tres compostos fenolics sén solubles en diclorometa, aleshores la droga s’extrau amb
aquest dissolvent i I'extracte obtingut es purifica per CC en gel de silice eluint amb un
gradient de diclorometa-acetat d’etil per ordre de polaritat: en primer lloc el compost 4, més
apolar, després el compost 2, menys apolar, i finalment el compost 3, el més polar. La
possible particiéd L/L de I'extracte diclorometanic amb una base forta per a solubilitzar els
compostos 2 i 3 amb hidroxils fenolics lliures i separar-los del compost 1 soluble en la fase
organica no seria recomanable perque la lactona de la cumarina és labil i es podria trencar.
Alternativament, pot océrrer que només el compost 4 fora soluble en diclorometa i que els
compostos 2 i 3 s’extragueren amb acetat d’etil. Després aquests dos se separen per CC en
gel de silice eluint, amb un gradient de diclorometa-acetat d’etil en primer lloc el compost 2,
més apolar, i seguidament el compost 3, més polar. El compost 4 és un heterosid, més polar,
i s’extrau en aigua.

Droga

S/L | CH,Cl,

,| Extracte en CH,CI,
v Compost 4

Marc

S/L | EtOAc

Marc |«
S/L |H,0 Extracte en EtOAc

Marc (Compostos 2 3)

A

y

Extracte aquds

CC d'adsorcié F. estacionaria: gel de silice

Compost 1 F. mobil: CH,Cl,/AcOEt
Elucié anterior Elucié posterior
Compost 2 Compost 3
(més apolar) (més polar)

c) El compost 1 és un saponosid triterpénic hidrosoluble que es pot caracteritzar per la seua
propietat de formar escuma persistent en agitar la seua dissolucié aquosa (poder afrogen).
Com que és un heterosid (genina unida a una part glucidica), el sucre dona positiva la reaccié
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de Molisch i hi apareix una coloracié roja en afegir a-naftol i acid sulfuric a la dissolucié
aquosa.

d) Les isoflavones (com per exemple genisteina, daidzeina o formononetina, entre d’altres) i
els cumestans (com cumestrol o medicagol) sén fitoestrogens o substancies estrogéniques
que es troben en llegums (soia, Glycine max (L.) Merr., Leguminosae) o fulles (trevol roig,
Trifolium pratense L., Leguminosae), llinosa i llipol, i tenen efectes beneficiosos en la salut
com a estrogens suaus, pero en algunes circumstancies poden actuar com a antiestrogens.
Evidéncies epidemiologiques suggereixen que una dieta rica en soia pot reduir els
simptomes de la menopausa o l'augment de la prostata. Redueixen la severitat de les
sufocacions i suors nocturns en dones peri- o post-menopausiques, aixi com els factors de
risc d’osteoporosi. Un assaig aleatoritzat, doble cec, controlat amb placebo,va indicar que
I’extracte de fulles de trévol roig (80 mg/dia, durant dotze setmanes) redueix la freqtiéncia i
intensitat deles sufocacions en dones postmenopausiques (Shakeri et al., 2015).

e) L'espectre d’*H-RMN del compost 1 mostra set singlets que integren per 3 H cadascun,
corresponents a set metils terciaris a 6 0,64 ppm (C-25), 0,87 (C-26), 0,96 (C-28), 1,30 (C-27),
1,31 (C-29), 1,39 (C-23), i 2,07 (CO-CHs), un hidroximetil al C-24 a 4,22 i 3,23 (un doblet
cadascun amb J= 11,5 Hz), un protd de doble enllag olefinic al C-12 a 5,52 (singlet ample), i
tres protons anomerics a 4,97 (d, J = 8,0 Hz), 5,70 (d, J = 7,5 Hz), i 6,17 (s) (Zhang et al.,
2017).

Apeéndix exercici 23

Amb I'objectiu d'identificar els compostos de sabor dolg i determinar per que es pot utilitzar
I'espécie Derris eriocarpa (Leguminosae) per substituir la regalissia des del punt de dolcor,
s’ha dut a terme un fraccionament i purificacid guiats sensorialment pel gust dol¢ de
I'extracte cru d'aquesta planta. Zhang i col-laboradors (2017) hi van aillar dos saponines
triterpéniques de sabor dolg, millettiasaponina (1) i una nova saponina anomenada
derrisaponina A (2).

D’acord amb Zhang i col-laboradors (2017) I'extraccié i I'aillament, guiat sensorialment,dels
compostos va ser de la manera seglient: les tiges de D. eriocarpa dessecades i polvoritzades
van ser extretes amb MeOH 80% a temperatura ambient i el residu aquds obtingut després
d’eliminar I'alcohol es va fraccionar L/L amb CHCls;, EtOAc, i n-BuOH. La fraccié n-BuOH i
I"aguosa mostraren un sabor dolg en els tests d’avaluacié sensorial.

La fraccido n-BuOH va ser purificada per CC sobre una resina macroporosa D101 eluint amb
H,0, EtOH 30%, 50%, i 70%, i EtOH successivament. Després de concentrar a buit i liofilitzar,
es van obtenir les fraccions B1 (eluida amb EtOH 30%), B2 (eluida amb EtOH 50% i 70%), i B3
(eluida amb EtOH). La fraccié B2 va ser identificada com la fraccié dolga d’acord amb els
resultats d’avaluacio sensorial. La fraccié B2 es va fraccionar per CC en gel de silice amb un
gradient de CHClz/MeOH/H,0 (7:3:0, 7:3:0,5, i 6:4:1) i va donar quatre subfraccions (B2a-d),
de les quals només les dues ultimes van mostrarun sabor dolc. La fraccié B2c es va
cromatografiar per CC en gel de silice eluint amb CHCl3/MeOH/H,0 (7:3:0,5) i va donar
qguatre subfraccions (B2c1-3), de les quals B2c-2 era dolca. Aquesta fraccié es va
recromatografiar en les mateixes condicions i va donar el compost 1. La fraccié B2d també es
va cromatografiar en les mateixes condicions i va donar quatre subfraccions, B2d-4 dolca, i
successivament es va recromatografiari va donarel compost 2.
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L’estructura dels compostos va ser elucidada per analisi espectroscopica d’/RMN, mono- i
bidimensionals. El compost 1 es va identificar com a millettiasaponina A, aillat per primera
vegada en el genere Derris i previament aillada en I'espécie Millettia speciosa Champ.
(Leguminosae). Millettiasaponina A es correspon amb el compost 1 de I’exercici proposat.
L’estructura del compost 2, una nova saponina, va ser establerta com I'acid 22[B-acetiloxi-
3B,24-dihidroxiolean-12-en-30-o0ic3-0-B-D-glucopiranosil-(1->3)-[a-L-ramnopiranosil-(1->2)]-
B-D-galactopiranosil-(1->2)-B-D-glucuronopiranosid i anomenada derrisaponina A.

La potéencia de dolcor va ser avaluada en un test amb un panell sensorial huma. Les
intensitats de dolcor dels compostos 1 i 2 van ser 150 i 80 vegades superiors a la sacarosa a
I’1%, respectivament. Aquests compostos no van mostrar toxicitat aguda en ratolins a dosis
de 250 i 400 mg/kg pes corporal. L’analisi quantitativa per CLAR-EM/EM d’aquests
compostos dolgos en les tiges de D. eriocarpa va donar 352,80 mg/kg i 1887,60 mg/kg per al
compost 12 respectivament.

Exercici 24

A partir dels fruits de I'espécie Reevesia formosana Sprague (Malvaceae) s’han aillat i
identificat, entre d’altres, els compostos seglients: reevesiosid J (1), reevesianina A (2),
reevesiterpenol D (3), i reevesiterpenol E (4) :

OH

HaCO
HO OH
HO \ X 0 o
O O

Indiqueu:

a) Tipus d’estructura de cada compost i quins sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccio, purificacié i aillament d’aquestes substancies.

c) Una reaccié de caracteritzacio del compost 1.

d) Tres senyals observables en I'espectre d’*H-RMN del compost 2.
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24. Resposta

a) Els compostos 1, 3 i 4 son terpénics. El primer és un heterosid cardenolid mentre que els
altres dos, amb quinze carbonis cadascun, sén sesquiterpenoides. El compost 1 presenta un
esquelet esteroide amb dos hidroxils en Bal C-3 i C-14, el primer unit per enllag eter a una
glucosa (3B-0O-glucopiranosid, 14B-hidroxi), i una y-lactona a-monoinsaturada en 3 al C-17.
Biogeneticament, els tres deriven de la via de I'acid mevaldnic. A més, per al compost 1, la
progesterona, formada com a metabolit intermediari, reduida i hidroxilada, condensa amb
una unitat de dos carbonis en forma de malonil-coenzim A per originar una cadena lateral de
quatre carbonis que posteriorment s’oxida i deshidrata formant I’anell lactonic o-B insaturat.
El 2 és un compost fenolic glicosilat, amb un acid fenol i un fenol simple units per un
disacarid format per una hexosa i una pentosa. L'acid fenol deriva de la via de I’acid shikimic
perod el fenol simple amb patré floroglucinol resulta de la ciclitzacié de tres restes d’acetat.

b) Els compostos 3 i 4 son apolars, solubles en diclorometa, mentre que els heterdsids 1i 2
sén més polars i solubles en metanol. L'extracte diclorometanic es pot fraccionar per CC en
gel de silice eluint amb diclorometa/acetat d’etil (9:1) en primer lloc el compost 4, més
apolar, i a continuacié, el compost 3, més polar. De manera semblant, I'extracte metanolic
es fracciona per CC en gel de silice amb diclorometa/metanol (95:5) eluint primer el compost
1, més apolar, seguit del compost 2, més polar. Una altra alternativa és extraure el marc amb
EtOH 50% per solubilitzar els compostos 1 i 2, i després per particié L/L amb diclorometa
separar el compost 1 en la fase organica, mentre que el 2 roman en la fase hidroetanolica.

Droga
S/L| CH,Cl, Extracte en CH,Cl,
(Compostos 3i 4)
Marc CC d’adsorci¢ | FE: gel de silice

! FM: CH,Cl,/EtOAc

S/L | MeOH v
Marc ¢ l l

A

. Elucioé anterior Elucio posterior
Extracte en MepH Compost 4 Compost 3
(Compostos 1i2) (més apolar) (menys apolar)

CC d’adsorci¢ | FE: gel de silice
FM: CH,Cl,/MeOH

} }

Elucié anterior Elucié posterior
Compost 1 Compost 2
(més apolar) (menys apolar)

c) El compost 1 presenta un anell y-lactonic a-insaturat que es pot caracteritzar amb un
derivat aromatic nitrat com és I'acid 3,5-dinitrobenzoic en medi alcali en qué s’observa una
coloracio roig-violeta (Reaccio de Kedde).

d) Lespectre d’*H-RMN del compost 2 mostra tres protons acoblats en meta a & 6,02 ppm
(1H, t, J = 2,1 Hz, H-4), 6,15 (1H, t, J = 2,1 Hz, H-6), i 6,19 (1H, t, J = 2,1 Hz, H-2), i a més, un
sistema ABX d’un anell benzénic a 6,89 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5""), 7,48 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-
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2’”"), 7,55 (1H, dd, J = 8,4, 1,8 Hz, H-6""’). També presenta tres grups metoxi a 3,65, 3,84, i
3,87 corresponents a OCHs-5, OCHs-3"’, i OCH3-4"" respectivament, assignats per
correlacions 3J heteronuclears d’enllag multiple de I'analisi HMBC. A més, dos protons
anomeérics a 4,94 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1’) i 5,54 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-1""’") suggereixen la
presencia de dues restes de sucre (Hsiao et al., 2016).

Apéndix exercici 24

A partir dels fruits de I'especie Reevesia formosana (Malvaceae), Hsiao i col-laboradors
(2016) van obtindre un extracte metanolic amb una potent activitat citotoxica davant les tres
linies de cél-lules cancerigenes MCF-7, NCI-H460, i HepG2. El fraccionament bioguiat de
I’extracte en acetat d’etil actiu va conduir a I'aillament de cinquanta-quatre compostos,
incloent-hi tres nous cardenolids anomenats reevesiosid J (1), reevesiosid K, i epi-reevesiosid
K, tres nous sesquiterpenoides anomenats reevesiterpenol C, reevesiterpenol D, i
reevesiterpenol E (4), i dos nous heterosids reevesianina A (2) i reevesianina B, les
estructures dels quals van ser elucidades per analisi espectroscopica.

Reevesiosid J (1) va mostrar una moderada citotoxicitat davant les linies MCF-7, NCI-H460, i
HepG2, amb valors de Clsg 0,39 mM, 0,12 mM, i 1,09 mM, respectivament. Reevesiterpenol
E també mostra la millor citotoxicitat selectiva davant la linia NCI-H460, amb valor de Clsg
3,15 mM.

