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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Hasta el siglo XV las culturas del viejo mundo
vivieron aisladas de las americanas, no obstante, los curanderos
utilizaron muchas hierbas de manera semejante, tanto en el viejo
como en el nuevo mundo. ! Los qufmicos del siglo XIX
aprovecharon ésta "convergencia herbolaria® para identificar las
plantas de los cuales derivaron extractos para los primeros
fdrmacos. !

La medicina herbolaria en el mundo consta de
cuatro tradiciones principales: la china, la ayurvédica (en la India),
la europea (incluyendo Egipto), y la indfgena americana. Nos
referiremos a esta dltima, en especial, a la medicina herbolaria de
nuestro pafs. La medicina tradicional mexicana es una importante
manifestacién cultural, caracterfstica de la vida del pafs, Sus
précticas y recursos, profundamente arraigados en la sociedad, son
un aporte mds a la configuracién pluricultural de México.?

Herederas de una larga tradicion prehispdnica,
las culturas indfgenas de México han preservado y difundido
formas y procedimientos eficaces para resolver importantes
problemas de salud de la poblacion. Las plantas medicinales son el
recurso terapéutico por excelencia de la medicina tradicional
mexicana,?



INTRODUCCION

La flora de nuestro pafs, aunque no totalmente
conocida, se estima entre 15 000 y 30 000 especies de las 250,000-
500,000, que los botdnicos calculan que hay en el mundo 3

En la época contempordnea, a pesar de que han
pasado 200 afios de que se inicié la qufmica de los productos
naturales, con lo que la ciencia quiere explicar miles de afios de
préctica herbolaria, sélo se ha demostrado cientfficamente el valor
terapéutico del 1% de las plantas medicinales.

A pesar de que e estudio de metabolitos
secundarios en plantas medicinales actualmente alcanza un alto
grado de desarrollo y perfeccionamiento , debido al avance de las
técnicas espectroscépicas (IR, RMN!H, RMN 13C, EM). Lo cual
ha permitido identificarlos, mejorar los métodos de obtencién y
establecer Ia biosfntesis de los mismos.

Por lo anterior y basdndonos en la medicina
tradicional de nuestro pafs, decidimos realizar un estudio con la
planta Prunus serotina ssp. capuli de uso medicinal muy antiguo
como antidiarreico, antipalddico, astringente, sedante cardfaco entre
otras aplicaciones terapéuticas, las cuales cstan muy difundidas
entre la poblacidn,
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OBJETIVOS

OBIETIVOS

s Contribuir con el estudio quimico de la subfamilia prunoideae

»  Contribuir al estudio farmacolégico de la especic en estudio.

» Realizar un estudio fitoquimico biodirigido de la especie
Prunus serotina ssp capuli

» Identificar y elucidar las estructuras de los
compuestos aistados mediante
Técnicas espectrosedpicas (IR, RMN1H, 13C, EM.)
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La familia Rosaceae

Las Rosdceas abarcan un sorprendente nimero de
plantas, consta de 115 géneros y 3000 especies, que crecen en la mayor
parte del mundo, pero son mds comunes en las regiones templadas de
Asia, América del Norte y Europa.4 Esta familia esta subdividida en seis
diferentes  subfamilias o  tribus:  Spiracoideae,  Prunoideae,
Chrysobalanoideae, Neuradoideae, Rosoideae, y Pomoideae.

Los géneros importantes de la familia son: Spirazae,
Quillaja, Cotoneaster, Cydonia, Pirus, Cratageus, Mespilus, Rubus
(m4s de 50 especies), Fragaria, Potentilla (200 especies), Filipendula,

‘Rosa (mds de 100 especies) y Prunus (mds de 150 especies). Son hierbas,

arbustos, drboles de diferentes tamafios, generalmente de hojas esparcidas
y estipuladas, caracterfsticos de clima templado.4

Tienen importancia econémica, aparte de los fresales,
frambuesos y zarzamoras, los mimerosos drboles frutales que comprenden
esta familia; manzanos, perales, almendros, cerezos y ciruelos. Algunas
plantas medicinales de las Rosdceas son: Quillaja saponaria; Filipendula
Ulmaria (Spiracae); Potentilla erecta (Rhizona tormentilleae); Prunus
armeniaca y persica; Prunus amygdalus; Prunus spinosa (flores);
Prunus cerasus; Prunus laurocerasus .5
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GENERALIDADES

La tribu prunoideac

Consta de alrededor de 200 cspecies, de regiones frias
y templadas del hemisferio norte y trépicos de Asia y América.6La rama
de la familia de las rosfceas que engloba los prunus, liene componentes
de caracterfsticas tan diversas, que generalmente esta dividida en-varios
subgéneros distintos. En este caso los cerezos, llevan el nombre genérico
de Cerasus, los almendros Amygdalus, los ciruelos Prunus; los
albaricoqueros Armeniaca y los cerezos de hoja de laurel Laurocerasus. 7
La distribucién de los flavonoides en la corteza y madera de estas plantas
generalmente justifica esta divisién® (Tabla 1).

La Prunoideae, tiene drupas Upicas, y se caracleriza
por tener un glucdsido que produce dcido cianhfdrico, localizado
principalmente cn las semillas5,

Caracteriticas de la especie  Prunus serotina ssp. capuli

Es un drbol de 12 m de altura, de corteza rojiza o café,
sus hojas son anchas en la punta, de color verde lustrosas. Los frutos son
redondos de color rojo o negros.Se encuenira en bosque tropical,
caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, bosque meséfilo, bosque
de encino, bosque de pino.

En la Repiblica mexicana se distribuye en los estados
de Baja california Sur, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Distrito
Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Michoacdn, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Queretaro, San Luis Potosf, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y
Zacatecas.?

Algunos de sus nombres populares son: capollin
(Estado de México), capulfn (Colima, Chihuahua, D.F., San Luis Potos(

ete.), cerezo (Michoacdn).
5
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El drbol de capulin, de vistosos frutos es una variedad
de cerezo cuyo uso alimenticio se haya muy difundido en México desde
épocas prehispdnicas. Nuestros antepasados reconocieron diversas
especies de este 4rbol frutal, que los espaiioles denominaron como
“cerezos dulces de Indias" y cuyas propiedades medicinales son también
muy antiguas. !0 La corteza (infusién) era utilizada por los indfgenas para
el tratamiento de la disenterfa y el polvo para padecimientos de los ojos,
inflamaciones y visiones borrosas. 0

Cabe destacar que en ninguna de estas tres referencias
[Martin de la Cruz (1552), Sahagiin(1575), Francisco Herndndez (1570)]
sobre herbolaria indigena del siglo XVI se refiere al uso de las hojas o
semillas, sélo se reconoce la utilidad medicinal de la corteza en forma de
infusién o del zimo o jugo aplicado tépicamente.!® A finales del siglo
XIX, la Sociedad Mexicana de Historia Natural lo indica como
antipalidico. El Instituto Médico Nacional lo describe como antidiarréico
y antipalidico. 11

Para el siglo XX, Alfonso Herrera comenta que es
sedativo y narcético!!, Posteriormente Maximino Martinez (1934) reitera
la informacion anterior sobre las propiedades antidiarréicas de la corteza
de capulfn bebida en infusién, ademds describe las siguientes aplicaciones
terapéuticas: antidisénterico, antiespasmédico, antipalidico, contra
neumonfa, refrescante.10. 12 ‘

Prunus serotina ssp. capuli (McVaught) pertenece al
género Prunus de la subfamilia Prunoideae (Rosdceas) , este género se
divide en cinco subgenéros distintos dado sus caracterfsticas tan diversas,
esta divisién se apoya por la distribucién de los flavonoides, por ello nos
enfocaremos a algunas de sus propiedades.
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Flavonoides

Se encuentran virtualmente en todas las partes de la
planta, la rafz, corteza, tallos, polen, semillas, hojas, flores y
frutos.!3.14Estan  ampliamente  distribuidas en el reino  vegetal,
generalmente en la forma soluble de glicdsidos. Ausentes prdcticamente
en las Algas, aparecen en las Biofritas. Se encuentran en Helechos y
Gimnospermas, y ampliamente representados en las Angiospermas, donde
su diversidad estructural es mayor. !5

Los flavonoides son compuestos fendlicos,los cuales
tienen 15 4tomos de carbono en su ndcleo bdsico (2-fenil cromano(I) o 3-
fenil cromano (I1)) , los cuales son ordenados en una configuracién
C6-C3-Cé; es decir dos anillos aromdticos que por convencién son

llamados A y B unidos por tres dtomos de carbono, que daran origen al
1516

anilio C, relacionados con un micleo bdsico:.

