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RESUMEN

Acido cerdtico, pungenina, (2S)-naringe-
mina, (2R)-naringenina y el nuevo esterol
22-0x0-24-metilcolest-5-en-3B-ol fueron
aislados de las hojas de Zanthoxylum setu-
losum; de la corteza fueron aislados lu-
peol, (B8R, 8'R)-3’.4’-dimetoxi-34-metile-
nodioxilignan-9,9"-olido y metilarctigenina;
de la madera se aisld acido cerdtico, koku-
saginina y siringaresimol. Sus estructuras fue-
ron elucidadas por RMN, incluyendo técni-
cas 2D y por comparacion con muestras au-
{énticas y datos de la literatura.

ABSTRACT

Cerotic acid, pungenin, (28)-naringenin,
(2R)-naringenin, and the new sterol
22-ox0-24-methylcholest-5-en-33-0l were
isolated from Zanthoxylum setulosum lea-
ves; from the bark were isolated lupeol, (8R,

8'R)-3",4"-dimethoxy-3,4-methylenediox
ylignan-9.9-olide and methylarctigenin;
from cerotic acid, kokusaginine and syrin-
garesinol its stems were isolated. Its structu-
res were elucidated by NMR, incluiding 2D
techniques and for comparisons with aut-
hentic samples and literature data.

INTRODUCCION

El género Zanthoxylum, uno de los
mas representativos y abundantes de la fa-
milia Rutaceae, esta constituido por un
gran numero de especies de amplia distri-
bucién mundial pero predominanternente
pantropical (1). En Colombia se encuen-
tran reportadas hasta el momento 21
especies, repartidas en 23 de los 32 de-
partamentos que conforman el territorio
colombiano, siendo el género de mayor
distribucion en el pais. El Zanthoxylum
setulosum es usado por la poblacidn
nativa de la regién de Cérdoba como ma-
derable y sus hojas, maceradas, como
coadyuvante en labores de pesca artesanal
por sus propiedades ictiotéxicas. Sélo ha
sido realizada una investigacion quimica
(2), que reporta la presencia del terpeno
(-)-loliolide en las hojas, un repelente de'la
hormiga Atta cephalotes. En este trabajo
reportamos el aislamiento e identificacion
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de cuatro compuestos conocidos y un nue-
va esterol 1 de las hojas; tres compuestos
conocidos de la corteza, y tres compues-
tos conocidos, ademés de 1, a partir de la
madera.

El género Zanthoxylum es conocido
por la produccién de alcaloides benzofe-
nantridinicos como N-nornitidina (10) y
quinolinicos como skimmianina (11),
lignanos del tipo furofurdnicos ((+)-sesa-
mina) y dibencilbutirolactona (metilarc-
tigenina) y amidas de importancia qui-
miotaxonomica (11, 12, 13). De igual
forma, sus especies son utilizadas para el
tratamiento de una gran variedad de de-
sordenes causados por enfermedades hu-
manas, pues presenta actividad antibacte-
rial (12), antitumoral (10), anestésica (11),
antihelmintica y antiagregacion plaqueta-
ria (14), entre otras.

PARTE EXPERIMENTAL

General. RMN-'H: 500 MHz en
CDCls con TMS como estandar interno;
RMN-C: 125 MHz; EM-IE: 70 eV;
CG-EM (70 eV); HPLC-DAD: columna
RP-18; UV: en MeOH; CC: silica gel 60:
silica gel (Kieselgel 60, Merck). TLC: si-
lica gel 60 HFzs4 (Merck). Las placas de
TLC fueron visualizadas con luz UV y ex-
puestas a vapores de I2,

Material vegetal. Una muestra de ho-
jas, corteza y madera de Zanthoxylum se-
tulosum fue colectada en Valencia (Cor-
doba), Colombia, en abril de 1999 vy
clasificada por ldulfo Leguizamo. Un es-
pécimen de herbario, No. 003111, reposa
en el Herbario de la Universidad de Cor-
doba (HUC), Monteria, Colombia.

