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Resumen

El estudio fitoquimico de los extractos metanélicos de las hojas y ramas de Phytolacca ico-
sandra y P rugosa, especies utilizadas tradicionalmente en Venezuela como repelentes contra las
garrapatas del ganado vacuno (Boophilus ssp.), permiti6 el aislamiento de dos triterpenos penta-
ciclicos y cinco saponinas triterpénicas. Estos compuestos fueron identificados mediante técni-
cas espectrales (FAB- o ESI-EM, RMN-'H, RMN-'*C y 2D-RMN) como acido espergulagénico [1],
acido epi-acetilaleuritolico [2], acido 3-O-[-a-L-rhamnopiranosil(1—2)-B-p-glucopiranosil(1—2)-
B-p-glucopiranosil]-28-O-B-p-gluco piranosil-serjanico [3], acido 3-O-(B-p-glucopiranosil)-28-0O-p-
D-glucopiranosil-serjanico [4], acido 3-O-[p-bp-glucopiranosil (1—2)-B-p-glucopiranosil]-28-O-3-p-
glucopiranosil-serjanico [5], 4cido 3-O-[B-p-galactopiranosil(1—3)-p-p-gluco piranosill-28-O-3-p-
glucopiranosil-serjanico [6] y acido 3-O-[p-p-glucopiranosil (1—3)-f-p-galactopiranosil (1—3)-B-p-
glucopiranosil]-28-O-B-p-glucopiranosil-serjanico [7].

Palabras clave: Phytolaccaceae, Phytolacca, triterpenos pentaciclicos, saponinas triterpé-

nicas, RMN.

Triterpenes and triterpene saponins from
Phytolacca icosandra and Phytolacca rugosa

Abstract

Phytochemical investigation of the methanolic extracts from leaves and stems of Phytolacca
icosandra and P rugosa, species traditionally used in Venezuela as tick repellent (Boophilus ssp.)
in cattle, has resulted in the isolation of two pentacyclic triterpene and five triterpene saponins.
These compounds were identified by spectral techniques (FAB- or ESI-MS, 'H-NMR,'*C-NMR
and 2D-NMR) as spergulagenic acid [1], epi-acetylaleuritolic acid [2], 3-O-[-a-L-rhamnopyranosyl
(1>2)-B-p-glucopyranosyl(1—2)-p-p-glucopiranosyl]-28-O-B-p-glucopyranosyl-serjanic acid [3],
3-O-(B-p-glucopyranosyl)-28-O-B-p-gluco pyranosyl-serjanic acid [4], 3-O-[p-p-glucopyranosyl
(1>2)-B-p-glucopyranosyl]-28-O-B-p-glucopyranosyl-serjanic acid [5], 3-O-[B-p-galactopyranosyl

* Autor para la correspondencia: eliergalarraga@usb.ve. Direccion Actual: Departamento de Quimica, Edificio Qui-
mica y Procesos, Universidad Simén Bolivar (USB). Apartado 89000. Caracas 1080A, Venezuela.
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(1—-3)-B-p-glucopyranosyl]-28-O-B-p-glucopyranosyl-serjanic acid [6] and 3-O-[-p-glucopyranosyl
(1->3)-B-p-galactopyranosyl (1—3)-B-p-glucopyranosyl]-28-O--p-glucopyranosyl-serjanic acid [7].

Keywords: Phytolaccaceae, Phytolacca, pentacyclic triterpenes, triterpene saponins, NMR.

Introduccion

El género Phytolaccca (Phytolaccacea),
segin Judd et al. (1), incluye apenas 23 es-
pecies, las cuales se encuentran ampliamen-
te distribuidas en las regiones templadas y
tropicales. Varias especies de este género
son reconocidas por sus propiedades medi-
cinales (2-5) y téxicas (6-8); de igual manera,
las plantas de este género, y en particular la
especie africana P dodecandra, son notable-
mente apreciadas por sus propiedades mo-
lusquicidas (9, 10) y por el papel que esta
propiedad juega en el control del molusco
Biomphalaria glabrata, vector de la schis-
tosomiasis (11).

Para Venezuela han sido descritas ocho
especies del género Phytolacca, las cuales
se encuentran distribuidas principalmente
en la Region Andina (12). Tradicionalmente,
en esta regién, dichas plantas son aprecia-
das por sus propiedades medicinales, pero
popularmente destacan por su utilidad para
ahuyentar y controlar los acaros e insectos
que parasitan el ganado vacuno. En este con-
texto, es conocido que los campesinos de la
region andina utilizan las partes aéreas de
estas plantas, empapadas en agua, las cua-
les ponen en contacto con la piel del animal,
logrando asi eliminar las garrapatas y otros
acaros (dato obtenido directamente de los
campesinos y ganaderos). En razén a este
hecho, en el marco de un proyecto de investi-
gacién centrado en el estudio fitoquimico de
plantas de los andes venezolanos con poten-
ciales propiedades acaricidas, abordamos el
estudio fitoquimico de las especies Phytolac-
ca rugosa Braun & Bouché y P icosandra L.,
para poder asi, aislar y caracterizar sus prin-
cipales metabolitos secundarios y conocer las
estructuras de los posibles compuestos que
les confieren esta propiedad.