Los dtomos de carbonos individuales son referidos por
un sistema de numeracién, en cual se utiliza mimeros ordinarios para el
anillo A,C y nimeros prima para el anillo B.
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Los ndcleos aromdticos sc¢ encuentran sustituidos
segin un esquema caracterfstico, impuesto por la biosintesis; los
suslituyentes pueden ser OH, OCH3, OCH2-0. Ef nicleo A generalmente
estd substituido en 5 y en 7; un tercer oxfgeno, estd incluido en el pucnte
de éter del pirano (2-fenil-cromano) o del furano central (2-bencil
cumaranos). Raramente se encuentra monosustiteido, o por el contrario,
polisustituido.

El ndcleo del anillo B, en la mayorfa de los casos se
encuentra sustituido por un grupo funcional oxigenado (en para) o por dos
(en meta y para). No es rara una tercera sustitucién (una en para, dos en
meta) pero excepcional la ausencia de sustituyentes. En el caso de los
2,3-dihidroxi derivados, normalmente el C-2 es S y cuando el carbono 3
estd sustituido (dihidroflavonoles) fa configuracidn generalmente es trans
(2R, 3R).]

El término flavonoide es extenso y se aplica a las
siguicntes estructuras:

-2 fenil cromonas : flavonas, flavonoles, flavanonas, dihidroflavo-
noles y formas dfmeras (biflavonoides).

-2 fenil cromanos (flavanos):3-flavanol, 4-flavanol y 3,4-flavandioles

-chalconas: formas isémeras abiertas de las flavanonas.

- auronas, homélogos de fas flavonas con heterociclo pentagonal.

-3 fenil cromonas: isoflavonas.
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Flavonas y flavanoles:
Un flavonol (R=QH){II), son simples flavonas
(R=H), (III) cuya posicién 3 esta substftuida por un grupo hidroxilo.

R=H FLAVONA
R=0H FLAVONOL

Flavanonas:

Estos flavonoides se basan en la estructura de la 2-
fenil-benzopirano-4-ona (IV). La cual es denominada una flavanona. Este
compuesto  sin  sustituyentes no se conoce en forma natural, La
numeracién del sistema del micleo de las flavanonas es similar a la
mayorfa de los otros flavonoides y son isémeros de las chalconas, por lo
que se pueden obtener sintéticamente o biosintéticamente apartir de ellas.
Las flavanonas poseen un centro asimétrico en el C-2.
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Dihidroflavonoles:

Los dihidroflavonoles son derivados del micleo bdsico
de la 2-fenil-3-hidroxipirano-4-ona (V). El sistema de numeracién es el
mismo que el de las flavanonas. El dihidroflavonol es el mds sencillo que
se conoce en la naturaleza. Estos compuestos tienen dos carbonos
asimétricos (C-2 y C-3). Dado que son intermediarios obligatorios en la
biogénesis de los flavonoides, pueden producir diferentes tipos de
flavonoides; por una deshidrogenacidn producen flavonoles, la reduccidn
del grupo carbonilo originan los 3,4-flavandioles , la enolizacién y
oxidacién dan antocianidinas.

O\Q
H
0
\Y
s —————r

Leucoantocianidina:

Los 3,4 Navandioles son derivados de monapoles (VI)
y pegynoles (VII). Un factor notable de estos compuestos es el que se
han encontrado en la madera y corteza de drboles, particularmente de las
especies de Acacia.

H
H OH
H H \0 v
‘/
1
OH

vl
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Auronas:

Son compuestos coloridos, se¢ han encontrado en
especies con flores amarillas, sin embargo su distribucidn no estd
restringida a este tipo de tejidos, también se encuentran en la madera y
corteza, quimicamente son basadas en la estructura de la 2-bencilideno-
cumaranona (VIII). Las auronas son reconocidas por su color amaritlo y
por su relacién isomérica con las flavonas.Se encuentran distribuidas en
los siguientes géneros: Pityrogramma, Anacardiaceae, Acanthaceae,
Gesneriaceae, Scrophulariaceae, Compositae, Leguminosae, Cyperaceae.

vill

Isoflavonas:

Es una clase importantc y muy distintiva de los
flavonoides. Estos compuestos se basan en el esqueleto de la 3-fenil-
benzopirano-4-ona (IX). Biogenéticamente derivan por una migracién del
grupo arilo del C-2 al C-3,

Tienen una distribucién limitada en el reino vegetal, y
se restringen a la subfamilia Papillinoideae de la familia Leguminoceae.
Se han encontrado en otras familias como: Compositae, Iridaceae,
Myristicaceae y Rosaceae,
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Las isoflavanonas son mucho mas raras que las
isoflavonas, los compuestos nuevos se han aislado via fitoalexina, eslas
isoflavanonas tienen actividad antifingica, un intermediario biosintético
de esta ruta fitoalexina, son los pleracarpanos.

Los rotenoides son una clase de  isoflavonoides
caracterizados por la presencia de un carbono extra adicionado al anillo
heterociclico.

12
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Biogénesis de flavonoides

No obstante la gran variedad de flavonoides (micleo I,
),que se conocen, todos ellos se relacionan por una ruta biosintética en
comnnini5 16 ( Esquema I). En esta ruta intervienen tres unidades de acetato
(provenientes de la ruta acetato-malonato), de tal manera que el anillo A
del niicleo de los flavonoides es formado por la condensacion cabeza-cola
de 3 unidades de acetato, en tanto que el anillo "B"as{ como los atomos
de carbono C-2, C-3 y C-4 provienen de la ruta del dcido shiquimico
originando un precursor fenilpropanoide .14

El intermediario de estas dos rutas metabdlicas es el
precursar biogenético de 15 dtomos de carbono Hamado chalcona,la cual
estd en isomerfa con la flavanona. Los grapos 3-hidroxilo es posible que
se introduzcan como el resultado de una oxidacién de la flavanona,
presuntamente con la formacién del catién, para dar origen a los
dihidroflavonoles.

r (1] .