D’acord amb Hsiao i col-laboradors (2016), els fruits dessecats de R. formosana es van
extraure amb MeOH per maceracié i I'extracte es va fraccionar amb EtOAc i H,0, amb
I'obtencié de la fraccié soluble en EtOAg, i la soluble en H,O i una part insoluble. La fraccio
soluble en EtOAc va ser fraccionada per CC engel de silice eluint amb un gradient de
CeH14/Me,CO i va donar quinze fraccions (E1-15).

D’aquestes, les fraccions E-12 a E-15 van mostrar activitat citotoxica davant les cél-lules
assajades. Aixi doncs, l'aillament bioguiat va comengar amb la fraccié E-12 que es va
purificar per CLMP (CH,Cl,/MeOH, 30:1) amb I'obtencié d’onze subfraccions (E12.1-12.11).
La fraccid E12.4 es va fraccionar per CLMP (C18, Me,CO/H,0, 1:2) i va donar vuit fraccions
(E12.4.1-12.4.8), i d’E12.4.5, per CLAR preparativa (C18), se’n va aillar el compost 4. La
fraccié E13 es va purificar per CC de filtracio en gel (Sephadex®LH-20) eluint amb MeOH que
va donar disset subfraccions (E13.1-13.17). La fraccié E13.9 es va recromatografiar per CLMP
(C18, Me,CO/H,0, 2:3) i va donar onze subfraccions (E13.9.1-13.9.11). La fraccié E13.9.8 es
va purificar per CCP preparativa de fase invertida C18 (MeOH/H,0, 2:1) i va donar el
compost 1. La fraccié E14 es va purificar per CC de filtracié en gel (Sephadex®LH-20, MeOH) i
van eluir vint subfraccions (E14.1-14.20). La fraccié E14.9 es va recromatografiar per CLMP
(C18) amb MeOH/H,0 (1:1) i va donar tretze subfraccions (E14.9.1-14.9.13). L’'E14.9.4 per
CLMP de gel de silice (CH,Cl,/MeOH, 20:1) es va purificar i va donar catorze subfraccions
(E14.9.4.1-14.9.4.14). E14.9.4.5 per CCP preparativa de C18 (MeOH/H,0, 2:3) va donar el
compost 5. E14.9.4.9 es va purificar per CLMP de gel de silice (CH,Cl,/MeOH, 9:1) i CCP
preparativa de C18 (Me,CO/H,0, 1:2) i s’hi va aillar un derivat del compost 2. Posteriorment,
mitjancant CLAR preparativa sobre C18 (MeCN/H,0, 1:3) es va aillar el compost 2.

La formula molecular del compost 2 és C,7H34015, determinada per ESIMS i HRESIMS (m/z
621 [M+Nal*). L’espectre d’*H-RMN va mostrar senyals de dos anells aromatics, tres protons
acoblats en meta a § 6,02 ppm (1H, t, J = 2,1 Hz, H-4), 6,15 (1H, t, J = 2,1 Hz, H-6), 6,19 (1H, t,
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J = 2,1 Hz, H-2), i un sistema ABX d’un anell benzénic a 6,89 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5""), 7,48
(1H, d, J=1,8 Hz, H-2"""), i 7,55 (1H, dd, J = 8,4 i 1,8 Hz, H-6"""). Els tres grups metoxi a 3,65,
3,84, i 3,87 units als anells aromatics en OCHs-5, OCH3-3""’, i OCHs-4’", respectivament, van
ser assignats per correlacions 3J de I'analisi HMBC. A més, dos protons anomerics a 4,94 (1H,
d,J=7,8 Hz, H-10),i 5,54 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-1""") van suggerir la preséncia de dues restes de
sucre. Tenint en compte el valors de J i les dades de BC-RMN, i d’acord amb estudis previs
(Tian et al., 2013; Wang et al., 2006), les dues restes van ser identificades com a B-
glucopiranosil i B-apiofuranosil respectivament. La unié 1”->2’-0 va ser determinada pel fet
que H-1" es va correlacionar amb C-2’ (6 79,2) en I'espectre HMBC. A més, les correlacions
d’H-2""" i H-6""" amb I'ester del grup carbonil (6 167,0, C=0) van suggerir la preséencia d’un
grup veratroil connectat en forma d’ester. La unié dels dos grups fenolics i els dos sucres va
ser determinada per les correlacions 3J d’H-1’" amb C-1 (6 163,2) i d'H-5"" (6 4,32, 5"’b/6
4,34, 5”a) amb & 167,0 (C=0) observades. El compost 2, un heterosid fenolic, va ser
identificat com a 3-hidroxi-5-metoxifenil-1-O-B-(5"-0O-veratroil)-apiofuranosil-(1”—>2’)-B-
glucopiranodsid, i anomenat reevesianina A.

Exercici 25

De les fulles de I'especie Ginkgo bilobal. (Ginkgoaceae) s’han aillat i identificat, entre
d’altres, els compostos bilobalid (1), ginkgolid B (2), acid ginkgolic (3), quercetina-3-O-
rutinosid (4), genisteina (5), i amentoflavona (6):

OH
COCH

Cq3Ha7
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Indiqueu:

a) Tipus d’estructura de cada compost i quins sén els seus precursors biogenétics.
b) Esquema d’extraccid, purificacié i aillament dels compostos 1-6.
c) Activitat farmacologica del compost 2.

25. Resposta

a) Els compostos 1i 2 son terpenoides. L'1 és un sesquiterpé (quinze carbonis) mentre que 2
és un diterpé (vint carbonis), ambdds amb tres lactones. L'origen biogenetic d’aquests
compostos és la via de I'acid mevalonic. El compost 3 (acid ginkgolic) és un acid fenolic o
derivat alquil-salicilic amb una llarga cadena carbonada que deriva biogenéticament de la via
de I’acid shikimic, encara que la via dels poliacetats també podria estar implicada. En algunes
especies s’ha descrit que I'ocurréncia del resorcinol (benzé-1,3-diol) i el floroglucinol (benzé-
1,3,5-triol) podria ocdrrer, bé a través de la condensacié Knoevenagel (crotonic) que donaria
I’estructura orselinica (acid 2,4-dihidroxi-6-metilbenzoic), bé de la ciclitzacié intramolecular
tipus Claisen, que dona lloc a una floroacetofenona. La preséncia de I’acid orselinic (acid 4-
hidroxi-6-metilsalicilic) en les llavors de Ginkgo recolza I'origen del sesquiterpé bisabolol a
través de la descarboxilacié. També s’hi ha descrit la formacio del salicilic en séries de quinze
carbonis semblant als de I"acid 2-hidroxi-6-metilbenzoic (acid 6-metilsalicilic) en Penicillium
griseofulvum. La resta de compostos 4-6 sén fenolics amb diferent esquelet. Aixi, el compost
4 és un O-heterosid de flavonol amb dues oses unides mitjancant enllag eter a I'hidroxil al C-
3; 5 és una isoflavona, ja que I'anell B es troba al C-3, i 6 és un biflavonoide, ja que presenta
dues flavones unides pels carbonis 4’-8. Aquests tres compostos fenolics son metabolits
mixtos derivats de la via de I'acid shikimic i de tres restes d’acetat.

b) D’acord amb els estudis publicats sobre G. biloba, el plantejament de I'extraccié d’aquests
compostos a partir de les fulles es pot fer per maceracié amb etanol 70% i posterior
fraccionament L/L amb diclorometa per purificar en la fase organica els terpens i I'acid
ginkgolic, i deixar en la fase aquosa la resta de compostos fenolics. L’extracte diclorometanic
es fracciona L/L amb una base debil per solubilitzar I'acid ginkgolic, mentre que la fase
organica es purifica per CC en gel de silice amb mescles diclorometa-acetat d’etil, eluint
primer el diterpe, més apolar, i en segon lloc el sesquiterp&, més polar. Els compostos
fenolics de la fase aquosa es fraccionen L/L amb acetat d’etil per separar en la fase organica
les genines i deixar en la fase aquosa I'heterosid de flavonol. Les dues genines es poden
purificar per CC de filtracié en gel amb metanol, eluint primer el biflavonoide més gran i
després l'isoflavona, més menuda.
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Droga

S/L | EtOH 70%

R Extracte hidroalcoholic
| (Compostos1,2,3,4,5i6)

Concentrar per eliminar EtOH

A

Marc L/L CH,Cl,
A 4 A4
Extracte en CH,Cl, Extracte aquos
(Compostos 1,2 3) (Compostos 4,5 6)
L/L | NaHCO, 5% L/L | EtOACc
\ 4 A4 A4 A 4
Extracte en CH,Cl, Extracte aquos Extracte en EtOAc Extracte aquos
(Compostos1i2) Compost 3 (Compostos 5 6) Compost 4
, .. | FE:geldesilice e FE: (Sephadex® LH-20)
CcCcd adsorC|o‘ FM: CH,Cl,/MeOH CC de filtracio en gel‘ EM: MeOH
Elucié anterior Elucioé posterior Elucié anterior Elucio posterior
Compost 2 Compost 1 Compost 6 Compost 5
(més apolar) (menys apolar) (més gran) (més xicotet)

c) El ginkgolid B té nombrosos efectes beneficiosos per a la salut com a antiinflamatori,
antial-lérgic, antioxidant, i neuroprotector, principalment pel seu potent efecte com a
antagonista del factor activador de plaquetes (PAF).

Apeéndix exercici 25

Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) és I'Ginica espécie supervivent de la gran divisié Ginkgophyta, i
es considerada un fossil vivent. Hi ha moltissima literatura sobre I'analisi fitoquimica i
control de qualitat de les fulles, extractes, preparats fitoterapics i suplements d’herbes de
Ginkgo. La prescripcié dels extractes de fulles per a millorar la circulacié sanguinia, tant
periférica com central, va comencar en la decada dels seixanta a Alemanya. Actualment, les
indicacions mediques son claudicacid intermitent, disminucid de la vitalitat mental en
persones majors (falta de memoria, deméncia primerenca, problemes de concentracid), i
tinnitus.

Els extractes de Ginkgo com a EGb761 s’han proposat també com a eventual alternativa
terapeutica davantla malaltia d’Alzheimer. Perd un assaig clinic (3.069 persones), doble cec
de llarga duracio6 (6,1 anys) del 2008 va demostrar que |'extracte estandarditzat EGb761 no
tenia ningun efecte a I’hora de previndre la deméncia de qualsevol tipus. Tot i aixi, G. biloba
és actualment una de les plantes medicinals més estudiada i més venuda.

Els seus principals constituents inclouen trilactones terpéniques (ginkgolid A, B, C, J i
bilobalid), heterosids de flavonol, biflavones, proantocianidines, alquilfenols, acids fenolics
simples, acid 6-hidroxikinurenic, 4-O-metilpiridoxina i poliprenols. Hi ha dos tipus d’extractes
de les fulles: I'extracte complet i I'extracte estandarditzat. El primer es prepara generalment
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amb alcohol i conté tots els compostos solubles en aquest dissolvent. El segon, el trobat més
freqlientment, conté 6% de trilactones terpéniques, 24% d’heterosids de flavonol i menys de
5 ppm d’acids ginkgolics. Hi ha un gran contrast entre I'excés d’estudis sobre les trilactones
terpéniques, heterdsids de flavonol, i els acids ginkgolics en comparacié amb el reduit
nombre d’investigacions sobre biflavones, proantocianidines, compostos fenolics simples,
acids simples i altres constituents que representen I'altre 70% dels extractes estandarditzats
de Ginkgo.

El principal métode d’extraccié dels flavonoides és per maceracié amb mescles EtOH/H,0 i
Me,CO/H,0 en diferents percentatges o MeOH pur. Els ginkgolids i bilobalid sén solubles en
dissolvents organics polars i de polaritat intermédia com alcohols, Me,CO i EtOAc. Sén
moderadament solubles en Et,CO i H,0, i insolubles en dissolvents apolars com CHCl3, tolué i
CeHis. La seua solubilitat en H,0 s’incrementa significativament en augmentar la
temperatura.El reflux amb H,0 o H,0/MeOH és el procediment més utilitzat per a la seua
extraccio.