Materiales y métodos

Técnicas generales

Para la cromatografia en columna a pre-
sién atmosférica (CC) se utilizé gel de silice
Merck 60 (0,63-0,2 nm). La cromatografia
liquida al vacio (VLC) fue llevada a cabo,
usando silica gel Merck, de fase reversa RP-
18 (25-40 pm). Para la cromatografia en co-
lumna a mediana presion (MPLC) se utilizé
una bomba Gilson M 305 con columna de
vidrio Biichi (460 x 25, 460 x 15y 230 X
15 mm) y pre-columna (110 x 15 mm) con
silica gel Merck 60 (SiO, 15-40 um). La cro-
matografia en capa fina (TLC) se desarrolld
en placas prefabricadas Merck HF 254 de
0,25 mm de espesor. Los p.f. fueron deter-
minados en un aparato Fisher-Johns y estan
sin corregir. Los espectros IR se realizaron
en un espectrofotometro infrarrojo-FT Per-
kin Elmer, modelo FT-1725X, en pastillas
de KBr. Los espectros de RMN se tomaron
en equipos Bruker-Avance DRX 400 y Varian
VNMR 600. Como solvente se us6 CDCI,,
CD,OD y C,.D.N. Para obtener los espectros
bidimensionales se aplicaron secuencias de
pulso estandar, usando un cabezal de detec-
cion inversa de 5 mm. Para los espectros de
masas obtenidos por bombardeo de atomos
rapido (FAB-MS), se us6 un espectrometro
JEOL SX 102 con glicerol como matriz.
Para la técnica de ionizacién por electrospray
(ESI-MS), se utilizé un equipo Micromass Q-
TOF-1. Los espectros de impacto electronico
(IE-MS), se tomaron en un equipo Hewlett-
Packard 5930A operado a 70 eV.

Recoleccién, secado y extraccion
del material vegetal

La especie Phytolacca icosandra L. se
recolect6 a lo largo de los 5 Km iniciales de la
carretera que conduce desde Lagunillas a los
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pueblos del sur, via San José de Acequias.
La especie Phytolacca rugosa A. Braun &
Bouché se recogi6é en el sector mas alto del
Paramo de San José de Acequias, Municipio
Auténomo Arzobispo Chacén, Estado Méri-
da. Muestras botanicas de ambas especies
fueron depositadas en el herbario MERF de
la Facultad de Farmacia (ULA) (Voucher Spe-
cimen: J. M. Amaro-Luis, N° 2322 y 2321,
respectivamente). El material vegetal (hojas
y ramas) fue secado bajo sombra a tempera-
tura ambiente durante quince dias. Transcu-
rrido este tiempo, el material seco fue molido
[P icosandra (2,1 Kg) y P rugosa (1,8 Kg)]y
luego se extrajo de manera continua en un
sohxlet hasta agotamiento, utilizando meta-
nol como solvente. Las disoluciones proce-
dentes de las la extracciones fueron filtradas
y luego concentradas al vacio en un rotava-
por a 40°C. Los extractos obtenidos fueron
pesados [P icosandra (122 g) y P rugosa (97
g)] y conservados en recipientes de vidrio a
40C, hasta su posterior analisis.

Fraccionamiento de los extractos,
separacion y purificacion de los productos

Cada uno de los extractos (porciones de
= 10 g) fueron disueltos en agua y fracciona-
dos en cromatografia liquida al vacio (VLC)
de fase reversa sobre gel de silice RP-18,
usando como eluyente agua (100%), metanol/
agua (1:1) y metanol (100%). Las fracciones
metanol/agua (1:1) fueron sometidas a cro-
matografia en columna de mediana presion
(MPLC), usando como eluyente la fase infe-
rior de la mezcla CHCL,-MeOH-H,O (13:7:2).
En el caso de la P icosandra se recolectaron
ocho fracciones (no estudiadas) y en el de la
P rugosa once fracciones (A -A ), las cuales
fueron analizadas por TLC y de acuerdo a
su composiciéon fueron sometidas a diferen-
tes proceso cromatograficos de separacién
(CC, VLC, MPL o TLC preparativa). Una por-
cién mayor de extracto crudo de P, icosandra
(= 110 g) fue cromatografiada en columna
al vacio (VCL) mediante la técnica de Coll &
Bowden (13), utilizando como adsorbente gel
de silice Merck 60 (0,63-0,2 nm) y como elu-

yente mezclas de diclorometano/metanol en
orden de polaridad creciente. Se recolecta-
ron fracciones de 500 mL, las cuales fueron
analizadas por TLC, lo que permitié agrupar
un total de doce fracciones (A-L).

Acido espergulagénico [1]

Aislado de la reunién 6-21, fraccién “T”
de la cromatografia general, mediante CCG
[gel de silice Merck 60, Hex/EtOAc (2:3)] y
finalmente purificado por TLC preparativa (=
20,5 mg). Sélido blanco; p.f.= 296-298°C. IR
(KBr), v_. (cm™): 2.500-3.000 (OH), 1.707
(C=0), 1.666 (C=0), 1.234 (C-0)y 916 (=C-
H). RMN-'H (CD,OD, 400 Mz), §,: 3,24, dd
(J =5,0y 11,3 Hz) (H-3); 0,85, d (J = 3,9
Hz) (H-5); 1,72, m (H-9); 5,41, t (J = 3,4 Hz)
(H-12); 2,88 dd (J = 3,8 y 13,6 Hz) (H-18);
1,07, s (H-23); 0,87, s (H-24); 1,04, s (H-25);
0,90, s (H-26); 1,27, s (H-27); 1,25, s (H-28).
RMN-**C (CD,OD, 100 Mz) (tabla 1).

Acido epi-Acetilaleuritélico [2]

Aislado de la fraccién “D” de la croma-
tografia general, de la cual precipit6 (= 41,0
mg); fue purificado por repetidas cristaliza-
ciones en MeOH. Soélido blanco cristalino;
p.f.= 191-193°C. IR (KBr), v_, (cm™): 2.944
(OH), 1.732 (C=0), 1.688 (C=0), 1.245 (C-
O) y 930 (=C-H). RMN-'H (CDCl,, 400 Mz),
d,: 4,45 dd (J = 6,2y 10,3 Hz) (H-3); 0,86,
d (J = 6,5 Hz) (H-5); 5,51,dd (J = 3,3y 7,8
Hz) (H-15); 2,27 dd (J = 2,4 y 13,7 Hz) (H-
18); 0,85, s (H-23); 0,88, s (H-24); 0,95, s
(H-25 y H-26); 0,91, s (H-27 y H-30); 0,93, s
(H-29) y 2,03, s (-O-CO-CH,, H-32). RMN-'3C
(CDCl,, 100 Mz) (tabla 1).

