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CAPITULO |

AISLAMIENTO DE LA DIHIDROISOHYENANCHINA DE
CELAENODENDRON MEXICANUM STANDL (EUPHORBIACEAE).

I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades y di sobre Cola dend: /! Stand|.

Cel dend; / Standl es una planta endémica: de
México perteneciente a la familia Euphorbiaceae [subfamilia Oldfieldioideae,
tribu Hyaenancheae, subtribu Pairvaeusinae] (Webster, 1975). Se le conoce
popularmente con el nombre de palo prieto {(Jury, 1987) y se encuentra
distribuida en los estados de Jalisco y Sineloa (Martinez, 1987). Cabe

destacar que el género Celsenodendron es monotipico.

C. mexicanum Standl es empleada en la medicina popular como
un agente antiséptico, su corteza se utiliza principalmente para la
construccién de casas ya que es altamente resistent;a al ataque de
insectos y de microorganismos; ademas tiene la caracterfstica de crecer en
s_elvaa caducifolias formando bosques, observéndose que en su habitat no
permite el crecimiento de otras especies a su alrededor (Castafieda, 1991).

Desde el punto de vista fitoquimico, las partes aereas, semillas y
algunas de las fracciones cromatogréficas del extracto cloroférmico de la
corteza de la planta han sido recientemente objeto de estudio {Castarieda et

al, 1992; Bahena, 1992), constituyendo estos los unicos trabajos que se



han descrito sobre la especie. Estas investigaciones permitieron el
aislamiento y caracterizacion de varios metabolitos secundarios, mismos
que se resumen en la Figura 1.1. Es importante destacar que el WGnico
metabolito comuin encontrado hasta el momento de las diferentes partes
vegetales analizadas, es la sustancia nitrogenada (7). Para el estudio
fitoquimico preliminar de la corteza, el material vegetal molido y desecado
procedente de! municipio la Huerta, Jalisco, se extrajo de acuerdo al
procedimiento resumido en el Esquema 1.1. El extracto resultante (59.3 g)
se fraccion6 de manera preliminar mediante una cromatografla preparativa
en columna abierta, utilizando como adsorbente gel de sllice; el proceso de
elucibn se efectué con hexano-cloroformo en diferentes proporciones,
. cloroformo, cloroformo con cantidades crecientes de metancl y metanol,
obteniendose un total de 369 fracciones de 150 ml cada una, uniendose
aquellas cromatograficamente similares. En el Cuadro 1.1 se resume, los
sistemas de eluyentes empleados, el niGmero de fracciones eluidas con cada
una de ellos, las fracciones combinadas y los c p islados. (Bah

1992). Las fracciones combinadas I-X y XXI-XXIV (Cuadro 1.1} fueron

investigadas desde el punto de vista fitoquimico por Bahena (1992),

restando por analizar las fracciones XIl-XXI {Cuadro 1.1) .

Adicionalmente, se evalu6 el efecto del extracto total de las partes

aereas, corteza y semillas sobre el crecimiento radicular de Echinochioa

crusgalli y Ama h /e y sobre hongos fitopatégenos. El
extracto total de las partes aereas mostré un efecto selectivo inhibitorio
sobre el crecimiento de Amaranthus y una accién estimulante sobre
Echinochloa, (Castaifieda et al, 1991}, en tanto que con el extracto de

semillas se observé un efecto selectivo al estimular el crecimiento de



Hetabolitos secundarios de partes asreas

Ginkgetina (1) riedelina (4)

Bllcbatina (2) Maytensifolina B (9

Amewfisvona @) 3-p-hidroxi-16-oxo-D:A friedelano (§)

Figura 1.1 Metabolitos sisiados del Jas diversas partes vegetales de C. mexicanum S.



<y

4-a, S-a-diidroxi-N-metil-2-piperidona () B-D-siosterol (10)

Matabolitos secundarios aislados de Corteza.

Cally

Figura 1.1 Metabolitos aislados de las diversas partes vegetales de C. mexicanum S. (Cont.)



MATERIAL VEGETAL PULVERIZADO (A)
1) Extraccién con CHCI3 (B)
2) Filtrar

3) concentrar in vacuo.

] 1
EXTRACTO CLOROFORMICO (C) MATERIAL VEGETAL

A) Cantidad de material vegetal (0.857 Kg).

B) Extraccién via maceracién (6 veces por periodos de 48 Hrs. con un volumen
aproximado de 4 Lts.).

C) Cantidad de extracto clorolérmico 59.3 g.

Esquema 1.1  Preparacién del extracto cloroférmico de la corteza de
C.mexicanum (Bahena 1992).



ELUYENTE PROPORCION NUMERODE  FRACCIONES
FRACCIONES COMBINADAS

Hexano-cloroformo 50:50 1-40 [
Hexano-cloroformo 40:60 41-68 ]
[{[\d
v
Hexano-cloroformo 30:70 69-85 \'a
Hexano-cloroformo 2575 86-111 vI*

) vil*
Hexano-cloroformo 20:80 112127 Vi
Cloroformo 100% 128-135 X
Cloroformo-metanol 95:5 136-227 x

Xl
Xit
Xii
xv
xv
Xvi*
Cloroformo-metanol 80:20 302-319 Xvii*
Cloroformo-metanol 70:20 320-349 b ol
XX
Cloroformo-metanol 60:40 350-356 XX
Cloroformo-metanol 50:50 357-363 XXIH
Metanol 100% 364-369 200KV

*Fracciones no investigadas debido a la pequefia cantidad obteniday a la
complejidad de las mismas.
**Fracciones investigadas en estudios previos.

Cuadro 1.1 Resumén del fraccionamiento mediante cromatograffa en
columna del extracto cloroférmico de C. mexicanum (Bahena,
1962)



Amaranthus e inhibir el de Echinochloa {(Bahena, 1992). Por dltimo, el
extracto total cloroférmico de la corteza inhibié de manera poco significativa

el crecimiento radicular de ambas especies (Bahena, 1992).

Con respecto a los ensayos contra hongos fitopatégenos el lixiviado
acuoso de las semillas de C. mexicanum S. presenté un efecto estimulante
sobre Pythium. En cuanto a! extracto metanélico de las semillas, este
inhibié el crecimiento radial de He/minthosporium sp y Fusarium sp (Bahena,
1992). Finalmente, en el caso del extracto total de las partes aereas los
resultados fueron poco alentédores ya que no se observéd inhibicién
significativa de! crecimiento de los hongos objeto de estudio {Castafieda et
al, 1991).