Nash i Shah (2015) van revisar els efectes beneficiosos dels constituents del Ginkgo en
malalties neurologiques i cerebrovasculars. Ginkgolid B (GB, BN52021) és el principal
constituent de I'extracte EGb 761 amb una activitat més potent com a antagonista del PAF i
va ser assajat clinicament per la seua eficacia en sepsies, esclerosi multiple, migranya i dany
per isquémia/reperfusid seguit de transplantament. En fase Ill, un assaig clinic doble cec, 120
mg GB va mostrar seguretat i efectivitat per al tractament de pacients amb sepsis severa
davant elgram-negatiu, la qual cosa va ser atribuida a les seues propietats antagonistes del
PAF. Pacients tractats amb antimicrobians i GB van mostrar un descens significatiu de la
mortalitat en comparacidé amb els pacients tractats amb antimicrobians i placebo. En un
assaig aleatoritzat, I'administracié de 2-10 mg/kg de GB a pacients que van ser sotmesos a
transplantament de pulmdé optimitzaren la funcid pulmonar, atribuida a baixes
concentracions postoperatories de PAF. La isquémia necessaria i subseglient reperfusié de
teixits trasplantats causa un dany que és amplificat pel PAF, el qual pot produir activacio de
neutrofils i alliberacié de citocines. En aquest sentit, GB també va reduir el dany cerebral per
isquémia/reperfusié en un model animal, que va ser atribuit a una disminucié de I'expressid
de cathepsines Bi L, i proteases lisosomals implicades en la mort cel-lular per isquémia. Com
a principal component de I'especialitat Migrasoll® (60 mg GB, coenzim Q10, riboflavina, i
magnesi), GB va ser clinicament efectiu per al tractament de la migranya amb aura.
L'administracié de Migrasoll® a l'inici de la migranya posterior va reduir tant el temps de
I'aura com la severitat de la migranya respecte al malats amb episodis inicials de migranya.
Es va suggerir que la causa subjacent de la migranya és deguda en part a la hiperexcitabilitat
de les neurones, possiblement per mecanismes dependents de K* o glutamat. Aquesta
hipotesi es va recolzaren la milloria dels simptomes després de |'administracié de
lamotrigina, un blocant dels canals de Na* i Ca®* voltatge dependent que inhibeix I'alliberacié
de glutamat. L’activacié presinaptica del receptor de PAF va mostrar un increment de
I'alliberacié de glutamat per un mecanisme encara desconegut. L’habilitat de GB per inhibir
PAF i la seua influencia en I'alliberacié de glutamat podria explicar el mecanisme darrere de
la reduccio de la severitat de migranya amb GB i Migrasoll®.
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Exercici 26

Les fulles d’una herba solanacia contenen els tres alcaloides 1, 2i 3

N N o N
| | | | | |
X CH, X CH, X CHs
N N N
I
CH,
1 2 3

Sobre aquestes molécules, indiqueu:

a) Grup fitoquimic a qué pertanyen i el seu origen biosintétic.

b) Un esquema d’extraccio i aillament de les tres. Assenyaleu quina reaccidé quimica permet
detectar la presencia dels alcaloides en els extractes.

c) Tres caracteristiques espectrals d’*H-RMN gue es podrien esperar del compost 1.

26. Resposta

a) Els tres compostos sén alcaloides pirrolidinics per I'estructura de I'anell heterociclic
pentagonal N-metilat. A més, tenen el caracter d’alcaloide piridinic, degut a la preséncia de
I’anell nitrogenat aromatic de sis membres. Considerant que la classificacié biosintética dels
alcaloides es basa en els aminoacids d’origen de metabolits secundaris, es poden considerar
els tres de I'exercici com a pirrolidinics (derivats d’ornitina), ja que la biosintesi de I'anell
piridinic forma part de rutes del metabolisme primari.

b) El procediment que tedricament podria valdre s’exposa a continuacié.

Droga

S/L CH,Cl,/NH,OH

MaE

S/L | H,00 H;0*

Extracte d’alcaloides
en CH,Cl, (bases 1 2)

hidrodestilacid

A 4

Extracte aquds v v
alcaloide 3 Condensatamb CH,Cl, || Al residu extractiu
guaternari base volatil 1 base fixa 2

La separacio dels alcaloides es basa en la seua volatilitat i possible ionitzacié. El compost 1 és
nicotina, certament volatil. L'amida 2 sera bastant menys basica i probablement no volatil
(fixa) perqué contenté oxigen. A més de I'’esquema anterior, i per tal de simplificar el sempre
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aventurat procés de la hidrodestil-lacio, se’n podrien extraure tots els alcaloides amb acid
aquds, i alcalinitzar les sals per obtenir-ne les bases, les quals s’aillarien juntes amb CH,Cl,,
mentre quel’alcaloide romandria 3 en fase aquosa. Aquestes dues (1 i 2) se separarien per
precipitaci6 de la forma menys alcalina (2), la qual seria insoluble en augmentar
adequadament el pH.

Les reaccions més habituals per detectar la presencia d’alcaloides sén les de precipitacié
amb sals o complexos que contenen mercuri, bismut o iode. Son reaccions de precipitacio en
medi acid, entre les quals destaquen les de Dragendorff, Bouchardat, Wagner o Mayer.

La composicio dels reactius és la seglient:

1. Reactiu de Dragendorff: BisHgN4O,, (nitrat basic de bismut o subnitrat de bismut) en
HNO; barrejat amb dissolucié aquosa de KiI, filtrat i diluit.

2. Reactiu de Bouchardat: dissolucié aquosa d’l, i Kl, al 2 % de cadascun.
3. Reactiu de Wagner: dissolucié aquosa d’l, al 2 %, i Kl al 6%.
4. Reactiu de Mayer: dissolucié aquosa de HgCl, (1,35 %) i KI (5 %) (Cabo i Pardo, 1974).

c) Quatre protons aromatics entre 7,0 i 9,0 ppm; els adjacents al nitrogen piridinic estan més
desplacats a freqiiencies majors. Set protons de carbonis saturats (sp>), entre 1,0 i 3,5 ppm;
els adjacents al nitrogen pirrolidinic estan més desplacats a freqlieéncies majors; els altres sp3
(1,0-2,0 ppm) com a multiplets, degut a I’existéencia de dos metilens (-CH,-) adjacents. L'N-
metil dona un singlet (3H) prop de 2,1 ppm. Aquests desplacaments provenen de I'espectre
registrat amb una dissolucié en CDCls.

Apeéndix exercici 26

Els alcaloides volatils

Les substancies volatils de les plantes tenen una distribucié taxondmica ampla, malgrat que
hi ha acumulacié en algunes families botaniques amb espeécies riques en olis volatils,
coneguts també com a olis essencials. Dins aquelles families es troben Lamiaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, i d’altres. La volatilitat esta implicita en la
facilitat de vaporitzacid, o sublimacio si pertoca: una substancia és volatil quan té una alta
pressio de vapor a temperatura ambient. La temperatura a la qual aquesta pressié equival a
I'atmosférica s'anomena punt d’ebullicié. Com en l'ambit fisic, I'aigua sembla ser un
estandard general; el seu punt d’ebullicid podria considerar-se un llindar de volatilitat. En el
camp dels alcaloides, la volatilitat és una excepcid, ja que sols alguns no oxigenats i de baixa
massa molecular presenten aquesta propietat i, no cal dir-ho, sén liquids. L'extraccié
selectiva dels alcaloides volatils es pot dur a terme per hidrodestil-lacié d’'una mostra o
extracte alcalinitzats. Si no es treballara a pH alcali hi hauria una gran proporcié en forma
d’alcaloide-sal que, per la seua ionitzacid, no seria volatil. El problema de la hidrodestil-lacié
és que l'elevada temperatura podria degradar I'alcaloide. Una altra consideracié que cal
tenir en compte és que quan evaporem el dissolvent organic usat en I'aillament de bases,
I’alcaloide volatil podria perdre’s en acompanyar el dissolvent.

Els alcaloides volatils més coneguts sén nicotina, esparteina i cicutina. El primer d’ells té una
potéencia farmacologica molt elevada i es troba a les fulles i altres parts de la summitat del
tabac (Nicotiana tabacum L., Solanaceae). L’activitat de la nicotina és agonista colinérgica,

81



mitjancant els receptors que s’anomenen precisament nicotinics, i té un caracter addictiu
molt notable. La facilitat que té en vaporitzar-se esta patent en I'is que se’n fa en cigarrets.
Altres alcaloides volatils estructuralment relacionats i presents en el tabac sén anabasina i
anatabina, i els seus derivats desmetilats.

L’esparteina es troba, junt amb altres alcaloides molt minoritaris, a la summitat de ginesta
borda (Cytisus scoparius (L.) Link = Sarothamnus scoparius (L.) W.D.J. Koch, Leguminosae). Es
molt basica i toxica per al sistema cardiovascular, degut al bloqueig de canals de sodi. També
és agonista colinergica, de receptors muscarinics. La cicutina o coniina es troba al fruit de la
cicuta (Conium maculatum L., Apiaceae) i va ser el primer alcaloide de la historia en ser
sintetitzat, en concret per Ladenburg el 1886. Com en casos anteriors, es troba a la planta
acompanyat d’altres molécules semblants, també liquides. La coniina, des d’un punt de vista
farmacologic, es pot caracteritzar com a antagonista del receptor nicotinic, cosa que li atorga
poder de bloqueig neuromuscular i asfixia (Hotti i Rischer, 2017).

Un altre alcaloide liquid no massa volatil (punt d’ebullicié 209 °C) perd arrossegable per
hidrodestil-lacié és I'arecolina, el més important dels principis de la nou d’areca, la llavor de
la palmera Areca catechu L., Arecaceae. Aquesta llavor, una nou segons la classica
nomenclatura farmacognostica, crea problemes de toxicitat neoplastica en amples capes de
la poblacié de I'est d’Asia (Holdsworth et al., 1998). Per finalitzar, cabria esmentar un tipus
poc freqlient d’alcaloides: els anomenats de tipus lolina, que sén derivats 1-amino-
pirrolizidinics amb un cicle eter addicional. Posseeixen activitat dissuasiva dels insectes i sén
produits per fongs parasits de plantes forratgeres (Schardl et al., 2007).

Exercici 27

Withania somnifera (L.) Dunal (Solanaceae) és una espécie anomenada popularment ginseng
de I'india o Ashwagandha. Un dels alcaloides que es troba en aquesta planta és anaferina

(1):

\\\\\\\s

Iz
Iz

Amb relacié a aquesta molecula:

a) Proposeu un possible esquema biosintétic.
b) Proposeu alguna idea sobre les seues caracteristiques fisicoquimiques.
c) Assenyaleu com podrieu identificar-la.

27. Resposta

a) Els alcaloides piperidinics, com I'anaferina, deriven de la lisina (1), un aminoacid lineal
dibasic. El primer pas és la descarboxilacié a cadaverina (2); després la desaminacio oxidativa
per donar 5-aminopentanal, el qual se cicla a piperideina (3). Per incorporacié d’acetoacetil
CoA (reaccié tipus Mannich) i una nova piperideina,s’hi forma anaferina (Dewick, 2002).
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b) Pel que fa les seues propietats fisicoquimiques es tracta d’un alcaloide bastant basic, ja
que presenta dos grups amino secundaris facilment protonables, en pricipi. Tot i que
s’assembla a alguns alcaloides volatils, no presenta gaire volatilitat, potser degut al fet que
és un compost oxigenat. El punt d’ebullicié es 316 °C.

c) Dona les reaccions generals d’alcaloides, perd la seua identificacid no seria gens facil,
llevat que es disposara d’'una mostra comercial que permetera una immediata comparacié
per CCP o CLAR. L’analisi per *H-RMN indicara 6 protons adjacents a nitrogen (RR’CH-NH-
CH,-, 6 2,7-3,2 ppm), 4 adjacents a carbonil (-CH,-CO-CH,-, 6 prop de 2,5 ppm) i 12 protons
més de metilens ordinaris, 6 1,4-1,9 ppm.

Apeéndix exercici 27

Aproximacid a I'estudi d’estructures alicicliques d’alcaloides per *H-RMN

En el mén dels alcaloides coexisteixen molécules de molt distint caire; algunes d’elles, com
les derivades d’estructures fenetilaminiques o indodliques, presenten caracteristiques
quimiques, analitiques i espectroscopiques comunes amb els productes fenolics,
d’amplissima distribucié en plantes. Tanmateix, n’hi ha d’altres amb una estructura no
aromatica —derivats d’ornitina i lisina— en queé el protagonisme de cara a una analisi d’*H-
RMN recau en els hidrogens aliciclis. Habitualment, aquest tipus de nuclis dona lloc a
espectres de major complexitat degut a distints factors. Per una part, hi ha major
abundancia d’hidrogens, ja que hi ha més carbonis sp>; a més, hi ha major nombre
d’acoblaments spin-spin, siga geminals, siga vicinals; i la rigidesa d’algunes conformacions
anulars fa que existequen hidrogens axials i equatorials amb distint desplacament.
Finalment, com que la majoria dels senyals apareixen en un estret marge de desplacaments,
hi ha una gran superposicio, llevat que es dispose d’aparells amb elevats camps magnétics.

Per a marcar un punt de partenca ens interessa parlar de desplacament quimic, ambel
ciclohexa com la molecula de referencia, el qual presenta un Unic senyal sobre 1,43 ppm. El
ciclopenta, una estructura també possible conceptualment en alcaloides, presenta un senyal
aproximadament a 1,51 ppm, un valor molt semblant al del ciclohepta. La introduccié d’un
doble enllag per a formar la molécula del ciclohexé desplaca els protons que hi intervenen
en la zona olefinica, i apareixen a 5,66 ppm, mentre que els protons adjacents (a) apareixen
desapantallats a 1,99 ppm, i els B a 1,61 ppm. Si un dels metilens és formalment substituit
per nitrogen perqué done la piperidina, els protons adjacents apareixen, també
desapantallats, a 2,81 ppm, mentre que els B se situen a 1,38 i; elsy a 1,42, és a dir,
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semblant a la situacid estandard dels cicloalcans. Aquests ultims tipus de senyals poden
manifestar-se solapats pels acoblaments abans esmentats.