(1)

on I H O
o " Ho o @ HO 0
™ ot ek

- H
on o oif O o 0
CHALGONA (-HLAVANDNA @ C)-FLAVANONA
100
OH
H
HOo )
~ ]
™ i
on ol

+) DIHIDROFLAVONOL i
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TABLA 1.- DISTRIBUCION DE LOS FLAVONOIDES EN LA
MADERA Y CORTEZA DEL GENERQ PRUNUS 8

Armeniaca
P. Armeniaca

madera; Aromadendrina-glucdsido y dihidroquercetina- glucdsido.
P.Mume
madera: kacmpferido-7-glucésido, naringenina, prunina, catequina,
epicatequina y leucocianidina.
P.Spinosa
madera y corteza: aromadendrina y dihidroquercetina.
Prunus
P.Serotina
madera: aromadendrina y naringenina
P.ssiori
madera: luteolina, glucoluteolina, aromadendrina, naringenina,
pinocembrina, eriodictiol, catequina, cpicatequina, quercetina,
quercetina- glucdsido, criodictiol-glucdsido, aromadendrina-
glucdsido y dihidroguercetina-glucdsido.
Amygdalus
P.persica
madera: percosida, pinobanksina, aromadendrina y dihidroquercetina,
corteza: naringenina y aromadendrina,
Cerasus
P.avium
madera: aromadendrina, aromadendrina-glucésido, 7-metil-aromaden-
drina, catequina, crisina, crisina-7-glucdsido,
dihidrotectocrisina, dihidrowogonina, eriodictiol, genisteina,
naringenina, pinocembrina, pinostrobina, prunctina, prunina,
quercetina, sakuranetina, dihidroquercetina y tectocrisina.

cortcza: aromadendrina, pinobanksina y dihidroquercetina,
P.campulata

Madera: naringenina, eriodictiol y dihidroquercetina,
P.cerasoides

Madera: genkwanina, prunetina, sakuranetina, dihidroquercetina y
7 metil- dihidroquercetina.

corteza: genkwanina, padmakasteina, prunetina, sakuranina,
sakuranetina,
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GENERALIDADES

Actividad biolégica de los flavonoides

Los flavonoides dado su diversidad estructural,
constituyen uno de los grupos mds extensos de metabolitos secundarios cn
plantas, estdn presentes en clla no sélo como parte constitutiva de la
misma, si no que funcionan como defensa para el ataque de infecciones
por hongos, dan pigmentacién a las flores y a los frutos.

Ademds han despertado un gran interés, por sus
propicdades farmacoldgicas. no sélo en México, ya que cste estudio se ha
generalizado  a diferentes partes del mundo, en donde se han aislado
flavonoides de plantas que se utilizan en la herbolaria tradicional. Las
actividades farmacoldgicas principales que mostraron son: actividad
antimicrobiana, citotéxica en diferentes lineas celulares (KB, P-388, ) y
antiinflamatoria.

A continuacién sc¢ presentan los resultados mds
recientes sobre la actividad bioldgica de los flavonoides aislados de
diversas plantas, las cuales pertenecen a diferentes  familias
(Leguminoseae, Compositae, Rutacea, etc.).
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Un flavonol lipofilico nuevo es el 6-hidroxicaempferol-
3,7,4-trimetil éter, llamado Tanetina (1), caracterfstico en hojas, flores
y semillas de Tanacetum parthenium. Las pruebas farmacolégicas indican
que pucde contribuir a las propiedades antiinflamatorias, al inhibir la
generacién de eicosoanoides proinflamatorios, esto se probé en leucocitos
de rata, e inhibieron la ruta de las enzimas ciclo-oxigenasa y 5 lipo-
oxigenasa del metabolismo araquidénico.1?

on O

TANETINA
Y]

La flavona Abissinona-V (2) aislado de Mundulea monantha
y Tephrosia linearis, tiene actividad bacteriostdtica y bactericida contra
bacterias Gram (+). Es importante resaltar la relacién estructura-
actividad en esta flavona, ya que la presencia del grupo hidroxilo libre en
el C-7 es necesario para la actividad biolégica.18

R=CH,CH=CMe,

HO

o

ABYSSINONA V
Q)

17
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Como parte de las  investigaciones dc agentes
antitumorales se aislaron dos flavonoides citotéxicos de la planta
Melicope triphylla.

Los flavonoides 4’-hidroxi-3,5,7,3’-tetrametoxifla-
vona (3), Melicofillina (4), presentaron actividad citotdxica contra la
lfnea celular P-388 (leucemia linfocitica de ratén) con una DEsg dc 4,88
y 4.36 pug/ml respectivamente, !9

OMe O

MELICOFILLINA
@

18



GENERALIDADES

Como continuacién de las investigaciones sobre
agentes antitumorales cn plantas, se estudiaron los constituyentes activos
de Artemisia annua, Esta planta se utiliza en la medicina tradicional china
en el tratamiento de la malaria, Los constituyentes mds activos fueron las
flavonas: Artemetina (5) y la quercetagetina- 6,7,3’,4’-tetrametil éter
(6).20

ARTETSI)ZTINA QUERCETAGETINA-6,7,3' 4'-TETRAMETILETE
6

Ambas presentaron actividad citotdxica en las lfneas
celulares:P-388  (leucemia  linfocftica murina), A-549(Carcinoma
pulmonar), MCT-7(Adenocarcinoma de mama humano), HT-29
(Adenocarcinoma de colon) y el KB (carcinoma nasofaringeo). Los
valores de la DEsg <4 pg/ml se consideraron significativos.2¢

El género Erithrina conticne numerosas especies
distribufdas en regiones tropicales y subtropicales.2! Los extractos de
hojas, de corteza y rafz se utilizan en la medicina indfgena, para el
tratamiento de varias enfermedades, en especial infecciones microbianas,
Los estudios realizados, demuestran que la corteza de estas especies
contienen flavonoides: isoflavonas, flavanonas y pterocarpanos, los
cuales poseen la potencia suficiente in vitro contra patdgenos humanos.?1
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GENERALIDADES

En estudios recientes de E. sigmoidea se encontraron
dos isoflavonas activas, la eritrabissina II (7) y la neobavaisoflavona
(8). Su CMI es de 3.1 y 2.5 pg/ml frente a Staphylococcus — aureus
respectivamente, 2!

ERITRA?II)SSINA It NEOBAVA(S OFLAVONA

Los flavonoides JR(-)-Isomillinol-B (9) y el IR(-)-
vestitol (10), inhiben el crecimiento celular de Staphylococcus aureus 'y
Escherichia coli.?2

Los dos isoflavanos aislados de Millettia racemosa
fueron altamente t6xicos en concentraciones de 0.1 pg/ml para ambos
microorganismos,

HO 10 0
l O 0 OH O oH
O O "
OMe

OMe

3R(-)-ISOMILLINOL-B 3R(-)-VESTITOL
9) (10)
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SENERALIDADES

De  un  esludio  biodirigido de  Zieridium
pseudobtusifolium y  Acronychia porteri. Se obtuvicron la 5,3°-
dihidroxi-3,6,7,8,4’-penta-metoxiflavona  (11) y la  3,5-dihidroxi-
6,7,8,3’ 4’-pentametoxiflavana (12), Estos compuestos fueron los mds
activos y presentaron actividad citotdxica in vitro, contra las células KB
(ICs0= 0.04 y 0.1 pg/mi respectivamente). Ademds el primer compuesto

inhibe la unidn de la tubulina dentro de los microtibulos durante la
mitosis (ICsp= 12uM),.28

5.3-DIHIDROXI-3,6,7,8,4" PENTAMETOXIFLAVONAY
(1h ;

3,5-DIHIDROX1-6,7,8,3',4"-PENTAMETOXIFLAVONAR
(12)

De la planta Calliandra californica se aislaron dos nuevos
compuestos: 7,2°,4°,5'-tetrametoxiflavona (13), 5-hidroxi-7,2°,4°,5’ -
tetrametoxiflavona (14).
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GENERALIDADES