Con respecto a los compuestos aislados hasta el momento solo se
han evaluado los obtenidos de las partes aereas incluyendo'la sustancia
nitrogenada (Z). La friedelina (4) y la maytensifolina B (§) mostraron un
efecto inhibitorio significativo sobre Echinochloa en tanto que sobre
Amaranthus el efecto fué estimulante. Por el contrario las biflavonas
presentaron un efecto estimulante sobre Echinochloa e inhibitorio sobre
Amaranthus. El compuesto nitrogenado inhibié de manera poco significativa

el crecimiento radicular de A hus y Echinochioa. En relacién a la

actividad antifungica de los compuestos en general los resuitados fueron
negativos, no encontrandose inhibicibn o estimulacién alguna sobre el
crecimiento radial de fos hongos objeto de ensayo (Castafieda gt al, 1991;
Bahena, 1992).



Por dltimo, se determiné ia toxicidad de los extractos ya
mencionados y compuestos aistados para Artemia salina Leach, (Anderson,
1991). En todos los casos la LC,, calculada (concentracién letal media) fue

mayor a8 1000 pg/ml. (Castafieda, 1991; Bahena, 1992) .

1.2 Generalidades sobre pi impl

1.2.1 Caracteristicas estructurates y distribucién.
Los picrotoxanos simples son sesquiterpenoides que tienen como

esqueleto base la estructura indicada en la Figura 1.2,

Figura 1.2 base de fos pi:

La mayoria de los picrotoxanos naturales descritos tienen como
caracteristica comun un anillo tacténico de cinco miembros que incluye a los
carbonos C-3, C-4, C-5 y C-15 del esqueteto base {ver la Figura 1.2). Estos

compuestos generalmente presentan funclones oxigenadas de diferente



naturaleza (hidroxilo, metoxilo, ep6xido, ceto, etc) en diversas posiciones,
principalmente en C-2, C-6, C-8, C-7, C-13 y C-11y con menor frecuencia
en C-4, Algunos presentan insaturaciones entre C-8 y C-9 como es el caso
de los compuastos (13} - (19) de la Figura 1.3, otros presentan otro grupo
lacténico entre las posiciones C-13 y C-2 como la picrotina (12} vy la
aduncina (20) . En la Figura 1.3 se ilustran alguos ejemplos de picrotoxanos

simples.

Varios picrotoxanos son de naturaleza alcaloidea, siendo el prototipo
estructural la dendrobina (27); otros ejemplos o constituyen la
dendramina {28) v la 2-Hidroxidendrobina (29).

En cuanto a su distribucién en la naturaleza podemos decir que los
picrotoxanos se han descrito solo en cuatro familias de plantas, las

Ménispermacoas, Simarubé Euforbi y Orquidaceas,

conteniendo la ultima principalmente picrotoxanos alcaloideos. En el

Cuadro 1.2 se ilustran algunas fuentes naturales de estos compuestos.

1.2.2 Biosintesls.

Los spsquiterpenoides del tipo picrotoxano se biosintetizan por Ia
ruta acetato-mevaionato teniendo como precursor al 2-trans-farnesol (34) y
de acuerdo a la secuencia metabdlica seilalada en la Figura 1.4. Cabe
destacar, que la mayoria de los estudios expe}imentales acerca de |la
biosintesis de estos compuestos se han realizado sobre- et alcaloide
dendrobina (27) (Herbert, 1989).



coriamyrtina: Ri=OH, R2=R3=H (14)
Tutina: R1=R2=0H, Ri=H (15).
Hysnanchina: RisR2=R3=CH (16).

Substancia C: R1sR)=OH, R2=CMe (17).

. Picodendrina J (1)

Dihidroischyenanchina RisRz=R3w= OH (21)
Substancia D Ri=Ri= OH, R2= OMa (22).

Figura 1.3 Ejemplos de picrotoxanos naturales.
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Pretoxina (25)

/ . Dendrobina: Rl= H, R2= B-H (22)
. @ », DONaramina: Ri= B-OH, Ra= B~} (28)
2-hidroxidendrobina: Risf, R2= OH (29)

Dendroxina: R= # (31)
6-hidroxidendroxina: Re OH (32)

Nobilina (32).

.Pigura 1.3 Ejemplos de picrotoxanos naturales (continuacién)

11



FUENTE NATURAL
Orchidaceae.
Dendrobium amoenum
Dendrobium aduncum
Dendrobium nobile

Dendrobium findlayanum
Euphorbiaceae.
Hyenanche globosa

Menispermaceae.
Taxicodendrum capense
Coraria japonica

Coraria myrtifolia

Coraria arborea

Cuadro 1.2 Fuentes naturales de algunos picrotoxanos.

COMPUESTO AISLADO

PR RE

REFERENCIA

Dahmun, 1878
Gawell, 1976
Corbella, 1975
Inubushi, 1966
Graneli, 1970
Okamoto, 1966
Yamamura, 1964
Granefli, 1970

Jommi, 1964
Corbella, 1967
Jommi, 1965
Corbella, 1969

Jommi, 1970
Okuda, 1964
Okuda, 1971
Jommi, 1970
Okuda, 1964
Jommi, 1965

12
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.-im Ha
HR
(34}

Figura 1.4 Origen biogenético del nicleo picrotoxano (Herbert, 1989).

1.2.3 propiedades fisicas.
Los picrotoxanos simples son sélidos, opticamente activos y en
general son solubles en metanol y cloroformo. En el Cuadro 1.3 se indican

las propiedades fisicas de algunos de elios.

1.2.4 Determinacién estructural.

Para la elucidacién estructural de los picrotoxanos imples se han
utilizado tanto métodos qulmicos como fisicos {espectroscépicos,
espectrométricos, difraccién de rayos X, y quirodpticos, etc). En fa decada

de los sesentas, la determinacién estructural se realizé6 fundamentalmente

diante plej degradaciones quimicas, misma que en muchas
ocasiones condujeron a resultados erroneos, como en los casos de la
determinacién estructural de la coriamirtina (14} y tutina (15) (Porter,
1967). Mas recientemente los métados espectroscépicos Y
espectrométricos han demostrado ser de gran utiidad para la

caracterizacién de estos compuestos.

13



COMPUESTO

Anducina (20)
Amoenina (24)
Amotina (23)
Coriamirtina (14)
Corianina {19)
Dendramina (28)
Dendrina (30}
Dendrobina (27)
Hidroxidendrobina (29)
Dendroxina (31)
Hidroxidendroxina(32)
Hyenanchina (18}
Ischyenanchina (21)
Lambicina (26)
Nobitina (33)
Picodendrina (18)
Picrotina (12}
Picrotoxinina (13)
Pratoxina (28)
Substancia C (17)
Substancia D (22)
Tutina (18)

CUADRO 1.3 PROPIEDADES FISICAS DE PICROTOXANOS.