Potser és convenient continuar I'exposicid d’aquests conceptes amb un exemple, el de la
isohemijunceina A, aillada juntament amb altres alcaloides pirrolizidinics, de Crotalaria
juncea (Fabaceae). Aquesta substancia és util per a observar la influéncia d’alguns trets, com
I’oxigenacié o la insaturacid, que modifiquen la pura estructura teorica de I'anell (Colegate et
al., 2012).

CHj;
CHj,

CHj;

Comencant pels senyals de menor desplacament, els dos protons del metilé de C-6 ressonen
entre 1,86 i 2,01 ppm com a multiplet representatiu dels acoblaments entre ambdés i amb
els protons de C-5 i C-7. A continuacid es troben els senyals de C-3 i C-5 adjacents a nitrogen:
els dos de C-5 a 2,73 i 3,26 ppm; i els dos de C-3 a 3,40 i 3,92 ppm, ja que els Ultims sén
adjacents també a doble enllag. El proté de C-8, I'Unic flanquejat per nitrogen i alcohol,
s’observa a 4,16 ppm. El protd del meti alcoholic (C-7) apareix a 4,29 ppm, mentre que el
proté olefinic (C-2) ho fa a 5,85 ppm. Els acoblaments de major magnitud que s’observen per
als protons geminals a C-5 (J=11,6 Hz) i C-3 (J=15,4 Hz), seguits pels acoblaments vicinals 5u-
6 (dd J=9,1i 6,0 Hz) i 3u-2 (J=7,4 Hz). Les lletres u/d sén les inicials de les paraules upfield i
downfield, que signifiquen a freqliéncies (desplacaments) menors o majors, respectivament.

Exercici 28

Ali i Khan (2008), de la Universitat de Mississippi, van descriure el 2007 dos nous alcaloides
piperidinics (1 i 2), obtinguts de les arrels de Caulophyllum thalictroides (L.) Michx.
(Berberidaceae).

OH

Lespectre d’*H-RMN d’un d’ells mostrava els senyals segiients: 7,20 d; 6,45 d; 3,79 s (3H);
3,78 s (3H); 3,18 m; 3,16 m; 2,95 d; 2,78 ddd; i sis multiplets entre 1,0 i 2,0. Les xifres
expressen o en ppm (tetrametilsila = 0).

Justifigueu a quina molécula correspon i quines modificacions espereu de l'espectre de
I"altre compost.
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28. Resposta

Sense fer una analisi massa exhaustiva, es pot observar que la preséncia de dos singlets (3H),
entre 3,70 i 4,00 ppm, indica que hi ha dos grups metoxi aromatics. Per tant, les dades sén
de la substancia 1. A més, hi ha dos doblets en la zona d’aromatics, 7,20 i 6,45 ppm, de
I'anell B. El compost 2 hauria de mostrar un senyal del N-metil (singlet a 2,31 ppm,
efectivament) i dos doblets iguals corresponents a les posicions aromatiques 10/14 (7,17
ppm)i11/13 (6,78 ppm) de I’anell B (Ali i Khan, 2008).

Exercici 29

Els alcaloides 1 i 2 han estat identificats a les fulles de I'especie Heimia salicifolia (Kunth)
Link (Lythraceae), un arbust amb propietats psicoactives que creix des de Texas fins a
Uruguai (Rumalla et al., 2008).

En relacié amb aquestes molécules es demana que indiqueu:

a) Els esquelets quimics que potser integren els principis formulats.
b) L'origen biosintétic de la part nitrogenada.
c) Les diferencies espectroscopiques que s’hi podrien observar en 'H-RMN.

29. Resposta

a) Dins el compost 1 es poden distingir tres esquelets. Primer, I'estructura biciclica en que es
comparteix un nitrogen (quinolizidina). Segon, quan se substitueixun hidroxil en la posicié 2,
hi ha un ester d’un acid cinamic, en concret de I'acid para-hidroxicinamic. A més, s’observa
un grup benzénic que es troba unit, tant a la part quinolizidinica, com a la cinamica. Aquest
ultim tret li atorga el caracter d’ester d’acid bifenilic. EIl compost 2 conté I'estrutura fenil-
quinolizidinica, amb un éster acétic, simplement.

b) Les quinolizidines deriven de la A'-tetrahidropiridina (A'-piperideina), la qual prové de la
descarboxilacié de la lisina, que dona la diamina lineal cadaverina, la qual s’oxida i es cicla
(Frick et al., 2017).

c) La molecula 1 té cinc protons aromatics i dos metoxils aromatics; la 2 en té tres i un,
respectivament. També presenta un meti alcoholic (-CHOH-) a 3,52 ppm, i dos protons
olefinics a 5,76 ppm i 6,74 ppm del grup etenil adjacent al grup carboxilic. La molécula 2,
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bastant més simple, es podria diferenciar clarament pel metil de I'acetil (-COCHs) a 2,03 ppm
(Rumalla et al., 2008).

Exercici 30

De les parts aeries de Genista ephedroides (DC.) (Leguminosae) recol-lectades al Capo Testa
(Sardenya), Pistelli i col-laboradors (2001) van poder aillar, entre d’altres, els compostos 17-
oxoretamina (1), retamina (2) i anagirina (3):

@)

El procediment d’obtencié va partir de I'extraccid successiva amb hexa, diclorometa i
metanol en un aparell tipus soxhlet. Encara que es va procedir a una elemental separacié de
substancies basiques presents en els extractes, els compostos 1-3 es van obtenir de
I’extracte diclorometanic intacte, per CC en Sephadex® LH-20, eluint amb metanol-
diclorometa (9:1). Després van ser identificats per CG-EM.

En relacié amb aquest estudi es demana:

a) Proposar raonadament quin seria I'ordre d’elucié en CG-EM.

b) Si creieu justificada I'eleccié d’aplicar I'esmentada técnica de CC.

c) Indicar a quin grup de metabolits secundaris pertanyen les molécules en questio.
d) Suggerir com es podrien diferenciar els compostos 2 i 3 per *H-RMN.

30. Resposta

a) L'ordre d’elucié en CG no és facil de predir. Nogensmenys, hi ha dos factors bastant clars,
un d’ells és el grau d’oxigenacio i l'altre el grau d’insaturacié, ambdds augmentant la
retencid per a una menor volatilitat. Aixi doncs, amb aquesta senzilla idea, el compost 2 seria
el de menor retencié a la columna. Entre 1 i 3, hi ha un contrast de funcions quimiques
favorables i desfavorables a la volatilitat, perd la molécula 3, anagirina, presenta un detall de
guasi-aromaticitat, I’anell dihidropiridinona, que hauria d’augmentar el temps de retencié en
comparacido amb un analeg saturat. En efecte, I'index de retencié en CG, index de Kovats,
publicat pels autors de I'article de referéncia, és el segiient: 2) 2008; 1) 2278; 3) 2405.

b) L'eleccié de la técnica de cromatografia amb Sephadex® LH-20 no es basa en el tipus de
metabolit secundari de qué es tracta. Alguns alcaloides se separen, o en gel de silice o en
alimina. La principal finalitat, que no casa amb I'exemple, és la separacid de mides
moleculars diferents. Tanmateix, se sol utilitzar per purificar compostos separats
primariament amb altres mitjans cromatografics, ja que en general el solut no queda gaire
retingut.

c) Els tres alcaloides son de tipus quinolizidinics, corrents en especies de la familia
Leguminosae.
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d) El compost 3 presentara tres protons olefinics (6 6,0-7,5 ppm) i el 2 cap. Per contra, 2
presentara un proté unit a carboni alcoholic secundari (6 circa 3,5 ppm).

Exercici 31

A partir d’'una espécie botanica s’han aillat, entre d’altres, els tres metabolits secundaris
seglients:
H;CO

H5CO CHO

Indiqueu:

a) Els precursors biogenétics i el grup a que pertanyen, dins les isoquinolines.
b) Un procediment tecnic per tal d’arribar a la separacié i purificacié dels tres.
c) Alguna droga que possiblement en continga algun i el seu potencial interés terapeutic.

31. Resposta

a) Els compostos 1 i 3 sén benzilisoquinolines i la seua sintesi parteix de la dopamina. La
biogenesi d’aquestes moléecules s’inicia amb la sintesi, via fenilpropanoides, dels aminoacids
fenetilaminics (fenilalanina i tirosina). El grup amino de la dopamina es condensa amb un
aldehid obtingut per desaminacid oxidativa, per a formar I'estructura benzil-isoquinolinica.
Tanmateix, el compost 2 és una isoquinolina simple i la formacié de I'anell heterociclic
ocorre mitjancant la participacié d’acid pirdvic, com es veu en I'esquema segiient, basat en
Dewick (2002).

MeO
NH,
MeO
OH HO Me CO,H
MeO MecO
N =
McO 7 McomH
HO Me HO Me COH
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b) L’extraccid i separacid podria seguir I'esquema seglient:

Droga

S/L CH,CI,/NH,OH
Extracte d’alcaloides

en CH,Cl,(2i3)

Marc
L/L H,0*
s/L H,0 o H,0*
Extracte aquos v v
alcaloide1 Extracte aquos Residuen CH,CI,
quaternari sal d’alcaloide 3 alcaloide neutre 2

L’alcaloide neutre és el 2, ja que la substitucié N-formil és una de les que lleva basicitat a
I’'amina, com passa també en els N-Oxids i les amides.

c) El compost 1 és berberina, present en especies de Berberis (Berberidaceae), Coptis
(Rutaceae), o Argemone (Papaveraceae), entre altres taxons. El compost 3 és codeina,
present en Papaver sp. (Papaveraceae). La planta, coneguda com a coralet o coralets
(Berberis vulgaris), és util en la sindrome metabolica, malalties cardiovasculars,
hiperlipidemia i processos infecciosos. Del geénere Papaver, es compta amb I’herba
dormidora, P. somniferum, rica en alcaloides benzilisoquinolinics; fenantrenics, analgesics i
antitussigens, com codeina o morfina i no fenantrenics, com papaverina, espasmolitic, o
noscapina, antitussigen (Imenshahidi i Hosseinzadeh, 2016).

Exercici 32

Una droga obtinguda d’una planta de la familia Berberidaceae conté els tres principis
seglients:

HO

H,CO
AN
N H4CO

H,CO

H4CO
‘ H,CO

H3CO

1

Amb relacié a les seues caracteristiques, indiqueu:

a) El grup fitoquimic a qué pertany cadascun d’ells.
b) Dos dels possibles precursors biogenétics significatius.
c) Un procés d’extraccid i aillament dels tres principis a partir de la droga.
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32. Resposta

a) En el més ampli sentit, els tres alcaloides sén benzilisoquinolinics. El primer és una
benzilisoquinolina simple; el segon una aporfina i el tercer una protoberberina. S’ha
d’observar que el compost 3 té un carboni estructural addicional, el que uneix I’'anell benzil
amb el nitrogen.

b) L'estructura benzilisoquinolinica deriva a llarg termini de I'acid shikimic, i de manera més
immediata de la dopamina (orto-dihidroxifenil-etilamina).

c) La droga, habitualment dessecada i triturada, s’humiteja amb un alcali moderat com
I'amoniac aqués i s’extrau amb diclorometa. De tal mode, s’obtenen els alcaloides amb
caracter d’amina terciaria, de baixa polaritat. La separacié de les bases 1 i 2 es por
aconseguir solubilitzant la que té I’hidroxil aromatic lliure en medi alcali fort. L’alcaloide
amina quaternaria 3, que esta ionitzada constitutivament, podria extraure’s amb aigua o
amb alguna dissolucié diluida d’un acid, a partir del marc de la primera extraccié. Podria
seguir-se el seglient esquema extractiu:

Droga

S/L CH,Cl,/NH,OH
Extracte d’alcaloides

en CH,Cl, (bases 1 2)

>

Marc

L/L | H,0/OH
S/L | H,00H,0*

Extracte aquds A
alcaloide 3 Extracte aquds Extracte en
quaternari base 2 fenolica CH,Cl, base 1

Exercici 33

En les fulles d’'una lauracia, recollida a la selva de Borneo,s’hi troben els alcaloides seglients:

H,CO H,CO

AN H3;CO
N H N N/CH3

H,CO HO CH, HO +\CH3
NS
\O

H,CO H,CO

3 3 H,CO 1
2 3
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Indiqueu:

a) Tres molécules farmacologicament actives que tinguen el mateix origen biogenétic.
b) Un esquema d’extraccié i aillament dels tres principis a partir de la droga.
c) Alguns dels senyals observables en I'espectre d’*H-RMN del compost 2.