88

Extraccion y aislamiento. Las hojas
secas y molidas (5.6 kg) fueron exhaustiva-
mente extraidas con EtOH a temperatura
ambiente. Del residuo viscoso obtenido
(870 g), se tom¢ una fraccion de 6.6 g que
se sometio a CC (silica gel; CsHs-EtOAC,
en polaridad creciente) y se obtuvieron 36
fracciones. De la fraccion 7 (330 mg) por
CC (CsHsCH3-MeOH, 95:5) se obtuvo el
compuesto 1 (115 mg). La fraccion 8 (1.18
g) por CC (silica gel; CsHsCH:-MeOH,
95:5) dio dcido cerdtico (28 mg). Otra por-
cion del extracto etanélico (500 g) fue re-
suspendido en H20 y extraido sucesiva-
mente con n-Hexano, CHCL;, EtOAc y
n-BuOH. La porcién soluble en CHCL (35
g) fue sometida a varias CC sucesivas (sili-
ca gel; CeHsCHs-MeOH, 7:3; 9:1; 95:5),
HPLC (columna RP-18; MeOH-H:0, 6:4)
para obtener (S)-naringenina (16 mg) y
(R)-naringenina (22 mg). La porcion solu-
ble en EtOAc (28 g) fue fraccionada por
CC (silica gel; CHCl:-MeOH, 98:2) y una
fraccién purificada por CC (silica gel;
CHCl3-MeOH, 8:2) para dar pungenina
(48 mg).

A partir de 3.5 kg de la corteza del tron-
co, seca y molida, se obtuvieron 295 g de
extracto EtOH. Una porcion de este extrac-
to (5 g) se fracciond por CC (silica gel;
CsHs-EtOAc, en polaridad creciente), y se
obtuvieron 28 fracciones. La fraccién 10
fue purificada por CC (silica gel; CHCL)
para dar (8R,8'R)-3"-4"-dimetoxi-3,4-me-
tilenodioxilignan-9,9’-olido (123 mg).
Otra porcidn del extracto etandlico (87.5 g)
fue resuspendida en H20 y extraida sucesi-
vamente con n-Hexano, CHCL, EtOAc y
n-BuOH. La porcién soluble en CHCE (15
g) fue sometida a varias CC sucesivas (sili-
ca gel; CH2CL:) para dar lupeol (1.345 g) v
metilarctigenina (25 mg).
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Deun total de 24.7 kg de madera seca y
molida se obtuvieron 670 g de extracto
etandlico que, en posterior fracciona-
miento por CC sucesivas (silica gel;
CH:Clz; CH:CL-MeOH, 98:2), dieron
como resultado la purificacién de 1 (13
mg), acido cerdtico (25 mg), kokusagini-
na (12 mg) y siringaresinol (15 mg).

Actividad biolégica. Se realizé un
screening preliminar de actividad biologi-
ca antimicrobiana a los extractos de EtOH
de hojas y corteza al igual que sus respec-
tivos extractos de n-Hexano, CHClIs,
EtOAc y n-BuOH y las sustancias purifi-
cadas de ellos, frente a cuatro bacterias
(Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococous aureus ATCC 65380,
Salmonella tiphymurium ATCC 14028s y
S. tiphymurium ATCC MS7953). Deigual
forma se realizd un screening preliminar
de actividad biol6gica antimalarica a los
extractos de EtOH de hojas, corteza y ma-
dera, frente a las cepas de Plasmodium fal-
ciparum FVO y FCB-2. El extracto de
EtOH de la corteza y el compuesto
(8R,8'R)-3" 4’-dimetoxi-3,4-metilenodio
xilignan-9,9"-olido se probaron actividad
en un screening preliminar de actividad
antitumoral, empleando lineas celulares
de leucemia L-1218 y P-38%, tumores s6-
lidos de ratén P-03, C-38 y M-17, tumores
sélidos humanos H-15 y H-116 y fibro-
blastos normales.