Acido 3-0O-[-a-L-tThamnopiranosil (1—-52)-
B-p-glucopiranosil (1—-2)-p-p-gluco-
piranosil]-28-0-(3-d-glucopiranosil-
serjanico [3]

Aislado de la fraccién “K” de la croma-
tografia general mediante cromatografia en
columna de sephadex LH-20 (eluyente meta-
nol). Sélido blanco amorfo (= 32,0 mg); p.f.
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Tabla 1
Desplazamientos Quimicos (8) en RMN-"C (C,D,N, 150 MHz) de los Compuestos [1]-[7]
Carbon [1* 2] + [3] (4] [5] [6] [71*
C-1 39.8 37,5 39,7 38.4 38,7 38,4 38,7
C-2 27,9 23,6 26,9 27,9 26,5 26,1 26,5
C-3 79,7 81,0 92,2 88.8 89.0 88,9 89.0
C-4 40,5 38,1 40,6 39.1 39.5 39,1 39.5
C-5 56,8 55,7 57,0 55,5 55,9 55,5 55,8
C-6 19,5 18,9 19,3 18,6 18,5 18,6 18,6
C-7 34,1 40,9 34,0 32,8 33,2 32,7 33,2
C-8 39.8 39.2 40,5 39.5 39.9 39,5 40,0
C-9 47,9 49,2 48,1 47,6 48,0 47,6 48,1
C-10 38,2 37.4 37,9 36.6 36,9 36,5 37.0
C-11 24,5 17,4 24,3 23.4 23,7 23,2 23,8
C-12 124,1 33,5 124,4 123,3 123.,8 123,1 123,1
C-13 144.,9 37,8 144.,4 143,5 143,8 143.,5 143,9
C-14 42,8 160,6 42,8 41,7 42,0 41,7 42,1
C-15 28,9 117.0 28,8 28,1 28,2 27,9 28,4
C-16 24,3 31,4 24,5 23,2 23,5 23,4 23,6
C-17 47,1 51,6 47,4 46,3 46,5 46,3 46,6
C-18 43,9 41,5 43,9 42,8 43,2 42,8 43,2
C-19 43,4 35.6 43,3 42,1 42,5 42,1 42,5
C-20 44,6 29,4 45,0 43,7 44,0 43,7 44,0
C-21 31,3 33.8 31,3 30,2 30,6 30,1 30,6
C-22 35,1 30.8 34,4 33.6 34,0 33.6 34,0
C-23 28,7 28,1 28,8 28,0 28,3 27,9 28,2
C-24 16,3 16,7 16,9 16,6 16,8 16,7 17,0
C-25 15,9 15,8 15,9 15,2 15,5 15,2 15,6
C-26 17,7 26,3 17,7 17,1 17,4 17,1 17,5
C-27 26,3 22,6 26,2 26,2 26,1 25,7 26,1
C-28 181,6 184,5 177.,6 176,1 176,0 176,1 176,1
C-29 29,0 31,8 28,6 28,1 28,3 28,0 28,4
C-30 180.8 29,4 178.,8 177,0 176,9 177,0 176,9
C-31 - 171,1 52,4 51,6 51,7 51,6 51,7
C-32 - 21,4 - - - - -
C-I’ - - 105,7 106,3 105.,0 105.6 106.4
C-2 - - 78,2 75,2 83,3 74,1 74,5
C-3 - - 78,9 78,0 78,1 87.8 88,9
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Tabla 1 (Continuacion)

Carbén [1]* [2] t [3] (4] [5] [6] [71*
c-4 - - 72,2 71,2 71,6 69,6 69.8
C-5 - - 78.1 77,7 77.9 78,6 77.9
C-6’ - - 62,4 62,4 62,8 61,4 62,0
C-1¢ - - 102,1 95,3 105.,9 105,6 106,0
Cc-2” - - 79.3 73.4 77,0 72,4 72,1
C-3” - - 77.8 78.1 78.4 74,4 84,6
C-4” - - 71,1 70,4 71,0 69,4 69,7
C-5” - - 78,2 78,7 77.9 76.8 77,1
C-6” - - 62,3 61,4 62,8 62,0 62,1
c-17 - - 102,0 - 95,8 95,3 106,3
c-o . - 72,2 - 74,1 73,4 75,9
c-3” . - 72,1 - 78.8 77.9 78.4
C-4” . - 74,2 - 71,8 70,3 71,6
C-5" . - 69.5 - 79.3 77,1 78,6
C-6” . - 18,3 - 62,0 61,7 62,7
C-1v - - 95,7 - - - 95,8
C-2v - - 73.8 - - - 74,2
C-3v - - 78,7 - - - 79.3
C-4v - - 72,1 - - - 71,1
C-5v - - 79,6 - - - 78,9
C-6" - - 62,4 - - - 62,1

(*) [CD,OD, (100 MHz)] (+) [CDCL,(100 MHz)]

>300°C. RMN-'H (CD,OD, 400 Mz) (tabla 2);
RMN-'*C (CD,OD, 100 Mz) (tabla 1).

Acido 3-0-(pB-p-glucopiranosil)-28-0-§-p-
glucopiranosil-serjanico [4]

Aislado de las fracciones 31-36 (reunién
A,), procedentes de la cromatografia general
MPLC. Se purificé por cromatografia MPLC
sucesiva [fase reversa RP-18, MeOH-H,O
(3:3) hasta MeOH 100%], aislandose como
un s6lido amorfo de color blanco (= 3,3 mg);
p.f. 196-198°C. RMN-'H (C,D,N, 600 Mz)
(tabla 2); RMN-'*C (C,D,N, 600 Mz) (tabla 1).
EM-FAB, m/z: 823 [M*-H] (C,,HO ); 661

437768

[M*-H-162]; 499 [M*-H-2 x 162]; 275; 183;
91.

