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1, INTRODUCCION.



INTRODUCCION,

El ¢l objetivo de la quimiotaxonomia es dar a conocer las relaciones entre
las clasificaciones filopenéticas de los vegetales y la naturaleza quimica de las
sugtancias que conticnén o pueden contener, cn particular los  Namados
metabolitos secundarios’,

Las proteinas, los lipidas, polisaciridos, cte, son los constituyentes
fundamentales para la sobrevivencia del organismo y éstos son considerados como
metabolitos primarios’. Los metabolitos sccundarios o productos naturales, son
sustancias caracteristicas de un determinado grupo de plantas y los cunles se
derivan de los metabolitos primarios. Hasta el momento se desconoce la funcion
quc desempeitan Jos metabolitos  sccundarios en las plantas;, sin ¢mbarga,
actualmente revisten de wno gran importancia desde ¢l punto de vista quimico,

farmacoldgico y econdmico’,

rara ¢l botinico, In informacion sobre los componentes quimicos de las
plantas le es indispensable cuando los caracteres morfologicos externos o internos
facitmente determinables, son insuficientes para decidir Ia posicion taxondmica de
ciertos vegetales,

Asi mismo, resulta ventajoso o 0l para el quimico apoyarse en criterios
quimiotaxonomicos al seleccionar las plantas a estudiar, al decidir los tipos de
sustancias que puede aislar y al escoger la metodologia mis apropiada para su
aislamicnto y caracterizacion !,

No obstante, una caracteristica importante de los métodos fitoquimicos es
que' no existe uno exclusivo para atacar ¢l problemin del aislamiento de sustancias
presentes en las plantas. De esta forma, en of trabajo de investigacion se requicre
‘el empleo de diversas téenicas: ya que para aislar un compuesto quimico de un



vegetal es necesario en primer lugar extraerlo. el extracto “crudo™ obtenido
contendrid numerosas sustancias, para lograr su aisluniento v purificacion es
necesario  conformar una estriégin de  separacion.  Una vez obtenidas las
sustancias puras se procederd a determinar sus propiedades fisicas, quimicas y
espectroscopicass,

Hasta la Scgunda Guerra Mundial, los métodos comunmente utilizada para
la separacion. y purificacion de las sustancias era la cristalizacion, destilacion y
extraccion con disolventes selectivos. De 1930-1940, fue empleada la distribucion
Current-Counter y mds ampliamente usada la  cromatografia de adsorcion y
particion. Martin y Synge desarrollaron la cromatografia de patticion y papel;
mientras que James y Martin dieron a conocer el uso de la cromatografin gas-
liquido, la cual influyo considerablemente en el trabajo de la quimica de productos
naturales.

En 1940, la determinacion estructural de una sustancia se lograba por
medio de la aplicacion de las téenicas de ultravioleta -Gillin, Morton y Braude- ¢
infrarrojo  -Thompson, Price y Bellamy-, y por la aplicacion de ciertas
transformaciones quimicas. En 1950 se da aconocer el primer instrumento de
Resonancia  Magnética Nuclear -RMN-. La  espectrometria de  masas - por
ionizacion quimica e impacto electronico proveen el peso molecular del
compuesto. En 1960 el mejoramiento de la RMN y otras téenicas espectrales
-difraccion de rayos X- coadyuvan a una deduccion estructural mds precisa 4.

Los grandes avances realizados durante las dltimas dos décadas en las
técnicas  espectroscopicas, - aceleraron  los  estudios en la quitica de los
productos naturales, Estos avances son particularmente en ¢ campo de la RMN
-espectroscopia de RMN en dos dimenciones- y en espectrometrin de  masis
-nuevas técnicas de ionizacion, tules como bombardeo atomico positivo o
negativo, etc.- 3,

Cabe mencionar, que el estudio de las plantas actualmente ticne. como
proposito ¢l aisfamicnto de sustancias que poseen una determinada wtilidad para cl
ser humino -colorante, agroquimico, farmico, etc.-. Asi mismo, ha propiciado un
desarrollo en la sintesis organica por. la gran gama de sustancias aisladas, algunas
de las cuales han sido objeto de metadologias sintéticas totales y parciales: que




han coadyuvado al desarrolto de la quimica orgdnica en particular y de la quimica
como una ciencia que esta involucrada muy estrechamente con el dasarrolio de las
sociedades modernas 6.7,

En ¢l presente trabajo se realizo un estudio quimico y biologico del extracto
ctanolico de Esenbeckia berlandieri Baill ssp acapulcensis (Rose), de donde fue
posible aislar 8 sustancias, 4 de las cuales fueron obtenidas de un estudio
preliminar; todas identificadas y caracterizadas como flavanonas preniladas; I
posicion del grupo prenito en ¢ C-8 de las flavanonas se determiné mediante
métodos espectroscopicos y reacciones de ciclizacion. - Adicionalmente, las
transformaciones quimicas realizadas, permiticron deteetar lus variaciones en los
desplazamientos quimicos, que presentaban os dtomos de hidrogeno y carbono.
Cabe mencionar, que la asignacion de las seiales en RMN-"C para cada uno de
los domos de carbono de las sustancias obtenidas como productos naturales, se
realizo por comparacion con fos desplazamicntos quimicos de sustancias similares
estructuralmente, los cuales se encuentran informados en ta literatura cientifica,
Asi mismo, fue posible determinar la concentracion letal media en Artemia salina
y la actividad antimicrobiana, tanto del extracto etanolico como de algunas de sus
sustancias aisladas. '



Y. ANTECEDENTES,



2., FAMILIA DE LA RUTACEAE.

El orden de las Rutales, incluye varias familias de amplia distribucion en
todo ¢ mundo, entre tas que se encuentran fa familia: Rutaceae, Meliaceae,
Simaroubaceae, Cneoraceae y Pacroxylaceae; siendo la Rutaceae una de las
familias de mayor diversidad botanica, como se observa en la tabla 13,

Tabla 1, Grupos taxonémicos dentro de las Rutales,

Rutacene ¢s una gran familin de drboles y arbustos, que en algunos casos
son hierbas, de gran importancia ccondmica por ser productora de los frutos
citricos comercinles -limones, naranjas, limas, cte.-; la que presenta ademas una
amplia aplicacion cn el campo de Ia medicina 9 P3gta familia estd constituida por
aproximadamente 150 géneros y 1600 especics, tiene una  distribucion
cosmopolita, pero se localizan principalmente en las regiones templadas v
wopicales, desarrollindose especialmente en Australia, Suddfrica y América 819
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La division intrafamiliar aceptada para esta familia comprende 7
subfamilias, coma sc ilustra cit la tabla 11 1.8

Tabla 1. Division intrafamiliar de la familia Rutaceac,

La mayorla de los géneros de la Rutaceae pertenecen o las subfamilias
Rutoideae, Toddalioidene y Aurantoideac; en tanto que las Spathelioideac,
Dictyolomatoidene y  Rhabdodentroideae corresponden o 3 pequefias
subfunilias8, 11,

Cabe mencionar que ¢l desarrollo de glindulas aceitosas que pueden
observarse a contraluz de las hojas como puntos transparenics, s una
caracteristica distintiva de la familia Rutaceae, ya que dstas sepregan un aceite
esencial, y el cual en algunos casos desprende un olor desagradable 9.

Asi mismo, 1a familin Rutaceae es una de las mis interesantes y complejas
con respecto a la quimica de los alcaloides, a la formacion de los limonoides,
flavonoides, furocumarinas y otros metabolitos secundarios, que pueden estar
presentes en sus frutos, semillas, hojas, tallos y raices.




A. Alcaloldes

Entre los alcaloides biosintetizados dentro de la familia Rutaceae se han
identificado como metabolitos caracteristicos a los derivados de la tirosina, del
dcido antranilico, del triptofano y los de tipo quinolinicos,

Los alcaloides derivados del dcido antranilico constituyen un grupo grande
confinado al orden de las Rutales, entre los que se encuentran los quinolinicos (1),
furoquinolinicos (2), dihidrofuroquinolinices (3). piranoquinolinicos lincales y
angulares (4 y 5 respectivamente) y los derivados de la acridona (6). Estos
compuestos s¢ pueden encontrar comunmente oxigenados en las posiciones C-2,
C-4 y substitidos en ¢l anillo aromdtico por grupos metoxilo o mas raramente por
grupos hidroxilo, C-prenilo u O-prenilo 8, '

0 OMe
'f Cliy (), CH, NT 0

OMe  Me
{0 @ o

0 ) 0
' 0 T Ol
Me !
) (5) 0)

Se ha informado que algimos de estos grupos de alealoides pueden mostrar
actividad biologica significativa, como los alealoides furoquinolinicos, los cuales
presentan actividad mutagénica; mientras que algmios derivados de la acridona
exhiben actividad anticspasmolitica'®.



Sin embargo, se ha descrito que la fototoxicidad y resultados mutagénicos
de las furoguinolinas es menos pronunciado que el de las correspondicntes
furocumarinas 10,

En contraste con los productos del antranilato, los alealoides derivados de
lirosing no son muy comunes en las Rutales; pero se han identificado en 5 géneros
de 1a familin Rutaceae: Zanthoxylum, Toddalia, Phellodendron, Tetradium y
[Fagaropsis; encontrandose mas comunmente fas benzo (C) fenantridinas, las que
en su mayorfa poseen actividad antibiotica pronunciada, en tanta que sélo algunas
de cllas presentan actividad anticancerigena!, Ejemplo de este tipo de alealoides
son la decarina (7), queleritrina (8), etc. aislados de fa wiz de Zanthoxylum
spinosum '3,

R R
M i It
8 Me Me

Entre los derivados del triptéfano es posible localizar  compuestos
indalquinazalinicos, tipo carbolina -kumujianina A, 9- y tipo cantinony -
nigakinona, 10- los cuales se pueden encontrar, mis comunmente en fa familia
Simaranbaceae que en fa Rutaceael. Estos tltimos alealoides -cantinona- pueden
presentar alguna actividad antibiotica, antifingica o citotoxica M

Otros compuestos derivados def triptofano son los carbazoles, que se
encuentran comunmente en algunos géneros de fa familia Rutaceae: Clansena,
Glycomis, Micromelun y Murraya; wn ejemplo de éstos es o heptazolina (11).
fgualmente este tipo de alealoides puede exhibir diversas actividades biologicas,
como son: antibacterianas, antimicoticas, antivirales, actividades antiinflantatorias,
analpésicas, antipiréticas y anticancerigenas 15,
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Encontrandose también tanto aminas alifiticas simples camo aromaticas.
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B. Cumarinas

Las cumarinas son sustancias mity comunes dentro del reino vegetal, que
presentan como esqueleto base a la 2H-1-benzopiran-2-ona (12); sin considerar los
mecanismos biosintéticos se les considera como derivados de fas Inctonas de los
dcidos orto-hidroxi(3)-cindmicos 16,17

(12)

Una caracteristica distintiva de las cumarinas aisladas de Rutaceae es que
presentan una funcion oxigenada en ¢l C-7, la que sogiere que los dcidos rans y
cis p-cumdricos son los precursores de las cumarinas aistadas de Rutaceas, camo
se muestra en el esquema 1.
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Esquema 1. Origen de las cumarinis

Bl acida p-hidroxi-rrans-cindmica (), formado de la deaminacion de la
fenilalanina sulre una oxidacion en la posicion orto- (b), seguido de una
glucosilacion ¢ isomerizacion al correspondiente derivado del dcido cis-cindmico.

Las cumarinas simples corresponden a compuestos hidroxilados, ast comoa
sus ésteres. Otras cumarinas presentan la adicion de wia unidad de 5-C. generando
cumarinas preniladas y sus derivados furano- y piranocnmarinas, las cuales son
sustancias caracteristicas de la familin Umbelliferae y Rutaceae 8. 17,

Su papel fisioldgico se conoce parcialmente, pese o su abundancia en la
naturaleza y & su diversidad estructural, pero se ha encontrado que pueden tener
efectos toxicos en animales -efectos diuréticos, vasodilatadores y propicdades
anticoagulantes-, algunas otras pucden cstinmlar el desarrollo de plantas, o bien
inhibir la germinacion de las semillas como en ¢l caso de las furanocumarinas.



C. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que poseen 15 domos de carbono, en los
cuales 2 nucleos bencénicos estin unidos por un eslabon de 3 carbonos: Ar-Cy-Ar,
de csta mancra se pucden distinguir: 1,3-diuil propanos (flavonoides, 13), 1,2-
diaril propanos (isoflavonoides, 14) y 1,1-diaril propanos (neoflavonoides, 15) 17,

' Q
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(1) (14) (15)

Los flavonoides son en su mayoria pigientos responsables de la coloracion
de nunterosas - hojas, flores y de algunos frutos; por tanto se- cncuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, generalmente en lu forma soluble de
glucosidos.  Probablemente  son  sintetizados o nivel de los  plistidos
citoplasmdticos, acumulindose en el jugo vacuolar. Se encuentran en ¢l mesofilo y
la epidenmis de las hojus, en la cuticula epidérmica de los frutos y se pucden
encontrar tambicn cn otos drganos 18,19,

La extraccion sc realiza generalmente con disolventes de polaridad
creciente, su separacion y purificacion se logra a través de las diferentes téenicas
cromatogrificas empleando diferentes tipos de fase cstacionarin -poliamida,
celulosa, silica, cle- Su identificacion se realiza a través de métodos
espectroscopicos y espectrométricos, donde lu espectroscopia de U.V tiene una
importancia especial, ya que presentan espectros caracteristicos dependiendo de la
naturaleza y posicion del sustituyente, los cuales pueden ser modificados por
jonizacion, reacciones con dcidos de Lewis o por formacion de complejos 18, 20,



Cabe mencionar que el término flavonoide abarca estructuras muy diversas
. Como son:

- 2-Fenileromonas: flavonas (16), flavonoles (17) y flavanonas (18),

- 2-Fenileromanos (flavanos): 3-flavamol (catecol, 19) y 3 4-flavandioles (20).

- Flavilios: antocianos (21).

- Chalconas: formas isomeras abicrtas de Jas Ravanonas (22).

- Auronas: homologos de Jas flavonas con heterociclo pentagonal
(2-bencilideno cumaranonas, 23) 17,
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Ademis, este tipo de compuestos pueden encontrarse en su forma libre o
como glicosidos, :

A pesar de la gran diversidad de Yos flavonoides su presencia en las Rutales
no cs muy conocida; encontrindose hastu este momento unicamente dentro de
algunos géneros de las Rutaceae: Cirrns, Murraya, Mervilia, Micromelum 'y
Melicope, los cunles producen flavonas (16) , flavonoles (17) y flavanonas
polioxigenadas (24); encontrindose en muchos casos compuestos altamenic
mctifados; asi por ejemplo, del géncro Melicope se ha aistado melimervina (25),
mientras que del géncero Merrilia se ha obtenido eupatorina (26) 8. 17 '

13



En lo que respecta al género Citrus, se han aislado  principalmente
Navanongs glicosidicas, tales como: naringina (27), neohesperiding (28) y

hesperidina (29), y en algunos otros casos flavanonas en su forma libre, como la
hesperitina (30) 2!,

HO

i
H
i
i

ot o : ot 0

(24 (25)

Ol

OMe :
MeO 0,

MeO

Ol 0

RI RJ 'R] ‘

(20) QD O OCu-2)RBa

(28) Oll OMe OQu(l-2)Rha
(29) Oit OMe  OCu(1-6)Rha
() O OMe OH

Dentro de lus principales actividades biologicas que presentan algunos
flavonoides s que son antioxidantes, otros son inhibidores enzimaticos o hien
pantalla frente a radinciones nocivas 19,

Por otro lado, se ha informado que fa administracion de mezclas de
flavanonas tal camo hesperiding (29) y eridictiol (24), Wanada citrina conducen a
un decremento en la permeabilidad y fragilidad de capilares sunguincos 22,



En algunos ofros casos se ha descrito que ciertos flavonoides prenilados
presentan importartes actividades biologicas -antifimgicas- 23.