RESULTADOS Y DISCUSION

La separacion cromatografica del ex-
tracto etandlico de las hojas de Z. setulo-
sum. origind el adislamiento de cuatro
compuestos conocidos: acido cerdtico
(3), pungenina (4), (2S)-naringenina y
(2R)-naringenina (35), y el nuevo esterol

22-ox0-24-metilcolest-5-en-38-ol 1. Tra-
tamiento similar fue dado a la corteza para
obtener tres compuestos conocidos: lu-
peol (6), (S8R, 8'R)-3",4’-dimetoxi-3,4-
metilenodioxilignan-9,9"-olido y metilarc-
tigenina (7). De la madera también fue ais-
lado 1 y les compuestos acido cerdtico,
kokusaginina (8) y siringaresinol (9). Los
compuestos conocidos fueron caracteri-
zados por métodos espectroscopicos y por
comparacion con muestras auténticas o
datos de la literatura.

El nuevo compuesto 1 es un sdlido
blanco amorfo que revela en su espectro IR
la presencia de un hidroxilo (3388 em™) y
un grupo carbonilo cet6nico (1706 cm'),
entre otras sefiales. El espectro de RMN-'H
muestra un perfil de sefiales caracteristicas
de triterpenos. Se destacan como sefales
importantes las siguientes: 85.34 (d(a), 1H)
que corresponde a un CH olefinico; 63.53
(dt, ] = 6.0, 11.0 Hz, 1H) correspondiente a
un protén sobre carbone oxigenado, seis
grupos metilos a §1.29 (s, 6H), 1.0 (s, 3H),
80.92 (d,J = 6.0 Hz, 3H), 5083 (d,. J=7.5
Hz, 3H) v 50.68 (s, 3H) [90]. Los espectros
de RMN-"C y DEPT permiten establecer la
presencia de un carbono carbonilico en
5178; tres carbonos cuaternarios alifaticos
en 5140, 6138 v 8129.2; nueve CH alifati-
cos a 0121 {olefimico), 671 (oxigenado),
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857,656, 650, 645.8, 536.1,831.9 y 629.1;
nueve CH2 alifaticos a 542, $39.8, 637.1,
634, 831.4, 529.9, 824.2, 623 y 821; ade-
mis, los seis grupos metilos descritos ante-
riormente. Todos los datos de RMN se
muestran en la tabla 1. De igual forma se
analizo el espectro HMQC y se establecie-
ron las respectivas conectividades C-H,
como se muestra en la tabla 1. El espectro
de masas de impacto electronico exhibe un
ion [M'] a m/z 414.2], consistente con la
formula molecular C2sHaeO2 segiin el and-
lisis de RMN. Esta informacion, aunada a
los fragmentos a m/z 399 [M" -Met], 396
[M" -H:0], 381 [M" -Met —H:0], 329 [M~
-85], 303 [M" -111], 273 [M" -CL], 255
(37.9), 213 (37.3), 160 (37.3) y 145 (45.5),
tipicos de niicleos esteroidales, permite de-
ducir que el compuesto 1 tiene un esqueleto
tetraciclico tipo ergostano con el respecti-
vo protdn en posdicion sobre el C-3 y do-
ble enlace en C-5 (15, 16, 17). El andlisis
del espectro HMBC mostrd correlaciones
mmportantes (tabla 1), destacandose la pre-
sentada por el carbono carbonilico en 6178
y los protones a §1.59 y §2.32, el carbono
metinico en & 45.8 con los protones 50.83 y
61.26, el carbono metilénico en 634 con los
protones en 80.92 y 81.59, por tltimo, el
carbono metilénico en 624.2 v el metinico
en 829.1 con los protones en 62.32. El es-
pectro COSY-45 puso en evidencia corre-
laciones espaciales proton-protén, como
las presentadas entre los protones en 81.82
y51.28,81.82y381.0,61.95y81.53,51.59
y 80.92; también se destaca la correlacion
entre los protones en 62.32 y 61.59. El anali-
sis detallado del EM permitié la ubicacion
exacta del grupo carbonilo en la cadena late-
ral, teniendo en cuenta los patrones de frag-
mentacion de cetonas alifiticas (18). De
esta forma, la cadena lateral resultante de la