Acido 3-0-[B-p-glucopiranosil (1—2)-p-pb-
glucopiranosil]-28-0-f-p-glucopiranosil-
serjanico [5]

Se aislé las fracciones 53-66 (reunién
A)), de la cromatografia general MPLC y se
purificé por cromatografia en columna MPLC
de fase reversa [RP-18, MeOH-H,O (4:1) has-
ta MeOH 100%]. Sélido blanco (= 13,3 mg);
p.f.=210-213°C. RMN-'H (C,D,N, 600 Mz)
(tabla 2); RMN-'*C (C,D,N, 600 Mz) (tabla 1).
EM-ESI, m/z : 985 [M*-H] (C, H O, ); 823

497778 720
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Tabla 2
Desplazamientos Quimicos (8) en RMN-'H (C,D.N, 600 MHz) de los Compuestos [3]-[7]
H [3] (4] [5] (6] [7](CD,OD)
3,32 (dd) 3,28 (dd) 3,30 (dd) 3,37 (dd)
H-3 3.21(m) J=28y76) (J=45y11,8) (J=24y52) (J=41yll,4)
0,69 (d) 0,73 (d) 0,69 (d) 0,80 (d)
H-5 0,77 (m) (J = 8,0) (J=11,8) (J = 8,0) (J=11,8)
1,60 (dd) 1,53 (dd) 1,64 (t)
H-9 1,60 (m) 153 (m) (5 _10,1y105) (J=52y6.4) (J = 8.,7)
5,31 (t) 5,54 (t) 5,51 (t) 5,59 (t)
H12 (5233 5.51(6)3.5 (J = 3.7) (J = 3.7) (J = 3.7)
H-18 2,69 (dd) 3,12 (dd) 3,22 (dd) 3,13 (dd) 3,24 (dd)
(J=3,0y13,5) (J=3,6y13,2) (J=3,7y134) (J=3,6y9,2) (J=3,7y10,6)
H-23 1,11 (s) 1,22 (s) 1,29 (s) 1,21 (s) 1,32 (s)
H-24 0,87 (s) 0,91 (s) 1,10 (s) 0,89 (s) 1,01 (s)
H-25 0,96 (s) 0,74 (s) 0,84 s 0,72 (s) 0,85 (s)
H-26 0,79 (s) 0,99 (s) 1,08 (s) 0,98 (s) 1,11 (s)
H-27 1,17 (s) 1,21 (s) 1,27 (s) 1,21 (s) 1,30 (s)
H-29 1,14 (s) 1,11 (s) 1,20 (s) 1,14 (s) 1,22 (s)
H-31 3,70 (s) 3,56 (s) 3,60 (s) 3,57 (s) 3,61 (s)

, 4,40 (d) 4,83 (d) 4,81 (d) 4,88 (d)
H-1 (J=17.8) (J =5,2) 490 (@) (J =5,2) (J=5,1)
H-2’ 3,66 (m) 3,96 (dd) 4,22 (m) 3,94 (dd) 4,02 (m)
H-3’ 3,56 (m) 4,22 (m) 4,30 (m) 4,21 (m) 4,17 (m)
H-4 3,75 (m) 4,09 (m) 4,13 (m) 3,96 (m) 4,07 (m)
H-5 3,25 (m) 3,93 (m) 3,96 (m) 3,88 (m) 3,90 (m)

, 4,26y 4,46(dd) 4,46y 4,52 (dd)

H-6© 3,64y 3,87 (m) J=30y102) (J=31y102) 4,23y4,26 (m) 4,28y 4,48 (m)
H-1* 4,87 (d) 6,12 (d) 5,35 (d) 5,17 (d) 5,23 (d)
(J=17,7) (J =5,6) (J=17,3) (J =5,2) (J=17,7)

” 4,09 (dd) 4,42 (dd)

H-2 3,34 (m) 4,09 (dd) (J=89y146) (J=90y 13,8) 4,67 (m)
H-3” 3,65 (m) 4,20 (m) 4,22 (m) 4,22 (m) 4,28 (m)
H-4” 3,34 (m) 4,22 (m) 4,27 (m) 4,36 (m) 4,69 (m)

” 3,04 (1) 3,90 (dt)

H-5 J = 9.4) 3,90 (m) J=28y73) 4,04 (m) 4,09 (m)

" 4,24y 4,28(dd) 4,36y 4,44(dd)

H-6” 3,66y3,84m J=30y11,2) (J=33y118) 4,17y 4,36 (m) 4,28y 4,38 (m)
H-1 5,18 (d) i 6,27 (d) 6,11 (d) 5,37 (d)
(J=1,1) (J=8,1) (J =5,6) (J=17,7)

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 22 N° 1, January - March 2014



Galarraga M., E. et al. / Ciencia Vol. 22, N° 1 (2014) 53 - 66 59
Tabla 2 (Continuacion)

H [3] (4] [5] (6] [7](CD,0D)
H-2" 3,92 (m) - 4,16 (m) 4,09 (m) 4,42 (m)
H-3" 3,74 (m) - 4,24 (m) 4,20 (m) 4,27 (m)
H-4" 3,37 (m) - 4,34 m 4,07 (m) 4,22 (m)

3,90 (dt)
H-5 4,13 (m) - J=28y73) 3,86 (m) 3,98 (m)

1,25 (d) 4,33y 4,36 (dd)
H-6 J = 6.1) - J =40y 11,4) 4,19y 4,35 (m) 4,38y 4,44 (m)
H-1v 5,35 (d) i i i 6,30 (d)

(J =8.1) (J =8.1)

H-2v 3,31 (m) - - - 4,17 (m)
H-3V 3,35 (m) - - - 4,25 (m)
H-4v 3,24 (m) - - - 4,36 (m)
H-5v 3,43 (m) - - - 3,97 (m)
H-6" 3,52y 3,82 (m) - - - 4,28y 4,38 (m)

[M*-H-162]; 661 [M*-H-2 x 162]; 500 [M*"-3
X 162].