D. Limonoides y Quassinoides

Los limonoides y quassinoides son conjuntaniente con los alcaloides
derivardos del acido antranilico, los metabolitos mas caracteristicos de las Rutales,
Ademds, por su diversidad estructural y por su actividad biologica, ¢éstos han
despertado un gran intéres desde el punto de vista quimico y biologico 24,

Cabe mencionar que In actividad biologica exhibida por fos quassinoides cs
comparable a la de los limonoides; pero en términos de citotoxicidad y et
particular de la actividad antimaldsica y amocbicida, los quassinoides son mis
interesantes 8.

Los limonoides y quassinoides parten de un origen comun, ¢l triterpeno
tetraciclico tirucallol (31, 20-S, H-20a) y mis raramente enfol (31, 20-R, H-

20p)8.
]

HO'

a1

Los limonoides estan relacionados principalmente con Jas Familias
Rutaccae, Meliacene y Simaroubaceae. Dentro de la Rutaceae cs posible
localizados en las tres subfmuilias mds grandes: Toddalioidea, Aurantigides y
Rutoideae;, asi mismo, se encuentran amplianiente distribuidos en 6 géneros de
estus subfamilias: Casimiroa, Phellodendyom, Evodia, Vepris, Dictamnus. y

15



Citrus, o partiv de los cuales se han aislado principalmente nomilina (32),
obacunona (33) y limonina (34) 25

/——()
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Owos metabolitos secundarios encontrados en 1a familin Rutaceae son los
acetofenonas y cromonas.

Un rasgo caracteristico de algunos de estos metabolitos secundarios, como
se ha visto, es la presencia del hemiterpeno de 5-C, el cual juega un papel
importante en la diversificacion de metabolitos secundarios, particularmente en la
Rutaceac®, como se discutiva mis adelante,

ste tipo de sustituyentes se pueden encontrar unidos mediante una C-

prenilacion u O-prenilacion, tanto en alcaloides como en cumarinas, Navonoides,
~ cromonas y esqueletos de acetofenona, como se indica en la tabla 111,
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Tabta HI. Metabolitos secundarios prenilados, aistados de Ia familia Rutaceae.
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La gran diversidad estructural en Ja familia Rutacene, se debe a la facilidad
de biosintetizar intermediarios prenilados que pueden ocurrir por varios caminos.
El sustituyente de 5-C (prenilo) o mds raramente de 10-C (geranilo) puede
someterse a un gran nimero de reacciones de oxidacion, reduccion, deshidratacion
y de esterificacion que comienzan con la epoxidacion del enlace doble, ver
esquema 2,
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Esquema 2: Posibles interconversiones biogenéticas en el 3-metil-but-2-enil,

La cadena isoprenilica ademis de estare epoxidada, monohidroxilada,
dihidroxilada, puede encontrarse ciclizada, como en el caso de fwo- y
piranocompuestos, lo cual explicn el gran nimero de estructuras descritas 8. 35,

Las furocumarinas y alcaloides furoquinolinicos son muy caracteristicos de
las Rutaceae, En cmbio las piranocumarinas y alcatoides piranoquinolinicos son
frecuentes pero menos comunes que su isomero furano 35 Sin embargo, el sistema
pirano es mds comin en alcaloides tipo - acridona, carbazol, acetofenons y
cromonas 8, 34,

En afios pusados, se habia asumido que el anillo del furano era obtenido in
vivo por ciclizacion oxiditiva de un grupo prenilo adyacente o una funcién
oxigenada. Pero en 1969, evidencias experimentales dan aconocer la secuencia de
ciclizacion considerada para la obtencion de la sal alcaloide N-metit platidesming
al ser estudiada de Skimmia japonica -Rutaceie-, ver esquema 3 36,
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Esquema 3. Sccuencin de ciclizacion para la obtencion del alcaloide N-metilplatidesmina
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Algunos de estos intermediarios y productos finales han sido aislados de
algunos géneros de Rutaceae, los cuales pucden apayar esta ruta biosintélica
propuest:  (+)-(R)-platidesming  ~Zanthoxylun  parviflorum y - Comptonella
sessiliofoliata, Platidesming  campulata-, dictaming -2 parviflornm y C.
sessiliofoliata-, skimmianing -Agathasma bisulea, A. capensis, A thymifolio, A,
peglerae y Choisya ternata-, evoxina -Ch. ternata- 'y chaisyna -Ch. ternata-36. 37,

Algo andlogo sucede can las cumarinas. como se ilustea en ¢l esquema 4,
para ¢ caso de la dihidroxifurocumaring -marmesing, 16a- obtenida de Ruta
graveolans36.

La participacion de In dimetilsuberosina (14a) como intermediario en la
biosintesis de furanacumarinas lineales ha sido mostrado por Brown y Steck. La
dimetilsuberosing aislada de Toddalia acrleata y meranzing (15a) obtenidy de
Compionella avramtinm son precedentes que confirman fa formacion del epoxido.
De esta manera, la formacion de Ias furanocumarinas involucra directamente a ln
dimetilsuberosina y merazina coma precursores de fas furanocumarinas lineales o
angulares 38, 39, De igual manera, este esquema es apoyado al encontrar que la
martcsina (16a) es transformada @ wna furocumarina lineal en Ruta graveolans y
columbiametina (17a) en furocumarinas angulares en Heracleum lanatum v en
Angelica archangelica.

En o que respecta a los derivados aromaticos dibidvopiranos, se ha informado
que en algunos casos pueden encontrarse como isomeros de los furanocompucstos,
esto ha sido demostrado en algunas de las especies de las Rutaceas yar estudiadas;
como es ¢l caso de Balforodendro riedeliarnm de la cual se han obtenido
isdmeros: (+)-balfauriding (254) y (+)-isobalfuridina (31a), micntras que en ofros
casos s¢ han obtenido de Lunasia omara pares de  enantiomeros; (-)-
hidroxilunacrina (ver 25a) y (-)-lunacrinnl (300), ver esquema 5 35, 37,40,
 Se ha propuesto, de acuerdo a evidencias in vino que ta cpoxidacion del
grupo prenito es un paso involuerado en la ciclizacion biosintélica, como s¢
mucstra cn ¢l esquema 6, en el que Ja prenileromony (32a) produce hamandol
(33a) y visamminol (34a) en presencin de perdcidos con sus medios especificos
-CHCl3/H* y NallCO;- 36. 41,

24



16a. (+)- (S)- marmesina

18a. Proralem

|

R = OMo Rz‘-‘ H
Ri=H  Ry=OMs anthoxna
Ry=Ry= OMo Isopimpinelling

bergapteno

15a R=Mo, (+)}-(R)-nwtanzinn

15"
(113

17a. R=H, (+)- (S)- columbimetina
17h. R=P-D-gentiabiosil, () 1S)- columbi

Rlﬁ H R_=OMe imbergpleno
R=0Me  R’=1l  sphondina
R-l=»' R = OMe pimpinelling

Esquema 4, Secuencia de ciclizacion para la formacion de furanocumarinas.
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Esquema 6, Formacion de pirano y furocromonas apartir del haumaudol,

De-esta mancra, se ha observado que la epoxidacion del prupo preuilo,
tiende a presentar upa ciclizacion espontinea; al considerar la eslercoquimica de
esta ciclizacion, se puede proveer cf soporte pari la obtencion de dihidrofuro y
dihidropiranoderivados, asi como su configuracion absoluta respectiva, tal como
se ilustra en cf esquema S,

Ademis, estudios experimentales realizados a mds de 12 especies de
plantas, cn los que se obtuvieron mis de 15 furocumarings y furoquinoliias,
apoyan fa biosintesis de estos 2 grupos (esquenas 3 y 4) 36,



2.2, GENERO IS

NBECKIA.

De acuerdo con Engler el género Esenbeckia se encuentra dentro de ta tribu
Cusparieas, una de las 5 tribus pertenccientes de ta subfamilia Rutoideae, ver
Tabla 1V 10,

Tabla IV. Tribus pertenecientes a Ia subfamilia Rutoideae.

EI género Esenbeckia es un género cosmopolita que esta constituido por
aproximadamente 30 especies, 17 de Jas cuales se localizan en México,
principalmente cn las zonas selviticas y tropicales de los estados de Veracruz,
Guerrero, Michoacin, Oaxaca y Chiapas 12, Son arboles o arbustos de 1-15 m de
altura, con tronco de 5-50 em de diametra, hojas alternadns u opuestas,
influorescencia en forma de panfcula, las flores presentan un didmetro de 5-7 mm,
con fruto capsulado ¥,

Los estudios quimicos realizados para este género, indican que los
limonoides, las furanocumarinas y tos atealoides derivados de ta acridona son los
constituyentes principales de las mismas. La tabla V muestra los tipos de

metabolitos secundarios de las especies del género Esenbeckia aislados hasta
ahora,

28



1.~ Alcaloides furoquinolinicos 5.- Cumannas 8.- Flavonoides 11.- Triterpenos
2 .- Alcaloides derivados de 1a acridona 6.- Furanocumarinas 9 - Limonoides 12.- Lignanos
7.- Fluroglucinoles 10.-Poliprenoles 13.- Amidas

3.- Alcaloides quinolinicos
4.- Alcaloides indolicos

TABLA V. METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE ESPECIES DEL GENERO ESENBECK/A.



2.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA DIE PRODUCTOS NATHRALES.

Como se indicd anteriormente, en algunos casos, no solo se ha informado
del aislimicento de compuestas quinicos novedosas dentro de la familia Rutaceae;
sino que ademds, se menciona ol uso farmacoldgico o la actividad biologica que
presentan algunos de estos metabolitos, !

Fs un hecho que las plantas medicinales son fuente potencial de principios
activos o bien que sus extractos pueden presentar una actividad farmacalogica.

En algunos casos, cuando el principio activo no se puede sceparar y para
facititar Ia focalizacion de esta actividad, el estudio se hace biodirigido; es decir se
va siguiendo la actividad biologica tanto de los extractos obtenidas como de fos
productos aislados de ellos 50,

Los mélodos de seguimiento incluyen bioensayos, que en esta ctapi no son
especificos, puesto que se busea solo una respuesta de toxicidad frente a diversos
organismas de prueba, ya que pueden dar indicio de una actividad especifica que
se investigard posteriormente 6.

Iis recomendable que estos métodos sean rapidos, seguros, baratos y
convenientes como una herramienta general de bioensayo.

Un biocnsayo general que detecta una posible actividad farmacologica de
plantas o de productos quimicos naturales, rapido, de bajo costo y que se puede
realizar en cualquier laboratorio de investigacion, es el métodd basado en la
utilizacion de un diminuto crusticeo: La larva de Artemia saling 31,
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A. Artemia salina

Artemia es el nombre de el Anastrocan crustaceans -comunmente es
lHamado camardon hada-, que pertenece a la subclase Branchiopoda -los fitopodos-.
Esta Artemia cs también comummente ltamada camaron sulmuera,

Son de cuerpo ligero, con wna caracteristica que es fa ausencia de un
caparazon, desarrotlan una clava segmentacion y son evidentes 3 regiones: caheza,
torax y abdomen. :

El torax conticne 11 segmentos, cada uno de los cuales sirve como de
locomocion, alimentacion y de respiracion; 8 segmentos componen ¢l abdomen, ta
transmision entre ¢l torax y ¢l abdomen es may claro, los primeros dos segmentos
abdominales contienen al Gtero en las hembras y en tos machos la vesicula seminal
y-una pareja de pencs. '

Las dimensiones de la Artemia dependen de 1a especie, del medio que Jus
rodea, ademis de que son afectadas grandemente por la temperatura: pudiendo
medir en algunos casos 10-12 .

El color es usualmente un rojo claro ¢n agaa con poco oxigeno, pero en
medio con alta oxigenacion tienden a tener un color rojo pilido para hembras y un
rosa pilido para machos 52,

B. Bloensayos frente Arremia salina.

El bioensayo frente Artemia saling, ¢s un método que detering Lo
toxicidad -Cl.so en ppm- de productos naturales: tanto del extracto, como de lus
sustancias aisladas del mismo; algunos cjemplos recientes en los que se demuestra
la aplicacion de este método, se dan a conocer a continuacion:

e Algunos metabolitos secundarios aislados de Esenbeckia nesiotica. tales como
los floroglucinoles, presentan wnn actividad moderada frente a los bioensayos
de Artemia salina 46,
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o Kokusaginina aislada de Esenbeckia belicensis muestra actividad frente
Artemia salina 47,

e Los extractos metandlicos de Chioccocca alba, Ocimum basilicum,
Cnidoscolus acanitifolius, Ocimum micranthum y Bursera simaruba, muestran
actividad biologica frente a algunos microorganismos y Artemia salina 33,

o Los extractos de losthephane madrensis, Roldana sessiliofolia, Liatris punciata
e lostephane heteraphylla, asi como sustancias aisladas de estas especies -
diterpenos  policiclicos, bisabolonas, cromonas, cumarinas y lactonas
sesquiterpénicas- presentan efectos importantes durante un cemimiento
bioactivo realizado, en el que se usaron pruecbas de Artemia salina,
evaluaciones microbiologicas y citotdxicas 54,

¢ Metabolitos secundarios obtenidos de Casearia corymbosa, tales como mezclas
de poliisoprenilalcanos, muestran ser no toxicos frente Artemia saling mientras
que (+)-catequina si posee actividad 35,

¢ El extracto diclorometanico de Camanella achalensis muestra una notable
toxicidad en los ensayos de Artemia salina 56,

e De las fracciones obtenidas del extracto diclorometinico de Chomolaena
adorata 'y de las sustancias obtenidas de los mismos -5,7-dihidroxi-4'-metoxi,
6-hidroxi-5,7,4-trimetoxi y 5,7,4"trihi droxi-6-metoxi flavonas- fue determinada
su actividad biologica frente a bioensayos realizados con Artemia salina y
pruebas de antibiosis 57,

Para este estudio farmacoldgico preliminar es necesario realizar otros tipos
de bioensayos que sean un poco més especificos, como las pruebas
antimicrobianas,  antivirales, antifungicas, citotoxicas, etc., las cuales permiten
determirar 1a actividad biologica que poseen estas sustancias.