33. Resposta

a) Els tres alcaloides sén, de fet, benzilisoquinolines, en concret aporfines. Algunes
benzilisoquinolines destacades sén la papaverina, que és simple o oberta, la boldina
(aporfina), o la morfina (fenantrénica). Les accions farmacologiques d’aquestes son:
espasmolitica, protectora hepatica i hipnoanalgésica respectivament.

b) Es pot aplicar I'esquema de separacio de I'exercici 32, respectant-ne el caracter fenolic, no
fenolic, i quaternari; i no els nimeros assignats a les moléecules.

c) Quatre senyals de protons aromatics, singlet un d’ells (H de I'anell benzénic de la
isoquinolina), i altres tres de I'anell benzil: doblet orto, doblet meta, i doble doblet orto
/meta. A més, dos doblets de la cadena etilamina, que apareixeran en la zona aromatica
igualment. Els metils del metoxi i de la metilamina seran singlets (3H), prop de 4 ppm el
primer, entre 2 i 3 ppm el segon.

Exercici 34

Una droga vegetal conté, entre d’altres, els tres alcaloides seglients:

"o HO o) H.cO
AN
NH
N _N
H,CO Sch, HCO H,CO
H,CO
H3CO H3CO H,CO
OH OH
1 2 3

Respecte a aquestes moléecules, indiqueu:

a) Quins en serien els precursors biogenétics més destacats.
b) Un esquema d’extraccié i aillament dels tres principis.
c) Alguna droga que en continga algun d’ells i quina utilitat terapéutica té.

34. Resposta

a) Els tres alcaloides son bezilisoquinolinics. Per tant, els trets de la seua biosintesi
coincideixen amb I’explicacié de I'exercici 31.

b) Per a I'extraccio, s’observa que hi ha tres tipus diferents d’alcaloides: 2 és una amida
neutra; 1 és un alcaloide fenolic; i 3 és un alcaloide no fenolic. El seglient procediment
permetria separar-los.
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Droga

S/L | CH,Cl,/NH,OH

Extracte d’alcaloides
en CH,Cl, (bases 1, 2,i 3)

M
are L | H,O*
Extracte aquds, sals Extracte en
dels alcaloides1i 3 CH,Cl, base 2
L/L CH,Cl,/OH pH 7-11

Extracte en
CH,Cl,bases1i3

L/L | H,0/OH

Extracte en CH,Cl,
alcaloide no fenolic 2

Extracte aquos
alcaloide fenolic 1

c) L'opi, droga-producte obtinguda del fruit de Papaver somniferum, conté |'alcaloide 3,
papaverina. La principal activitat farmacologica de I'opi és I'analgésica i euforitzant, les quals
no concideixen amb les de papaverina, en qué predomina I'espasmolitica. Tanmateix,
aquesta ultima modula favorablement les de I'opi, particularment pel que fa a I'efecte
contactor d’esfinters de la morfina, alcaloide majoritari (Holzer, 2009).

Exercici 35

En un estudi col-laboratiu entre investigadors de les Universitats d’Alacant, Barcelona i Kwa
Zulu-Natal (Pietermaritzburg), Pigni i col-laboradors (2102) van publicar I'aillament dels
alcaloides 3-O-metilnarcissidina (1), 1-O-acetil-6-ox0-3-O-metilnarcissidina (2), i 11-
hidroxigalantina (3), a partir de la summitat de Narcissus serotinus L. (Amaryllidaceae),
recol-lectada prop de Vinaros.

OCH;

H3CO

Per tal d’extraure el material vegetal es va utilitzar acid sulfuric al 2%, metanol, éter etilic,
hexa, i acetat d’etil. Amb la finalitat de separar els distints alcaloides es va aplicar la
cromatografia liquida per buit (VLC), amb gel de silice com a fase estacionaria.
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Contesteu:

a) Quin creieu que seria un ordre logic del dissolvents extractius?
b) Quins dissolvents podrien servir per a I'elucié en VLC?
c) Cém distingirieu per *H-RMN els compostos 1 i 3?

35. Resposta

a) En general, I'extraccié seqiiencial amb dissolvents, com sembla haver-se aplicat en
I’exemple, es realitza per ordre de polaritat creixent. Per tant, es podria pensar que seguiria
I'ordre seglient: hexa — eter — acetat d’etil — metanol — acid sulfdric aquds. Tanmateix, en
tractar-se d’un procés d’obtencid d’alcaloides, és impensable que I'extraccié amb I’acid vaja
al final, ja que aix0 podria fer que el conjunt d’alcaloides es disseminara per diferents
extractes.

Es podria pensar en una extraccié inicial amb I'acid aquds, per a seguir amb la corresponent
alcalinitzacié per tal d’obtenir els alcaloides en forma de base, els quals si que podrien
extraure’s L/L amb dissolvents de polaritat creixent. El problema és que en aquest punt no
casa el metanol, inhabil per a actuar en particions L/L per la miscibilitat que presenta amb
I"aigua. Es per aixd que no es pot ubicar el metanol tampoc al final.

Una possibilitat seria usar la gran capacitat extractiva que té el metanol per a fer una
extraccié inespecifica, diguem-ne total, en primera instancia, per a treballar amb aquest
extracte metanolic com si de droga es tractara, amb els criteris anteriors. La realitat,
consultada en l'article de Pigni et al. (2012), és aixi en linies generals. Una cosa varia: |'éter
no es va incloure en la seqiiencia de la particiéd L/L, sind que va servir per a dissoldre
compostos neutres poc polars.

El resum seria aquest:

Droga |

S/L MeOH

i Extracte metanolic(M)

Marc 1. Concentrar; 2. H,50, 2%

Extracte eteri Et,O0 v
Substancies Resta d’extracte M | Dissolucid acida
neutres (E) Salsd’alcaloides

NH,OH pH=9-10

| Alcaloidesbases ]

Fraccio acetoetilica

Bases poc polars (A) EtOAc L/L

—' Alcaloidesbases I Fraccié hexanica

Bases apolars(H
UL p (H)
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b) L’elucié d’una CC de gel de silice (fase estacionaria polar) es du a terme amb dissolvents
de polaritat mitjana-baixa. Per exemple, amb un dissolvent apolar com hexa o diclorometa,
barrejat amb quantitats menudes, i generalment creixents d’un dissolvent més polar com
acetat d’etil, acetona o metanol; aquest ultim en proporcions baixes, sobretot al principi.

c) El compost 1 va presentar quatre senyals de metoxils (dos d‘aromatics, i dos d’aliciclics); i
el 3, tres (dos d’aromatics, i un d’aliciclic). El compost 3 va mostrar dos senyals de protd unit
a carboni alcoholic secundari, i el compost 1, sols un. A més, el proté olefinic del compostos
1i 2 va aparéixer com a doble doblet; i el del compost 3, com a doblet.

Exercici 36

Els compostos 1, 2 i 3 son alcaloides que es troben en diverses espécies tropicals de la
familia Rubiaceae.

H;CO H;CO H;CO
\
N N N
H,CO H,CO H,CO +
H
N N N
X X
OCH;, OCH;, OCH,
OCH, OH OCH;,
1 2 3

Amb relacié als tres alcaloides, indiqueu:

a) De quins taxons provenen i quina activitat farmacologica creieu que posseeixen.
b) El seu origen biosinteétic.
¢) Un procediment d’extraccio i aillament dels tres principis.

36. Resposta

a) L'estructura d’aquests compostos és la dels alcaloides bisisoquinolinics. Més precisament,
s’haurien de designar com a isoquinolinmonoterpénics per descriure un poc millor la seua
naturalesa quimica originaria, la qual es veu a l'apartat segiient. D’acord amb les dades
quimiotaxonomiques a |'abast, la seua distribucié es correspon amb certes espécies dels
géneres Cephaelis i Psychotria, ambdds de la familia Rubiaceae. Les drogues associades sén
les arrels de les ipeques o ipecacuanes.

Les activitat farmacologiques d’aquests alcaloides son emética i antiprotozoaria.

b) Com es veu a continuacio, I'estructura es forma a partir de la dopamina —la qual prové de
tirosina—, i d’un iridoide (secologanosid). Per tant, el seu origen és mixt: fenetil-aminoacid i
acid mevalonic.
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HO

H,CO0C

dopamina secologanosid H3COO0C

desacetilisoipecosid

.

H,CO

H,CO

. H,;CO
dopamina
R cefelina
H,CO

H
CH; emetina

protoemetina

c) Com s’ha explicat en |'exercici 32.

Apéndix exercici 36

La varietat dels alcaloides de les rubiacies

Quan s‘estudien els alcaloides, tant si es consideren Unicament els d’interés farmaceutic, o
tots en conjunt, hi apareix una gran varietat de molécules obtingudes de membres de la
familia Rubiaceae. Aix0 crida I'atencid i indueix a pensar que es tracta d’un taxon privilegiat
sota aquest punt de vista. Aquesta primera suggestido hem de mitigar-la somerament, ja que
es tracta d’un grup botanic molt voluminds, en concret la tercera familia de les plantes pel
seu nombre d’espécies. Es consideren més de 13.500 espécies acceptades en I'ambit de la
nomenclatura botanica que ocupen tot el mdén sense deixar buit cap terreny, per extrem que
siga climatica- o edaficament, i conté tant espécies herbacies, com lianes, arbusts, o arbres
(http://www.theplantlist.org/browse/A/Rubiaceae/; accés el 18 de setembre de 2018). Pel
que fa la morfologia, en una familia tan extensa és dificil generalitzar i, si atenem al criteri de
Lorence i Taylor (2012), podria ser diagnostica la concurréncia de fulles oposades o
verticil-lades amb estipules interpeciolars, corol-la gamopétala i ovari infer. Les rubiacies
s'inclouen dins I'Ordre Gentianales i subclasse Asteridae. Segons el sistema IV de
I’Angiosperm Phylogeny Group (2016), les Gentianales s’inclouen amb set ordres més dins el
clade euasterids | (lamiids). Pel que fa la divisié interna de la familia, se’n consideren tres
subfamilies: Cinchonoideae, Ixoroideae i Rubioideae. La maxima diversitat apareix a America
del Sud, Africa i la veina illa de Madagascar.

Dins de la familia,s’hi troben espeécies bioactives o medicinals com les ipecacuanes (exemple:
Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich, ulteriorment descrita com a Carapichea ipecacuanha
(Brot.) L. Andersson), amb alcaloides bisisoquinolinics; les quines (Cinchona spp.), amb
alcaloides quinolinics; el iohimbe (Pausinystalia yohimbe (K. Schum.) Pierre ex Beille), amb
alcaloides de tipus iohimba; el café (Coffea spp.), amb pseudoalcaolides purinics; la chacruna
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(Psychotria viridis Ruiz & Pav.), amb alcaloides cabolinics; o el kratom (Mitragyna speciosa
(Korth.) Havil.), amb corinanteans. Totes aquestes relacions estan simplificades, ja que en
alguns casos la varietat d’estructures per a un determinat genere és major.

A més de les especies anteriors, tan destacades, i sobre les qualses pot trobar molta
informacié en els llibres de text de farmacognosia, la familia compta amb moltes més
espécies que proporcionenalcaloides menys coneguts, i dotats de valor farmacologic i
guimiotaxonomic. Aixi, en les Cinchonoideae, amb els esmentats alcaloides de Cinchona, hi
coexisteixen alcaloides derivats hiperconjugats de I’heteroiohimba, com nauclina (1) de
Nauclea officinalis (Pierre ex Pit.) Merr. & Chun; o analegs piridinics, com angustolina (2) de
N. subdita (Korth.) Steud. Dins dels alcaloides indolics no carbolinics es troba, entre d’altres,
la rincofil-lina (3), d’Uncaria rhynchophylla (Miqg.) Miq. ex Havil.

Les Ixoroideae, la subfamilia en que s’ubica Coffea, sén, per altra part, ben pobres en
alcaloides i molt riques en iridoides, els seus habituals precursors biosintétics. Entre les
seues particularitats trobem una reminiscéncia dels alcaloides de Cepaehelis, com la
tubulosina (4), de Pogonopus speciosus (Jacq.) K. Schum. De Myrioneuron nutans Wall. ex
Hook. f. s’"ha obtingut I'alcaloide myrobotinol (5), amb una infreqlient estructura oxazinica
derivada de la lisina.

A les Rubioideae es troba una certa preponderancia d’alcaloides d’estructura carbolinica
unida a una part monoterpénica “crua”, si es permet |'expressié, com seria el cas de la
capitellina (6), d’Hedyotiscapitellata Wall. ex G.Don, o umbel-latina (7) de Psychotria
umbellata Thonn. També s’hi donen corinanteans més estandard, com la vallesiachotamina
(8), de Palicourea rigida Kunth (Martins i Nunez, 2015).
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Exercici 37

Els compostos 1 i 2 foren aillats a partir de les tiges i fulles de I'espécie Glycosmis montana
Pierre (Rutaceae) per Wang i col-laboradors (2005). Suposeu que en el curs d’una
reinvestigacid d’aquesta planta es trobara una xicoteta quantitat de [l'alcaloide 3,
possiblement nou en la natura.