Acido 3-0O-[B-p-galactopiranosil (1—-3)-p-b-
glucopiranosil]-28-0-f-p-glucopiranosil-
serjanico [6]

Se obtuvo de las fracciones 37-46 (reu-
nion A,), de la cromatografia general MPLC.
Se purificé por recromatografia en colum-
na de mediana presién (MPLC) en fase re-
versa [RP-18, MeOH-H,O (3:2) hasta MeOH
100%]. Sélido amorfo blanco (= 7,2 mg);
p.f.= >300°C. RMN-'H (C,D,N, 600 Mz) (ta-
bla 2); RMN-?C (C,D,N, 600 Mz) (tabla 1).
EM-FAB, m/z : 985 [M*-H] (C,H. 0, ); 823
[M*-H-162]; 661 [M*-H-2 x 162]; 500 [M*-3 x
162]; 401; 291; 159; 91

Acido 3-0O-[B-p-glucopiranosil (1—-3)-p-b-
galactopiranosil (1—3)-3-p-glucopiranosil]-
28-0-B-p-glucopiranosil-serjanico [7]

Aislado de fracciones 53-66 (reunién
A), de la cromatografia general MPLC y puri-
ficado por recromatografia en columna MPLC
en fase reversa [RP-18, MeOH-H,O (4:1) has-

ta MeOH 100%]. Sodlido amorfo blanco (=
4,1 mg); p.f.= >300°C. RMN-'*C (C,D,N, 600
Mz) (tabla 1). EM-ESI, m/z : 1147 [M*-1],
(C..H_..O..); m/z : 986 [M*-1-162]; m/z : 823

557788 725

[M*-1- 2 x 162].

Resultados y discusion

El extracto metandlico de la P. icosan-
dra, después de repetidos procesos croma-
tograficos (ver parte experimental), propor-
cioné los triterpenos 1 y 2 y la saponina 3
(figura 1), los cuales fueron identificados con
base en sus datos espectrales. A continua-
cién se describe la caracterizacién de estos
productos:

Acido espergulagénico [1]

Sélido blanco; p.f.= 296-298°C. Su es-
pectro IR mostré bandas tipicas de grupos
carboxilo [v_, :2.500-3.000 cm™ (OH)yv__ :
1.707 y 1.666 cm™! (C=0)]. El analisis del es-
pectro de RMN-'H permitié identificar seis
singuletes asignables a metilos terciarios,
una sefial tipica de un protén geminal a un
hidroxilo secundario [5,: 3,24, dd (J = 5,0y
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Acido espegulagénico [1] Acido epi-acetilaleuritdlico [2]

OH
HO NS
R,0 :
v OR;
R4=H R4= Gle R=H
3] {R2= 2Glc — 2Rha (] {R2= H [6] {Rf Gal
HOOH
s X -0
HO\Z By
3 OH1

[7] R1= H; R,= 3Gal —3Glc
HOOH

[4] R1=Ry=H

Figura 1. Compuestos aislados de los frutos de Phytolacca icosandra'y P. rugosa.
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11,3 Hz) (H-3)] y un triplete [5,: 5,41, t (J =
3,4 Hz)] atribuible al protén olefinico de un
doble enlace trisustituido vecinal a un grupo
metileno [-CH,-CH=C< (H-12)]. El espectro
de RMN-3C present6 un total de treinta car-
bonos, entre los que destacan dos carboxilos
[6.; 180,8 (C-30) y 181,6 (C-28)], dos car-
bonos sp? que conforman un doble enlace
trisustituido [8.: 124,1 (=CH-; C-12) y &
144,9 (=C<; C-13)] y un carbono oximetini-
co [8.: 79,7 (C-3)]. El estudio en profundi-
dad de los espectros bidimensionales (COSY,
HMQC, HMBC y ROESY) permiti6 identificar
al compuesto como el acido 3p-hidroxi-olean-
12-en-28,30-didico [1], conocido como acido
espergulagénico. Este acido fue descrito por
primera vez como componente de la especie
Mollugo spergula (familia Molluginaceae)
(14,15), pero posteriormente ha sido repor-
tado libre y glicosidado en varias especies del
género Phytolacca (16-19).

Acido epi-acetilaleuritélico [2]

Sélido cristalino blanco; p.f.= 191-
193°C. Su espectro de IR present6 bandas
intensas av_,:2.944 cm™ (O-H), v_,: 1.732
cm'y 1.688 cm™ (C=0)yv . :930cm” (=C-
H). El espectro de RMN-'H, puso en eviden-
cia la presencia de un protén perteneciente a
un metino oxigenado [3,: 4,45, dd (J = 6,2
y 10,3 Hz) (>CH-O-; H-3)], de un hidroége-
no olefinico [5,: 5,51, dd (J = 3,3y 7,8 Hz)
(=CH-; H-15)] y de ocho metilos, uno de ellos
integrando un grupo acetilo (5,: 2,03, -O-CO-
CH,; H-32). El espectro de RMN-3C exhibio
un total de treinta y dos senales entre los que
destacan, dos correspondientes a carboni-
los [6.: 184,5 (C-28) y 171,1 (C-31)], dos a
carbonos sp? [6: 160,6 (>C=; C-14)y 117.0
(=CH-; C-15)], uno tipico de un carbono sp?
oximetinico [6.: 81,0 (>CH-O-; C-3)] y otro
caracteristico del metilo de un grupo acetilo
[8.: 21,4 (-O-CO-CH,; C-32)]. Estos datos re-
sultaron congruentes con estructuras de tri-
terpenos pentaciclicos acetilados, hecho este
que fue confirmado al analizar los espectros
bidimensionales COSY, HSQC y HMBC; las
correlaciones en este ultimo espectro, entre

el pico asignado al carbono cuaternario sp?
(C-14) y los singuletes de los metilos a d,:
0,95 (H-26) y 0,91 (H-27), ubicaron al doble
enlace entre los carbonos C-14 y C-15; esto
se corrobord ademas por el inusual desapan-
tallamiento de la senal del C-14 a §.: 160,6.
Por otro lado, la secuencia HMBC: H-32
< C-31 < H-8 situ6 al grupo acetilo en C-3.
Estos datos espectrales demostraron que el
compuesto en estudio es el acido 3a-acetil-
taraxer-14-en-28-6ico [2]; este triterpeno
fue aislado por primera vez de los frutos de
Phytolacca acinosa y se le asigno6 el nombre
de acido epi-acetilaleuritélico (20). En el pre-
sente trabajo se reportan por primera vez
sus datos de RMN-'3C.