FORMULA

CisH1e0s
CuH2:06
CsH206
CisHiOs
CisH1a00
CyeHsON
CiaH»0N
C,HsO,N
C,oHyON
C,;HsO,N
CiH 0N
CiHiuO;
CieHi0,
CieH. 0,
C;;H;,0.N
CyeH,,0;
CisHie0;
CyeH,c0,
CisH20,
CieHx0;
C,H,,0,
CisHie06

P.F (°C)

255-256
195-199
229-230
2158-216
187

191
135-136
104

115
225-240
298
180-182
88

252

210
128-130
213
212-213

14
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La espectroscopla IR es importante para indicarnos los grupos

ros de RMN de la

funcionaies que tienen las lécul Los

mayoria de los picrotoxanos presentan un perfil caracteristico y por lo tanto

son de gran utilidad en el proc de elucidacién estr I, (Blunt gt al..
1979; Corbella gt al., 1969; Dahmén, 1978; Okuda gt al., 1965,1971; Hui
ot al,, 1989; Gawell gt al., 1976; Ohmoto gt al., 1989).

2.5 Actividad Bioldgica.
Los primeros estudios descritos en relacién a la actividad biol6gica de
estos compuestos datan de principic de siglo. La mayoria de los

o ¢, F? 14 i P

[ 05 p 1 g es y entre los mds

importantes destacan los siguientes: excitacién muscufar, aumento de la

irritabilidad del centro respiratorio, ef convuisivante,

antipirético y analéptico, este litimo en caso de intoxicaciones severas por

barbitdricos. (Porter, 1967).

" “ PRRpr I

En estudios més recientes se ha

ias prop
insecticidas de la picrotoxinina (Kuwano, 1980) y dicha actividad se ha
atribuido al efecto antagonista de la picrotoxinina sobre el GABA (Takeuchi,
1969; Ticku at al. 1978).

15



2.- HIPOTESIS.

La" hipétesis del presente trabajo considera que la medicina
tradicional constituye un indicador importante para la seleccién - de

especies con principios activos potenciales.

3.- OBJETIVOS.

Con la finalidad de ampliar el conocimiento del contenido metabdlico
secundario de ia corteza de C. mexicanum, y obtener en (o posible
constituyentes bioactivos de asta especie medicinal, se considero
pertinente proseguir con el estudio fitoquimico de las fracciones
cromatograficas Xi-XXI, especificadas en e} Cuadro 1.1 (Bahena, 1992) .

Es importante destacar que este estudio forma parte de un estudio

Py A

de pl s icanas en medicina tradicional.
Para el éumplimiomo de los propdsitos antes saﬁaladés ET:]

consideraron los siguientes objetivos especificos:

3.‘1'.- Separar medisnte métodos fitoquimicos convencionales los
constituyentes mayaoritarios de las fracciones XI-XXii del Cuadro 1.1.

3.2.- identificar mediante métodos quimicos y espectroscépicos las
sustancias aisladas.

3.3.- Determinar Ia actividad de los compuestos aislados en contra de
Artemia salina L. y de la larva (fase 3) del coleéptero Tenebrio

molitor..

16



4.- PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Estudio fitoquimico y biol6gico de la corteza.

4.1.1 Materiales y métodos.

4.1.1.1 Material vegetal.

Et material vegetal (corteza) utilizado en este estudio fué
recolectado en el Km 59 de la carretera Barra de Navidad-Puerto Vallarta,
municipio la Huerta en e! estado de Jalisco, por la Biéloga Nora Martijena en

Enero de 1980.

La corteza se secé a temperatura ambiente y posteriormente se

molié en un molino de cuchillas modelo Wiley 4 .

4.1.1.2 Anédlisis cromstogréficos.

Los anélisis cromatogréficos en capa fina se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales utilizando placas de vidrio recublpnas con gel de
sflice (sflica gel 60 GF-254, Merck). Los agentes reveladores utilizados se

rasumen en ! Cuadro 1.4,

4.1.1.3 Metodos de i6n y fraccionamiento.
Ver Cuadro 1.1 y Esquema 1.1 (Bahena 1992).

17



AGENTE REVELADOR

Reactivo de Dragendortt

Sulfato Cérico*

Yodo

*Para el desarrolioc de color es

COMPOSICION REFERENCIA

2.6 g de carbonato de Sthal, 1969
bismuto

7 g de yoduro de sodio
25 mi de 4cido acético
glacial,

Sulfato Cérico Sthal, 1969
amoniacal 12 g

Acido sulfdrico

concentrado

22.5 mly 350 g de hielo.

Yodo metdlico.

necesario calentar por

aproximadamente a 110 C.

2 minutos

Cuadro 1.4 Agentes reveladores utilizados para los andlisis cromatogréficos.

18



4.1.1.4 Estudio de las fracciones eluldas con CHCI3-MeOH 95:5 del
Cuadro 1.1,

El presente trabajo se concreté exciusivamente al estudio de las
fracciones eiuldas con cloroformo-metanol 95:5 de la columna del

extracto cloroférmico original (fracciones XI-XXII, Cuadro 1.1, pégina 6).

4.1.1.4.1 Aislamiento de la dihidroisohyenanchina (21} y del producto A.
De la fraccion XI det Cuadro 1.1, precipité un sélido blanco

amarillento amorfo (341 mg) el cua! resulté ser una mezcla de dos

p La anterior se resolvi6 en sus componentes
individuales mediante una cristalizacién fraccionada, utitizando
cloroformo como disolvente; el compuesto {21) cristalizé6 casi totaimente de
la mezcla obteniendose 95 mg de un polvo cristalino de punto de fusién
296-297 9C soluble en cloroformo y metanol.

Para geparar el otro constituyents, el remanente de la mezcla se
disolvié en cloroformo por calentamiento. A la mezcla anterior, en
caliente, se adicionaron gotas de hexano hasta observar turbidez; la
mezcia turbia se dejé en reposo por 24 horas. Al cabo de este tiempo se
observaron cristales de color blanco, que fueron separados por
filtracién. Este procedimiento se repiti6 hasta obtener cristales finos,
este segundo compuesto que denominaremos producto A presenté un

punto de fusién de 273-274 °C y se obtuvo en un rendimiento de 140 mg.