Los primeros de esta planta, ya que se caracteriza por la presencia
de aminodcidos, 4cidos monohidroxipipecélicos y dihidropipecdlicos. Las
pruebas farmacol6gicas demostraron que el segundo flavonoide (14) es
activo contra la bacteria Staphylococcus aureus (1 mg/disco dan 8mm de
halo de inhibicién) y con Bacillus subtilis (1 mg/disco dan 11 mm de
inhibicién), mientras que el primero es inactivo,24

oH O

7,2',4",5-TETRAMETOXIFLAVONA S-HIDROXI-7, 2',4',5-TETRAMETOXIFLAVONA
(13 (14)

La actividad bioldgica del isoflavonoide 2,3-
dihidroauriculatina (15), uno de los 10 compuestos aislados de Ormosia
monosperma, mostrd una actividad moderada contra los siguientes
microorganismos: Streptococcus mutans, Prophyromonas - gingivalis 'y
Actinomyces actinomycetemcomitans a concentraciones de 6.3 pg/ml. 25

OH
2,3-DIHIDROAURICULATINA
(I5)
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GENERALIDADES

Todos los compuestos activos de Aurintii  nobilis
fueron flavonas metoxiladas. 50uM de cstas flavonas polimetoxiladas
inducen la diferenciacién de células My en un alto % y 5uM pueden
inducir en las células M;, actividad fagocftica. En las flavonas
metoxiladas, la actividad no fue alterada por la posicién de los grupos
metoxilos, 26

Los compuestos (16), (17), los cuales contienen un
grupo OH en el carbono §, muestran una alta actividad antiproliferativa y
menor actividad de diferenciacién. En este mismo. estudio se aislaron
flavonas altamente oxigenadas de la planta Citrus reticulata, en donde
también se observa la relacién estructura-actividad, la presencia de un
hidroxilo en C-7 (18), aumenta la induccidn de las células M.
23



GENERALIDADES

De Hipericum japonicum, utilizado en la herbolaria
china para el tratamiento de padecimientos bacterianos, hepatitis y
tumores fué estudiado fitoquimicamente aisldndose dos compuestos con
actividad antimicrobiana, Salotranol (19) e Isojacareubina (20)
presentan actividad antibacteriana frente a Staphiylococcus aureus, la
concentracién mfninia inhibitoria (CMI) fue de 125pug/ml.27

SALOTRANOL ISOJACAREUBINA
(19) 20)

El flavonoide Centaureidina (21) y el 5,3-dihidroxi-
4’-metoxi-7-carbometoxiflavonol (22) tienen actividad antiinflamatoria.
Producen un alto % de inhibicidn del edema en pata de rata a dosis de 25
y 10 mg/Kg. Este efecto continfa hasta después de 7 horas, exhibiendo
una alta duracién del mismo, ain mejor que el de la fenilbutazona, 2

CENTAUREIDINA 5,3'-DIHIDROXI-4-METOXI-CARBOMETOXIFLAVONO
(1) @2
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GENERALIDADES

El estudio de las hojas del drbol malasio Cryptocarya
kurzzi did cuatro flavanonas complejas y un chalcona, 29

La flavanona Kurziflavolactona B(23) y la chalcona
Kurzichalcolactona (24) mostraron actividad citotéxica contra células
KB, con valores de Clsgde 4 y 15 pg/ml respectivamente, 29

b

\\‘

1N o

KURZIFLAVOLACTONA B
23

ot \\\

on o

KURZICHALCOLACTONA
@9

25



GENERALIDADES

Las isoflavanonas Dihidrobiocianina A (25),
Ferreirina (26), Dihidrocajanina (27) y Darbergioidina (28), poseen
actividad antibacteriana, estas son los principales constituyentes del
duramen de Swartzia polyphylia. 30 Quiz4 la falta del enlace vinflico entre

el carbono C-2 y el C-3, sea el responsable de la actividad de estos cuatro
compuestos. 30

HO ]
O DIHIDROBIOCANINA A
O
ot o

OMe
HOW_, o
FERREIRINA g
= ou
0
HO OMe

DIHIDROCAJANINA
0

DARBERGIOIDINA N
(28)
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GENERALIDADES

Bl estudio de la corteza de la raiz de Erythrina bidwilli
did como resultado el aislamiento de dos nuevos isoflavonoides:
Bidwillon A (29) tiene actividad biolgica, contra Prevotellla intermedia
y la isoflavona Auriculatina (30) contra Fusobacterium nucleatum (CMI
de 3.2pg/ml) para ambos compuestos. 3t

BIDWILLON-A AURICULATINA
(29) (30

La novedosa isoflavona Wrightiadiona (31) contiene
un nuevo esqueleto se aislo de la corteza de Wrightia tomentosa. Este

compuesto exhibié actividad citotéxica contra la linea celular leucemia
linfocftica P-388 (DEsg=!.1 mg/ml),32

0
X [~
(2]
WRIGHTIADIONA
(31)
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GENERALIDADES

La rafz de Clitoria  macrophylla, se usa
tradicionalmente en el tratamicnto de enfermedades de la piel y para cl
control de plagas en horticultura, La investigacién fitoquimica dié como
resultado el aislamiento de un rotenoide nuevo 6-deoxiclitoriacetal (32),
el cual presentd actividad citot6xica en cultivos de células leucemicas P-
388, pero no fué activo contra las células KB.33

OMe
6-DEOXICLITORIACETAL
(32)

Oxiayanina A (33) un {lavonol lipofilico, citotéxico in
vitro contra la Ifnea celular KB con una DEsp= 1.99+/0.1 pg/ml se
aisl6 de las fracciones bioactivas del extracto metandlico de
Chrysosplenium grayanum.®

HO OMe
MeO 0 H
OMe
oH ¢
OXIAYANINA A
35
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GENERALIDADES

Los flavonoides con actividad antitumoral in vitro
fueron aislados de la corteza de Lophira alata .35 Los compuestos son la
Azobechalcona A (34) y la Isolofirachalcona (35), que mostraron
potentes actividades inhibitorias (83% y 65% respectivamente).3%

AZOBECHALCONA
)

ISOLOPIRACHALCONA
@s)
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GENERALIDADES

La actividad antiinflamatoria de quercetina (36),
wogonina(37), nevandensina(38) y quercetina-pentametil éter (39) se
probd en el edema de pata de rata inducido por carragenina. Se debe
sefialar la importancia de la presencia de grupos metoxilos para la
actividad bioldgica. Conforme aumenta el nmimero de sustituyentes
aumenta la actividad antiinflamatoria.36

e

on o QUERCETINA
(36)

WOGONINA
n
NEVANDENSINA
(38)
OMe
MeO @ I g OMe
OMe
MeO 0 QUERCETINA-PENTAMETIL ETER
(39
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GENERALIDADES

Varios flavonoides polimetoxilados han sido aislados
del extracto de acetato de etilo de la planta Orthosiphon spicatus.
Sinensetina (40) y tetrametil-scutellareina (41) mostraron actividad
citostdtica en células tumorales de cultivos en suspension, en dosis de 30
pe/ml (40) y 15 p/ml (41) inhiben et 50% del crecimiento, Ademds el
compuesto (40) presenta actividad in vifro sobre las células KB (DEsp =
27 pg/ml), 37

MeO 0

SINENSETINA

MeO ]

5,6,7,4'-TETRAMETOXIFLAVONA
1)
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GENERALIDADES

Varios flavonoides andlogos de fitoalexinas fueron
sintetizados y su actividad antibacteriana y fungicida fué relacionada con
su lipofilicidad (RM). Dos fitoalexinas naturales pisatina (42),
maackiaina (43) y los flavonoides semisintéticos 4-nonilsulfure de
epicatequina (44) y 5-nonanona cetal de catequina (45) fueron los mds
activos.38