Acido 3-O-[-a-L-thamnopiranosil(1->2)-B-p-
glucopiranosil(1—2)-B-p-gluco-piranosil]-
28-0-f3-p-glucopiranosil-serjanico [3]

Sélido blanco amorfo; p.f. > 300°C. A
primera vista sus espectros de RMN (tablas 1
y 2) indican que el compuesto es un triterpe-
no glicosidado, cuya estructura incluye cua-
tro unidades de monosacarido, ya que en el
mismo se detectan senales asignables a cua-
tro hidrégenos anoméricos {5,: 4,40 [d, (J =
7,8 Hz); H-1'], 4,87 [d, (J = 7,7 Hz); H-1"],
5,181[d, (J = 1,1 Hz); H-1], 5,35 [d, (J = 8,1
Hz); H-1"1}, las cuales se correlacionan a tra-
vés del HMQC con cuatro picos en el espectro
de RMN-!3C, atribuibles a carbonos hemiace-
talicos (-O-C-O-) [5.: 105,7 (C-1'); 102,1 (C-
17); 102,0 (C-1""); 95,7 (C-1")]. Los espectros
de RMN-'H y de RMN-'3C también permitie-
ron definir la naturaleza de la aglicona tri-
terpénica la cual fue caracterizada como un
3-hidoxi-D'*!3-oleanano {3 ,: 3,21 [m solapa-
do, (>CH-O-; H-3)]*HMQC, 6.: 92,2 (>CH-O-
; C-3); 9,2 5,31 [t, (J = 3,3 Hz) (=CH-CH,-;
H-12)]*HMQC, §.: 124,4 (=CH-; C-12) y 5
2,69 [dd, (J = 3,0 y 13,5 Hz) (>CH-CH,-;
H-18)]1*HMQC, 5_: 43,9 (>CH-CH,-; C-18)}; la
presencia de senales tipicas de sélo seis me-
tilos terciarios [5,/5.: 1,11/28,8 (H-23/C-23);
0,87/16,9 (H-24/C-24); 0,96/15,9 (H-
25/C-25); 0,79/17,7 (H-26/C-26); 1,17/26,2
(H-27/C-27) y 1,14/28,6 (H-29/C-29)], indica
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que dicha aglicona posee dos metilos oxida-
dos, uno de los cuales es un carbometoxilo
{8,: 3,70 [s, (-OCH,; H-31]1*HMQC, & 52,4
(-OCH,; C-31]y 6. 178,0 (-O-C=0; C-30);
correlaciones HMBC: C-20 < H-29 < C-30
©H-31} y el otro un carboxilo glicosidado [S:
177,6 (-O-C=0;C-28); correlaciones HMBC:
C-17~H-18~C-28<H-1"]. La estereoquimi-
ca del grupo hidroxilo en C-3 (B-OH), y la de
las uniones “trans” de los anillos A/B (5aH,
10BMe) y B/C (88Me, 9aH) fueron confirma-
das mediante las siguientes correlaciones en
el espectro NOESY: H-3 «#H-23 «<H-5 <H-9
~H-27 y H-24 «+H-25 <H-26. De igual ma-
nera, la estereoquimica B-axial del éster me-
tilico (C-30) y la disposicién “cis” (17pCOO-
,18BH) en la fusién de los anillos D y E pu-
dieron también ser determinadas a través del
NOESY: Correlaciéon H-12 <+H-18 y ausencia
de interacciéon H-18/H-29. Estos datos, per-
mitieron identificar la aglicona con el acido-
3p-hidroxi-olean-12-en-30-carbometoxi-28-
6ico, al cual se le conoce con el nombre de
acido serjanico (21-23).

La caracterizacién de los cuatro mono-
sacaridos presentes en la molécula, su ubi-
caciéon en la misma y su secuencia de unioén,
fue llevada a cabo mediante el analisis de los
espectros COSY, TOCSY, HMBC y NOESY.
De esta manera se constaté que tres de es-
tos monosacaridos eran glucosas (Glc) y el
cuarto rhamnosa (Rha), inequivocamente ca-
racterizada por las sefnales de su grupo me-
tilo {5,: 1,25 [d, (J = 6,1 Hz) (-CH,; H-6""]«
HSQC, SC: 18,3 (—QHs; C-6"’]. La interacciéon
HMBC del carbono carboxilico C-28 (3.
177,6) con el protén anomérico a d,: 5,35 (H-
1%), ubic6 a una de las unidades de glucosa
glicosidando a carboxilo C-28; esta unidad
no mostroé otras conexiones interglicosidicas
y en consecuencia las tres hexosas remanen-
tes deben conformar un trisacarido, el cual,
légicamente, glicosida al hidroxilo situado en
C-3. El cruce HMBC entre el multiplete de
H-3 (8,: 3,21) y el pico del carbono hemia-
cetalico a S 105,7 (C-1’) confirmé la unién
del oxigeno en C-3 a una unidad de gluco-
sa; los inusuales desplazamientos a campo
bajo de las sefiales asignadas a los carbonos

C-2’ (8. 78,2) y C-2” (§.: 79,3), indicaron
una conexion interglicosidica en C-3 del tipo:
3-0-'Glc—>2Glc—?Rha. La configuracién de
los azucares fue determinada sobre la base
de los valores de las constantes de acopla-
miento de los protones anoméricos, los cua-
les confirmaron tres unidades de B-glucosa
J,,=78Hz;J ., =77HzydJ ",” =81
Hz) y una de a-rhamnosa (J L = 1,1 Hz).
En conclusioén, los datos anteriores permiten
establecer que el compuesto en estudio es el
acido 3-O-[-a-L-rhamnopiranosil (1—2)-B-p-
glucopiranosil (1-2)-B-p-glucopiranosil ]-
28-0O-B-p-glucopiranosil-serjanico [3]. Este
producto fue descrito por primera vez como
componente de la Phytolacca bogotensis (19)
y también, posteriormente, fue identificado
en los frutos de la Phytolacca icosandra, en
un detallado estudio en el que se confirmé
ademas su actividad molusquicida frente a
Biomphalaria glabrata (MIC >50 pg/mL),
asi como su débil actividad espermicida
(MIC >60 pg/mL) (24).