19



4.1.2 Caracterizacién de las sustancias aisladas.

4.1.2.1. Determinacién de constantes fisicas y espectroscépicas.

a) Los puntos de fusién fueron medidos en un

p Fisher Joh Y se
reportan sin corregir.

b) Los espectros de IR fueron registrados en un espectrofotémetro de
rejilla Perkin-Eimar modelo 599 B en pastilla de KBr.

c) Los espectros de masas fueron determinados en un espectrofotémetro
Hewlett-Packard 5995-8,

d) Los espectros de RMN fuaron obtenidos en e! Instituto de Quimica de la
UNAM, en un aparato Varian VXR-3005 utilizando como disolvente
piridina-dg 0 mezcla de CDCl,-DMSO0-dg, Y como referencia interna TMS.

e) La rotaci6én éptica fué medida en un polarimetro digital Jasco Dip 360

4.1.2,.2 Obtencién de los derivados acetilados del compuesto (21) y de!
producto (A).

Para obtener los derivados acetilados de los compuestos (21) y '

producto (A}, 10 mg de cada uno y por separado se trataron con 0.1 ml de '

piridina y 0.1 ml de anhidrido acético; ia mezcla de reaccibn se
mantuvo a temperatura ambiente durante 48 horas, al cabo de este tiempo
las mezclas se procesaron por separado de la manera convencional. En el
caso del compuesto (21) se obtuvier6n 5 mg del producto acetilado (21A)
con un punto de fusion de 235-237 OC. En e! caso del producto (A) el

prod de Ia 1 i6n estaba constituido por una mezcla de productos.
Una cromatografla preparativa de la mezcla anterior utilizando
cloroformo-metanol 95:5 como eluyente, permitié la separacién del

producto mayoritario (6 mg) como un sélido vlitreo.
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4.1.2.3 Determinacién de la icidad para el crustdceo Artemia salina
Leach,

Preparacion de la muestra:

Las my {comp puros, y/o fraclonqs } se prepararon

disolviendo 20 mg de sustancia en 2 ml de disolvente adecuado;

" posteriormente de esta solucién se transfiere a viales por triplicado, 500, 50

y 5 ml y por ultimo el disolvente se evapora al vacfo.

Bioensayo.

Después de haber desarrollado los huevecillos de Artemia salina
Leach. durante 48 hores en un medio salino  artificial, se
transfirieron 10 crustdceos a cada uno de los viales con la muestra y se
afora 3 5 ml con medio salino artificial, para obtener concentraciones de
1000, 100 y 10 ppm. Después de 24 horas se cuentan el nimero de
crustéceos sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en porcentajes

de mortalidead o mediante la concentracién letal media (LCg0).

4.1.2.4 Determinacién del efacto de la dihidroisohyenanchina (21} sobre la
larva (estadio 3) del coledptero Tenebrio molitor.

Se determind el efecto del compuesto (21) sobre el crecimiento de la
farva del coledptero de T. molitor. El compuesto se evalué a las dosis de
100 y 200 mg/mi, de acuerdo 8 !a metodologla previamente descrita por
Zhang y colaboradores (1992), Esta evaluacién se realizé en el laboratorio

de la Doctora Ana Luisa Anaya, Instituto de Fisiologfa Celutar, UNAM.,
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto férmico preparado a partir de la corteza de

Cel: dendron f Standl. se fraccion6 mediante una

cromatografia preparativa en columna de gel de sllice (Bahena, 1992). Ei
estudio fitoquimico de las fracciones  cromatogréficas eluidas con
cloroformo-metanal 95:5 (Cuadro 1.1} condujo al aislamiento de dos
sustancias de naturaleza terpenoide. Uno de los compuestos aislados
fué caracterizado como e! picrotoxano dihidroisohyenanchina (21} cuya
elucidacién estructural serd el objetivo principal de la presente secci6n.
En e Cuadro 1.5 se resumen las constantes fisicas Y
espectroscdpicas utilizadas en el proceso de caracterizacién del

compuesto (21).

El compuesto (21) fué aislado como un sélido cristalino con un
punto de fusién de 296-297°C; su férmula molecular fué ° establecida

como C,H,0, por espectrometria de masas. El espactro de IR maostré

bandas caracteristicas para grupo hidroxilo (3520 cm} y para carbonilo de

y-lactona (1740 cm'). Los espectros de RMN mastraron el perfil
caracteristico de un sesquiterpeno tipo picrotoxano (Okuda gt al., 1965,
197%; Corbeila gt al., 1969; Gawell gt gl, 1976; Dahmén, 1978; Blunt et
al.. 1979; Hui et al., 1989; Ohmoto et al., 1989).

El espectro de RMN'*C mostro 15 sefiales en concordancia con la
férmula molecular establecida. €l andlisis del espectro de RMN'3C modalidad
DEPT permitié discriminar las quince sefiales de la siguiente manera: tres

grupos metilos {6 21.57, 28.64, 30.64), un metileno (5 52.34), seis metinos
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CUADRQO 1.5 Constantes fisicas y espectroscépicas de (21)

RMN'H (piridina-dg).

1.38
1.55
1.98
2.74
3.12
4.87
3.61
4.28
3.44
5.17
5.16
7.32
7.44
9.17

»eaaacacaaaaa~woeng

J {Hz)

4.10
6.21
[: 23]
3.19
3.19
3.90
4.10
5.8

5.8

H-14
H-14’
H-12
H-11
H-5
H-3
H-2
OH
OH
OH



Cuadro 1.5: Constantes fisi v esp i

RMNC

5 c
175.56 c18
84.89 c3
77.41 ce
73.12 c-2
€8.39 c8
67.06 c13
61.21 cn
60.43 c-12
54.61 c-8
52.34 c-14
$0.32 c4
46.36 c1
30.64 c-10
28.64 cs
21.57 c7

fa ], = -54 (MeOH, Tmg/1mi}

IR (KBr) cm*

: 3520, 3250, 2960, 1740, 1150.

Punto de fusién: 296-297°C .

de {21) (continuacion).

E.M.LE. m/z (int. rel.): 330 (1.2}, 315 (M-15,1}, 177 (21), 141 (30), 125
(37), 95 (44),.59 (100}, 43 (70), 41 (44).
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(6 50.32, 54.61, 60.43, 61.21, 73.12, 84.89), y cinco carhonos
cuaternarios incluyendo el carbonilo de una y-lactona {5 46.36, 67.06,

68.39, 77.41 y 175.56).