PISATINA MAACKIAINA
42) (43)

@OH
1o O on

“on

ol
S\(cn,),, -Me

4-NONILSULFURO DE EPICATEQUINA

(44)
l:(e
Q" (CHl),
X
O 0 (c'u,),
OH Me

on

5-NONANONA CETAL DE CATEQUINA
s
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GENERALIDADES

La flavona polimetoxilada Umuhengerina (46) fué
aislada del extracto metanélico de Lantana trifolia, exhibié in vitro
actividad antibacterianan y fungicida en concentraciones por debajo de
200mg/mi contra Staphylacoccus aureus, S.typhimurium, C.tropicalis, A.
niger, Afumigatus, T.nentagrophytes y M.canis. La CMI para
salmonella typhimurivm fué de Smg/ml 39

Me
Me

Me
l Me
MeO
H
UMUHENGERINA

(46) I

La actividad biol6gica de diversos metabolitos como
diterpenos, triterpenos y en particular los flavonoides, han cobrado vital
importancia porque presentan la posibilidad de encontrar nuevos firmacos
o materias primas para la sintesis de compuestos que sean
farmacolégicamente mds potentes, los cuales puedan contribuir a resolver
grandes problemas de salud , no sélo en la poblacién mexicana sino a
nivel mundial.
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PARTE TEORICA

PARTE TEORICA

Determinacion de la estructura de la 5,7.4'-trihidroxiflavanona

(Naringenina)

De las fracciones 6-31 eluidas con hexano AcOEt del
extracto de AcOEt de la planta se aislé por cromatograffa un sélido
cristalino (compuesto I) de color amarillo, con un punto de fusién de 248-
249 °C.

Su espectro de IR mostré bandas de absorcién de
dobles enlaces aromdticos en 1639, 1604 cm-!, las bandas en 3400 y 1163
cm-! indicaron la presencia de grupos fenélicos y la banda en 1694 c¢cm-!
fue asignada a un grupo carbonilo.

Esto se comprueba al observar en el espectro de
RMNIH (Espectro 2), el sistema ABX caracterfstico de la flavanona4?
,confirmando la informacién del IR, el protén X se observé como una
sefial dd en 6=5.16 (J= 3.1, J= 12.8 Hz), mientras que los protones AB
aparecen como dos sefiales en 6=2.89 (dd J=12.8 y 17.1) y 6=2.3 ( dd,
1=3.1, 17.1 Hz).

El espectro de masas exhibié un ién molecular 272 que
corresponde a una férmula molecular CysH;0s | confirmando la presencia
del esqueleto carbonado de una flavanona, la cual debe de estar
trisustftuida, ya que por acetilacién con Ac20 vy piridina, se obtuvo el
correspondiente triacetato,4? su espectro de RMNIH (Espectro3), mostré
las tres sefiales simples en 2.30,2.36y 2.8 ppm para los metilos de los
grupos acetato.

34



PARTE TEORICA

La sefial simple 6=11,9 intercambiable con HO deuterada es
caracterfstica de un grupo hidroxilo unido al C-5, el cual se encuentra
quelatado con el grupo carbonilo. La sefial simple en 6= 5.80 ppm, que
integra para dos protones equivalentes, se pueden asignar a los protones
H-6, H-8 , estableciendo la sustitucién del anillo A,

Por otra parte la sustitucién det anillo B, se observa en
el espectro de RMNIH, como dos sefiales dobles en 8=7.09 y 8=6.70
(J=8.4 Hz), las cuales integraron para dos protones cada una,
caracterfsticos de una para-disustitucién. Con esta informacién, la
estructura de la flavanona debe ser la 5,7,4'-trihidroxiflavanona 40 41

OH
H o ‘\\\\O

OH O

Finalmente la identidad del compuesto se comprobé
por su espectro de RMN1C (Espectro 4), 42 1 el cual mostré sefiales
para 15 dtomos de carbono, asf como desplazamientos quimicos idénticos
a los descritos en la literatura para la naringenina (Tabla 2), los cuales
coinciden con los del compuesto I y por su patrén de fragmentacién
mostrado en el esquema 2,
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PARTE TEORICA

TABLA 2.-Desplazamientos quimicos de RMN 13C en (ppm )
del compuesto 1

No.de |COMPUESTO I|Naringenina
Carbono CDCl3 DMSO-d¢ 42

2 78.6 78.4

k] 42.6 42.0

4 195.43 196.2

5 163,78 163.6

6 96.22 95.9

7 166.672 166.7

8 95.20 95.0

9 162.80 162.9

10 101.097 101.8

1’ 128.71 128.5

2 127.42 128.2

k) 115.35 115.2

4 157.42 157.85

5 115.35 115.2

6 127.42 128.2
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Determinacion de la estructura de la 3,5,7.4' tetrahidroxiflavanona
(Aromadendrina)

De las fracciones 32-41 de la cromatograffa del
extracto de acetato de etilo se aislé el compuesto II, como un sélido
cristalino blanco, que se recristalizé de etanol-éter etflico, obteniendo
cristales con un punto de fusién 230-231°C,

El compuesto exhibié en el IR, una banda ancha en
3391 cm-t para grupos hidroxilo, una banda fuerte y aguda en 1633 cm-t
asignada a un carbonilo fuertemente quelatado y en 1614 y 1596 cm-!
bandas asignadas a dobles enlaces aromdticos. El espectro de masas
mostrd un i6n molecular a m/z 288, congruente con la férmula molecular
C5H120¢ indicandonos la presencia de un esqueleto flavonoide, sustituido
por varios grupos hidroxilos (Esquema 3).

Bl espectro de RMNIH (Bspectro 7) mostré un sistema
AB, como dos sefiales dobles en 4.31 y 4.79 ppm con una constante de
acoplamiento (J= 11.5) caracterfstico de un dihidroflavonol*3, ademds se
observaron cuatro sefiales simples que se intercambian con agua deuterada
en 3.39, 8.8, 10.05 y 11.34 ppm, lo que sugiere la presencia de cuatro
grupos hidroxilo, tres aromdticos y un aliftico.

La acetilacidn del compuesto con Ac0 en piridina, dié
el correspondiente tetraacetato®45  (Espectro  8), confirmando
quimicamente la presencia de los cuatro hidroxilos, uno de los hidroxilos
debe de estar en el C-5 puesto que su desplazamiento quimico fue idéntico
al de la naringenina,
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PARTE TEORICA

Las sefiales dobles en 0= 5.77 y 5.82 ppm con una
J=2.0 Hz caracterfstica de un acoplamiento metat3, se asignaron a los
protones 6 y 8 del anillo A, mientras que las sefiales dobles en 8=6.69 y
7.15 ppm (J=8.5) confirman la para-sustitucién como en ia naringenina.

Finalmente la estereoquimica del flavononol se
confirmé comparando su espectro de RMNI3C(Espectro 9) con lo
descrito en la literatura para el compuesto II 46(Tabla 3).