La inquietud de encontrar los principios activos que existen en estas

plantas, y que son los responsables de sus propiedades curativas, marco el paso
definitivo para el rapido desarrollo de la fitoquimica.
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Asi pues, un estudio completo e integrado de las plantas medicinales,
requicre de una investigacion ctnobotdnica -uso medicinal de la planta-, de: su
identificacion botdnica, de wn amilisis fitoquimico que permita aislar algin
principio activo o bien determinar la actividad biologica de sus extractos, y como
altimo paso la determinacion de su actividad farmacoldgica,

De esta forma, mediante una investigacion interdisciplinaria; en donde se
conjuntan la etnobotanica, la fitoquimica y la farmacologia, se pueden confirmar

por métodos modemos ¢l conocimiento que nuestros antepasados dejaron sobre ¢l
uso de las plantas medicinales 6,
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L PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

México es un pals que posee una gran riqueza y variedad de recursos
vegetales - mas de 30 000 especics -, sin emburgo, uno de los principales
problemas que se enfrenta en la actualidad, es la informacion que se tiene sobre
las plantas cxistentes en nuestro pals, la cual resulta ser escasa cn su literatura
cientifica, en cuanto al tipo y contenido de compucstos quimicos presentes en las
diversas especies vegetales; asi como también, en relacion a los aspectos
farmacoldgicos y toxicologicos.

Estudios quimicos realizados u especies vegetales del género Esenbeckia,
indican que entre sus principales constituyentes quimicos se encuentran los
alcaloides furoquinolicos, los alcaloides derivados de la acridona, cumarinas,
furinocumarinas, limonoides, flavonoles y flavonoides.

Una caracteristica particular que presentan las cumarinas, alealoides y
flavonoides aislados de esta familia, es la incorporacion de un grupo prenilo o
geranilo en su estructura base mediante una C- u O-alquilacion.

Por otro lado, estudios farmacoldgicos realizados a algunos de estos
compuestos, han demostrado que éstos poseen algunn actividad biologica o
farmacologica.

Dado que en nuestro pais se encuentra la mayoria de las especies vegetales de
Esenbeckia, las cuales son fuente de una gran variedad de metabolitas
sccundarios que presentan gran interés desde ¢l punto de vistu quimico y
farmacologico - como ya se sefiald anteriormente -, entonces, resulta de gran
importancia y utilidad realizar en el presente proyecto ¢l estudio quimico y la
determinacion de la actividad biologica de las flavanonas presentes en el extracto
ctandlico de Esenbeckia berlandieri ssp acapuleensis (Rose), especic vegetal
endémica de México.
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IV, HIPOTIESIS.
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HIPOTESIS.

il pénero fsenbeckia csta conformado por aproximadamente 30 especies; 17
de las cuales se localizan en nuestro pais, principalmente en Jas zonas selviticas y
tropicales de fos Estados de Veracruz, Guerrero, Michouedn, Oaxaca y Chiapas 42,

Estudias quimicos realizados a este género de plantas, indican que entie los
principales constituyentes quimicos se encuentran los alealoides furoquinolinicos,
aleatoides derivados de la acridona, cumarinas, furocwmarinas,  limonoides y
flavonoides 8. Ademds, en la literatura cientifica se informa que algunos de estos
metabolitos secundarios poseen cierta actividad biologica o farmacologica,

Entonces al realizar el estudio quimico del extracto ctandlico de las partes
aéreas de Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis (Rose), mediante ¢l empleo de
téenicus convencionales de purificacion y separacion, se podrin caracterizar ¢
identificar. avanonas prenitadas con diferentes pationes de sustitncion; asi como cf
determiinar su posible actividad biologica al reatizar un estudio biodirigido frente
Artemia salina y mediante prucbas antimicrobianas y antivivales.
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V. OBJETIVOS.
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5., OBJETIVO GENERAL.

Cuaracterizar ¢ identificar las flavanonas preniladas, aisladas del extracto
etandlico de las partes aéreas -hojas y tallo- de Esenbeckia berlandieri Baill ssp
acapuleensis (Rose), por medio de métodos espectroscopicos, espectrométricos.y
transformaciones quimicas que confirmen su estructura molecular. Asi mismo,

determinar la actividad biologica de estas sustancia mediante bioensayos con

Artemia salina, prucbas antimicrobianas y antivirales.

3.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS,

1. Determinar la toxicidad del extracto etandlico, acetonico y hexanico frente
Artemia salina.

™~

. Aislar y purificar flavanonas preniladas, presentes en el extracto etandlico de las
Yi p o
partes aéreas -hojas y tallo- de Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis.

3. Caracterizar ¢ identificar flavanonas  preniladas  empleando -~ téenicas
espectroscopicas (IR,  RMN-H,  RMN-13C), espectrométricas (EM) 'y
transformaciones quimicas que confirmen su estructura molecular,

4. Realizar bioensayos de las flavanonas preniladas aisladas del extracto etandlico
frente Ariemia salina.

5. Realizar una evaluacion de cstas sustancias como  posibles  agentes
antimicrobianos y antivirales  (¢stas  evalnaciones  se  realizarin - en el
Departamento de Farmacia de la Universidad de Antwerpen-en Bélgica, por el
Dr. A. 1 Vdietinck). ‘
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VIi. MATERIAL.
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MATERIAL.

A. Materfal vegetal,

Yurtes adreas -hojas y tallo- secas de Esenbeckia berlandieri ssp acapuicensis.
' |

B. Material para el aislamiento, purificacion, caracterizacion e
identificacion de los metabolitos secundarios.

® Disolventes. ‘
Acelato de etilo (grado técnico) ™.
Acetona (grado técnico)”’.
Benceno (grado analitico).
Cloroformo (grado analitico).
Diclorometano (grado técnico)'",
Ltanol (grado analitico).
Eter etilico (grado analitico).
Hexano (grado téenico)".
Propanol (grado analitico).
Metanol (grado analitico).

@ Reactivos,
Acido meta-cloro perbenzoico (AMCPB).
Acido clorhidrico (HCI, solucion al 10%).
Acido para-toluensulfonico (p-TsOH).
Acido perclorico (HCI10y).
Acido sulfirico (H;804).
Anhidrido acético (AcyO).
Bicarbonato de sodio (NaHCOj3, solucion saturada).

' Esios disolvenies fueron purificados por medio de una destilacion fraccionada
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Bisulfito de sodio (NatiSO;. solucion al 10 %).
Carbon activixlo,
Carbonato de potasin anhidro (KyCOy).
Celita 545 (tamadio de particuli 0.001-0.064 mm).
Cloturo férrico (FeCly, al 1% en etanot).
Diazald,
2,3-Dicloro-5,6-diciano-p-benzogninona (DHQ),
Piriding (reactivo aalitico),
Sulfiato cérico amonico (NHCe(SO4) ).
Sulfato de sodiv anhidro(NiySQy).
Sutfite de sadio (NagSO;3, ol 10%).
Sitica gel para cromstografia en capa fina 60G.

® Lquipo.
Aparato para determinar el punto de Tusion (Fisher Johns).
Balanza analitica (100A, Ainswort). '
Balanza geanaturia (Ohaas, seric 700-800).
Balanza semianalitica (Ohaus-13 400)
Equipo de diazald,
Espectrofotometio de R Perkin Elmer, modclo 283 y 681,
Lispectrofotometro Nicolet FT IR, modelo 5 Sx.
Espectrometro de Masas Hewlett Packard 5985 GC/Ms system
70 V.
l&pcumlulmmlm de RMN varian l 8/\ y VxR-3005 (200 y 300
Mitz para "1y de S0y 75 Mtz para C.

Lampara de Ultravioleta listed INSA & MEAS 399-4,

Polwimetro.
Rotavapor Biichi 3-481.

® Material de vidrio,
Camaras de clucian de 100 y 500 ml.
Cimara de clucion para placa preparativa,
Capitares,
Colunnias de vidrio para cromatogratia en colummna de dlfuums
tanifios.
Cromatoplacas de silica gel para cromatografia en capa preparativa,
espesor de 2mm (20x20, G-200 UV s4) y 0.2mm ({0x20).
Cromatofolios de aluminio can silica gel 60835 para cromatografia en

capa fina, espesor de 0.2 mim,



Embudo de separacion de 125 ml,
Matraces erlenmeyer de 50 y 25 ml
Matraces de kitazato de 500 y 125 ml,
Matraces bola de 500 ml, 250 ml y 100 ml.
Pinzas de tres dedos con nuez.

Probetas de 500 mi, 100 mly 10 ml.

' Material para los bivensayos frente Artemia salina.

® Material biologico.
Larvas de Artemia salina.

® Sustancias,
Sal marina.
Agua purificada,

@ Disolventes,
Acetata de etilo,
Cloroformo.

® Equipo.
Acreador,
Calentador.
Balanza analitica (Ainswort, 100A).
Balanza semianaditica (Ohaus-E 400).
Lampara cléctrica.

@ Material de vidrio.
Jeringas de 500ul, 50ply 10pl.
Pipetas Pasteur.
Pipetas graduadas de 10ml y 5 ml.
Pecera de vidrio.
Vasos de precipitado de 500 ml y 100 ml,
‘Termometro -10 a 100°C,



VIIL PARTE EXPERIMENTAL.
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b

1634.6 g de las las partes aéreas de
Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis

Extraccion solido-liqudo.

con etxnol caliente.
Separacidn cromatografica (ccv)
v purificacion (ccf. cev., cop., cristalizacion).
Hexano HewAcOER HeorAcOR Hex-AcOR ’ ex-AcOEr
(100%) (95:5) 90:10) (85:1%) (8:2)
] f _* C“:":i -i CH-_.N;i 'CH:N:
(55) 156) (5T (58) (60) (59 (b 6

or
1
OH O

S5 R =CHO R.=H [e4)) (1) R=CHO R

3 - > -
3ot RX=OH R:=H . (62) R, =OH R =
‘SR =CHO R_=CHO ‘ -
(%% R =CH.0 R._=OH

t S -
0 R =OH R =OH
(38-01) Obtenidas de un estudio preliminar.

£7. 30y Obtenas como prod natural v producto de reaccién
Obtenidas como producto de reaccion.

Esquema 7. Flavanonas preniiadas aisladas de Esenbeckia berlandieri ssp acapuicensis.




7., PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS
METABOLITOS SECIINDARIOS,

La planta Esenbeckia berlandieri Baill ssp. acapulcensis (Rose) fue
recolectada en el mes de octubre de 1987 por la M. en C. Clara H. Ramos del
Instituto de Biologia, cn el cjido "El Rebalsito” a 20 Kin de Melaque, Jalisco. Fue
clasificada como CH-83 y depositado en ¢l Herbario MEXU del Instituto de
Biologfa de la UNAM.

Las partes adreas -hojas y tallo- de esta especie vegetal se secaron a
temperatura ambiente; para posteriomente triturar 1634.6 g de cste material y ser
sometidos enseguida a wna extraccion solido-liquido, por percolacion con etanol
caliente y de esta manera obtener 311 g de extracto crudo.

Para la separacion de los metabolitos secundarios mayoritarios se emplearon
31.8 g del extracto, los cuales fueron adsorbidos en 31.8 g de celita y aplicados
posteriormente a una columna de vidrio para cromatografia -15 cm de largo y 8.6 em
de didmetro- previamente empacada con 354.0 g de silica gel para capa fina, por via
seca y con ayuda del vacio. El fraccionamiento de la columna se hizo empleando
como' cluyente n-hexano y mezclas de n-hexunoacetato de etilo de polaridad
creciente, obteniéndose un total de 675 fracciones, de 300 ml cada una.

5-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-7-metoxiflavanona (5).

De las Iracciones 80-163 obtenidas al cluir la columna con n-hexano (100%),
se aislo un solido que resultd ser solnble en acctato de etilo y cloroformo ¢ insoluble
en n-hexano y propanol, el cual fue purificado por eristalizacion fraccionada con
mezclas de acetato de etilom-hexano y cloroformozpropanol; obteniéndose en total
166.0 mg (0.52 %) de un solido amarillo pailido, que presento un pf. de 126-129°C.

En ccf. mostraba una mancha calé oscora cuando se wtilizaba como revelador

quimico una solucion de FeCly en ctanol al 1%. Su caracterizacion ¢ identificacion
se logro con base a sus datos espectroscopicos y espectromélricos que suguieren una
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insaturaciones, la cual esta de acuerdo con los datos referidos en la literatura para la
S-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-7-metoxiflavanona - 6 7-metitglabranina, 55-.

[a],2* =+ 50.83 ( C=2.4 mg/ml, CHCl3).

IR vk (CNCI3, espectro 1) et 3006, 2926, 2853, 1654, 1583, 1444, 1373,
1303, 1270, 1162, 1103.

RMN-'11 (300 MMz, CHCl3, TMS, espectro 2): 3 1,626 (s, 3H, CH3-4"), § 1.650
(s, 311, Cl13-5"), § 2.850 (dd, =17y 3.5 Hz, 111, Cli-3ec), § 3.055 (dd, =17y 12
Hz, 1H, CH-3ax), § 3.239 (d, J=7 Hz, 2H, CH,-1"), § 3.859 (s, 3H, CI1;0Ph), &
5.147 (tc, =7y 1.5 Hz, CH-2"), 8 5.413 (dd, J=12 y 3.5 Hz, CH-2), § 6.102 (s, I11,
CH-6), 8 7.363-7.480 (seital compleja, 511, 8 12.137 (5, 1H, C5-O11).

RMN-13C (75 MHz, CHCly, TMS, espectro 3): § 78.67 (d, C-2), § 43.42 (1, C-3),
8 196.30 (5, C-4), § 162.64 (s, C-5), 8 92.48 (d, C-6), § 165.77 (s, C-7), § 109.00 (s,
C-8), 8 158.74 (5, C-9), 8 102,95 (s, C-10), 3 138.91 (¢, C-1'), § 125.92 (d, C-4), §
128.52 (d, C-2'y C-6'),  128.70 (d, C-3' y C-5'), & 21.58 (1, C-1"). & 122.40 (d. C-
2"). 5 131,38 (s, C-3"), 8 17.64 (c, C-4"), 6 25.76 (¢, C-5"), 8 55.88 (c, PhOCH;).

EM (1K) miz: 338 [M", 73.17), 324 (10.97), 323 (53.66), 305 (7.32), 295 (24.39),
283 (17.07), 270 (39.02), 269 (14.63), 234 (7.32), 233(14.63), 220(15.83), 219
(100), 209 (23.17), 205 (13.51), 193 (26.83), 191 (78.05), 179 (52.44), 176 (26.83),
104 (36.58), 103 (48.78), 91 (40.24), 79 (25.61), 78 (36.59), 77 (59.76) y 69
(47.56).

5,7-dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (56).

De las fracciones 203-328 obtenidas al eluir lit columna con una mezela de n-
hexanozacetato de etilo (95:5), se aislo un solido que resultd ser sotuble en acetato
de ctilo, metanol, propanol y cloroformo ¢ insoluble en n-hexpno, el cual fue
recristalizado empleanda lu téenica por par de disolventes -acetato de ctilo:hexano-;
obteniéndose 660.3 g (2.1%) de una sustimcia de color amarillo, la cual presentd
un pl. de 167-168°C, dando prucba positiva® al revelar con una sotucion de FeCly

' Algunas otras reacciones cualilativas para la identificacién de flavonoides son las siguientes: Can
cloruro de aluminio adquieren un color amarillo fluorescente; ientras que con vapores de anionio
adquieren un color amarillo palido, amarillo verdoso o un azul intenso y con el reactivo clorro éxido de
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en ctanol al 1%; dicho compuesto fue identificado como 5,7-dihidroxi-8-(3" 3"-
dimetilatil)-flavanona ~glabraning, 56-, sustancia de formuta mofecubar CagtlagQy y
peso molecular de 324; los datos espectroscopicos y espectrométricos se dan
conocer a continuacion:

[a], 2= + 35 (C= 0.2 mg/mk, CHCI3).