Del extracto metandlico de la P. rugo-
sa, se lograron aislar cuatro saponinas tri-
terpénicas (4-7) (figura 1), las cuales fueron
purificadas por métodos cromatograficos
(ver parte experimental). La identificacion de
estas saponinas se realiz6 mediante un de-
tallado analisis de sus datos espectrales. A
continuacién se describe su caracterizacion
estructural:

Acido 3-0-(B-p-glucopiranosil)-28-0-3-p-
glucopiranosil-serjanico [4]

Solido amorfo de color blanco, p.f. =
196-198°C. Su espectro de masas (EM) de
bombardeo de atomos rapido (FAB) muestra
un pico a m/z: 823 [M*-H], congruente con
la formula molecular C,;H, O, .. Esta formula
molecular (a la cual corresponden diez gra-
dos de insaturacién), y los datos derivados
del analisis de sus espectros de RMN-'H y
RMN-!3C (tablas 1 y 2), indican que el com-
puesto es una saponina triterpénica bidesmo-
sidica. La deteccién en el EM de picos a m/z:
661 [M*-H-162] y m/z: 499 [M*-H-2 x 162] y
la presencia en el espectro de RMN-'H de dos
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sefnales propias de hidrégenos anomeéricos a
8,483 1[d, (J =5,2Hz); H11y 6,12 [d, (J
= 5,6 Hz); H-1"], las cuales, respectivamente,
se correlacionan en el HSQC con picos a d:
106,3 (C-1’) y 95,3 (C-17) indican la existencia
en la molécula de dos hexosas; es razonable,
ante la magnitud de los desplazamientos qui-
micos de los hidrégenos anoméricos, que una
de estas hexosas glicosida a un hidroxilo y la
otra a un carboxilo. Los espectros de RMN
(tablas 1 y 2) permitieron también caracteri-
zar la aglicona, la cual mostré datos espectra-
les comparables a los de la aglicona de la sa-
ponina [3]; en consecuencia fue identificada
como acido serjanico. El analisis del espectro
TOCSY permitié determinar la secuencia de
hidrégenos en cada una de las hexosas pre-
sentes en la molécula, mientras que el espec-
tro NOESY, a través de las correlaciones de
los hidrégenos anoméricos (H-1' y H-1") con
las senales asignadas a H-3/H-5" y H-3"/H-5”
(interacciones 1,3-cis-diaxiales), respecti-
vamente, permitié concluir que todos estos
hidrégenos eran a-axiales y en consecuencia
ambos monosacaridos eran fB-p-glucosa. De
esta manera se pudo concluir que la estruc-
tura del compuesto en estudio correspondia a
la del acido 3-O-(B-p-glucopiranosil)-28-O--p-
glucopiranosil-serjanico [4]. Este compuesto
ha sido descrito con anterioridad como com-
ponente de la Phytolacca thyrsiflora (18); la
comparacion de sus datos espectrales con los
reportados en la literatura confirmé definiti-
vamente su identidad.

Acido 3-0-[B-p-glucopiranosil (1>2)-B-b-
glucopiranosil]-28-0-f-p-gluco piranosil-
serjanico [5]

Sélido blanco; p.f.=210-213°C. Su es-
pectro de masas (en modo ESI, ionizacién
por electroespray), mostré un ion a m/z :
985 [M*-H] (férmula molecular C 20H760,50): ¥
fragmentos a m/z : 823, m/z : 661 y m/z :
500, correspondientes a pérdida consecutiva
de tres unidades de hexosa (162 u.m.a). La
comparacion de sus espectros de RMN-'H y
de RMN-'3C (tablas 1 y 2) con los del com-
puesto [4] y el andlisis de sus espectros de

RMN bidimensionales (COSY, TOCSY, HSQC
y HMBC), confirmaron que la mayoria de las
senales e interacciones H~H y H~C, coinci-
dian con las detectadas en el estudio reali-
zado al compuesto [4]; en consecuencia se
concluyé que se trataba de un derivado de
este compuesto, que poseia una unidad adi-
cional de hexosa; con ello result6é procedente
determinar la naturaleza de la tercera hexosa
y su ubicacién en la molécula.

El andlisis de las sefiales de RMN co-
rrespondientes a la unidad de azuacar adicio-
nal, permitié confirmar la presencia de un
grupo oximetilénico {6,: 4,36 y 4,44 [dd, (J
= 3,3 y 11,8 Hz); H-6"]*HSQC, §_: 62,8 [(-
CH,0-); C-6"]}, con lo cual se dedujo que se
trataba de una unidad de glucosa o galacto-
sa. Debido a la superposicion de las senales
en el espectro de RMN-'H, no fue posible de-
terminar la multiplicidad del multiplete co-
rrespondiente al protén H-4", pero las corre-
laciones en el espectro ROESY y la compara-
cién de los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos y carbonos con los reportados en
la literatura (25, 26), confirmaron que esta
tercera unidad era una glucosa (Glc), la cual
formaba parte del resto disacarido que glico-
sidaba al hidroxilo situado C-3. La secuencia
de cruces en el HMBC (H-1"<C-2’ y C-1"¢
H-2’) permiti6é establecer la conexién inter-
glicosidica de las hexosas como 'Glc—?Glc.
Al quedar definida esta cadena glicosidica, se
concluyé que el compuesto en cuestiéon era
el acido 3-O-[B-p-glucopiranosil (1—2)-p-b-
glucopiranosil]-28-O-3-p-glucopiranosil-
serjanico [5]. Este acido habia sido ya aislado
de los frutos de las especies Phytolacca thyr-
siflora y P icosandra (18, 24).