CHOH HyC CHs

HsC
H,CO O

IZ/ \

1 2 3
Es demana suggerir alguna orientacio sobre els apartats segiients:
a) Quin procés d’extraccid i separacié podria dissenyar-se?

b) Com es podria distingir 3 d’1 per *H-RMN?

Les dades espectroscopiques d’*H-RMN per a I'alcaloide 1 sén les segiients:

6, (Jen Hz) 6, (Jen Hz) 6, (J en Hz)
1 977brs 1 347 d (7,2) 1”7 3,5 d (7,1)
2  7,04brs 2" 5,69 (m) 2" 543m
4  7,38d(7,5) 4' 3,97brs 4" 1,74s
5 6,94 dd (7,5, 5 1,73s 5" 1,78 s
6  7,2)6,92d(7,2)

37. Resposta

a) Els tres alcaloides son bases molt débils, diisoprenilindoliques. La separacié dels
compostos 1 i 3 sembla, a priori, dificil mitjancant dissolvents. Podria seguir-se el seglient
procediment:
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Droga

S/L | CH,Cl,/NH,OH

Extracte d’alcaloides
en CH,Cl, (bases 1, 21i 3)

Marc

L/L H,0/KOH
Extracte aquds Extracteen
base 3 fendlica CH,Cl,bases1i2

Cromatografia en
columna d’adsorcié

Elucié anterior Elucié posterior
base 2 basel
(més apolar) (menys apolar)

L’esquema desenvolupa un primer pas de solubilitzacid dels alcaloides en dissolvent organic
en medi alcali. A partir de I'extracte, se’n procedeix al fraccionament amb una dissolucié
aquosa d’una base més forta, la qual cosa permet la solubilitzacié de I’alcaloide fenolic (3).
Assumint que no seria plausible una diferenciacié de solubilitat en distints dissolvents, es
proposa aplicar una separacié cromatografica, per exemple, amb gel de silice com a fase
estacionaria, i algun dissolvent de baixa polaritat com a fase mobil.

b) La molecula 3 tindria dos senyals només de I'anell benzéenic, en forma de doblet amb
acoblament meta (J = 2 Hz, aproximadament). A més, hauria de presentar un -OCHs
aromatic, entre 2,7-4,0 ppm, singlet (3H). Pel que fa la cadena isoprénica unida a C-3,
desapareixeria el senyal a 3,97 ppm, propi dels protons metilenics de C-4’, i es mostarien
guatre senyals de metils, en comptes dels tres que es veuen en I'espectre de I'alcaloide 1.

Exercici 38

Els compostos 1-3 s’han obtingut d‘una mescla d’extractes de plantes de la selva amazonica.

.
HO NH  H,CO NCH; H,CO N
N\ \ 7 \__/

N

H

N CH3 N CH3 CH3
H H
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Es demana indiqueu:

a) Elseu origen biosintétic i el nom en concret del grup d’alcaloides a que pertanyen.
b) Un esquema logic per a la seua extraccié i separacio.
c) Laseua eventual activitat farmacologica, tot basant-se en analogies conegudes.

38. Resposta

a) Aquests alcaloides provenen de la descarboxilacié del triptofan. La triptamina generada es
condensa amb acetaldehid iforma un nou anell, de tipus dihidro- o tetrahidropiridina.
L’estructura resultant, triciclica, s"anomena carbolina.

b) Com en els anteriors casos en qué es mostren un alcaloide base ordinari (3), un quaternari
(2) i un fenolic (1), val el procés explicat en I'exercici 32 i reiterat en el 36, tot salvant la
designacié numerica de cada tipus d’alcaloide.

c) El més probable és que manifestaren algun grau de caracter al-lucinogen, potser no el
quaternari, ja que travessaria pitjor la barrera hematoencefalica. Les analogies conegudes
son les triptamines i B-carbolines de fongs i plantes usades com a al-lucinogens o, expressat
de manera més general, psicodisléptiques (Peganum, Banisteriopsis, Psiclocybe, etc.).

Exercici 39

Una droga obtinguda del génere Rauvolfia conté els alcaloides 1,2 i 3

OCH,

OCH,

OCH,

Amb relacié a aquests alcaloides,assenyaleu:

a) Els precursors biogeneétics i grup fitoquimic per a cadascun d’ells.
b) El nom d’una droga que en continga algun dels principis.

c) Un esquema que els permeta obtenir i purificar-ne els tres.

d) L'activitat farmacologica del compost 1.
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39. Resposta

a) L'estructura dels alcaloides 1 i 3 és la mateixa —heteroiohimba—, per la qual cosa és idéntic
el seu origen: la condensacio de la triptamina, provinent de la descarboxilacié de I'aminoacid
triptofan, amb l'iridoide secologanosid, pareguda a la vista a I'exercici 36, en el qual I'amina
inicial era dopamina, en comptes de triptamina. L’estructura 2 correspon a la d’un iohimba,
nom que rep degut a que I'anell cinqué, el més allunyat al grup indol, no és heterociclic, com
sihoésenli3.

b) Els alcaloides d’aquests tipus es troben en espécies de Rubiaceae (per exemple
Pausinystalia johimbe, que conté la iohimbina), i d’Apocynaceae (per exemple les espeécies
de Rauvolfia, que contenen ajmalicina (1), deserpidina (2), i serpentina (3).

c) El procediment que s’exposa a continuacid representa la idea que subjau en els
procediments proposats per la purificacié dels alcaloides de la Rauvolfia serpentina. No és,
per tant, un procediment general d’extraccié d’alcaloides. Una altra versié del mateix
esquema podria seguir-se amb una extraccié molt ampla d’alcaloides en forma de sal (acetat
o fosfat), que anirien extraient-se al pH apropiat. Convé saber que I'alcaloide quaternari (3)
podria obtenir-se en forma de sal amb aigua.

Extracte aquds acid

L | CHCly
Extracte d’alcaloides
bases molt débils (2)
Marc
CH,CI,/OH-
L/L pH7-11 Extracte d’alcaloides
bases débils (1)
Marc
CH,Cl,/OH-
L pH13 ‘ Extracte d’alcaloides
| quaternaris(3), en forma
de bases d’anhidroni
Marc

El compost 1 és antagonista de receptors a-adreneérgics, sobretot del subtipus ai, la qual
cosa li atorga efecte antihipertensiu (Roquebert i Demichel, 1984).
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Exercici 40

Seguint un metode convencional d’extraccié d’alcaloides, els compostos 1, 2 i 3 es van
obtenir de I'escorca d’un arbre tropical, recollida prop de Micomeseng (Guinea).

Iz
Iz

H;COOC
H;COOC 3
3 OH OH

Tenint en compte I'estructura dels alcaloides, suggeriu:

a) Els precursors biogenétics més destacats.

b) Un procés de separacid de les tres molécules.

c) El nom d’alguna familia botanica en que seria plausible ubicar la planta.
d) L’activitat farmacologica del compost 2.

40. Resposta
a) Com la resposta 39.a.

b) Es pot aplicar I'esquema de separacié de I'exercici 32, respectant el caracter fendlic, no
fenolic, i quaternari; no els numeros assignats a les moléecules.

c) Apocynaceae o Rubiaceae.

d) L'alcaloide 2, iohimbina, és un antagonista de receptors a-adrenergics, amb major
selectivitat sobre el subtipus a,. Per a¢o, o en conjuncié amb altres mecanismes, manifesta
un poder vasodilatador en la zona genitourinaria que millora la funcié erectil.

Exercici 41

Les fulles de Tabernaemontana corymbosa Roxb. ex Wall. (Apocynaceae) recol-lectada a
Pahang (Malasia) contenen diversos alcaloides, entre els quals es troben jerantinina G (1) i
jerantinina F (2):
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Indiqueu, si és possible:

a) A quin tipus estructural pertanyen i I'origen biosintétic d’aquests compostos.

b) Un métode d’extraccid i aillament dels dos alcaloides.

c) Quin procés s’hi hauria d’aplicar si el nitrogen indolic de jerantinina G estiguera metilat?
d) Alguna diferéncia entre els espectres d’*H-RMN d’1 i 2?

41. Resposta

a) Alcaloides tipus indolmonoterpénics. Origen en la condensacié de triptamina, procedent
del triptofan, i secologanosid (iridoide, monoterpénic).

b) Extraccié amb dissolvent organic i amoniac, obtencioé de les bases, i solubilitzacié en medi
alcali de la base 2, fenolica, seguida de separacio L/L.

c) Si la molecula 1 tinguera el nitrogen metilat, seria un alcaloide quaternari. Per tant, el
primer pas de l'apartat anterior seria inutil. Es podria extraure primer |’alcaloide 2 amb
dissolvent organic i amoniac, i després el marc, amb aigua acida o neutra, per tal d’obtenir la
hipotetica N-metil-jerantinina G.

d) La diferencia més clara seria I'aparicié de senyals de la cadena etil -CH,-CH3 en la molecula
1. S'observaria el metil (C-18, 3H) com a triplet a 0,9 ppm (J = 7 Hz), per tenir dos protons
iguals en carboni adjacent, i els protons del metilé (C-19) a 0,7 ppm i 1,2 ppm, dobles
quadruplets (J = 7 i 14 Hz). A més, I'existencia de la funcié epoxid desplacaria a freqiencies
majors els senyals de I’'H-14, fins a 3,50 ppm, d’acord amb les dades publicades (Lim et al.,
2008). Es produiria igualment una simplificacié de les multiplicitats dels senyals de I'anell
piperidinic.

Exercici 42

Els alcaloides anomenats trigonoliimines A, B i C (substancies 1, 2 i 3, respectivament) han
estat descrits en |'especie Trigonostemon lii Y.T. Chang (Euphorbiaceae), recollida a Ila
provincia xinesa de Yunnan (Tan et al., 2010).

T
N HN O
OCHj;
HN
)
O
Ri R 3
1 H OCH;
2 OCH; H

Tot i que la seua estructura és molt infreqlient, i les diferéncies quimiques son minimes, es
demana resoldre les qliestions seglients:
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a) A partir d’un extracte etanolic de les fulles la trigonoliimina C es va separar de les altres
dues per CLAR semipreparativa amb una columna C18 eluida amb MeOH-H,0 (7:3) que
contenia dimetilamina al 0,1%. Cdm pogué ser aquella separacio?

b) Quines serien les diferéncies que es podrien observar entre les dades espectroscopiques
d’*H-RMN de trigonoliimina Ai C?

42. Resposta

a) En el procés de separacid per fase invertida (RP), els compostos de major polaritat
elueixen abans degut al fet que la fase estacionaria octadecil (C18) no els reté massa. Dels
tres alcaloides el més polar deu ser aquell que tinga alguna funcié polar. Seria el cas del
compost 3, pel seu grup formil (-HN-HC=0). En el cas que ens ocupa, |'ordre d’elucié va ser 3
(9 min), 1 (13 min) i 2 (15 min) (Tan et al., 2010).

b) El grup formil, formamida per a ser més exactes, que sols el posseeix el compost 3,
marcara una diferéncia. Es un singlet a 7,93 ppm. L’aminoetil (-CH,-CH»-NH-) de 3 es troba
en cadena lineal, i dona senyals entre 2,2 i 3,2 ppm. D’altra banda, el compost 1 té un proté
peculiar, 'olefinic en I'anell pirimidinic (RR’"N-CH=NR"), que apareix en el rang aromatic (7,48
ppm, singlet), no tan desapantallat com el formil abans esmentat.

Apeéndix Exercici 42

Aplicacio de la CLAR als alcaloides

Hi ha alguns motius que fan que la CLAR siga una ferramenta necessaria per a I'estudi
d’alcaloides. Per exemple, el fet que en una mostra vegetal es puga trobar un alt nombre de
molécules paregudes, dificils de resoldre mitjancant altres metodes. A més, I'habitual
existéncia de molécules quirals pot complicar encara més I'assumpte i, si aixd no fora prou,
com que alguns compostos d’aquesta classe sén molt rellevants sota un punt de vista
toxicologic, la CLAR aporta solucions estandarditzades per la valoracié en mostres i fluids
biologics. Malgrat que en quede constatada la necessitat, també ha de quedar palesa la
dificultat. La rad és que els alcaloides sén substancies ionitzables, cosa que fa que la seua
solubilitat i fixacio a la fase estacionaria varien, per la qual cosa la forma dels pics
cromatografics és moltes vegades asimetrica. Tal asimetria rep el nom anglés de tailing, que
vol dir que es forma una “cua” o retard d’elucid, degut al fet que hi coexisteixen variables
diferents, com sén el bescanvi idonic i les interaccions hidrofobiques.