IR v (CHCHy, espectro 4) emcd: 3583, 3374, 3080, 3057, 2968,2918. 2860,
1639, 1480, 1442, 1373, 1339,

RMN-111 300 MUz, CDClg, 'TMS, espectro 5). & 1.731 (5. 6}, CH3-4" y Cll;-
5"), 8 2.844 (dd, F=17.1 y 3 Hz, TH, CH-3ec), § 3.058 (ddd, 1=17.25 y 12.9 Hz, I},
CH-3ax), § 3.366 (d, )=6.9 2, 211, CH1-1"), 8 5221 (1, J= 7.2y 1.5 Ho, 1), CHI-
2"), 6 5.427 (dd, )= 13 y 3.3 Hu, 1L CH-2), 6 6.036 (s, 11, CH-6), & 7.385-7.475
(sciial multiple, 511), § 12,002 (s, 11, C5-0L1).

RMN-1C (75 MUz, CDCly, TMS, espectra 6): 8 78.97 (d, C-2). § 43.29 (1, C-3),
8 196.23 (s, C-4), 8 162.23 (5, C-5), 8 96,92 (d, C-6), 6 163.77 (5, C-7). § 106,20 (s,
C-8), 8 159.17 (s, C-9), 6 103.72 (s, C-10), § 138.08 (s, C-1"), 8 12593 (d. C-2°, C-
4 yC-6")5 128,69 (d, C-3"y C-5") & 21LY8 (s, C-1") 8 121.57 (d, C-2"), § 134.92
(s, C-3"), 6 25.80 (¢, C-5") y 6 17.87 (¢, C-4™).

EM (IE) m/z: 324 [M', 100], 309 (51.21), 281 (26.83), 269 (26.83), 256 (19.51),
205 (70.73), 192 (31.70), 177 (70.73), 165 (63.4)). 103 (17.07), 91 ()4.63), G
(34.15), 55 (21.95), 43 (19.51), 41(17.07),

§,7-dihidroxi-8-(3-metil-2,3-epoxibutanc)-flavanona (5§7).

De los cluatos 362-393 (216.2 mg) obtenidos al cluir ta columna con una
mezels de n-hexanozacetato de ctifo (95:5), se purilicd una sustancia mediante
recromatogralius en capa fina preparativa™ . De donde se obtuvieron 45,2 mg
(0.14%) de una sustancia de aspecto accitoso, color amaillo claro; que se

zirconio IV se deiectn un color amatillo-verde. En presencin de Mavonoles con el dcido 2-
. . * ) . &
aminoetitesterdifenilborico se produce wr color annillo **.

O Placa preparativa de 20 x 20 et con 2uu de espesor ¥ parn Ji cual se anpleo um mezeta cluyente de
n-hexano: acelato de etita (8:2).



caracterizo ¢ identificd como la 5,7-dihidroxi-8-(3-metil-2,3-epoxibutano)-flavanona
(57).

Lo anterior fue corroborado al realizar la reaccion de . cpoxidacian de la
glabranina con AMCPB, tal como se indica en el esquemia 8,

1o @
AMCPB
@ PC.CIL,0,

dbr.

Lisquema 8: Reaccion de epoxidacion de Ta glabraning.

IR v (CHC, espectro 7), o' 3591, 2978, 1725, 1641, 1475, 1451, 1383,
1339, 1290, 1249, 1144, 1093, 956. :

RMN-'1 (300 Milz, CDCIly, TMS, espectro 8): 8 1,199 (s, 311, CH;-5"), § 1.212
(s, 311, CH;-4"), 6 2.819 (dd, )= 17.1 y 3.3 Hz, [, Cll-3ec), § 3.061-2.999 (seiial
compleja, 2H, CH-1"), § 3.073 (dd, )= 17.1 y 12.7 Nz, 111, CH-3ax). 8 4.709 (1, )=
8.9 1z, 11, CH-2"), 8 5.44) (dd, J=12.7 y 3.2 Hz, 111, CH-2), § 6.040 (s, 111, ClII-
6), 8 7.469-7.425 (seiial multiple, SH), § 12.003 (s, TH, Cs-O1).

RMN-PC (75 Mllz, CDCly, TMS, espectro 9): 8 79.13 (d. C-2). § 43:59 (1. C-3), 8
195,12 (5, C-4), 8 165.08 (s, C-5), 8 91.67 (d, C-6), & 168.03 (5, C-7), 5 104.70 (s.
C-8), § 157.11 (s, C-9), § 103.09 (5, C-10), § 138,00 (s, C-1'), 8 126,07 (d/, C-2'. 0"y
4),5128.85 (5, C-3'y 5), 8 26,78 (1, C-1"), § 29.71 (d, C-2"), § 7186 (5, C-3"), &
25.92 (c. C-5") y 5 23.92 (c, C-4"). ’

EM (IE) m/z: 340 [M', 86.59], 307 (68.29), 282 (51.22), 281 (R2.93). 263 (21.95).
205 (36.58), 203 (70.73), 191 (29.27), 178 (100), 177 (64.63), 176 (51.22), 165
(48.78), 150 (76.83), 149 (28.05), 103 (26.83), 81 (34.15), 78 (24.39). 77 (2.39) y
43(24.39),
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7,4'-dimetoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (58).

De las fracciones 141-193 (a excepeion de la fraccion 155), obtenidas af cluir
la columma con una mezela de n-hexanozacetato de ¢tilo (90:10), se fomd una
alicuota de 905.9 mpg, para ser sometidit a una reaccion de metilacion; para eslo se

disolvio la muestra en 5 mi de etanol absoluto, adicionando posteriomente um -

solucion etérea de dinzometano a baja temperatura (0-5°C). Una vez concluida fa
reaccion (6 hr), se procedio a su purificacion por medio de cromatogralia en
columnit.

De los elhatos 8-13 recolectados af eluir la colwmna con n-hexano:cloroformo
(8:2) se obtuvicron 77.3 mg de un solido, color amarilfo palido con pf. 122-124°C;
que resulto ser insoluble en n-hexano y etanol. pero soluble en diclorometano,
acetato de etilo y acetonas Sus datos  espectioseapicos y - espectrométricos
permiticron caracterizar o esta sustancia como la 7.4°-dimetoxi-8-(3" 3" -dimetilufil)-
flavanona, sustancia que revela café oscuro en cefl con una sotucion de FeCly al 1%
en etanol,

IR vy (CHCL, espectro 10), an’’s 2963, 2914, 2853, 1637, 1585, 1516, 1444,
1373, 1303, 1253, 1205 y 1105,

RMN-TIE (300 Mz, CDCL, TMS, espeetro 11): 8 1,617 (s, 311, CHy=4"), 6 1.646
(5, 311, CH-5"), 6 2813 (dd, )= 17,0y 3.3 1z, H11, Cl-3ec), § 3.054 (dd, )= 171y
12,6 1k, 1, CH-3ax), & 3.200 (d. J=7.2 Nz, 201, Cl-1"), & 3.835 (s, 3,
PhOCH,), 8 3.857 (s, 311, PhOCIL) 8 5132 (el 1= 7.26 y 138 Hz, 111, C1-2") 06
5.359 (dd, )= 12.4 y 3.5 Hz. 111, C11-2), 6 6.089 (5. 1L CH-0), § 6.941 (d. )= 9 112,
21, CH-3'y 5, 8 7.374 (o, =9 112, 20 CH-2'y 6') y 6 12135 (s, THL Cs-OL).

RMN-"C (75 Mllz, CDCly, 'TMS, espectra 12): 6 7848 (of, C-2), 8 43.29 (1, C-3),
8 196.52 (5, C-4), 8 162,63 (s, C-5), 8 92.4d (f, C-0), § 165.73 (s, C-7). 5 108.99 (5.
C-8), 5 158,87 (s, C-9), 8 102,99 (5, C-10), & 13132 (s, C-1'), 6 12747 (d, C-2'y
0'), 8 LELOG (d, C-3'y §'), 8 158.87 (s, C=4'), 6 20,60 (1, CHy-1"), § 12233 (d. C-
2"), & 130.98 (s, C-3"), § 17.70 (¢, Cly-d"), & 2579 (c. Clh-5"), & S5.87 (e
- CILOPh) y 8 55.32 (¢, C1LOPh).

EM (IE) miz: 368 [M', 10.78], 367 (53.66). 353 (17.03), 325 (23.17), 312 (2).95),

299 (9.76), 219 (100), 206 (41.46), 191 (51.22), 179 (74.39), 176 (15.85), 134
(25.61), 121 (29.27). 119 (15.85) y 91 (18.29),
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5,4’-Dihidroxi-7-metoxi-8-(3”,3”-dimetilalil)-flavanona (59).

F00 mg de las fracciones (68-211, obtenidas al cluir la columna con una
mezcla de n-hexanv-acetato de etilo (85:15), fueron recromatografiados por cev,
empteando para ello 32 g de silica gel para cromatografia en capa ling y como
cluyente n-hexano y mezelas de n-hexanozacetato de etilo (9:1 a 7:3), obteniéndose
277 fracciones de 10 mi cada una.

De los cluatos £24-157. que se colectaron con wna mezcly de n-
hexanozaeetato de etilo (9:1), se observad una mancha amarilla muy bien definida al
revelar la eef. con sultato cérico de amonio-dcido sulfirico, mientras que al utilizar
ung. solucion de FeCly al 1% en etanol se visualizo una mancha café. Para su
purificacion se procedio a la obtencion del derivado metilado correspondiente.

Para Hevar a cabo la metilacion se disolvieron 28.4 mg de residuo en 5 mi de
ctanol. absoluto, adicionando acontinuacion dinzomelano en éter etilico a 0°C.
Finalizada Ia reaccion se procedid a concentrar Ja muestra, pars posteriormente
puriticar of compuesto mayoritario por cep., la recuperacion de la sustancia se
realizo de manera convencional, y fue caracterizada como 5, 4-dihidroxi-7-metoxi-
8-(3", 3"-dimetilalil)-flavanona (59), con un peso molecular de 354, para una
formuta molecutar CoyHaOs y un pf. 161-162°C,

IR, vy (CHCH;, espectro 13), em’; 3593, 2964, 2926, 2854, 1633, 1583, 1517,

t48:4, 1402, 1443, 1374, 1303, 1264, LE68. 1102, 1076 v 833,

RMN-'1E (200 MUYz, CDCly, TMS, espectro 14): § L0615 (s, 311, CH-57), & 1.648
(v, 31, Cliy-4™), 8§ 2.806 (dd, J= 17.1 y 3.3 Hz, 11, CH-3ec). 3.054 (dd. =171 y
12,9 Hz, Cl1-3ax). 3.204(d, )= THz, HE, CHy-17), 6 3.856 (s, 3H. CHOPh), &
4982 (s.a., LH, Cp-OLD), 6 5,827 (1, 1=7.3 y 1.4 He, 1L CH-27)0 5 5344 (dd,
J=12.4y 3.3 1z, 1H, CH-2). 8 6.095 (s, 1 H, CH-6), 8 6.870 (dd, J=8.9 y | tlz, 211,
Cil-3'y 57y 8 7.334 (chd, J=9 y Hiz, 20 CH-2"y 6') y 6 12,143 (5, 1L Co-OR1).

RMN-"C (75 Milz, CDCly, TMS, espectro 15): 5 78.42 (d, C-2), 8 43.24 (1. C-3),
§ 196.50 (5, C-4), § 162.52 (5, C-5), 8 92.41 (d, C-6), 8 165.72 (s. C-7), § 108.98 (s,
C-8), 5 155.82 (s, C-9), 8 102.92 (5, C-10), § 131.00 (5, C-1"), § 127.05 (d, C-2" y
0°), 8 1I5.A4 (d, C-3" y 5°), 8 155.89 (s, C-4"), § 20,62 (1, C-17).  122.33 (d, C-27),
813131 (5. C-3"). 8 17,74 (c. C-4"). § 25.79 (¢, C-5") y & 55.00 (5. CILOPD).

EM (1E) w/z; 354 [M", 95.12], 339 (34.15), 311 (41.46), 299 (36.59). 286 (21.95),

219 (90.24), 200 (24.39), 191 (75.01). 180 (21.95), 179 (100). 176 (24.39), 120
(45.12) y Ot (48.78).
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5,7,4’-Trihidroxi-8-(3",3”-dimetilalil)-flavanona (60).

De Tas fracciones 141-167 que se obtuvieron il cluir L colunma con. ua
mezeln de n-hexanogicetato de etilo (90:10); y después deuna serie - de
recromatografing s¢ obluvo un residuo de consistencia accilosa, e cual estabi
conformada por dos sustancias que revelaban café, cuando se empleabi como
revelador quimico una solucion de FeCly al 1% en etanol. La recuperacion de la
sustancia mayoritaria con menor polaridad. se realizo de manera convencional,
abteniéndose 8 mg de 1a 5,74 -tribidroxi-8-(3" 3" -dimetilaliD-flavanona (60).

IR vy (CHCL, espectro 16) e’ 3592, 2025, 2852, 1643, 1453, 1383, 1250,
LI84, 1142,1092 y 832,

RMN-'11.(300 M1z, CDCL, TMS, espectro 17): 8 1.608 (s, 311, CH-47). & 1,630
5, 3T, CHG=57), 8 2743 (ld, )= 16,9y 3.3 11z, 1HL CHE-3ee), 8 3.028 (dd, 1= 171 y
12,6 Hz, U1, CH-3ax), 6 3196 (d, J= 7.2 Wz, 200, CH-1™), 8 5478 (e, J= 7.2y 1§
Ha, TH, CH-27), & 5.306 (dd, J= 12,0 y 3 Uz, 11, CH-2)0 8 6.062 (s, 1L CH-6), 0
6870 (d, =87 1z, AL CH-3"y 5. 8 7271 (. J= 8.4 Nz, 2 CIE2 y 67) v 8
12.03 (s, 1L Cs-OI).

EM (IE), w/z: 356 [M', 40], 323 (17.5), 298 (15). 297 (16.25), 203 (-12.50), 178
(40), 165 (53.75), 150 (40), 149 (68.75), 121 (25), 120 (50). 111 (28.75), 97 (47.5),
83 (46.25), 81 (40.9), 71 (62.5), 69 (53.75), 59 (40), 57 (90), 55 (95) y 43 (100).

5,4'-dihidroxi-7-metoxi-8-(2”,3"-dihidroxi-3"-metil,butil)-
flavanona (61).