De acuerdo a la teorfa del desplazamiento quimico ocho de estas
sefiales se encontraban unidas a carbonos con funciones oxigenadas. La
resonancia correspondiente al metileno en 5 52.34 y las seiiales en &
61.21 y d 60.43 indicaban en principio la presencia en la molécula de dos
epoxidos. La resonancia & 84.89 era facilmente asignable al carbono
base de la y-lactona; en consecuencia, las tres seijales oxigenadas
restantes debfan corresponder a los carbonos geminales a tres funciones
carbindlicas, una secundaria (6 73.12) vy dos terciarias (8 77.41 y &
68.39). Las seflales correspondientes a los grupos metilo se
encontraban en perfecta armonfa con las previamente descritas para los
metilos C-7 (6 21.67), C-10 (8 30.64) y C-9 (5 28.64) de qlcrofoxanos
simples con sustituyentes oxigenados en C-8 y C-6. (Blunt et al. 1979;
Ohmoto et al, 1989). Por dltimo, las tres sefales restantes en & 50.32, &
54.61 y & 46.36 eran atribuibles a los carbonos C4, C-5 y C-1,

respectivamente.

El espectro de RMN'H en piridina-dg present6 las siguientes
caracteristicas:
a) En la zona de § 1.38 a 1.98 se observaron tres singuletes en & 1.38,
1.55 y 1.98, atribuibles a tres metilos. La seilal a campo méas bajo es
caracteristica del metilo C-7 de picrotoxanos. {Ohmoto, et al, 1989).
b} Entre 5 7.32 y 9.17 se apreciaron las sefiales correspondientes a los tres

grupos hidroxilos (7.32, 7.44 y 9.17). Estas sefiales desaparecieron al

25



registrar el espectro en presencia de D20 y confirmaron la presencia de tres
carbinoles en ia molécula.

' c) Por ultimo, entre & 2.74 y 5.17 se apreciaron ocho seiiales,
integrando siete de elias para un protén y la uitima para dos hidrégenos. De
acuerdo a la teorfa del desplazamiento quimico, las resonancias observadas
por arriba de & 3.0 debian corresponder a hidrégenos unidos a funciones
oxigenadas. El andlisis de las correlaciones observadas para este grupo de
sefiales en el espectro COSY (Figura 1.5) en CDCI,-DMSO-dg, asi como
de las constantes de acoplamiento, permitieron deducir las estructuras

parciales que se ilustran en la Figura 1.6.

0
e 518 o %‘1 Ha 547
e .as
' i
3'3:2 Hia " a7
*—é é Hyg— O
\O/ 312 (1)
mo "

Figura 1.6 Estructuras parciales del compuesto (21) derivadas del! andlisis
del espectro COSY.
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Considerando que el producto presentaba el nicleo de picrotoxano,
la conjuncién de las estructuras parciales indicadas en la Figura 1.6, y las
observaciones de los desplazamientos quimicos de los metilos en e! espectro
de RMN™C, permitieron proponer la estructura que se indica a
continuacién. (Figura 1.7) (Blunt et al., 1979). El tratamiento del producto
natural con anhfdrido acético y piridina permitié la obtencién del derivado
diacetilado (21a), confirmando quimicamente la presencia de una funcién
carbin6lica secundaria y de una de las terciarias, En el Cuadro 1.6 se

resumen las constantes f(sicas y espectroscépicas de este producto.

Figura 1.7 Estructura probable del compuesto 21.

El desplazamierro paramagnético de los hidrégenos correspondientes
a H-2 (A5 0.86) y H-5 (A5 0.96) en el espectro de RMN'H de (21a) era
consistente con Ia ubicacién del grupo hidroxilo secundario en C-2 y con la
ubicacién de uno de los hidroxilos terciarios en C-6 (Koike, @t al., 1991).

La acetilacién del hidroxilo terciario en C-6 ha sido previamente

descrita en compuestos relacionados {Koike gt al, 1991).
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Cuadro 1.6 Constantes ffsicas y espectroscépicas de (21al.
RMN'H (Piridina-ds).

”".é

(¥1%e):4

AS m J(Hz2) H
0.01 s - H-10
0.01 s - H-9
0.24 s - H-7
0.03 t 4.10 H-4
0.03 d 6.21 H-14
0.26 d 6.21 H-14'
0.05 d 3.19 H-12
0.79 m 3.19 H-11
0.96 d 3.90 H-5
0.02 d 4.10 H-3
0.86 s - H;Z
0.84 s - OH-8
5.41 s - OAc
7.02 s - OAc

E.M.LE. m/z (int. rel.) : 414(m™+,5), 372 (M-AC, 1), 340 (4), 43 (100).
Punto de fusién : 235-237°C



La comparacibn de los datos espectroscépicos obtenidos
experimentalmente en este trabajo con los previamente descritos para la

dihidroisohyenanchina permitieron concluir que el producto natural (21)

obtenido de Cel. dendron { Standl. era idéntico en todos los

aspectos a la  dihidroisohyenanchina, previamente aislado de
Hyenanche globosa (Porter, 1967). Este constituye el segundo reporte en la
naturaleza de este picrotoxano. En ambos casos el producto se ha aislado
de una especie perteneciente a la familia de las Euforbiaceas y a la tribu,

Hyaenancheae.

La dihidroisohyenanchina no presenté toxicidad para Artemia salina L.
{LC,, > 1000 ppm). Iguaimente, no inhibié el crecimiento de las larvas en

fase Il del coledptero Tenebrio molitor.

En relacién al producto A, cabe mencionar que se encuentra en

pri de [ i6n.
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CONCLUSIONES

1) EI‘ estudio de algunas fracciones cromatogréficas del extracto
cloroférmico de la corteza de C. mexicanum Stand| permitié el aislamiento
de dos productos naturales adicionales. Uno de estos compuestos fué
caracterizado como la dihidroisohyenanchina, mediante métodos quimicos y
espectroscopicos. El otro producto se encuentra en proceso de

caracterizacion.

2} La dihidroisohyenanchina resultd inactiva en la evaluacién de la

determinacién de la toxicidad contra Artemia salina Standl.

3) La dihidroischyenanchina no afecté el crecimiento de la larva en fase I

del coledptero Tenebrio molitor.
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CAPITULO 2

ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE ANNONA GLABRA L.

1.- INTRODUCCION.

1.1 Antecedentes sobre 4 glabra L. (Annonaceas).

Annona glsbra L. es una planta que pertenece a [a familia
Annonaceae la cual es econémicamente de gran importancia. (Leboeuf et al,
1982). En México la especie se encuentra encuentra distribuida en los
estados de Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Tabasco y Yucatdn; se le conoce

. popularmente como corcho (Guerrero, Tabasco, Yucatén, Puerto Rico), drbol

de corcho (Veracruz), palo de corcho y "Mag” (Maya, Yucatén) entre otros.