De esta forma se puede establecer la estructura del
compuesto como 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavanona (aromadendrina), la cual
ha sido aislada de las siguientes especies :Morus alba, Larix decidua,
Prunus persica, Prunus cerasus, Prunus avium, Salix caprea 47 ,
Flindersia australis 44, Thujopsis dolobrata. Su punto de fusidn
reportado es de 219-221°C (Acetona).44

OH
HO [s) ‘\\\\O

H
OH O
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PARTE TEORICA

TABLA 3 .-Desplazamientos quimicos de RMN 13C en (ppm J
del compuesto It

No, de | COMPUESTO | Aromadendrina
carbono It DMS0-dg46
CDCl3
2 84.3 85.0
3 73.1 73.70
4 198.2 198.41
5 167.8 168,78
6 97.0 97.46
7 165.0 165.34
8 96.0 96.4
9 164.4 164.58
10 101.5 101.93
I’ 129,1 129.37
2’ 130.3 130,37
3 115.9 116.26
4 158.8 159.21
s 115.9 116.26
6 130.3 130.37
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Determinacian_de la estructura del 3.5,7,3'.4-pentahidroxiflavanana
(Taxifolina)

De las dltimas fracciones de la cromatograffa del
extracto de acetato de etilo, se aislé un sélido de color ligeramente
amarillo se identifico como compuesto III, el cual mostr6 un punto de
fusién de 224-225°C.

En el espectro de IR presentd bandas en 3430 y 1639
cm! asignadas a pgrupos fendlicos y un carbonilo quelatado
respectivamente, ademds una banda en 1605 cm-! atribuible a dobles
enlaces aromdticos. En el espectro de masas se observ6 un i6n molecular
en m/z 304, el cual corresponde a una férmula molecular de CysH;;0y,
sugeriendo la presencia de un esqueleto flavonoide con cinco grupos OH,

El espectro de RMNIH (CDCI3-DMSQ) (Espectro 13)
mostré dos sefiales dobles caracterfsticas para un dihidroflavonolt® en
4,29 y 4.74 ppm, con una constante de acoplamiento de J=11.4 Hz,
asignadas a los protones H-2 y H-3 .

Ademds se observan dos sefiales simples en 6.84 y
6.68 ppm que integran para uno y dos protones respectivamente,
indicando que el anillo B del dihidroflavonol se encuentra disustituido.
Por otra parte, el anillo A debe de estar substituido con dos grupos
hidroxilos en 5 y 743 puesto que se observan en la regién de protones
aromdticos, dos sefiales dobles en 5.76 y 5.81 ppm con una constante de
acoplamiento meta (2.1 Hz).

Hasta aquf se pueden plantear 6 estructuras diferentes
para el dihidroflavonol ( Figural).
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Cuando se obtuvo el espectro de RMNIH en acetona
deuterada (Especiro 12), nos permilié observar en la regién de protones
aromdticos un sistema ABX para los tres protones del anillo B que en el
espectro obtenido en CDCl3-DMSO, aparecen como dos sefiales simples.

Esto nos permite climinar las estructuras d, ¢ y f
queddndonos solamente con las estructuras a,b y c.

OH
H HO
Ko o Ho o \\3@\
OH
H OH
OH O OH O
Cistipy (a) CysHy07 (b)
OH
HO ) :\@ HO 0w
\)
OH H
OH O OH O
CysHi20 (C) Cystya07 (d)
OH
HO
HO [o] \\\\ HO (v} \\\\ ou
OH
OH H
OH O OH O
CisHi0y (© CisHisy ®
FIGURA 1
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Una bisqueda en la literatura quimica de los tres
isémeros, 484350 nos permitié establecer la estructura A para el
dihidroflavonol, al comparar los datos de RMNIH en acetona deuterada
del compuesto NI con los descritos para la 3,5,7,3'4'-
pentahidroxiflavanona (Tabla 4).5152 53

oH
OH
HO 0

ot

on
OH O

TABLA 4.-Desplazamientos quimicos de RMN It en (ppm )
del compuesto I

No de|Compuesto 11l Taxifolina 5!
hidrégeno | d (ppm) _ J(Hz) d (ppm) J(Hz)
3uxia 4.61,dd [11.5,3.5] 4.51-4.65, m
C3-OH | 469,dd [ 3.5 4.51-4.65, m
2 502,d |15 5.02,d | 11.0
6 594,d | 2.1 5.92-6.00, m
8 5.82,d | 2.1 5.92-6.00, m
¥y 6.85,d | 8.1 6.79-6.97, m
6 6.92,dd | 8.1,1.9] 6,.79-6.97, m
2 7.06,d | 1.9 7.06,d | 2.1
Cs-OH | 1171, s 11.71, s
Acetona -d g
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PARTE EXPERIMENTAL

Material y equipo

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato
Fisher Jones y no estdn carregidos.

La pureza de los productos y el avance de las reacciones se
siguié por cromatograffa en capa fina , usando como revelador una
solucidn de sulfato cérico al 1% en solucién de acido sulfidrico 2N,

Los espectros de IR fueron determinados en una
espectrofotémetro Nicolet FTIR Mod. 58X o en un Perkin Elmer Mod.
283 B y Magna 750 Nicolet.

Los espectros de masas (EM) se determinaron en un
espectrofotdmetro Hewlett Packard, Mod 5985-B mediante la técnica de
impacto electrénico, a una temperatura de 250°C.

Los espectros de RMN!H, RMNI3C se obtuvieron en los
espectrofotdmetros Varian: Gemini FT-200 A o VXR-300 S. Los
desplazamientos qufmicos de los espectros de RMN !H estan dados en
ppm con respecto a la muestra de referencia TMS, y los de RMN 13C con
respecto al CDCl3 (77 ppm). Las constantes de acoplamiento estdn dadas

en Hertz,
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DIAGRAMA DE TRABAJO

PRUNUS SEROTINA SSP CAPULI (2.153Kg)
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La corteza de Prunus seroting ssp capuli se
recolectd en el Estado de México el 24 de Noviembre de 1994 se dejé
sccar a temperatura ambiente y una vez seca fué molida, obteniéndose
2.155 Kg de un polvo color café obscuro. La corteza molida se colocé en
una columna de vidrio y se ecluyé sucesivamente con 5 litros
(aproximadamente) de hexano, diclorometano y metanol. Después de la
evaporacién de los disolventes a presién reducida se obtuvieron 3.03g de
extracto de hexano, 12.0 g de extracto de diclorometano y 120.0 g de
extracto metandlico.

Los  extractos  obtenidos  fueron  cvaluados
bioldgicamente, determinando su toxicidad frente a Artemia salina y su
actividad antibacteriana en las cepas patdgenas de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Los resultados fueron positivos solamente para ¢l
extracto metandlico (Tabla 5),

Al extracto de metanol 120.0g se diluyé en agua y se
sometié a particiones sucesivas con hexano y acetato de etilo. El extracto
acuoso-netandlico se extrajo con hexano (3 veces con 250 ml c/u) y se
evapord el disolvente, dejando un residuo de 789.0 mg. Después se
extrajo con acetato de etilo (3 veces con 250 ml c/u) se evapord cl
disolvente al vacfo y se obtuvo 15.0 g de un residuo viscoso de color
verde obscuro.

Bl extracto de acetato de etilo (15.0g) fue fraccionado
por cromatograffa en columna, empacada con 500g de sflica gel de malla
200-325. Para esta columna se utilizé como sistema de eluyentes hexano y
después mezclas de hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 65 fracciones
de 500 ml cada una, se elimind disolvente por destilacién a presién
reducida. Bl desarrollo de la cromatograffa se monitored usando
cromatoplacas de silica gel sobre aluminio.
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Las fracciones 17-40 eluidas con hexano-AcOEt (1:1),
s¢ reunieron dando un peso de 6.4 g .