B vesiduo obtenido de las fracciones 210-255, af eluir fa columna con uni
mezela de n-heximoicetato de etito (85:15), fue decolorado  de nisnera
convencional, y del cual se deriva Ja recromatogratia de 1.755g de extriclo, Para
esto se ulidizo una columna de vidiio empacada con 28 g de silica gel para columna
y comao cluyentes cloroformo y mezelas de oroformozacctito de etifo-de polaridad
creciente, colectindose 194 fracciones,

Yara la purificacion del compuesto se procedio a metilar of residuo (89 mg) de
Ia fraceion 192 con dinzometano en éler etilico 4 0°C durante aproximadamente 4 .
Una vez concluida la reaccion, se levo a cabu Ta separacion del produclo
mayoritaio por cep: de donde se obtuvieron 23.4 mg (1.33 %) de una sustincia de
consistencia aceitosa de color amarillo y cuyas constanles especlroscopicas se
describen a continuacion.
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IR, vy, (CHCLy, espectro 18) em’': 3585, 3055, 2976, 2931, 1643, 1516, 1474,
1383, 1250y 1148,

RMN-'H (300 Mz, CDCL;, 'TMS, espectva 19): & 1.198 (d, J=1.8 11z, 311, Cll;-
47). 8 1,329 (d, J=2.4 1z, 31, Cl13-5"), 8 2.785 (dd, )=17.1 y 3.3:11z, 1}, Cll-3ec),
0 3.085 (dd, J=17.1 y 12,9, IH, Cll-3ax), 8 3.080-2.986 (seiial multiple, 211, CH,-
1), § 3.859 (s, 31, C;-OMe), § 4.699 (dd, J=10.2 y 2.7. CH-2"), § 5.381 (dd,
I=12.7 y 2.1, CH-2), 8 6.032 (s, 1, CH-6), 8§ 6,941 (d, J=9 1lz. CH-3" v §°), &
7.373(d. J=9 Hz, CH-2" vy 6') y § 12.320 (s, 1H, Cs-ON).

RMN-"C (75 Mllz, CDCly, TMS, espectro 20): § 78.95 (d, C-2), 8 43.22 (1, C-3),
§ 195.35 (s, C-4), 8 165.14 (5, C-5), 8 91.59 (d, C-6), 5, 168,60 (s, C-7), § 104.69 (5.
C-8), § 160.06 (5, C-9), § 103.13 (s, C-10), § 130.56 (5, C-1"), § 127.67 (d, C-2" y
6').8 114.24 (d, C-3' y 5). 5 157.29 (5, C-4), § 29.70 (1, C-1"), § 90.51 (d, C-2"),
57186 (s.C-3"),823.96 (c.C-4"), 5 25.89 (. C-5") v § 55.38 (¢, C1,0Ph),

EM (1E) w/z: [M'-11,0, 370(100)), 369(22.95), 337 (59.84), 312 (40.16), 311 (50).
219 (27.87), 203 (98.36), 178 (67.21), 177 (63.93), 176 (32.79), 150 (63.93), 134
(73.77). 121 (47.54), 119(28.69), 91 (31.15) y 59 (27.87).

5,7,4'-trihidroxi-8-(2",3"-dihidroxi-3"-metil,butil)-flavanona
(62).

De los eluatos 516-531 (357.3 mg) obtenidos al cluir la columna con una
mezeh de n-hexano:acetato de ctilo (8:2). fueron decolorados  de manera
convencional para posteriormente purificar la sustancia de interds por medio de
recromatografias en cep, obteniendo asi 23.41 mg (0.073%) de una sustancia de
aspecto - aceitoso, que fue caracterizada e identificada como la 5,7 4'-wihidroxi-8-
(2" 3"-dihidroxi.3"-metil-butil)-flavanony.

IR vy (CHCly, espectro 21) om: 3595, 3037, 3007, 2981, 1645, 1476, 1385,
1338, 1144, 1091, B08.

RMN-"H300 Mllz, CDCly, TMS, espectro 22): 5 1.206 (d. )= 1.8 1z, 111, Cll;-
4"),8 1.330(d. J= 1.5 Hz, 111, C111-57), § 2.776 (d, J= 3 y 17.1 Hz, 111, Cll-3ec). &
3.040 (dd, 3= 17.1 y 23.2 Hz, 1H, CH-3ax), § 3.114-2,985 (seial compleju. 211,
CHa-17), & 4.700 (1, J=8.1 y 2.4 Hz. 11, CH-2"), 8 5.36] (dd, }= 12,7 y 3.3 Uz,
11, C11-2), § 6.032 (s, 111, CH-6), & 6.885 (d, J= 8.4 Uz, 21, CH-3°, C1I-57), &
7313 (d. J= 8.4 112, 2H, C1-2°, CH-6), 6 12.308 (s, 111, Cs-O11).
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7.2, TRANSFORMACIONES QUIMICAS.

Anhidrido acético,

MeO. 0, piridina seca, |
1efjo, 23 I
ot 0
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Esquema 9. Transformaciones quimicas realizadas o la 7-metilglabranina,
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s-ncetll-'l-metoxl-8-.(3",3"-dlmetllulll)-flavanona (55a) y 2°,6'-
diacetil-4’-metoxi-3'-(3",3"-dimetilalil)-chalcona (55b).

140.3 mg de 7-metilglabranina fueron disucltos en la minima cantidad de
CHCl,, posteriormente se. adiciond lentamente y con agitacion 2 mi de anhidrido
acético y 0.5 ml de piriding anhidra; fa mezela resulfante se sometio a reflujo
durante 23 hr, siguiendo ¢l curso de reaccion por cef. Una vez. concluida la reaccion,
se adicionaron 5 ml de ngua, extrayendo el praducto de reaccion con CHCH -2 x 3
ml-; la fase cloroformica obtenida fue lavada con uma solucion de THCH al 10% y
posteriormente con ama solucion saturada de NalICO;, finaglmente 1a fise orgdnica
se favo con agua -5 x 3 ml- y se seco sobre NaySO, anhidro; obteniendo asi 121.7
mg de una mezela constituida de dos productos -ver esquema 9-, Jos cuales fucron
purificados por cramatografis en capa fina preparativa (107.6 mp).

Bl producto menos polar (42.6 mg, 30.4%) cs un sdlido de color amarillo
claro, mientras que ¢l producto de mayor polaridad (12 mg, 8.55%) tuvo un aspecto
aceitoso de colar amarillo,

- Los datos espectroscopicos y espectrométricos para la S-acetil-7-metoxi-8-
(3”,3"-dimetilalih)-flavamona (55a) se dan a conocer a continuncion:

IR vy (CHC, espectro 23), cn’'s 3016, 3008, 2070, 2914, 1766, 16791607,
1411, 367, 1290, 11806, 1168, 1097.

RMN-'H (200 MUz, CDCIy, TMS, espectro 24): 6 1.648 (s, 311, CHy-4"). § 1.653
(s, 3H, CH;-5"), 6 2.393 (s, 3H, CHLCO), § 2.754 (dd, )= 16.8 y 3.0 11z, t11, ClI-
3ec), 8 2.991 (dd, J= 16,7 y 13 1z, 11, Cl-3ax), 8 3.318 (d, J= 6.8 Fz, 2H, CHa-
1), 6 3,873 (8, 3H, MeO-Cy), & 5.147 (1, = 7.28 y 1.38 Hz, 1H, CH-2"), § 5.444
(dd, J= 13 y 3.1 Uz, 11, CH-2), § 6.297 (s, IH, CII-6), § 7.440-7.419 (sciial
multiple, 511).

RMN-"C (50 Milz, CDCy, IMS, espectro 28): 5 78.02 (d. C-2), 5 45.28 (1, C-3),
& 189.64 (s, C-4), 8 160.54 (s, C-5), § 100.18 (d. C-6), 8 162.80 (s, C-7), 6 115.95
(s, C-8), 8 149.90 (s, C-9), § 108.06 (s, C-10), 6 138.92 (5, C-1'). § 128.51 (d, C-2'y
C-6'), 5 128,68 (d, C-3'y C-5'), 8 125.94 (d, C-4"), 6 21,18 (1, C-1"), 6 12184 (d. C-
2"), 8 131,87 (s, C-3"), 8 17.72 (¢, C-4"), 8 22.17 (¢, C-5"), 8 55.95 (c. C1L0OPh), 8
169.78 (s. -CO0) y & 25.78 (¢, CI1LCO).

EM (LE) m/z; 380 [M', 12.95], 338 (100), 323 (44.60), 295 (15.11), 283 (12.59),

270 (23.74), 247 (2.16), 219 (34.53), 191 (15.11), 179 (14.75), 165 (4.32), 13|
(3.59), 125 (2.88), 104 (4.32), 77 (3.59), 69 (2.88), 43 (0.47) y 41 (2.52).
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Mientras que los datos correspondientes para la 2°.6'-diacetil-4"-metoxi-3'-
(3",3"-dimetilalil)-chalcona (55b) son los siguicntes:

IR vy (CHCLY, espectro 26) em’’s 3007, 2968, 2928, 1770, 1669, 1610, 1448,
1369, 1286, 1165, 1125, 1096,

RMN-'11 (200 Milz, CDCIly, TMS, espectro 27): § 1.676 (s, 311, CHy-4"), & 1.719
(5, 311, CH;y-5"), 8 2.120 (s, 3H, CHLCO), 8 2.165 (s, 3H, CI11,CO), 6 3.238 (d, J=7
Fiz, 2H, CHy-1"). 8 3.870 (s, 3H, CH,0Ph), 8 5.100 (1, J=Ty 1.3 Hz, 111, CI1-2"), &
6.588 (s, 11, CH-6), 8 6.940 (d, )= 16.1 Hz 1. H-a), 8 7475 (d, =165 Iz, 111,
H-B). & 7.405-7.268 (sefial multiple, 5H).

EM (LE) m/z: 422 [M', 43.22], 379 (60.17), 362 (4.23), 337 (100), 323 (52.54),
295 (24.58), 283 (34.75), 249 (10.17), 233 (43.22), 219 (30.08), 179 (32.20), 165
(5.93), 149 (4.23). 131 (22.03), 103 (14.41), 77 (7.63), 69 (5.08) y 43 (19.49).

5-hidroxi-8-(3”,3"-dimetilalil)-7-metoxiflavanona (56a).

Una vez purificado ¢ {dentificado ¢l compuesto 56, se sometio o una reaccion
de metitacion; para eHo 100 mg de esta sustancia se disolvieran en 5wl de ctanol
ahsoluto, fa cual fue introducida posteriormente & una mezely frigorilica n -4°C,
adicionando a continuacion diazometano disuelto en éter etilico. ‘E curso de la
reaccion fue seguido par cef., una vez terminada lo reaccion se procedio a climinar
el exceso de éter etilico, fo cunt permitio que cristalizara un solido antarillo padido
que resultd ser soluble en cloroformo, acctato de etilo y parcialmente soluble en
netanol.

De la recristalizacton de este derivado metilada se obtuvieron 75.4 mg (74.4
%) de un solido de pf. 126-128°C, cuyas constanies espectroscapicas’ concuerdan
pura las obtenidas pira fa S-hidroxi-8-(3",3"-dimetilalif)-7-metoxiflavanona.

IR Uy 4x (CHCly, espectro 28) enrrd: 3005, 2926, 2853, 1634, 1538, 1444, 1373,
1303.-1270, 1162, 1103, '

RMN-H11 (300Miiz, CDCl3, TMS, espeetro 29): § 1.626 (s, 311, 'CII3-4"). 81,650
(s. 3H, CH3-5"), 8 2.853 (dd, J=17y 3.5 Nz, 11, CH-3ec), § 3.055 (dd, I=17 y 12
iz, 111, CH-3ax), § 3.239 (d, I=7 Hz, 2H, CH,-1"), & 3.859 (s, 31, CH30Ph), &
5447 (1c, 1=7y 1.5 Hz, C11-2"), 8 5.418 (dd, J=12y 3.5 Hz, CH1-2), § 6.102 (s, 1L
CI1-0), 8 7.303-7.480 (sefiol compleja, SH), 8 12.137 (s, 1H, C5-O11),
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5-hidroxi-6",6"-dimetil-4",5"-dihidropirano-(2",3",7,8)-
flavanona (56 b).

Se disolvieron 100 mg de la §,7-dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona en
25 ml de beneeno seea, a esta solucion resultante se e adicionaran 75 mg de deido
p-toluensulfonico para pasteriormente calentarla a 70°C durmite 4.50 hr, El curso
de fa reaccion fue sepnido mediante cef,, empleanda como fase movil una mezcla
de n-hexanozacetato de ctilo (8:2). Concluida la reaccion el disolvente fue
climinado a baja presion y al residuo resultante se le adicionaron-25 ml de der
etilico. La eliminacion del dcido p-tolucnsulfonico se realizd mediante lavadas de
Ia fase éteren con una solucion de bicarbonato de sadio al 10% -3 x 5 ml-, seguido
de 3 lavados con agua de 5wl cada uno, para finalmente secar la fase etérea con
sulfato de sodio anhidro, obteniéndose 63.5 mg (63.5 %) de una sustancia de
consistencia aceitosa.

Las propiedades espectroscapicas y espectrométricas para el producto de
reaccion son las que se enlistan a continuacion:

[ady 2 = +39.28 (C= 4.2 mg/ml, CUCly)

IR vix (CHCL3, espectro 30) em-l: 3070, 3040, 3035, 2979, 2943, 1642, 1586,
1484, 1447, 1388, 1324, 1159y 1118,

RMN-IH (200 Mikz, CDCl3, 'TMS, espeetro 31): 8 1.256 (s, 311, CH3-C-0"), 8
1.258 (s, 311, Cl13-C-6"), & 1.704 (1c, =7 y 2 Uz, 2L, Cl-5"), & 2.609 (1, }=7
iz, 2t} Clly-4"). § 2.521 (dd, J=17 y 3.4 Uz, 11, Cl-3ec), 6 3.047 (bl =17 y

13 Hz, |11, Cl-3ax), 5.442 (dd, J= 13 y 4 11z, 11, C1-2), § 5.981 (s, IH, CI1-6),
8 7.480-7.406 (sefial multiple, SH) y § 11,752 (s, 111, C5-Ol1).

RMN-13C (75 Milz, CDCl3, 'TMS, espectra 32): 5 78.89 (d, C-2), 8 43.32 (1, C-
3), 8 195.62 (s, C-4), 8 161.48 (5, C-5), § 97.56 (d, C-6), § 163.10 (s, C-7). &
100.84 (s, C-8), § 159.75 (C-9), § 102.63 (C-10), & 138.84 (s, C-1'), § 128.07 (.
C-2'y C-6'), § 128.80 (C-3' y C-5"), § 125.91 (C-4") § 16.29 (1, C-5"). 5 31.86 (.
C-4"), § 76,15 (5. C-6"). § 26.38 y 27.10 (. 2Me-C-6").

EM (IE) nvz: 324 [M*, 100], 323 (29.27), 269 (43.90), 220 (19.51), 205 (24.30),
196 (24.39), 177 (29.27), 165 (51.22), 104 (34.15), 103 (21.95), 78 (24.39), 77
(25.60), 69 (30.95) y 41 (12.20). -
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5-hidroxi-6",6"-dimetilpirano-(2" ,3“,7,8)-ﬂlvanonl (56 c).