En la medicina popular mexicana, la especie se emplea como
remedio para el tratamiento de las primeras fases de |a tuberculosis y

contra la ictericia. (Martinez, 1990).

La especie es un arbusto o drbol que llega @ medir hasta 12 metros
de altura, de hojas ovales, oblongas u ovadas de 6 a 15 cm, agudas
acuminadas; flores de pétalos exteriores amarillentos con una mancha roja
cerca de la base, fruto ovoide de 6 a 12 ¢cm amarillo y de madera muy

ligera.

Desde 6! punto de vista quimico, la planta ha sido objeto de varios
estudios mismos que han permitido el aislamiento y caracterizacién de

sustancias alcaloideas [estructuras (38) a la (47)], un flavonoide (36}, un
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diterpenoide (37) y un fenilpropanoide (37). (Leboeuf, 1982). en la

Figura 2.1 se ilustran las estructuras correpondientes.

Es importante destacar, que muchas especies del género Annona,
han originado una gran diversidad de metabolitos de importancia medicinal
entre las que destacan algunas sustancias alcaloideas (Gellert, 1972) y mas
recientemente  las écetogenlnas. ‘ Estas Gitimas han demostrado
propiedades citotxicas, antitumorales, antiparasitarias y pesticidas. (Xin-
Ping Faug. et al., 1993). La mayoria de las acetogeninas bioactivas
aisladas de especies del género Annona se han obtenido mediante
estudios fitoquimicos biodirigidos, utilizando como bioensayo preliminar la

determinacion de la toxicidad para Arternia salina L.

2.- JUSTIFICACION

Como ya se especificé en 1a i6n de ar jentes, Nnumerosas

plantas del género Annona han originado gran divarsidad de principios
activos entre los que destacan no solamente los alcaloides sino
también las acetogeninas. Sin embargo a la fecha en México no se ha
realizado ningun estudio sistematico o aislado sobre plantas de este
importante género; por tai motivo, en el presente trabajo se
consideré conveniente estudiar desde el punto de vista quimico vy
bioldgico fa especie Annona glabra L. que junto con la Annona
cherimola Mill, A. muricata L. y A. purpurea Moc et Sesse, constituyen las

especies madicinales mas importantes de este género en México.
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Figura 2.1 Metabolitos secundarios aislad de A lab L.

(continuacion).

3.- HIPOTESIS

La hipétesis del presente trabajo considera que Ia' medicina
tradicional constituye un indicador importante para la seleccién de plantas

con principi i potencial

4.- OBJETIVOS

Al igual que el estudio correspondiente al Capitulo 1, esta
investigacién forma parte de un estudio sistemético de plantas Mexicanas
utilizadas en medicina tradicional. Los objetivos generales planteados para

ia realizacion de este trabajo son los siguientes:
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1) Determinar el contenido metabdlico de las hojas de Annona glabra L.

2) Obtener en lo posible constituyentes bioactivos de esta especie

medicinal.

Para el cumplimiento de los objetivos generales antes sefialados se
consideraron los siguientes objetivos especificos:

4.1 Reali las op L prefimi propias de la preparacién de
extractos vegetales.

4.2 Preparar el extracto de hojas de acuerdo a la metodologla
convencional y fraccionario mediante los métodos adecuados.

4.3 Sep di étod: fitoquimicos convencionales los
constituyentes mayoritarios de (as diferentes fracciones.

4.4 ldentificar mediante métodos Qquimicos y espectroscopicos las
sustancias aisiadas.

T

4.5 Determinar la actividad biSlogica de los compuestos aislados en
contra de Artemia salina Leach.

i
|
4
it
!




5.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Estudio fitoquimico y biolégico de las hoja

3.1.1 Materiales y métodos.

3.1.1.1 Materiat vegetal.

El material vegetal (partes aéreas) utilizado en este estudio fue
recolectado en las vecindades del Instituto de Ecologia, Km 25 de la
antigua carretera a Coatepec Xalapa, en el estado de Veracruz, por el Dr
Victor Rico.

Las hojas se secaron a temp ra Y lormente se

fragmentaron manuaimente en trozos pequeiios.

3.1.1.2 Andlisis cromatogréaticos.

Los anélisis cromatogréficos en capa fina, se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales utitizando placas de vidrio recubiertas con gel de
sflice (sfica gel 60 GF-254 Merck), utilizando como agentes reveladores
fos especificados en el Cuadro 1.4 de la Seccién 4, del Capitulo 1.

3.1.1.3 Métodos de extraccién y fracionamiento.

€1 material vegetal (1700 g de hojas secas) se extrajo de acuerdo al
procedimiento que se especifica en el Esquema 2.1. El extracto
resultante (361.1 g) se fracciono de manera preliminar mediante una
particién entre hexeno y metanol acuoso (10%); posteriormente la

fraccion metandlica (fraccion Il) se fracciond de manera adicional mediante
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HOIJAS SECAS (1700 g).
1) Extraccion con MeOH via maceracion 3
veoes por 48 h ¢/u con un volumen
de 18.51.
2) Filtrar y concentrar in vacko.

EXTRACTO METANOLICO MATERIAL VEGETAL

1) particion Hexano/MeOH ac 10% 1:1
2) Conoentrar in vacuo
1 1
EXTRACTO HEXANICO(I) EXTRACTO METANOLICO (II)
1) particién CHCly/HQ IN
4/500 mi c/u.
2) concentrar in vacuo la fase
organica

[

FASE ORGANICA (1) FASE ACUOSA
1) basificar con NH¢OH pH= 11,
2) Extraer con CHCl3 4/500ml c/u
3 C ar in vacio 1a fase

organica

FASE ACUOSA FASE ORGANICA (IV)
Crudo alcaloideo (2 g)

Esquema 2.1 Preparaci6n y fraccionamiento del extracto metandlico de las hojas de
Annona glabra L.



una particién &cido-base, obteniendose como resultado de este proceso una

fraccién neutra (I, 21.3 g} y un crudo alcaloideo {fraccién IV, 3 g).

3.1.1.4.1 Aislamiento de la Fanostenina {48).
La fracci6n alcaloidea (IV) se someti6 a una cromatograffa en
columna utilizando como adsorbente gel de sflice (65 g de sflica gel G-60

Merck con tamafio de particula 0.2-0.5).

El proceso de elucion se efectué con cloroformo-metanol en
diferentas proporciones obteniéndose un total de 76 fracciones de 50 ml
cada uvna, uniéndose aquellas cromatogréficamente similares. En el Cuadro
2.1 se resumen los sistemas de eluyentes empleados, el numero de

fracciones eluldas con cada una de ellos y las fracciones combinadas.