Los 6.4g del  residuvo  anterior  fueron
recromatografiadas en una columna de silica gel (270.0 g), utilizando
como eluyentes hexano y mezclas de hexano-acetato de etilo, sc
obtuvieron 55 fracciones en total de 250 ml cada una, se¢ evapord el
disolvente por destilacién a presién reducida, de esta cromatograffa se
prosiguid con el aislamiento de los compuestos de la manera siguiente:

Aislamiento de la 3,5,7-trihidroxiflavanona (Naringenina)

De las fracciones 6-31, las cuales fueron obtenidas por
la elucién de la columna con hexano-AcOEt (7:3), precipité el compuesto
al adicionarle hexano, se filtrd al vacfo. Se recristalizé en una mezcla de
CH;Cl,-MeOH y se obtuvieron 400 mg de un sélido cristalino. Con un
punto de fusibn de 247-248 °C. Se identificé como la 5,7,4'-
trihidroxiflavanona, 30404142

El compuesto presenta las siguientes caracteristicas
espectroscopicas:

KBr
IRV . cm! : 3400 (OH asociado), 2943 (C-H ,alifftico),
1694(C=0 quelatado),1639(CH=CH aromdtico),
1604 (CH=CH, aromdtico), 1271 (C-O-C, anillo
de pirano), 1163(C-O fenol)

EMIE 70 eV m/z: (Int.rel): 272 [M]+(CsH,20s) (100),

271 [M-1]+(51), 179[M+ - anillo B](24),
153 [C7H504] +(71),120 [ CsHgO](40) .
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RMN !H (200 MHz)(Acetona deuterada) (ESPECTRO 2) O (ppm):
2.3(H,dd, J=3.1, 17.1 Hz, H-3 ecuntorial )
2.89(H, dd, I=12.8, 17.1 Hz, H-3 axial)
5.12(H,dd, 1=3.1, 12.8 Hz, I-2)
5.80( 2H, s, H-6, H-8)
6.70 ( 2H, d, J=8.62, H-3',-5")
7.09 (2H, d, J=8.62, H-2',-0")
11.9 (H, s, OH quelatado)

RMN 13C (CDCl3) ( 50 MHz)(ESPECTRO 4) d (ppm):
78.6(C-2), 42.7(C-3),195.4 (C-4), 163.8(C-5),
96.2 (C-6), 166.6(C-7), 95.2(C-8), 162.8 (C-9),
102.0(C-10), 128.7 (C-1), 127.4 (C-2),
115.4(C-3"),157.5(C-4"),115.4(C-5"),127.4(C-6").

Acetilacion de Ja 5,7 4'-trihidroxiflavanona

La flavanona (50 mg) se acetilé con anhfdrido acético
0.8 ml y 6 gotas de piridina, se dej6 en una bafio de vapor durante 4
horas. La acetilacién se monitored por c.c.f. Transcurrido el tiempo de la
reaccién se elimind el exceso de anhidrido acético y piridina al alto vacfo.
El residuo se purificd en una placa preparativa de sflica gel (20 x 20 cm)
de 2.0 mm de espesor en un medio de elucién (hexano-AcOEt 1:1),
obteniéndose 27.4 mg de acetato.

RMN !H (200 MHz)(Acetona deuterada) (ESPECTRO 3) 6 (ppm):
2,36, 2.30, 2.8 (9H, s, 3H x Acetato)
2.75 (H, dd, J=3.0, 16.8 Hz, H-3 ecuatorial )
3.02 (H, dd, J=13.4 ,16.8 Hz, H-3axial)
5.47 (H, dd, J=3.0, 13.4 Hz, H-2)
6.52 (M, 4, 1=2.1, H-6)
6.76( H, 4, ]=2.1, H,8)
7.12 2H, 4, 1=8.6 , H-3',-5")

7.44 2H, d, J=8.6 , H-2',-6") 50
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Aislamiento del 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavanona (Aromadendrina).

Las fracciones 32-41, ecluidas con hexano-AcOEt
(6:4), se reunieron para dar un peso de 640 mg, los cuales se purificaron
en una columna pequeiia empacada con gel de sflice 70/230. Las
fracciones que se recolectaron fueron de 25 ml, se monitoreé la
cromatograffa por c.c.f. Las fracciones se reunieron y se obtuvo 180 mg
de un polvo cristalino blanco (Compuesto II), se recristalizé en una
mezcla de EtOH-éter, mostr6 un punto de fusién de 230-231°C, se
caracterizé como 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavanona, 44454647

El compuesto presenta las siguientes caracteristicas
espectroscopicas:

IR Vo (CHCl3)em! : 3391 (OH, asociado), 2918 (C-H, alifdtico ),

1633 (C=0 quelatado),1614(CH=CH aromdtico),
1596 (CH=CH, aromdtico).

EMIE 70 eV m/z (Int.rel): 288 [M]*(C st 206 )(42) ,
259 {M-CHO]+(59), 165 [M-CHO- anillo B}(24),
153 [C7H;504]+(100), 136 [CgHO,]1+ (32),
134 [CgHs03] (39), 107 [C;H,0]+(42).

RMN !H (200 MHz)(Acetona deuterada) (ESPECTRO 7) 8(ppm):
3.39 (H, d, J=3.5 Hz, C3-OH)
431 (H, dd, J=11.5, 3.5 Hz, H-3)
4,79 (H, d, J=11.5 Hz, H-2 )
5.77 H,d, J= 2,0 Hz, H-6)
582 (H,d, 1=2.0Hz, H-8)
7.15 2H, d, ]=8.5 Hz, H-2’,-6")
8.8 (H, s, C7-OH 6 C4’-OH)
10.05 (H, s, C7-OH 6 C4'-OH)

11.34 (H, s, Cs - OH quelatado) 51
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RMN 13C (CDCl3) (50 MHz)(ESPECTRO 9) d(ppm):
84.3(C-2),73.1(C-3),198.2(C-4),167.8(C-5),
97.0(C-6), 165.0(C-7),96.0(C-8), 164.2(C-9),
101.5(C-10),129.1(C-1"),130.3(C-2"),
115.9(C-3"), 158.8 (C-4"), 115.9(C-5"),
130.3(C-6").

Acetilacion del 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavanona

La acetilacion del compuesto (piridina-anhidrido
acético), produce el correspondiente tetra-acetato 456 [M]+.Para este
compuesto sc¢ siguid la misma metodologfa que para la 5,7,4-
trihidroxiflavanona.

RMN !H (200 MHz)(CDCl3 ) (ESPECTRO 8) d(ppm):
1.99 (3H, s, C-3, Ac), 2.28(3H, s, Ac)
2.29 (3H, s, Ac), 2.35 (3H, s, C-5, Ac)
5.41 (H, d, J=12.2 Hz, H-3 axial)
5.69 (H, d, J= 12.2 Hz, H-2)
6.58 (H, d, 1=2.2, H-6),
6.75 (H, d, 1=2.2, H-8)
7.14 2H, d, 1=8.6 , H-3',-5")
7.46 24, d, J=8.6 , H-2',-6")
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Aislamiento de 3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavanona (Taxifolina) .

Las iltimas fracciones 42-50, eluidas con hexano-
AcOEt (1:1) en la segunda columna, se reunicron lo cudl nos proporciond
88 mg de compuesto impuro se purificé en una placa preparativa de silica
gel (20 x 20 ¢cm) de 2.0 mm de espesor, desarrolldndola en un medio de
elucién hexano-AcOEt (1:1). Se obtuvo 56.9 mg de! compuesto 111, polvo
cristalino de color amaritlo con punto de fusién de 224-225 °C, sus datos
espectroscGpicos coinciden con los descritos en la literatura para el
dihidroflavonol Taxifolina, 515253
El compuesto presenta las siguientes caracteristicas
espectroscopicas: ‘

KBr

IRV = cem! :3429( OH asociado), 2929 (C-H, alif4tico)

1639 (C=0 quelatado), 1605 (CH=CH aromticos),
1278 (C-0-C).