En un matraz bola de 50 mi se disolvieron 97.8 mg de la 5.7-dihidroxi-8-
(3".3"-dimetilatil)}-Mavanona, en una solucion de 30 ml de heirceno seco con 74.3
mg de DNQ. La mezcla obtenida se pusd a reflujo durante 5.21 br., siguiendo cl
curso de fa reaccion a través de cef. Finalizada la reaccion ¢l matraz fuc
introducido en un bafio con hiclo, formandose un soltido blanco que fiie eliminado
por filtracion a gravedad. Las aguas madres se concentraron a baja presion, de
donde se obtuvo un residuo amarillo de consistencia aceitosa que fue disuelto en
15 mi de CHCly; posteriormente la fase cloroformica fue Favada con una solucion
saturada de KHCO; (3 x 15 ), seguida de 3 lavados con agua de 5 ml cada wno:
fa fase cloroformica se secd sobre Na;SQ, anhidro y ¢ concentrd a baja presion.
I} residuo obtenido resubtd ser insoluble en metanot y soluble en acetato de etilo,
cloroformo y diclorometano. Finalmente, éste solido fue reeristalizado empleando
para clto una mezcela de diclorometano:propanol; de donde se obtuvieron 65.5 mg
(66,97%) de una sustancin de consistencia aceitosa que fue caracterizada en base i
su andlisis espectroscopico y espectrométrico,

_[u]|)25= -3.68(C=38 mgjml, metanol).

IR U ix (CHCLy, espectro 33) em-t: 3016, 2981, 164(), 1589, 14781374, 1161,
1S, 1091 y 1070.

RMN-11E (200 Milz, CDCl3, ‘TMS, espeetro 34): § 1431 (5. 311, (‘Il3-0")‘.h‘
1.452 (s, 3H, CH-6"), 8 2.834 (dd, 1=17 y 4 Hz, Cli-3ec), & 3.071 (dd, J=17 y 12
Hz, 111, CH-3ax), § 5.443 (dd, J=12 y 4 1z, 111, CH-2), 8 5.479 (d, =10 Hz, 111,
CH-5"), § 6,008 (s, 1H, CH-6), § 6.554 (d, J=10 Hz, 1H, CH-4"), & 7.481-7.416
(seiial multiple, 51Dy § 12,137 (s, 11}, Cs-Otl),

RMN-"C.(75 Mitz, CDCly, TMS, espeetro 35): § 79,02 (d, C-2), & 43.35 (1, C-
3). 5 195.66 (s, C-4), & 162.31 (5, C-5), 8 98.59 (d, C-6), § 163.79 (5. C-7). § 102
89 (5. C-8), & 156.75 (5, C-9), 5 101.97 (s, C-10), & 138.54 (s, C-17), 5 128.76 (d,
C-2' y C-6"), 5 128.82 (d, C-3' y C-5'), § 126,52 (d, C-4"), § 97.67 (d, C-4"), §
115.57 (d, C-5"), 5 78.17 (¢, C-6"), § 28,53 y 5 28.28 (c, 2CH;-C-6).
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§,7-dihidroxi-8-(3-metil-2,3-epoxibutanc)-flavanona (56d).

Se disolvieran 200.9 mg de glabraning en 7 ml de CHLCLy, en un matraz,
Erlenmeyer de 50 mi, a continuacion se adiciond con agitacion 1997 mg de
AMCPB a wna temperatura de 0°C. B curso de reaccion se seguid por cef, wna vez,
~ concluida I reaccidn (4 ), se agregaron 5 mi de agua al matriz de reaccion;
posteriormente se realizaron extracciones con CHyCly -2 x 3 ml-; Ia fase orgdnica
resultante se lavd con una solucion de NallSO; al 10 % -4 x 3 ml- y a
continuacion la fase diclorometdnica se tratd con una solucion saturada de
NaHCO, -3 x 3 ml- seguido de 2 lavados con agua -3 ml cada uno-, finalmente se
seed la fase arginica sobre NaySO,; anhidro. El producto de reaccion fue
purificado por cep.. obtenicndo asi 1319 mp (65.65 %) de wna sustancia de
aspecto  uaceitoso,  cuyus  constantes  espechroscapicas  y - espectrométricns
corresponden con I 5, 7-dihidroxi-8-(3-metil-2, 3-cpoxibutano)-Havanony,

IR U (CHCL, espectro 7), em™: 3591, 2978, 1725, 1641, 1475, 1451, 1383,
1339, 1290, 1249, 1144, 1093, 956.

RMN-'i§ (300 Mz, CDC;, TMS, espectro 8): § 1.199 s, 311, CH,y-5"), 8 1.212
(5, 3t CH3-4"), § 2819 (dd, J=17.1 y 3.3 Lz, 1IN, CIl-3ec), § 3.061-2.999 (sefinl
compleju, 2H, CHa-1"), § 3.073 (dd, J=17.1 y 12.7 Uz, LH, CH-3ax), § 4.709 (1,
J=89 Hz, 11}, CH-2"), § 5.441 (dld, J=12.7 y 3.2 U2, UL, CH-2), 8 6.040 (s, 11,
CH-6), 8 7.469-7.425 (sefal multiple, SI1), 5 12.003 (s, 1H, Cs-OH1).

RMN-"C (75 Milz, CDC)y, TMS, espectro 9): 5 79.13 (d, C-2), § 43.59 (1, C-3).
3 195.12 (5, C-4), & 165.08 (5, C-5), § 91.67 (d, C-6), & 168.63 (s, C-7), § 104.76
(5, C-8), 8 I157.11 (s, C-9), § 103.09 (s, C-10), § 138.00 (s, C-1), 8 126,07 (d/, C-
2,6'y 4, 8 128.85 (5, C-3'y 5, § 26.78 (1, C-1"), § 29.74 (d, C-2"), § 71.86 (s,
C-3),§25.92 (¢, C-5") y § 23.92 (¢, C-4"),

EM (IE) m/z: 340 [M', 86.59), 307 (68.29), 282 (51.22), 281 (82.93). 203
(21.95), 205 (36.58), 203 (70.73), 191 (29.27), 178 (100), 177 (64.63). 176
(51.22), 165 (48.78), 150 (76.83), 149 (28.05), 103 (26.83), 81 (34.15), 78
(24.39), 77 (24.39) y 43 (24.39).
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7-acetil-5-hidroxi-8-(37,3”-dimetilalil)-flavanona (56e).

49.3 mg de glabranina (56) fueron disucltos en Ta minima cantidad de
CHCly; posteriormente, se hicieron reacionar con | ml de anhidrida acélico y 0.5
wl de piridina anhidra, La reaccion fue Hevada a cabo a temperatura ambiente por
30 min., siguiendo el curso de la reaccion por cef. Unat vez terminada la reaccion,
se adicionaron 5 ml de agua, extrayendo el producto de reaccion con CHCl (7x 5
ml), posteriormente se realizaron lavados con una solucion de HClal 10% -9 x 3.5
mi-, seguido de un tratamiento con una solucion satwrada de NatlCO; (9x 3 ml) y
finalmente lavados con agua. La fase orgdnica fue secada sobre Na,SOy anhidro,
purificando el producto (42 mg) de reaccion por cep. De donde se obtivieron 22.5
my (45.6%) de una sustancia que presento ser un solido de color amarillo claro
con pf. 89-90°C,

IR v,5, (CICLy, espectro 36), em’': 2970, 2916, 1769, 1649, 1625, 1593, 1372,
1186, 1137, 1078 y 1062.

RMN-'Il (200 Mz, CDCly, TMS, espectro 37): & 1.647 (s, 311, CH-4"), &
1.663 (s, 31, CHy-5"), 8§ 2.307 (s, 311, CH;-CO), 6 2.885 (dd, )= 17.2y 3.3 Hz.
1L CH-3ec), § 3.115 (dd, J=17.1 y 12.9 Hz, 1H, CH-3ax), 8 3.171 (d, J= 7.7 Hz,
2H, Cll-1"), 6 5.052 (1c, J=7.1 y 1.4 Hz, 1H, CH-2"), 8 5.461 (dd, J=12.9y 3.3
lz, 1, CH-2), § 6,302 (s, 1H, CH-6), 8 7.467-7.412 (sciial multiple, 5H) y
811.740 (s, 1H, C5-OH).

RMN-"C (50 Mllz, CDCl;, TMS, espectro 38): § 79.15 (. C-2), § 43.57 (1, C-
3), 8 197.47 (s, C-4), 8 159.95 (s, C-5), & 103.94 (d, C-6), 8 160.78(s, C-7),
113.51 (s, C-8), § 156.72 (5. C-9), § 106,59 (5, C-10), § 138.30 (5. C-1'). § 125.99
(d, C-2', C-6'y C-4'), § 128.82 (d, C-3'y C-5"), 5 20.90 (1, C-1"), 8 121.53 (, C-
2), 6 131.99 (s, C-3"), 8 17.33 (c, C-4"), § 22.62 (¢, C-5"). & 168.44 (s, -CO),
25.70 (¢, CHLCO),

EM (1K) m/zz 366 [M’, 82.46], 351 (2.81), 323 (100), 309 (28.77). 281 (17.54),
269 (21.75), 256 (8.42), 247 (5.61), 219 (35.79), 205 (30.88), 177 (24.56), 165
(21.40), 149 (4.21), 131 (4.91), 104 (5.61), 103 (5.61), 69 (7.02), 43 (11.23), 41
(4.21).
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5,56”-dihidroxi-6",6"-dimetil-4”,5"-dihidropirano-(2”,3",7,8)-
flavanona (56 f).

En un matraz. Evlenmeyer de 50 ml 117.3 mg de glabranina (56) fucron
disucltos ¢n 4.5 ml de CHCly, 1a solucion resultante fie colocada en un haiio de
hiclo (0°C), a la que se le adiciond lentamente y con agitacion T ml de CHCI,
acidificado (50 ml de CHCly con 2 gotas de HCI concentrado); segutido de 2 ml de
una solucion de AMCPB (119.9 mg en 2 ml de CHCIy). El curso de la reaceion fue
seguido por ccf, dando por concluida Ia reaccion a los 60 minulos.

Terminada Ia reaccion se adicionaron al matraz de reaccion 8 ml de una
solucion de NSOy af 10%, lentamente y con agitacion a 0°C; extrayendo a
continuacion el producta de reaccion con CHCl; (4 x 3 ml), posteriormente se
realizaron lavados con ina solucion satrada de NatlCO, (3 x 3 mil), seguido de 2

lavados con agua de 3 ml cada wio, secando finalmente la fase orgdnica sobre
Na,S0; anhidro.

Una vez climinado ¢l disolvente, se obtuvieron 105.7 mg (90.11 %) de una
sustancia de aspecto aceitoso de color café, que de acuerdo a siespectrometria de
masas le corresponde un peso molecalar de 340 y una formula de CyglhOs.

IR Vg (CHCy, espectro 39), em’'s 3583, 3426, 3019, 2981, 1645, 1476, 1387,
1339, 1215, 1144, 1093, 758, 669.

RMN-"IE (300 MHz, CDCls, 'TMS, espectro 40): 5 1.205 (s, 31, CHy-6"), 8
1.333 (s, 3H, CHy-6"), § 2.824 (dd, J=17.1 y 3.3 Iz, 1H, Cll-3¢c), 8 3.070 (dd,
=171y 12,9 Hz, 1H, CH-3ax), § 3.120-2,992 (sefial oscurccida, 211, Cll-47), §
4.709 (i, J=8.7 y | tiz, I}, CHI-5"), § 5.438 (dd, J=12.9 y 3 Hz, IH, C1I-2), §
6.040 (5, 1H, CH-6), § 7.460-7.408 (sciial multiple, STH, & 12.300 (s, 1H, C5-O11).

RMN-1C (75 Milz, CDCly, TMS, espectro 41): 8 79.05 (d, C-2), § 43.38 (7, C-
3), 8 195.10 (s, C-4), § 165-05 (5, C-5), & 91.04 (d, C-6), § 168.23 (5, C-7), b
104,74 (s, C-8), 8 156.99 (s, C-9), 8 103.08 (s, C-10), 5 138.45 (s, C-1"), § 120.06
(d,C-2, 4" y6'), 5 128.02 (d, C-3"y 5), § 26.77 (1, C-4"), & T1.83 (d, C-57), &
78,99 (s, C-6"), § 25.94 (¢, CIH-C-6"), § 23.88 (c. CIH-C-6")

EM (IE), m/z: 340 [M". 100], 325 (13.55), 307 (62.71), 281 (66.10), 263 (18.64),

254 (4.23), 236 (8.47), 205 (22.88), 203 (35.59), 178 (66.10), 177 (44.91), 150
(55.93), 149 (7.62), 13] (6.77), 104 (1 1.86), 103 (9.32), 59 (29.66), 43 (7.62).
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7.3. BIOENSAYOS FRENTE Artemia salina

La determinacion de la actividad bioldgica de los extractos hexinico,
acetonico y etandlico, asi como de las fracciones obtenidas durante Ia elucion de In
colummna y de las sustancias purificadas, se realizo de lsiguiente manera:

Se incubaron los huevecillos de Artemia salina en agua de mar artificial a

28°C. con uu sistema de acreacion por 48 hrs y bajo una limpara eléctiica,

* De cada muestra se pesaron 20 mg, los cuales fucron disuchtos y de donde se
tomaron a continuacion los siguientes volumenes: 5 pl, 50 pl, 500 pl. cada uno por

-~ tripticado. Una vez concluida fas 48 hrs de incubacion, se colocaon 10 Arremias en

cada muestra con ayuda de una pipeta Pasteur, aforando posteriormente a 5 mi con
agua de mar antificial, reatizandose a {a par un bianco.

La lectura de Jas muestras se realizo despuds de 24 hrs -mmero de Artemias

muertas-, y se deteimind fa Cl.gg, por ¢l método Probits, atilizando un programa de
computo,
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TABLA VI: DATOS DE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJIQ (CHCl;, Ui . cm'') DE LAS FLAVANONAS
CARACTERIZADAS DE Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis.

3374,
2978,
3914,
12925,
3055,
3037,

2853,

3080,
1725,

2853,
2926,
2852,
2976,
3007,

i162,

0, 1249,

142,13
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TABLA VII : DATOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS POR IMPACTO ELECTRONICO. 70 eV, DE LAS
FLAVANONAS CARACTERIZADAS DE Esenbeckia beriandieri ssp acapulicensis.

61

: sunr, ul], .309(5121) .8!(2683 :

338[M°, 73.17],  323(53.66), 270(39.02); 219(100), 191(78.05), 179(52.43), 104(36.58), 103(48.78), 77(?5.76) 69(47.56).

69(26 33) zosoo 73), 192(31 ), 177(70. 73), 165(63 4, 69(34 _;5) 43(19 >1) x

w 86.59], . :07(68 29), 282(51 "2) 205(36 38), 203(¢70. 73), 178(100) 177(64. 6:) 176(31 22), 165(48.78), ]50(76 8:)

mm‘,o.m, 7 367(5366) 325(23 17) 312(2; 9s), 219{100), 206(4:.46), 191(51 22) 179(74 39) 134(25 61), 121(29. 27)_ '

354[M'+l 92.12], 339(34 15}, 31141 46) 299(36 59), 219(80.24). 191(75.61), 179(100), 176(24 30) 170(43 17) 91(48 78).