Com a procediment previ a 'analisi s’ha de procedir a I'extraccié de la mostra, la qual
normalment es realitza en medi aquds o alcoholic en medi acid; per exemple amb metanaol,
o mescles hidroalcoholiques addicionades d’acid clorhidric (1-5%). També es pot acidular el
metanol amb acid acétic. Aquesta estrategia és valida sobretot per a drogues riques en
compostos lipofils, mentre que les drogues riques en tanins i altres fenols és convenient
extraure-les amb dissolvents apolars als quals s’ha afegit amoniac.

Per a la separacio dels alcaloides es pot optar per allo que s’anomena fase normal (fase
estacionaria polar i fase mobil apolar) o per la coneguda com a fase invertida (fase
estacionaria apolar i fase mobil polar), I'Gltima molt més emprada. Dins del exemples de la
fase normal es pot citar la separacié dels alcaloides oxazolindolics d‘algues del génere
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Haraldiophyllum, de la costa nor- occidental africana, la qual es va realitzar sobre columna
Lichrosorb®ciano, eluint amb hexa-isopropanol (9:1) (Guella et al., 2006).

En la situacio de fase invertida, la preséncia de xicotetes quantitats de grups silanol Si(R)s0H,
dissociats, i no substituits pel radical gras octadecil, fa que la fase estacionaria interaccione,
com s’ha indicat anteriorment, amb els grups amino protonats de I'alcaloide, alterant allo
que en teoria seria una particié6 cromatografica. Per tal d’abordar el problema, tant la
reduccid del pH com la seua elevacié poden ser apropiades; aixi com I'addicié de compostos
que formen parell ionic. Tot i aix0, en alguns casos, una fase mobil hidroalcoholica no
modificada va ser suficient, com en el cas dels alcaloides de Psychotria leiocarpa Cham. &
Schitdl. (Henriques et al., 2004).

La baixada de pH de la fase mobil atenua la ionitzacié del silanol i va ser usada per la
separacio dels constituents de Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze, o de Datura innoxia Mill.,
en ambdds casos en presencia d’acid formic/format amonic, mentre que en el cas de
Nicotiana tabacum L. es va usar l'acidificaci6 amb fosfat monosodic. Alternativament,
I'increment del pH redueix el grau d’ionitzacié de I'alcaloide, la qual cosa fa que no es retinga
al silanol. Amb aquesta finalitat s'usen sals amoniques, per exemple carbonat o fosfat, per
separar les bases de les importants drogues obtingudes de Claviceps purpurea Tul. i
Catharanthus roseus (L.) G.Don, respectivament.

Una estrategia diferent a les modificacions de pH és I'addicié de reactius de parell ionic.
Aquests reactius son substancies amb una certa analogia amb els tensioactius, amb un cap
polar i una cua apolar, de manera que la zona polar enllaga idnicament amb la base a
analitzar i la zona apolar s’uneix per atraccions hidrofobiques amb la fase estacionaria de
fase invertida, octadecil en general. Els reactius de parell idnic més usats son els acids
hexanosulfonic, heptanosulfonic i octanosulfonic. Aquest ultim va ser usat, per exemple, en
la separacid dels alcaloides tropanics de cultius cel-lulars de Datura candida (Pers.) Saff.
(Brugmansia candida Pers.) (Cardillo et al., 2010).

Encara cal explicar una possibilitat addicional, emprada des dels inicis de I'aplicacié de la
cromatografia d’alcaloides: el bloqueig dels silanols per amines exogenes, les quals
funcionen, si es permet la comparacid, per competencia amb els analits a separar, també de
caracter aminic, com és sabut. Entre aquelles es poden citar dietilamina, trietilamina i
hexilamina. Precisament amb la trietilamina es compta amb gran nombre d’analisis, deles
guals cal esmentar, per exemple, la separacid dels alcaloides de plantules de Catharanthus
roseus, o la dels d’Erythroxylum vaccinifolium Mart., congénere de la coca (Misra et al.,
2006; Zanolari et al., 2003).

Amb relacié als métodes de deteccié i/o determinacid estructural associats al procés
cromatografic no hi ha trets diferencials respecte a altres metabolits de plantes. Per aixo s’hi
poden usar, tant la deteccié per UV amb array de fotodiodes, com la basada en I'acoblament
amb RMN o EM.
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Exercici 43

Els alcaloides 1, 2 i 3 s’han aillat de la summitat d’una espécie del genere Ophiorrhiza,
recollida a I'illa de Sumatra.

HO
CH,OH CHZOH

Iz
Iz
Iz

CH
__CH; Z7

En relacié amb aquestes molécules, indiqueu:

a) Grup fitoquimic a que pertanyen.

b) Un procediment per poder extraure i separar els tres principis.

c) Atenent a criteris de distribucid en la naturalesa suggeriu també a quina familia botanica
podria pertanyer la planta.

43. Resposta

a) Son alcaloides carbolinics, és a dir aquells que posseeixen una estructura indolica
condensada amb una piridinica; reduida en el cas que es tracta. No sols és aix0, siné que el
nitrogen piridinic, ionitzat, forma part també d’un agrupament quinuclidinic. Les estructures
gue apareixen en el present exercici estan basades en les descrites per Arbain i
col-laboradors (1992).

b) Com en els casos anteriors en quée es mostren un alcaloide base ordinari (2), un quaternari
(1) i un fenolic (3) valen els processos reiterats en els exercicis 32 i connexos.

c) Pel que fa a la familia botanica, I'existéncia de I'anell etil- o vinil-quinuclidinic orienta cap a
les Rubiaceae, en les quals s’inclouen les Cinchona.

Exercici 44

Diversos investigadors de la Universitat de Sao Paulo (Santos et al., 1998) van obtenir els
compostos 1i2 a partir de les fulles d’Almeidea caerulea (Nees & Mart.) A.St.-Hil. i A. rubra
A. St.-Hil. (Rutaceae), respectivament. Digueu com es podrien diferenciar ambdues
molecules per 'H-RMN. Proposeu també a quin grup d’alcaloides pertanyen.

OCH;
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44, Resposta

Tot i que I'esquelet és identic, hi ha moltes diferéncies en RMN. El compost 1 presenta,
sense comptar els grups metil, cinc carbonis sp?, els protons dels quals han de proporcionar
senyals entre 1,5-3,0 ppm aproximadament (fragment etil C-5 i C-6), sobre 2,0 ppm (protons
H-1’), i sobre 5,0-5,5 ppm (proté del C-7). Per contra, 2 Unicament té el C-3’ amb hibridacié
sp>, i sense hidrogen. Presentara, doncs, senyals de protons aromatics amb acoblament orto
(H-5a 8,3 ppm, i H-6 a 6,9 ppm; J = 8,5 Hz), i olefiniques amb acoblament cis (H-1" a 6,7 ppm,
i H-2" a 5,6 ppm; J =10 Hz). A més del metilamino (N-CHs), a 3,9 ppm.

Els dos alcaloides sén d’estructura furanoquinolinica, més especificament encara
isoprenilfuranoquinolinica.

Exercici 45
Assenyaleu com es podrien diferenciar les quinolones isomeres 1i 2 per 'H-RMN.
OCH; O

CH3

OH

45, Resposta
Els principals senyals serien:

1. En l'anell heterociclic de la molecula 2 el grup metil seria un doblet (x 3H) per
I'acoblament amb el proté de C-3, mentre que a la molécula 1 el metilé apareixeria com a
doblet (2H) a freqliencia molt major pel desapantallament que li provoca I'alcohol primari.

2. En I'anell benzénic, la molécula 1 presentaria tres senyals de protons aromatics: doblet
d’H-8 (orto J ca. 7 Hz), doblet d’H-5 (meta J ca. 2 Hz) i doble doblet d’H-7 (orto/meta J ca.
7/2 Hz). La molécula 2 presentaria dos doblets (orto J ca. 7 Hz) dels protons H-6 i H-7.

Exercici 46

En referencia als alcaloides pilocarpina (1) i anhidropilosina (2), presents a les fulles de
Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth (Rutaceae).
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Indiqueu:

a) A quin tipus estructural pertanyen?
b) Quines diferéncies es pot esperar que presenten els espectres d’*H-RMN.

46. Resposta

a) Els dos alcaloides pertanyen al grup dels imidazolics, derivats d’histidina. L’anell
pentagonal imidazolic es troba en la natura en totes les bases puriques, aixi com en el
neurotransmissor i autacoide histamina.

b) Per establir-hi les caracteristiques espectroscopiques de ressonancia o d’altres tipus, la
primera providéncia consisteix a decidir qué significa —C¢Hs. La proporcié C/H orienta cap a
quatre insaturacions, o, tal vegada, tres insaturacions i un cicle. La hipotesi més plausible és
que siga un radical fenil. Altres alternatives, com la cadena hexadiinil, o un grup etinil-
ciclobutenil, semblen alternatives poc realistes, sota el punt de vista fitoquimic. Admés que —
CeHs siga un fenil, els senyals aromatics en 'H-RMN serien evidents en 2 i no en 1. La
insaturacié del carboni benzilic fara desaparéixer un dels metins (R-CH-R) de la lactona i hi
afegira un protd olefinic ca. 6 ppm. Per a una analisi més completa es pot consultar el treball
de Sawaya i col-laboradors (2008).

Exercici 47

Per extraccié amb aigua alcalina de les llavors d'una espécie africana de rubiacies es pot
obtenir un compost 1 que dona positiva la reaccié de la murexida. Durant el mateix procés
es pot separar també un producte 2 constituit per la unié de I'acid quinic amb un altre acid
3, de caracter fenolic, amb férmula empirica Co04Hs.

Es demana que proposeu l'estructura i I'activitat farmacologica del compost 1, aixi com un
procés per a la seua obtencid i purificacid. Quin seria el nom de la droga i l'estructura del
compost 3?

47. Resposta

En I'ambit de la fitoquimica, un dels compostos que dona la reaccié de la murexida és la
cafeina. Aquest farmac és amfoter i molt debil en reaccions acid-base, pero suficientment
polar per a ser soluble en aigua en les condicions del text proposat. L'al-lusio a les llavors
d’una planta africana és compatible amb el café (Coffea, Rubiaceae). Certament Coffea
existeix a Africa, perd es conrea abundantment en altres continents, com és ben sabut.

Un apartat ben distint és suggerir qué és CgO4Hs. La proporcié C/H orienta cap a una
molecula de tipus aromatic; tal vegada C6-C3, com és logic. S’estaria en presencia d’un
fenilpropanoide oxigenat, amb substitucions en I'anell o en la cadena lineal. Una de les
diverses hipotesis compatibles amb el grau d’oxidacié i la realitat és que fora un acid fenolic.
La conjugacié amb I'acid quinic, esmentada en el text, ens hauria de dirigir, per tal que el
nostre problema es resolguera, a caracteritzar 3 com a acid cafeic (acid 3’,4’-dihidroxifenil-
propenoic, o acid 3’,4’-dihidroxicinamic) mitjancant una simple analisi per CCP amb un patré
comercialment disponible.
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El compost 1 seria cafeina, un estimulant cardiac, del sistema nervids central, i dilirétic,
degut a les activitats inhibidora de la fosfodiesterasa i antagonista d’adenosina.

9 CHy o
HaC
3 \N N HO AN OH
A A
o7 N N HO
CH,
1 2

Apeéndix exercici 47

Espécies amb cafeina i presencia en la planta

La cafeina és una purina oxigenada, en concret la tri-N-metilxantina, i constitueix el cap de
serie de les anomenades “bases xantiques”, compostos d’origen vegetal de gran consum en
forma de begudes amb activitat estimulant del sistema nervids central. Moltes de les
espécies que produeixen cafeina sén més que conegudes, altres no tant. Dins les primeres
consten café, té, mate, cola, etc., i ara caldria estendre la mirada per a completar-ne el
coneixement sobre la distribucio en altres plantes.

Els ordres en que s’han descrit son, en primer lloc, uns que podriem qualificar
d’extravagants, ja que no tenen cap connexidé taxonomica amb la majoria: Magnoliales i
Asparagales. Dins d’ells es troben, respectivament, dues plantes molt dispars: Annona
cherimola Mill. Annonaceae (la xirimoia), i la Drimia maritima (L.) Stearn (syn. Scilla maritima
L.) Asparagaceae (la ceba albarrana). La resta, podem classificar-los en dos grups, un grup (A)
pertanyent a les Asteridae (Aquifoliales, Ericales i Gentianales) i un altre (B) que contindria
tots el altres, entre els quals destaquen Malvales i Sapindales. Si es pretenguera interpretar
aquesta distribucié a la llum de qualsevol criteri de classificacid, com seria, per exemple, el
del Angiosperm Phylogeny Group es trobaria una dispersié molt considerable.