Acido 3-0-[-p-galactopiranosil (1—3)-f-p-
glucopiranosil]-28-0-f3-p-gluco piranosil-
serjanico [6]

Sélido amorfo blanco; p.f.= >300°C.
Su FAB-EM present6 el ion de mas alto va-
lor masa/carga a m/z : 985 [M*-H] y el mis-
mo patrén de fraccionamiento (iones a m/z :
823, 661 y 499) que el compuesto [5]. Segun
esto, se pudo inferir que el compuesto en es-
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tudio era una saponina triterpenica con tres
grupos hexosa, isémera de [5], pero dado
que los R, de ambos compuestos resultaron
ser diferentes, se concluyé que las unidades
de hexosa deberian también ser diferentes o
bien estar unidas de manera distinta en el
compuesto [6]. Esta suposiciéon fue confir-
mada mediante el analisis comparativo de los
espectros de RMN-'H (tabla 2) y de RMN-*C
(tabla 1) de [5] y de [6], el cual demostré que
una unidad de glucosa habia sido reempla-
zada por una de galactosa. Mas aun, el es-
pectro COSY mostré correlaciones del pro-
tén anomérico H-1" (3,: 5,17) con H-2” (5
4,42) y este a su vez con H-3" (3,: 4,22); sin
embargo, la correlaciéon H-3”<H-4" no pudo
ser observada; esto, unido al desplazamiento
a campo inusualmente bajo de los protones
H-4” (5,: 4,36) y H-2” (3,: 4,42) confirmo¢ la
presencia de una unidad de galactosa (Gal)
(25, 27). La posicién de esta unidad de galac-
tosa en la molécula qued¢ fijada a través de
las interacciones HMBC: H-1"<C-3’ y H-3'«
C-17, las cuales permitieron establecer un
enlace interglicosidico 'Gal—*Glc, en la cade-
na que glicosida al hidroxilo situado en C-3;
este hecho se vio apoyado por el desapanta-
llamiento observado en el carbono C-3’ (3.
87,8), caracteristico de glucosas sustituidas
en esta posicién (28, 29). En razén a estos
datos, se reconocié al compuesto [6] como
el acido 3-O-[B-p-galactopiranosil (1—3)-B-b-
glucopiranosil] 28-0-B-p-glucopiranosil-
serjanico, el cual fue aislado por primera vez
de la especie Phytolacca bogotensis (19).

Acido 3-0-[B-p-glucopiranosil (1—3)-B-b-
galactopiranosil (1—-3)-p-p-glucopiranosil]-
28-0-B-p-glucopiranosil-serjanico [7]

Sélido amorfo blanco; p.f.= >300°C. Su
espectro de masas (ESI-MS) presenté un ion
a m/z : 1147 [M*-1], el cual se correspon-
de con la féormula molecular C, . H,O,., y dos
fragmentos notables a m/z : 986 [M*-1-162]y
m/z : 823 [M*-1- 2 x 162], asignables a la pér-
dida sucesiva de uno y dos grupos hexosa. El
posterior analisis de sus espectros de RMN-

'H (tabla 2) y de RMN-!3C (tabla 1) advirtieron

la presencia de dos unidades adicionales de
hexosa, dado que en los mismos se distin-
guen claramente sefales tipicas de cuatro
hidrégenos anoméricos [5,: 4,88 (H-1'); §,;:
5,23 (H-17); 6, 5,37 (H-17) y §,: 6,30 (H-
1v)], las cuales se corresponden a través del
espectro HSQC con cuatro picos propios de
carbonos hemiacetalicos [6.: 106,4 (H-1); 5.
106,0 (H-17); §.: 106,3 (H-1") y 6.: 95,8 (H-
1V)]. A través de los espectros COSY, TOCSY,
HSQC y HMBC fue posible identificar las se-
nales de los hidrégenos y carbonos corres-
pondientes a cada una de las cuatro hexo-
sas presentes en la molecula. Nuevamente se
observaron desplazamientos a campo bajo
para dos sefales, asignadas a los protones
H-2" (8,: 4,67) y H-4" (5;: 4,69), presentes en
una unidad de galactosa, la cual fue ademas
caracterizada por la debil interaccién ROESY
H-1"~H-4". La secuencia de las tres hexosas
que conforman el trisacarido que glicosida al
hidroxilo ubicado en C-3 y su respectiva co-
nexiéon interglicosidica ('Glc—*Gal—>*Glc),
fue determinada por la siguiente serie de co-
rrelaciones en el espectro HMBC: C-3 < H-1’
©C-3 ©H-1"/ C-3” @#H-1" / C-1" ¥H-3" y
C-17"+H-3". Todos estos datos llevaron a la
conclusiéon que el compuesto en estudio es
el acido 3-O-[B-p-glucopiranosil (1—3)-B-b-
galactopiranosil  (1—3)-B-p-glucopiranosil]-
28-0O-B-p-glucopiranosil-serjanico [7]. Este
acido habia sido ya reportado como compo-
nente de la Phytolacca rivinoides (19).

La presencia de saponinas triterpéni-
cas en estas dos especies puede explicar su
utilidad en el control de las garrapatas (Boo-
philus ssp.), que parasitan el ganado bovino.
La actividad acaricida y larvicida de plantas y
extractos que contienen saponinas se encuen-
tra bien documentada en la literatura (30-
33). En ensayos preliminares, los extractos
y fracciones de las especies estudiadas, y los
triterpenos y saponinas presentes en los mis-
mos mostraron actividad larvicida (LC,, en el
rango 120-160 ppm) frente al mosquito vec-
tor del dengue (Aedes aegypti L.) Estudios
orientados a probar la actividad repelente de
estos extractos y productos, frente a garrapa-
tas del género Boophilus estan en progreso.
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