'356|M', 46], . 203(42.50), 1‘65(53.75)*1*49(68.75), 120(50), 97(47.5) 71(625)' 57(90) 55(95) 43(100)

' 370[‘\f H;O. wo], 337(59 84). 312(40 ]6} 31 1(50) 219(27.87), 203(98. 36), ]78(67 21), 177(63 93) 150(63 9:) 134(7: 77')
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TABLA VIII : DATOS DE RMN-'H(*300 MHz, **200 MHz. CDCl:. TMS) DE LAS FLAVANONAS PRENILADAS
AISLADAS DE Esenbeckia berlandieri ssp acapulicensis.

i5413dd 1 U5427dd
€126y 3:3)- (13 v3:3)
2.850dd 2.843dd
(]71y36) (17.1y3.0)
| :3055dd- | 3.058dd
a7iy123). (17.25y 12:9)

(i7.1y33) | (169y33)
3.054dd | 3028dd |
AT Ty12.5) | a71v126) |

6:102s | 6036s 6.095s 60625
32394 | 33664 32184 | 31%d
@ @3 a2

| 5147 | 522k

5127 ¢ 517810

(7.5y1.5) (72yl>) (728y138) (72y15)
i 1626's 1731 16155. COT60BE
s 1650 s 1.731: 1.199 s 1646 16485 _1.636s
CC#OH .} 121375 | 12002s ‘1200351121355 12143s | 120305 -
C~OCH; 385%s —_— —_— 3857s 38s6s —
"2y 6%} 7480-7.363 1§ 7.475-7.38S 7469-7425 .- O EER
3§S 0 jesm ' sm. 4ooEsmL e —— N R e —
R o SHE b sHY : ~-5H¢ B et EEE RS T L ! (e
2’y 6 — — — 7.374d 7333 dd 7274 . 7.374d 7-313d
_ ) ) 86y1) 8.4) o i
Pys e S e 6041d 6.876 dd 6876d | 6941d | 6885d -
U o : S R R SRR ) I . 86vD 8.7 N C) BT
PROCH; — — — 38355 — —_ —_ —
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TABLA IX : DATOS DE RMN-"C (75 MHz, CDCl;) DE LAS FLAVANONAS PRENITLADAS AISLADAS DE
Esenbeckia berlandieri ssp acapulcensis.

. 1867 7897 79062 | 7848 .. 78420 1 7895
s 4342070 L4329 b S43590 ET 43200 b 43240 L 4322
196.30 19623 | 19512 . 196.52 196:50 195.35
16264 {16223 16508 i 1626371 162is2 0 il 16814
9248 96.92 91,67 . 9244 9241
16877 f 163770 116863 . i 16573 | 16572
109.00 106260 | - 104.76 108.99 108:98
CIS8:74 | 1S97F L UISTIT i (158870 | 15882
10295 | 10372 | 103.09 102.99 102.92
138.91 13868 13800 o 131320 {0 131,00
128.52 125.93 . 126.07 - 127.47 127.65 :
12870 12869 - 12885k 11406 i 1S4y
125.92 125.93 126.07 158.87 155.82
128.70 1286907 | 128.85 S T14060. 10 11544
128.52 125.93 126.07 127.47 127.65
2158 2198 | 2678 0 2566 il 2162
122.40 12157 79.13 12233 | 12233 |
131.38 134921 1 TL8e: v 13098 - P 13131 ol
17.64 1782 2392 17.702 ST 3.
2576 | 2579 | 2592 {2579 | 2879 .1 2589
§5.88 —_— — 55.87 ~55.09 55.38
' 55.32




69

TABLA X : DATOS DE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (CHCL;, Umis, cm™), DE LAS FLAVANONAS
COMO PRODUCTO DE REACCION.

.- 2970, 2914;

0, 3035, 2979,
1769, 1649, 1625,
3019, 2981: 1645,

. 1725, 1641, 1475,

1451,
1456,
1476,

0, 1448,
4. 1373,
"f‘f_1'586',~, :
1161,
1383,

1 ‘372',

1387,

1290,

1093, 758, 669,

1186, 1168, 1097.

1078, 1062.
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TABLA XI : DATOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS POR IMPACTO ELECTRONICO 70eV.DELAS
FLAVANONAS COMO PRODUCTOS DE REACCION.

” f’_'?" ?fﬁ?‘i J

3.1 [M'+l, 3.59], 380 (1" 95) 338 (100) :23 (44 60), 295 (15 11), 270 (23 74), 21° (34 33), 1°1 (l: 11) 179 (14 75)

'i'f'j {423 M4, 12,29, 422 (43.22), 379”(6,0.17), 357 (wo), 323 (>2.54), 283 (34 75) 233 (4“2), 219 (aO 08),17% (3220)" >
1339 M+, 1301, 338(100), 324 (17.5), 323 (7.5), 1295 (31.25), 270 @3s), 719(77 501, 191 (61.25), 103 (22.5).

1328 [M'-l—l 2‘.83], 324 (100) 323 (29.27) .69 (4: 90) 177(29 ’7) 165 (51 ) 104 (34 15), 78 (24. 39) 68 (30. 95)

340[1\[' . 86.59}, 307(68 29), 28..(51 22), 205(36.58), 203(70 73) 178( 100) 177(64.0:), 176(51.22), 150(76.83).

o 367 [M’-l—l, 10.35], 366 (82.46),323 (100), 309 (28 77), 269 (21. 75) 2}9 (35 79) 205 (30 88), 177 (24 56), 165 (21 40)

an [M'+l, 35.59], 340 (100), :07 (62 71), 281 (66 10) 203 (35 39), 178 (66 10) lTI (44 91), 150 (55 9:) 39 (29. 66)
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TABLA XII : DATOS DE RMN-'H (*300 MHz. **200 MHz, CDCl;, TMS) DE LAS FLAVANONAS COMO
PRODUCTO DE REACCION.

.6
3' 5
&
CH;CO-
CHCO-

e

GO
 C~OCH;

2754dd..

5.14%1c
) (7.28 y 1 .18)

5.8735
7. 17.440-7.419. {7
csamo o

i393 s )

——

2.165s

21208

6.940d
(16.})

14154

(16.5)

~2.835dd
(l7v 3.5)

: 3.0554dd:
JATY 12y

61025
o

51476

ayLs
11,6503

121375
3859«

7.363-7.480

T sm.

s418dd |5,
A2y 35)

25214d
A17y33)

“3.087dd
SATYA3Y L

5981

Ty2)

1256

1.258s

171525

7.480-7.406

3y

i areys

10)

13525

1213750

7481-7.416.
CUSIE B

LL43Ls:

2.819dd
(17 1y3. 3y
3.054dd::

GT1y127)

60405,

7.465-7:425
S

120035

(17 Ty 12 9)
_6302s

7467-7.412.
sm.

2307s |

 5461dd
(129y33
2.885dd .
172y33)
3515dd’ 1§03
(17 1y 12.9)
6940.«

50821

. 47091d

@Iy
1,205
13335
12.3@3,}:1

7360-7-308




TABLA Xill : DATOS DE RMN-"C (*75MHz, **50 Milz, CDCly, TMS) D LAS

FLAVANONAS COMO PRODUCTO DE REACION.

4357
197471
159.95
160.78

o n3sk

156.72

10659

138.30
112599
128,82

12889

2090
12590

2090
2152

131.99

133
26

16844 |

25'70 N

L1905
43.38

7119510
165.05
168,23

S 10474

156.99
‘ |03~08 ‘
138.45
126,06
128.02
126,06
128.02

12606

7?



TABLA X1V . VALORES DE LA DOSIS LETAL MEDIA DE LOS BIOENSAYOS
REALIZADOS FRENTE Artemia salipa,

3033.90

COpheess T ssLs.
ETANOLICO.
iraccion 60:75 eI
Fraccion 164-187

- Friccion 265281 .. ¢ ~15LM
182,98
nmn

vane

7 "Melliglabranma (55) ; ( -
 Glabranina(56) -~ | 128927 | 877.09 137,56
I"p(mdo de la glabrasiing (57) b 25218 383.49 174.85

LSC: Limite Superior Confiable.
LIC: Limite Inferior Confiable.

IR
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TABLA XV. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS®.

MIC= Concentracion minima inhibitoria
MBC= Concentracion minima bactericida

= | mg/mi

P >1 P >1 P >1 P >1
. . Eschevichia coli P [ N P >1 P S P i1
Enterobacter cloacae P >1 P >1 P >1 P >1
‘Kleibsiella preumoniae P ERSS B P >1 S R P T >1
Mycobacterium fortuitum P >1 P >1 P >1 P >1
" Streptococcus pyogenes <0.016 - <0.01" p >1 <0.016° 7003 1 1
Saimonella sp. P - >1 P >1 P>  >1 P> >1
. Pyoteus valgaris : P o>1 = >T >1 N o8 P >1
Pseudomonas aeruginosa >l >1 P >1 >1 >1 P> >1
-Staphyiococcus aureus - 0.03 0.06. P >1 - 0.06- 0.8, P >1
P= precipitacion

~ PRUEBAS REALIZADAS EN EL DEPARTAMENTO DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTWERPEN EN BELGICA
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TABLA XVI. PRUEBAS ANTIVIRALES*.

EXTRACTO ETANOLICO

. SUSTANCIA'SS

100-25: T
100: P
10-1:1

10 100-50 0P

1000 T D i
R R ) LOS0-1T: il 0-1: 8010
SUSTANCIA 56 100-25: T 100-25: T 100-25: T 100-25-T | 100-25:T(P)
"100: P 160: P : 10: 10
, o 10-1:1 J16-1:1 10-1T R
" SUSTANCIASY |- 10025: T | 100-25:T | 100-2S - 100-25:P
R AT S IR B! iy 1. 100:P 100:P ; 100-50 : T+
GUT0LETY 10-1: 177 10101 105101 25:T/2:1

e 100-50:P
T 100 TP

100-25: T
10: 10
1840 §

T — T/4 Decrece la escala de citotoxicidad

Rango de concentracion : 100-25 pg/mi

Resultados antivirales expresados como el factor de reduccion de et titulo viral : 1. 10, 100, etc.

P= Precipitacion durante la incubacion

= PRUEBAS REALIZADAS EN EL DEPARTAMENTO DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD DE ANTWERPEN EN BELGICA
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9.1, ELUCIDACION ESTRUCTURAL.

El andlisis de tns propiedades fisicas, espectroscpicas y espectrométricas, asi
como la comparacion de dstas con las informadas en Ja literatura, permiticron Ia
clucidacion estructural de 6 sustancias (55-57, 59, 60, 62) que fueron aisladas del
extracta etanolico de las partes aéreas de Esenbeckia berlandieri Baill ssp
acapulcensis (Rose), y de 11 campuestos como produétos de reaccion. Algunos de
estos metabolitos secundarios y transformaciones quimicas realizadas, se obtuvieron
de wn estudio preliminar .

De lns fracciones 80-163, obtenidus ol cluir la columna con n-hexano, se
aislo un solido cristalino amarillo plido, de pf. 126-128°C. En su espectro de masas
se observa un ion molecular con m/z 338, al que se le puede asociar una formuly
molecular Cz Ha0Oy, con 11 grados de insaturacion.

in el espectro de IR (Lspccno 1); se observa la presencia de un grupo
carbonilo de cetona en 1654 cm™, el desplazamiento de la banda de absorcion hacia
un nimero de ond.l mds baju, con respecto al desplazamiento informada en la
literatura (1715 em™ ), se debe a la formacion de un puente de hidrogeno con un
grupo hidroxilo, lo cuat explica la coloracion café obscura obscrvada en ccf, cuando
¢sla se revela con una solucion de Fc.(,l; en etimol al 1%. Asi mismo, se visualiza
una banda de absorcuén 2 3006 em™ que corresponde u la whmuun C-1t con una
hibridacion sp? (-C=C-11), y dos bandas a 1444 y 1373 am’ carncteristicas de
metilenos aliticos y metilos vinilicos respectivamente,

Lo anterior se complementa al analizar el espectro de RMN-'H (espectro 2),
en cl cual se detecta una seiial simple (s) a campo bajo (8 12.137), que corresponde
a un grupo hidroxilo quelatado con el grupo carbonilo (formula parcial A), como se
ilustra en la figura 63.

Formula parcial A
N

AN
T

), X

Nir

Figura 63
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La sefial compleja entre 7.840-7.363 ppm que integri para 5 hidrogenos,
corresponde a un anillo aromitico monosustituido (formula parcial B, figura 64),
Ademids, se detecta una sefal simple (s) que integra para 3 hidrogenos con un &
3.859, que corresponde o un grupo metoxilo sobre un anillo -aromatico (formula
parcial C), como se indica en la figura 65. De csta manera se explican 9 de los 11
grados de insaturacion que presenta dicho compuesto,

Formula parcial B Formula parcial C
MeO
¢
Figura 64 Figura 65

La sefial doble de doble (dd) en 8 5.413 que integra para 11 (J= 126 y 3.3
Hz, CH-2), mmestra tener interacciones con las sefiales en 8 3.055 (dd, J=17.1y
12.3, IH, CH-3ax) y § 2.850 (dd, J=17.1 y 3.6 llz, 11, ClI-3¢c), lo cunl queda
debidamente demostrado cn su espectro COSY (esquema 11), y que corresponde n
un fragmento  molecular en que los hidrogenos presentan una  disposicion
antiperiplanar (11-2, 11-3ax) y synclinal (-2, H-3ec), tal como se ilustra en la ligura
66; csto permite sugerir que se trata de hidrogenos que forman parte de un anillo de
6 micmbros. Donde ¢l 11-2 se encuentra mids desplazado & campo hijo por
encontrarse cercano a un grupo nmry electronegativo (oximetino); mientras que el -
3ax sc localiza mas desprotegido con respecto ol 11-3ec, debida al efecto de
anisotropia ¢jercido por ¢l grupo Tenilo que presenta wna orientacion - o-
pseudoecuatarial, comn se indica en las figuras 67 y 68.

9 fipax
Hax 4 Hp ee
~ Tl o Ph
oy thaax
Figura 66 Figura 67
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tt-3ec

H-3ax
thav i saim
™
Hee s2mm
N\’ -
o Hav 5 voss R L W R B L

315 2,95 ppm

Figura 68

De acuerdo o o anterior, se propuso como hipotesis estructural el esqueleto
de una favanona metoxilada en 1a posicion 7 (figura 69), euya formula molecular es
Cal130,. Las favanonas son compuestos que poseen 15 dtomos de carbono, e los
cuales dos micleos beneénicos estin unidos por un eslabon de 3 dtomos de carbono,
y al que se te pueden asociar 10 grados de insatwacion.

Figura 69

Et fragmento restante (Cs o) se identificd como el grupo prenilo; va que en
el espeetro de RMN-'11, se observa una seiial en § 5147 como un triple de cuattetos
{tc, J=1.5 y 1.5 Hz), yue corresponde al hidrdgeno vinilico de este fragmento, ¢f coul
se acopla con la seital doble () que aparece en 8 3.239 (J= 7.2 Hz), correspondiente
a 2 hidragenos aliticos y/o benciticos. Las 2 sefiales simples en 1.626 y 1.630 ppm
que integran para tres protones cada una, son asignadas a los grupos metitos de las
posiciones 4" y 5" respectivimente (figura 70).