La fraccién combinada 15-24 (65 mg) del Cuadro 2.1 se sometié a
una cromatografia preparativa en capa delgada de gel de silice, empleando
como eluyente cloroformo-metanol 9:1; se utilzaron 4 placas de 20 X 20 cm
y en cada una se aplicaron aproximadamente 16 mg de la muestra
objeto de la separacién. Una vez procesadas las placas de acuerdo a los
procedimientos convencionales se obtuvieron 11 mg del compuesto (48)

con un punto de fusién de 79-80°C.

3.1.1.4.2 Aislamiento dei 8-D-glucositosterol.
El extracto lit {fraccion neutra) del Esquema 2.1 se sometié a una
cromatografia en columna utilizando como adsorbente gel de sllice (426 g

de sllica gel G-60 Merck).
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Cuadro 2.1 Resumen de! fraccionamiento mediante cromatografia en

columna del extracto alcaloideo de Annona glabra L.

Eluyente proporcién Fraccionss Fracc.
combinadas
Claoroformo-metanol 98:2 1-33 1-7
8-14
15-24
25-32
Cloroformo-metanot 95:5 34-65 33-38
39-46
47-65
~ Cloroformo-metanol 80:20 66-75 66-75
* Cloroformo-metanol 11 76 76

con tamaifio de particula 0.2-0.5). El proceso de elucién se efactud
con hexano, hexano-cloroforme en diferentes proporciones y cloroformo
con cantidades crecientes de metanol, obteniéndose un total de 331
fracciones de 100 mi cada una, uniéndose aquellas cromatograficamente
similares. En el Cuadro 2.2 se resumen los sistemas de eluyentes
empleados, el nimero de fracciones elufdas con cada uno y las fracciones
combinadas.

De la fraccion combinada 232-244 del Cuadro 2.2 (elufdas con
cloroformo-metanol 93:7) precipité un sélido blanco amorfo, el cual se
purificé por recristalizacién obteniendose 1 g con un punto de fusién de
274-276°C.
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Cuadro 2.2 Resumen del fraccionamiento mediante cromatograffa en

columna del extracto Ill del Esquema 2.1.

PROPORCION FRACCIONES FRACCIONES

ELUYENTE COMBINADAS
Hexano 100 1-24 1-10
Hexano-cloroformo 9:1 25-41
Hexano-cloroformo 8:2 42-55
Hexano-cloroformo 7:3 56-62 11-84
Hexano-cloroformo 6:4 63-69
Hexano-cloroformo 1 70-84
Hexano-cloroformo 4:6 85-97 85-97
Hexano-cloroformo 3:7 98-106 98-124
" Hexano-cloroformo  2:8 107-119
Cloroformo 100 120-138 125-157
Cloroformo-matanol 99:1 139-155
Cloroformo-metanol 98:2 " 156-184 158-161
162-184
Cloroformo-metanol 97:3 185-206 185-200
201-207
Cloroformo-metanol 95:5 207-228 208-214
215-231
Cloroformo-metanol  93:7 229-244 232-244
Ciloroformo-metanol 92:8 245-268 245-247
248
249-252
Cloroformo-metanol  9:1 269-282 253-260
Cloroformo-metanol  85:15 283-298 261-289
Cloroformo-metanol  8:2 299-311 290-311
Cloroformo-metanol  75:25 312-317 312-317
Cloroformo-metanol  7:3 318-329 318-328
Cloroformo-metano! 1:1 330 329-331

Maetanol 100 331



3.1.1.5 Determinacién de alcaloides por medio de los reactivos de Meyer y
Dragendorff.

Se disolvié una pequeila cantidad de los extractos objeto de prueba
en una pequefia cantidad de metanol, la solucién resultante se acidificé
mediante HC! 1N y finalmente se le agrego cada uno de los reactivos. En

ambos casos se utilizo un blanco y un patron adecuado para confirmar la

veracidad de las r iones.

3.1.1.1.6 Determinacién de la toxicidad para Artemia salina L.
La determinacion de la toxicidad para el crustdceo Artemia salina

Leach. se especifico en el Capitulo 1 (en el punto 4.1.2.3.}

4- RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto metandlico de las hojas de Annona glabra L. se fracciond
de manera preliminar mediante una particién entre hexano y matanol
acuoso (10%), generando las fraciones | y il del Esquema 2.1, Tanto el
extracto metandlico original como la fraccién 1 del Esquema 2.1
reaccionaron positivamente frente a los reactivos de Dragendorff vy
Mayer, consecuentemente la fraccién metandlica acuosa se sometié a un
fraccionamiento adicional, mediante una particibn 4cido-base (ver
Esquema 2.1), con la finalidad de separar selectivamente los alcaloides
previamente detectados. Como resultado de este proceso se generé una
fraccion neutra {(Fraccién I, Esquema 2.1} y una fracci6n alcaloidea

(Fraccion IV, Esquema 2.1).
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Con la finalidad de separar los constituyentes  alcaloideos
mayoritarios, la fraccién IV se sometié a una cromatografia en columna de
gel de sfiice, obteniéndose numerosas fracciones de complejidad menor al

crudo alcaloideo original (ver Cuadro 2.1).

Sucesivas cror grafias prep ivas en capa delgada de las

fracciones 15-24 del Cuadro 2.1 permitieron la obtencién de una
sustancia pura de naturaleza alcaloidea,de acuerdo a su comportamiento
frente a los reactivos de Dragendorff y Mayer., - £l alcaloide fue
caracterizado como fanostenina {48) mediante el anélisis de sus
constantes flsicas y espectroscopicas (Cuadro 2.3). El producto (48) se
obtuvo como un #élido cristalino de color cafe-rojizo, opticamente activo.
Su férmula molecular se  establecid como C, H,0,N meadiante
aspectrometria de masas; la férmula calculada permite once

insaturaciones.

El espectro de IR mostré band « (sticas para hidroxilo
{3500 cm’') y aromaticidad (1606 y 1516 cm"). El espectro de RMN'H
presenté las siguientes caracteristicas:

1) En 8 7.63, 6.81 y 6.52 se observaron sefiales para tres hidrégenos

arométicos.

2) En § 5.93 y 6.09 se observé un sistema AB caracterfstico para un grupo

metilendioxi sobre anillo aromético.
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3) Finaimente en § 3.92 y 252 se observaron las sefiales
caracter(sticas para un -OMe aromético y un grupo  N-metilo,

respectivamente.