El grup A ens presenta les especies del genere llex (Aquifoliaceae, Aquifoliales), de les quals
Unicament . paraguariensis A. St.-Hil. (el mate o hierba-mate, popular a América del Sud)
conté quantitats apreciables. Resulta una mica sorprenent que diverses especies del mateix
génere que comparteixen distribucié geografica i ecologica manquen practicament de
cafeina, llevat de I cassine L. i I. vomitoria Aiton, encara que poden contenir alguna
quantitat de teofil-lina. També es compta amb les especies de Coffea (Rubiaceae,
Gentianales), les plantes de les quals s’obtenen les llavors de café. L'origen geografic
d’aquesta droga es correspon amb I'area arabigo-etidpica, tot i que és ben sabut que el seu
conreu al territori america és amplissim. D’acord amb la revisid d’Ashiharaa i Crozierb
(2001), les llavors de la C. arabica L. contenen aproximadament un 1,0 % de cafeina, mentre
que els cultivars Robusta i Guarini de C. canephora Pierre ex A.Froehner en contenen més:
1,7 % i 2,4 %, respectivament. Per altra banda, C. liberica Hiern i C. liberica var. dewevrei (De
Wild. & T.Durand) Lebrun (syn. C. dewevrei De Wild. & T.Durand) també superen |'arabica,
amb 1,4% i 1,2% respectivament. La riquesa en cafeina de C. eugenioides S. Moore, C.
salvatrix Swynn. & Philipson i C. racemosa Lour. no n’assoleix el 0,8%. Per a finalitzar el bloc
A, manca tractar del té (Camellia sinensis (L.) Kuntze, Theaceae, Ericales), les fulles
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dessecades del qual n’ostenten entre un 2,0-2,5 %. La riquesa en cafeina és pareguda també
en 'especie C. taliennsis (W. W. Sm.) Melch., aixi com en alguns hibrids de C. sinensis.

El grup B esta format per algunes espécies de Malvaceae (Malvales), com la cola (Cola) o el
cacau (Theobroma), que tenen en comuU una mida arborescent, amb fruits polposos
pluriseminats. Altres espéecies, com la guarana (Paullinia, Sapindaceae, Sapindales) tenen
alguns aspectes morfologics que recorden més al café. Les llavors en constitueixen la droga
en tots els casos. En 'espécie Theobroma cacao L., la xantina majoritaria és la teobromina,
com ocorre en T. bicolor Humb. & Bonpl. o T. grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.

Una espécie semblant a les de Theobroma és Herrania purpurea (Pittier) R.E. Schult., que es
caracteritza per la preséncia de teacrina (tetra-N-metil-xantina) com a majoritaria.
Tanmateix, les espécies de Cola, com C. acuminata (P. Beauv.) Schott & Endl., C. anomala K.
Schum., C. nitida (Vent.) Schott & Endl. sén molt més riques en cafeina que en teobromina:
al voltant de I'1,5 % de la primera respecte del 0,05 % de la segona.

Pel que fa les Sapindales, les llavors de Paullinia cupana Kunth var. sorbilis, assoleixen altres
concentracions de cafeina, superant de vegades el 6 %, una riquesa que ocasiona que les
begudes que en contenen l'extracte puguen presentar una concentracié de I'll % de
cafeina. Dins el mateix ordre es compta amb I'extensa familia de les rutacies, distribuida
arreu del mon, especialment en regions temperades o francament calides, i de la qual les
plantes més conegudes al nostre ambit occidental sén els molt ben aclimatats citrics. S’ha
descrit que un ample ventall d’espécies de Citrus (C. maxima (Burm.) Merr., C. paradisi
Macfad., C. trifoliata L., etc) contenen quantitats detectables de bases xantiques en organs
joves com son les flors, tant en la fase de capoll com en la desenvolupada (Ashihara et al.,
2017).

Les bases xantiques tenen un caracter amfoter; és a dir, que es comporten com acids en
preséncia de bases i viceversa. Aixo ocorre perque els seus grups amida —CO-NH- es troben
en equilibri amb les formes enodliques —COH=N—-. Naturalment, si el nitrogen de I'amida esta
metilat no es possible tal bescanvi. Paral-lelament, la funci6 —NCHs— lleva hidrosolubilitat en
comparacido amb la funci6 —NH-. Per aixd0 hi ha alguna diferencia entre les dues bases
xantiques de major importancia farmacologica: la teofil-lina és lleument acida, més
hidrosoluble; la cafeina un poc basica i menys hidrosoluble, tot i que en calent augmenta
clarament la seua solubilitat. Aquesta observacid prévia és complementaria a un fet
important pel que fa I'extraccidé: la cafeina es troba al si de la droga unida a compostos
diversos amb enllacos no covalents. Es tracta de |’existencia de complexos amb tanins, acids
fenolics o sucres. Per a desfer aquests conjugats es poden utilitzar hidroxids alcalinoterris
(de magnesi, calci) o amoniac, aixi com carbonat sodic; a continuacid, el principi actiu es pot
dissoldre amb cloroform, tricloroetilé, o acetat d’etil. També és factible tractar la droga amb
alcohol, i I'extracte amb Oxid magnésic, el qual exerceix la doble funcid de trencar els
esmentats conjugats i d’adsorbir sobre ell tanins i pigments vegetals. Per a finalitzar es pot
referir la purificacié per la possibilitat de formar sals dobles de sodi i cafeina, amb acids
organics com el salicilic.
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Exercici 48

A partir d’'una mescla de drogues vegetals s’han aillat, entre d’altres, els tres metabolits
secundaris seglents:

o) OCHs
o \ \ N OCH3
$ ) _
HsCO N +
OCHg
1 2 3

Es demana que proporcioneu el nom dels precursors biogeneétics i grup fitoquimic, aixi com
un procediment que conduisca a l'obtencié i purificacid dels tres principis. lIgualment,
indiqueu el nom d’un d’ells, amb mencié d’una droga que el continga i la seua activitat
farmacologica.

48. Resposta

L’alcaloide, o pseudoalcaloide, 1 (piperina) prové de la lisina pel que fa la seua part
nitrogenada; la part aromatica C6-C5 és clarament d’origen dihidroxicinamoilic, encara que
en comptes de la forma original, C6-C3 es troba suplementada per la unié amb un C2,
malonil CoA (HOOC-COSCoA). L'alcaloide 2 (ajmalina) prové, com tots els
indolmonoterpenics, de triptamina i secologanosid. El 3 (palmatina) és un alcaloide
protoberberinic, un dels tipus dels benzilisoquinolinics.

Per a I'extraccid s’ha de pensar que hi ha tres alcaloides amb distintes propietats: 1) una
amida neutra; 2) una base debil; i 3) un alcaloide quaternari. El seglient procediment
permetria teoricament separar-los.
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Sobre la preséencia en plantes medicinals, piperina és el principi pungent de les espécies de
pebre (Piper sp., Piperaceae); ajmalina es troba, entre d’altres, en espéecies de rauvolfia
(Rauvolfia sp., Apocynaceae) i té activitat antiaritmica cardiaca. Per finalitzar, palmatina,
antidisentérica i amarga, es troba en I'arrel del Colombo (Jateorrhiza palmata o Cocculus

palmatus, Menispermaceae).

Exercici 49

Els principis antiprotozoaris monalidina A (1) i arbusculadina (2) es van obtenir, en quantitats
infimes, de I'esponja Monanchora arbuscula (Crambeidae), recol-lectada a Cabo Frio (Rio de
Janeiro), per extracci6 amb metanol i posterior partici®6 amb hexa/aigua. De la fraccid
hidrometanolica es van obtenir, per CLAR amb fase estacionaria C18, el primer compost eluit
amb aigua, i el segon amb aigua-metanol (1:1) (Santos et al., 2015).

NH

@ e
CLJH\/\/\/\/\ N| A
X
CHg CHs
7
CH
6 3

1

NH

2

Expligueu, tenint en compte la seua trajectoria en el procés d’aillament, alguna idea sobre
les seues caracteristiques fisicoquimiques. A més, indiqueu quins senyals en permetrien la

distinci6 per espectroscopia d’*H-RMN.
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49, Resposta

Com a informacid previa s’ha de dir que aquests compostos poden ser qualificats com a
alcaloides guanidinics, i igualment podrien ser exclosos d’aquesta categoria i considerar-los
com a alquil- o arilpirimidines; per tant, ubicats en I'ambit bioquimic dels policetids.

L’extraccid amb metanol no indica res d’especial sobre les seues propietats fisicoquimiques,
ja que es tracta d’'un dissolvent capag¢ d’extraure directament compostos molt variats.
Tanmateix, després, la preséncia d’ambdues substancies en la fraccié de major polaritat, i no
en I’hexanica, indica que manifesten una certa hidrofilia. Aixd es deu necessariament a
I’agrupament basic guanido (R-NH-CNH-NH-R), el qual li atorga la possibilitat d’ionitzacié per
transit de protons. Si no fora aixi, la resta de la molécula, completament apolar, li donaria la
solubilitat en hexa.

Pel que fa a la separacié cromatografica sobre C18, és a dir sobre octadecil-sila, s’ha
d’interpretar que el compost de major retencid, el 2, presenta, en consonancia amb allo
exposat abans, una major lipofilia. Tot i que aquest compost benzénic (2) no apareix ionitzat
segons |’estructura proporcionada pels autors, no seria impossible la seua protonacio, com
ocorre en qualsevol derivat guanido.

Els senyals que permeten diferenciar-ne les dues molécules serien fonamentalment els dos
que presenta el compost 2 en I'anell benzéenic: un singlet aromatic (H-6), i un grup metil
sobre el carboni adjacent. Les dades que aporten els autors son els singlets a 6,86 ppm i 2,43
ppm respectivament. Nogensmenys, el senyal d’H-6 és sols parcialment valid, ja que el proté
H-7 del compost 1 apareix a la mateixa zona de I'espectre, en concret a 7,00 ppm. Per altra
banda, els protons metilenicsserien més nombrosos (22 H, entre 1,24 i 4,11 ppm) per a 1
que pera 2 (10 H, entre 1,56 i 3,18 ppm).

Exercici 50
A partir d’'un extracte metanolic de les arrels dessecades del ginjoler (Ziziphus jujuba Mill.,
Rhamnaceae) es van obtenir, junt amb altres compostos molt relacionats estructuralment,
les molécules 1i 2, denominades jubanina | i nummularina B respectivament.

OCHj OCH;z

\ g \
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HaC NH Hyd -
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H,C CHj Hy c\\\
1 2

112



El procés de purificacid a partir de I'extracte metanolic es va realitzar per suspensié amb acid
clorhidric diluit, fins a pH 3-4. L’esmentada suspensid es va extraure amb acetat d’etil, i el
residu aquods resultant es va tractar amb hidroxid sodic fins a pH 9, i es va extraure amb
cloroform. La fraccié clorofdormica aixi obtinguda es va separar per CC, eluint amb mescles
cloroform-metanol (30:1->1:1), i alld va donar cinc fraccions que van ser després sotmeses a
cromatografia amb Sephadex® LH-20 o CLAR (Kang et al., 2015).

Assenyaleu:

a) A quin tipus de metabolits secundaris pertanyen els compostos en questié?

b) Quina seria la seua biosintesi?

c) Quines son les bases fisicoquimiques que en justifiquen I'extraccid i purificacio?
d) Quines diferéncies s’hi podrien observar per espectroscopia ‘*H-RMN?

50. Resposta

a) lgual que s’ha formulat en I'exercici 49, s’ha de verificar, amb relacio al caracter peptidic i,
per tant, nitrogenat de les molécules, si son o no alcaloides. Certament, existeix la categoria
alcaloides peptidics, referida en general a determinats péptids basics. Dilucidar-ne el
caracter alcaloidic és una questié de tipus formal oberta, per bé que s’ha de saber que els
denominats alcaloides ciclopeptidics sén considerats un grup fitoquimic definit de les
Rhamnaceae. La primera vegada que es va parlar d’alcaloides peptidics com una categoria va
ser el 1964, per Pais i col-laboradors.

b) Queda palés que la major part de la molécula deriva d’'un procés analeg a la sintesi
proteica a partir d’aminoacids i que, a més, s’hi observa una part estirilamina (Ph-CH=CH-
NH-R). L'esmentada sintesi proteica seria probablement de tipus no-ribosomal, i la part
estirénica ha de provenir de la via del shikimat.

c) El procés relatat coincideix plenament amb allo descrit i comentat sobre la generalitat
dels alcaloides. Es per aixd que la naturalesa tedrica que es discutia en I'apartat a) resulta
favorable al caracter fisicoquimic d’alcaloide vist en exercicis anteriors.

d) Una gran part de I'estructura quimica és comuna a ambdues molécules. S’hi poden
observar algunes diferéencies sobre les quals s’ha de dir com es reflecteixen en un hipotetic
espectre "H-RMN; en concret, en la molécula 2 el grup benzil provinent de la fenilalanina, i la
doble metilacié de I'amina terminal de la cadena lineal de la molécula 1. En el primer cas es
reflecteix pels senyals entre 7,2 i 7,3 ppm (H aromatics, m), i en el segon pel senyal a 2,17
ppm (x3H; -N(CHs),). A més, la cadena isobutil que, procedent de la isoleucina, presenta 1,
mostra senyals de protons entre 0,67 i 1,75 ppm, segons els autors.
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