EMIE 70 ¢V m/z (Int.rel): 304 [M]*(CysH;207)(37),
276 [M-CO]+(26), 275 [M-CHO]+47),
165 [M- CHO - anilloB](25), 153 [C7Hs04]*(100),
152 [CgHg03]*(35), 123 [C1H702]+(46).

RMN !H (200 MHz)(Acetona deuterada) (ESPECTRO 12) 8(ppm):
4,61 (H, dd, I=11.4, 3.0 Hz, H-3 );
4.69 (H, d, J= 3.0 Hz, C3-OH);
5.02(H, d, I=11.4 Hz, H-2);
5.94 (H, d, J=2.1, H-6);
5.98 (H, d, J=2.1, H-3);
6.85(H,d, J= 8.1 Hz, H-5");
6.92 (H, dd, J=8.1, 1.9 Hz, H-6")
7.06 (H, d, J=1.9, H-2")
11.71 (H, s, Cs- OH)
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RMN H (200 MHz)(CDCIi3,DMSO) (ESPECTRO 13) 8(ppm):
429 (H, d, I=11.4 Hz, H-3 );
4.74 (H, d, J=11. 4 Hz, H-2 };
3.76 (H, d, I=2.1, H-6);
5.81 (H, d, I=2.1, H-8);
6.68 (2H, s, H-2",5");
6.84 (H, s, H-6")
11.40 (H, s, C5-OH)
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Actividad biologica
de los compucstaos aislados
SCREENING:
Actividad antimicrobjana

Se realizaron los ensayos con la finalidad de determinar
la actividad antimicrobiana de cada extracto: hexano, CH2Cl2, MeOH,
posteriormente de los compuestos aislados del extracto mds activo.

Se probd en este ensayo Penprocilina G (224 pg/disco
frente a E,coli y 50 pg frente a §. aureus) la cantidad utilizada de los
extractos fué de 1000 pg/disco, mediante el método de halo de inhibicién
en disco 54.Se utiliz6 como medio de cultivo Agar para antibi6ticos No. 1
(BIOXON).

Se obtuvieron los siguientes resultados: el extracto de
hexano, al igual que el extracto de CH2Cl2 no presentan actividad
antimicrobiana, el extracto de metanol si presenté actividad frente a los
microorganismos probados, los resultados se describen en la tabla 5.

TABLA §.- Actividad antimicrobiana de los extractos de
Prunus serotina ssp.capuli

MICROORGANISMO | HEXANO | CHyCh METANOL | PENPROCILINA

S.aureus Gram (+) | NEGATIVO |NEGATIVO

E.coli Gram(-) |NEGATIVO |NEGATIVO | NEGATIVO |12 mm
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Como el extracto de MeOH mostrd  actividad
antimicrobiana, se realiz6 el mismo ensayo para jos compuestos aislados
de ¢l, ademds se probaron frente a la cepa de Mycobacterium smegmatis,
se siguié la misma metodologfa, con una variante se probaron los
compuestos LILII a una concentracién de 500 pg/mi(Tabla 6).

TABLA §-- Actividad antimicrobiana de los compuestos aislados de
Prunus serotina ssp, capuli

ICROORGANISMO

S.aureus Gram (+)

E.coli Gram(-)

M. smegmatis

Ensayo de foxicidad en Artemnia salina

Este cnsayo se realizo con larvas del crustdceo Artemia
salina% de 48 horas de incubacién , se colocan en un frasco vial, el cual
contendrd fa solucién con la cantidad exacta de extracto a probar o'de fos
compuestos (fa prueba se realiza por triplicado.). Del extracto se probaron
200 pg y para los compuestos I, II, IH fueron 100, 50, 25, 12.5 ug /ml.
Los resultados se leen a las 24 horas para determinar el % de mortalidad.
(Tabla 7).
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TABLA 7.- Toxicidad de los extractos de
Prunus serotina ssp. capuli

Extracto Concentracion % Mortalidad
mg /ml
HEXANO 200 6.6
CH2Clp 200 6.6
METANOL 200 13.6

Los compuestos [I,ILIII, no presentaron toxicidad a los dosis
probadas.

5 ing de Actividad antiinflamateri

La actividad antiinflamatoria se determiné por el
método de Winter56, usando tres ratas por compuesto. Los animales se
dividieron en dos grupos [control (grupo tratado con el vehiculo) y
muestra (grupo tratado con el compuesto LID]. Tanto los compuestos
como el vehfculo se administraron 60 minutos antes de inyectar la
carragenina, la via de administracién fué oral, las dosis probadas fueron
de 100 mg/Kg, la disminucién del edema que provocaron los compuestos
LII, se compard de 0 a 5 horas con respecto al control (Tabla 8).

TABLA 8.- Actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de
Prunus serotina ssp. capuli

GRUPO DOSIS (oral) | % Actividad anti-
inflamatoria

CONTROL

Vehfculo
coMpuisTol | 100 g/ Kg
compugsTonl_| 100 mg/ Kg
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Screening: Inflamacién en la pata de la rata inducido con carragenina
Grafica del curso temporal del edema inducido por carragenina.
100 T
90 +
80 T
70 +
60 +

50 +

% EDEMA

40

30

20 +

0 ! 2 3 4 5
HORAS

Control X Compuesto [ 0 Compuesto II
Cada punto de la gréfica representa el promedio de tres animales

Figura 2.~ Gréfica de % de edema contra tiempo (horas) de la actividad de 2 de
fos compuestos aislados de la corteza de Prunus serotina ssp. capuli. Se
observé que el compuesto II tiene posible actividad antiinflamatoria con
respecto al control, a el cual sélo se le administré el vehfculo (Dimetil
sulféxido 1%+ metil celulosa 0.5 %), y en donde no se observé disminucidn
del cdema.
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TABLA 9.- Actividad biolégica descrita en la literatura para los
compuestos aislados

ESTRUCTURA NOMBRE ACTIVIDAD Ref.
Antifingica 57
OH
©/ NARINGENINA | Aptibacteriana 30, 57
HO 0L
Antiulcerosa 58
OH 0O Inhibidor de la 59
Cy5H0s AMPcfclico
fosfodiesterasa
OH
HO 0 \\\\©/
OH AROMADENDRINA |Fungicida 57
OH 0
CysH 1206
OH
o Fungicida 57
Ho 0 TAXIFOLINA -} nhibicién del
desarrollo de 60
OH larvas.
OH 0
CisHp0y







CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Del extracto de acetato de etilo de la planta se aislaron tres
compuestos de tipo flavonoide, los cuales estan descritos en la literatura,
una flavanona (Naringenina) y dos dihidroflavanoles (aromadendrina y
taxifolina).

Los resultados de la actividad bioldgica nos dejan ver que
quizd sean los responsables de la actividad farmacoldgica que se le
atribuye a la planta (corteza), ya que presentaron posible actividad
antibacteriana y antiinflamatoria a las dosis probadas. ‘

Prunus serotina ssp. capuli es una planta originaria de
América, cuyo uso medicinal se haya muy difundido en México, de la
cual no existen datos farmacolégicos que validen dicha utilizacién.

Sin embargo los resultados de la presente . investigacidn
abren la puerta a realizar pruebas farmacolGgicas para los compuestos
aislados, estudiar las hojas y rafces de la planta para poder encontrar una
correlacién entre los posibles metabolitos de éstos con los aislados de la
corteza.
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