El espectro de RMN'SC presenté 19 sefiales en concordancia con
la férmula molecular y presenté el perfil tlpico de una aporfina
{Guinaudeau gt al., 1975; Broadbeut y paut, 1983; Guinaudeau, Leboeuf y
Cave, 1988). La naturaleza de estas sefiales se discriminaron con base en
la teorfa del desplazamiento quimico y el espectro de RMN'C, modalidad
DEPT (Espectro 1 ). El andlisis del espectro DEPT permitié determinar
inequivocaments que el compuesto (48) debia contener nueve carbonos
cuaternarios, cuatro metinos, cuatro metilenos y dos metilos. De
acuerdo a le teorfa del desplazamiento qufmico los nueve carbonos
cuaternarios  son de naturaleza aromética y cuatro de ellos deben
aencontrarse unidos a funciones oxigenadas (5 146.67, 145.45, 145.12 y
141.5). De los cuatro metinos presentes tres son de caracter aromético (8
106.65, 109.89 y 114.36) y el dltimo de naturaleza alifética (6 62.26). En
relacién a los cuatro metilenos, el desplazado a campo méas bajo (5
100.61) ara facilmente asignable a un grupo metilendioxi, dos
corresponden a8 metilenos alifaticos (5 28.86 y 33.70) y el uitimo a un un
metileno o @ una funcién nitrogenada (6 43.54). Finalmente, los dos metilos
observados son atribuibles a un metoxilo unido a un carbono aromético (5

§6.16) y a un N-metilo (56 43.54).

Cabe hacer mencién en este punto de la discusién que de ios cuatro
carbonos arométicos oxigenados dos se encontraban unidos = at

metilendioxi, el tercero a un metoxilo y el Gitimo debfa entonces estar
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unido a un’grupo hidroxilo a fin de satisfacer el nimero de hidrégenos y

oxlgenos requeridos por la férmula molecular.

Considerando que el compuesto (48) presenta un nucleo de aporfina
{ver Figura 2.2) solo resta entonces determinar la disposicién de los grupos
funcionales detectados mediante el anélisis anterior. Como los hidrégenos
arométicos evidenciados en los espectros de RMN aparecen como
singuletes en el espectro de RMN'H, cada uno de los anillos aromatic/os (Ay

D} del aicaloide {48) debian sostener dos sustituyentes oxigenados. En este

Figura 2.2 Estructura base de los alcaloides aporfinicos

sentido el patrén de fragmentacién observado en el espectro de masas (ver
Figura 2.3} es consistente con el de aporfinas con sustituyentes oxigenados
en las posiciones C-1, C-2, C-9 y C-10, ya que el pico M -1 representé el
pico base del espectro (Shama, 1972).

Por otra parte la apariencia de las sefiales asignables al grupo
metilendioxi como dos dobletes {(J= 2.1 Hz) en & 593 y & 6.09
indicaban que este debfa encontrarse entre las posiciones C-1 y C-2 del

anillo A de! nucieo base (Shama, 1972).
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Figura 1.3 Patrén de fragmentacién del compuesto 48.

Si este grupo se hubiese encontrado entre C-10 y C-9 del anilio D
{que es la unica posibilidad de sustitucién en el anillo D de acuerdo al
espectro de masas) las seifiales correspondientes se hubiese observado
como un singulete {Shama, 1972). En consecuencia el grupo metoxilo e

hidroxilo debian encontrarse en C-9 y C-10.

Con base en la discusién anterior se podian proponer dos

estructuras posibles, mismas que se indican a continuacién:

w4y
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(A) (B)

La estructura (B) cosresponde a la N-metilactinodafnina (43)
previamente aislada de esta especie. La comparacién de los datos
_fisicos y espectroscépicos del producto (48) con los previamente
descritos para (43), indicaron que los dos productos eran diferentes, por {o
tanto se propone que el aicaloide aisiado en este estudio corresponde a
la estructura (A). El anilisis comparativo de las constantes fisicas y
espectroscépicas del producto (48) con el de una serie de aporfinas

semejantes permitieron concluir que la estructura del mismo corresponde a

la fanostenina (48) (estructura A) previamente aislada de varias ies de

P

la familia Menispermaceae. (Guinaudeau Et al, 1975).

Identificacion de B8-D-glucositosterot.
Este compuesto fué aistado como un sélido blanco amorfo, con un
punto de fusién de 274-276°C, la comparacién directa de este compuesto

con una muestra auténtica, permitié identificarlo como el B-D-

glucositosterol.
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Ensayo biol6gico.

El extracto metanolico de Annona glabra L. y las fracclones del
Esquema 2.1 no demostraron toxicidad para el crustaceo Artemia salina L.
(LC50 > 1000 ppm) igualmente el alcaloide (48} fue inactivo en el

mismo ensayo.

CONCLUSIONES.

1) El estudio quimico preliminar de las hojas de Annona glabra L.
permitié el aislamiento y caracterizacién de la fanostenina (48) y de! 8-D-
glucositosterol. Ambos productos resuitaron inactivos en la prueba de

toxicidad para Artemia salina L.

2) Aunque se detectaron otras sustancias de naturaleza alcaloidea, solo

fue posible aislar en forma pura el producto (48).

3) En el presente estudio no se encontraron ninguno de los metabolitos
previamente aislados, !0 cual puede ser debido a variaciones

ontogénicas.



RESULTADOS

Cuadro 2.3 Constantes fisicas y espectroscépicas de {48).

RMNTH
5 m J{Hz) H
2.57 s - H-13
3.92 s - 0-CH3
5.93 d 2.1 H-12
6.09 d 2.1 H-12
6.52 s - H-3

6.81 8 - H-8



Cuadro 2.3 Constantes flsicas y espactroscépicas de (48). (continuacion)

RMN"C

]
148.67
145.45
145.12
1415
128.87
126.43
125.74
122.84
116.76
114.36

fa ), = -21 (1mg/mi, CHCL3).

c

c-2
c-10
c-9
c-1
C-4a
C-7a
C-11b
C-11¢
C-11a
c-1

P.F.= 79-820C

[
109.89
106.65
100.61
682.26
56.16
53.45
43.54
33.70
28.86

[o]

c-8
Cc-3
c-12
C-6a
C-10a
C-5
C-13
Cc-7
c-4

IR (cm-1) 3011.2, 1606.6, 1516.8, 1174.8, 1125.4, y 1047.6

EMIE m/z (int. rel.) 325 (11), 324 (M-1, 100), 310 (M-15, 13), 308
(M-17, 6), 292 (14), 282 (M-43, 27), 251 (M-71, 6), 44 (40).
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