20

fragmentacion del ion molecular sufre ini-
cialmente un rearreglo de McLafferty vy
posteriores fragmentaciones para dar lugar
a los picos a m/z 69 (58 %), 71 (28 %), 57
(59%) y 55 (100 %), lo que lleva a praopo-
ner la posicion del carbonilo en C-22. El
analisis anterior condujo a la elucidacién
estructural completa del compuesto 1
como 22-0x0-24-metilcolest- 5-en-3f3-ol.

En los ensayos de actividad antimi-
crobiana los extractos etandlicos de ho-
jas y corteza presentaron actividad inhi-
bitoria frente a Staphylococcus aureus y
a las dos cepas de Salmonella tiphymu-
rium, mientras que las sustancias puras
ensayadas no presentaron ningan tipo de
inhibicion.

Los extractos crudos de hojas, corteza
y madera de Zanthoxylum setulosum pre-
sentaron capacidad de inhibicion frente a
las dos cepas de Plasmodium falciparum.
El extracto de mayor porcentaje fue el de
hojas (79 %).seguido del de corteza (39
%)y el de madera (22 %).

El extracto étandlico de la corteza y el
compuesto (8R, R'R)-3’,4’-dimetoxi-
3,4-metilenodioxilignan-9,9’-olido pre-
sentaron lecturas representativas (mayo-
res de 950) en los ensayos in vitro anti-
cancer. En la segunda fase (ensayos en
ratones), los resultados fueron negativos.
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Tabla 1. Datos espectrales de RMN de 'H y "*C del Compuesto 1, (CDCls)

C [ "H(ppm) | MULT [ J (Hz) [ "C (ppm) | DEPT |HMQC HMBC
1 1.49 21 CH. | 210 0.83
2 1.07 37.1 CH: | 37.1 1.0

1.85 -
3 353 dt 6.0, 71 CH | 710 =

110

4 2.26 2 CH, | 42.0 0.68, 0.98
5 - - 140 C - 1.0, 1.49, 1.85,2.26,5.35
6 5.34 d(a) 121 CH | 121.0 1.49,2.26
7 1.17 39.8 CH, | 398 0.68

2.03
8 0.98 57 CH | 570 0.68, 1.07, 1.53
9 1.35 36.1 CH | 36.1 | 092,098, 1.0,1.85,2.26
10 = = 138 C = 1.0, 1.07
11 1.48 34 CH, | 314 0.68,2.26

1.82
12 1.26 23 CH: | 23.0 0.83, 1.26

1.28 B
13 = = 1292 C = -
14 0.92 50 CH | 500 1.0
15 1.26 29.9 CHy, | 299 1.26
16 1.53 242 CH, | 242 232

1.59
17 1.95 3.9 CH | 319 1.28, 1.53
18 0.68 s 1.9 CHy, | 119 [0.83,098 1.12,1.17, 1.26
19 1.0 5 19.3 CH, [ 193 1.07
20 0.92 45.8 CH | 458 0.83, 1.26
21 0.83 d 7.5 18.9 CH, | 189 0.68
22 - = 178 C - 1.59,2.32
23 2.32 34 CH, | 340 0.92, 1.59
24 1,12 56 CH | 56.0 1.95
25 1.26 29.1 CH | 29.1 0.83,2.32
26 1.29 ) 28.1 CH, | 281 -
27 1.29 20.5 CH; | 295 1.59
28 0.92 d 6.0 18.6 CH, | 186 -
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