30



81.650,s §1.626,s

T 85040 ¢t
1" 33.239.d

Figura 70

Finalmente la seflal simple en § 6,102 que integra para un hidrogeno,
corrcs'pondu a un hidrogeno aromatico con una alta densidad clectronica, debido a la
presencia de los dtomos de oxigeno de las posrcmms 5, 7'y 9, lo que sugiere In
posibilidad de situar al grupo prenilo en las posiciones’é u 8 de |d flavanona, como
se ilustra en ka figura 71 y 72 respectivamente,

(71) (72)

Para definir la posicion correcta del grupo prenilo se han descrito en fa
literatura  quimica metodologias basadas en reacciones quimicas y  téenicas
especlrmcnpw:\s Donde cabe sefialar las observaciones sugeridas por Bohlmann y
Zdera™ , quienes proponen que las seftales de los metilos de fas posiciones 4" y 5"
aparccen con ¢l mismo desplazamiento quimico cuando el grupo prenilo se
encuentra en la pmick’m 8, micntras que los compuestos que poseen un grupo
prenilo en la posicion 6, muestran desplazamientos quimicos diferentes p.\m los
metilos 4" y 5% (ver figura 73).
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Figura 73

( - . n
Por otro lado, Jaraman y colaboradores ® confinmaron la sustitucion en el

anillo A, mediante la degradacion de la 5.7-dimetilglabranina, de acuerdo a lo que se
indica en el esquena 12,

MO, v MeO) ol
¢ KOWMeOl
———— e
6he/N, /reflujo
OMe ¢ OMe 0O

Esquema 12, Degradacion de la 5,7-metilglabranina,

Sin embirgo, en el presente estudio se encontrd que en su espeetro de RMN-
'"H aplicando ¢l experimento del NOESY (esquema 13), se observa que existe
interaccion a través del espacio entre H-2 y 112", lo que confinma la posicion del
grupo prenilo en ¢l C-8; asi mismo, se visualiza la interaceion que existe entre ¢l 11-
6 y el grupo mctoxilo, lo cual permitid concluir que esta sustancia ya habia sido

aislada previamente de Tephrosia villosa (l.eguminosa) y caracterizada como la 7-
metilglabranina®'.
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De lag fracciones 203-328, que se obtuvicron al cluir Ia columna con wna
mezela de n-hexanozacetato de ctilo (95:5), se aislo un solido amarillo de pl. 167-
168°C, que muestra en su espeetro de masas por impacto electrdnico un ion
molecular de m/z 324, al que se le puede asociar una fonnula molecular Cal 1504,
con 11 grados de insaturacion.

Iin el espectro de IR (espectro 4), se visualiza una banda de absorcion a 3583
em™ cumclui‘;licus de fos alcoholes. Ademds se detecta una banda dc absorcion a
3057 ew’ uurwpm\dlcnlc a I vibracion C-11 con una hibridacion sp* (-C=C-H) y
otra banda a 1639 em™ asignada a un grupo carbonilo, ¢l cual Imm.u un puente de
hidrogeno con ¢l grupo hidrosilo. Lus bandas o 1442 y 1373 en' corresponden a los
metilenos alilicos y metinos vinilicos respectivamente,

Mientras que en cl Lspu.lm de RMN-'H (espectro 5), se observan las sciiales

carneteristicas correspondientes al esqueleto de la flavanona, camo se muestra en la
figura 74,

5 7.385-7.475, seilal multiple

it 53058,
Fhec

& 2844, il
: (¢} .0

\l v
812,002, «

RI‘ R2" R:‘“»’ Ho gpo alguilo

Figua 74

Sin embargo, a diferencia del espectro de RMN-"1 de la 7-metilglabraning,
no se detecta la sefial caracteristica del grupo metilo presente en el metil-fenil-der.
La comprobacion del grupo hidroxilo en fa posicion 7. se corrobord al realizar la
correlacion quimica por medio de la reaccion de metilacion de 1a sustancia (56) con
CH;Ny/éter etilico(esquema 14),
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CHN,
dtereljlico
T. 08¢

OH 0

Esquema 14. Reaccion de metilacion de la glabranina con diazometano,

De acuerdo a lo reportado con Bohlmann y Zgero *. EI grupo prenilo se
ubicardi en la posicion 8, ya que las sefiales simples correspondientes a los grupos
metilos 47 y 5" respectivamente, presentan un mismo desplazamiento quimico a
1.731 ppm. Asi mismo, para determinar con presicion la posicion del grupo prenilo,
en la literatura quimica se han descrito una seric de metodologias basadas en
reacciones de ciclizacion, en los desplazamientos quimicos de los hidrogenos-de los
metitos_vinilicos o del Cs-OH, cn los desplazamientos quimicos observados en
RMN-"C y mis recientemente por acoplamiento a largo aleance (PC-"H) y por
desacoplamiento u largo alcance de manera selectiva de los hidragenos (1.SPD)™,

En este trabajo, lo posicion del grupo prenilo en el carbono 8, se determino
por medio de reacciones de ciclizacion con dcido p-toluensulfonico y DDQ, como se
ilustra en los esquemas 15 y 16 respectivamente,

J1'sC
HO. O p-IsOU

Benceno
———p
4.501Hrs.

52,600 (t, §- THz, H-4"),
81764 (td, -7y 21z, H-5"),
§1.258y 1.256 (25, 6H (CH,),C-6").

squema 15. Reaccion de ciclizacion con p-TsOlL
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Ho. 0. Beneeno seco,
U ). s A
rellujo,
521

ol o

or o

§6.554 (d, I~ 10 Hz, H-4"),
35479 (d, J=10 Hz H-5"), .
8 1452y 1431 (2s, GH, (CH,),C-6™)

Esquema 16. Reaccion de ciclizacion con DDQ.

Por otro Tado 1a determinacion del grupo prenilo en Ta posicion 8, tumbién se
logrd por medio de mélodos espectroscopicos, como son fas técmicas de
acoplamiento s lugo aleance (*C-"H): COLOC (esquemu 17) y HIETCOR (esquema
18); donde se puede observar, que en ambos esquemas C-7 y C-9 interaccionan con
los hidrogenos del carbono 1, mientras que C-7 y C-5 interaceionan con el
hidrogena del C-6, através de 3 y 2 enlaces respectivamente. Finalmente en su
espectro de Correlacion Homonuclear '11-'11 (NORESY, esquema 19), se visualiza
que existe una interaceion a través del espacio entre ef H-2 y el H-2". Por fo que se
concluyd que la sustancia aistada corresponde o Iy §,7-dibidroxi-8-(3",3"-
dimetilalil)-Ravanona (glabranina, 56),

De fos fracciones 362-393, obtenidus ab chuir la colunma con n-
hexano:acetato de ctilo (95:5), se aisld una sustancian de aspecto accitoso, 1a cual
revela café oscuro en cef. con una solucion de FeCly al 1% en etanol. La
identificacion y caracterizacion de csta sustancia, se logrd por medio de sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas, las cuales sugieren que se trata de
una flavanona 5,7-dihidroxilada y a quien le corresponde wna formula molecular
C20H2005 , con un peso molecular de 340 y 10 grados de insaturacion.
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Esquema 17. COLOC de Ia glabranina.
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Esquema 13. HETCOR de Ia glabranina.
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Su espectro de RMN " (espectro 8). muestra a diferencin de las Aavanonas
preniladas descritas anteriormente, una sefial triple (5 4.709, 111, }=8.9 1iz), que por
su desplazamiento quimico suguiere que se trata de un hidrogeno geminal a un
dtomo de oxigeno, como se indica en el esquemi 20.

S 1135
o Ay

"o SL212.s - 511995

3 0
,,.,

§3.366,d 1" S 8522010 §3.061-290 ¢ §4.709, 1

56 57

Esquema 20. Desplazamientos quimicos (RMN-"1) del grupo prenilo
de la sustancia 56 y 57.

Lo descrito anteriormente, permitio proponer como hipotesis estructural a
epéxido de la glahr.mum (57). Dista estructura fue confirmada por medio de su
espectro de RMN-"C, que muestra como diferencias notables con respecto al de la
glabranina (ver tabla XVI), una sefial en 8 71.86; al aplicar en el mismo espeetro In
téenica DEPT, indica que se trata de un carbono cuaternario. Ademis se visualiza en
8 79.13 la sefial carrespondiente a un metino base de oxigeno. Al C-1" se fe asignd
la schal de & 26.78, observindose un efecto de desproteccion de Ad= -4.804 ppm
con respecto al desplazamiento quimico mostrando por el mismo dtomo de carbono

“en la glabranina. Finalmente 1a seffal del grnpo metilo (8 23.920) de la posicion 47,
se ve desplazado a campo bajo (AS= -6.098 ppm); micntras que C-5" (5 25.92),
mostro una ligera desproteccian por la presencia del anillo del oxirano.

Tabla X VII

Las constantes espectroscopicas de RMN-'I1, presentadas por ¢l producto
natural son iguales a las encontradas en el producto de reaccion, obtenido de la
epoxidacion de la glabranina con dcido m-cloroperbenzoico (esquema 21).
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1o @ AMCPB, 1o Q
CH,Cl,
T.0"C, 41

OH O ot 0

56 56d

Esquema 21. Reaccion de epoxidacion dg la glabranina,

De la recromatografia de una alicuots de las. fracciones 168-211; se
obtuvicron 28.4 mg de un residuo de consisteticia aceitosa, que fueran sometidos a
una reaccion de metilacion con CH;N/éter etilico; de donde se aislo un solida
amarillo de pf. 161-162°C, que fue caracterizada ¢ identificada coma In §4'-
dihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-7-metoxiflavanona (59), de formula  molecular
Czﬂ'lgg()s.

Por otro Jado, después de una serie de recromatografias para la purificacion
de 1a sustancia mayoritaria presente en Ias fracciones 141-167, sc lograron obtener 8
mg de una sustancia de consistencia aceitosa, que fue identificado y caracterizado
como lu §,7,4’-trihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (60).

Finalmente, In 7,4’ -dimetoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-Mavanons (58), se obiuvo
despuds de purificar el producto de reaccidn de metilacidn de las fracciones 141-
193 (1 excepeion del eluato 155), obtenidas al eluir la columna ¢on una mezcla n-
hexanozacetato de etilo (90:10). Dicho compuesto, resultdo ser un solido amarilio
pilido que revelaba café oscuro en ccf. cuando se empleabi como revelador quimico
una solucion de FeCly al 1% en ctanol y con pf. 122-124°C, in su espectro de masas
por impacto clectronico presenta un ion-moleenlar con m/z de 368, cuya formula
molecular corresponde a C3H3,0s .

Las sustancias 58, 59 y 60 muestran en su espectro de RMNZ'H (espectro 11,

14 y 17 respectivamente), las sefiales caracteristicas de los hidrogenos presentes en
¢l esqueleto de una flavanona, ver tabla VIR -pagina 67-.
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Sm embargo, a diferencia de las lavanonas ya deseritas, en sus espectios de
RMN-'H se detecta un patran de sustitucion diferente en el anillo B; fa presencia de
dos sefiales dobles que forman parte de un sistemn AB con wns constante de
acaplamiento de aproximadamente 9 Hz, sugiere que se trata de un anillo
disustituido en las posiciones 1"y 4. La presencia de grupos clectrodonadores en fa
posicion 4’, afectn el desplazamicnto quimico de fos hidrigenos 276" y 3',5'; como

se indica en fa tabla XVHL fo anterior queds confimado por el espectro COSY,
cono se mucstra en los esquemas 22, 23 y 24,

SR
58 Re OMe
59,60 R= Ol

Tabla XVIH
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Istas propuestas estructurales se ven apoyados por sus datos de RMN-"*C
(tabla X1X), de donde se¢ puede observar que C-4°, para fa sustancia 59 aparece en §
158.82, ejerciendo un cfecto de proteccion sobre C-3" y C-5°, debido ol clecto
clectrodonador que se desarolla por fa presencia del grpo hidroxilo; 1o ewad queda
ademas comprobado, si se compara ¢l desplazamicnto quimico de estos carbonus
cuando el sustituyente es of grupo metoxilo (sustancia 58) o el hididgeno (55).

Tabla XIX

De tas fraccipnes 216-2585, se obtuvo un residuo amaritlo de consistencia
nceitosa; que postertormente fue tratado con CHN, enéter etflico a baja emperatura,
aislandose de ta mezcla del producto de reaceion una sustancia de formula molecutin
CaiH24Q con 10 grados de insaturacion; Ta cual muestra en su espectro de masas por
impacto clectronico un pico base en miz 370, que puede corresponder ol fragmento
oniginado por fa pérdida de una moléeuln de agua.

Ademds, su espeetio de RMN-'H (espectio 19) presenta as sefiales
correspondientes al esqueteto de una flavanona 5.4'-dihidroxi-7-metoxiflavinona,
como se puede ver en ta figura 75.

RS S

5388565 MO o_y

560085 1 "Mtax 5 305400

Hee

2
()\ir_() 5 1806, d

. Figura 75
Ed patron de sustitucion del anitio B, fue determinado por las sciiales dobles
que conforman un sistemit AB, y que aparecen en 8 7.374 {d, 3= 9Hz, 2H) y 8 6.941

(d, J= 9z, 2H), comespondicntes o fos hidrogenos de las posiciones 2°.6° y 3°.5°
tespectivamente,
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Adicionalmente, se percibe una sefial multiple que integra para 2 hidrogenos
entre 3.086-2.986 ppm; una sefial doble de doble (dd), que integra para un hidrogeno
en § 4.699 (J= 102 y 2.7 Hz), la cual muestra una multiplicidad diferente y un
desplazamiento a campo alto en aproximadamente AS= 0,448 ppm, con respecto a
las flavanonas preniladas ya descritas. También se observa un efecto de proteccion
sobre los grupos metilos ubicados en C-3", al comparar su desplazamiento quimico
con las mostradas en la 5,4 -dihidroxi-7-metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (59),
tal como se ilustra en el esquema 25.

Lo anterior sugiere la presencia de 2 grupos hidroxilo unidos a C-2"y C-3",
lo que indica que se trata del compuesto dihidroxilade en el grupo prenilo; lo cual
tiene implicaciones biogenéticas importantes en la biosintesis de hemiterpenos
aromiticos en la familia Rutaceac.

dLals,d 5 LodR,d SLIR d  S1.329.4d

ol
ol ol ol
MeO 0 MeQ) 0
O 0 o O
59 ot

Lisquema 25. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los metilos ubicados
en la posicion 3"

De los eluatos §16-531, obtenidos al eluir la columna con wna mezela de n-
hexanozacetato de etilo (8:2), se purifico una sustancia de aspecto aceitoso; fa cual
presenta una gran similited en su espectro de RMN-HE (espectro 22) al de la
sustancin 61 descrita anteriormente; observandose conto tnica diferencia la ausencia
de la sefial simple que corresponde al grupo metilo del fenil-metil-éter (8 3.859), lo
que sugiere que la sustancia aislada es el producto natural de donde se derivala 5.4°-
dihidroxi-7-metoxi-8-(2",3"-dihidroxi-3"-metilbutil -flavanona. En el esquema 26 se
muestra su espectro COSY, el cual indica que la sustancia aistada del extracto
ctandlico de Jas partes aéreas de Esenbeckia berlandieri ssp acapnlcensis (Rose) es
1a §,7,4"-trihidroxi-8-(2",3"-dihidroxi-3"-metilbutil)-Mavanona (62).
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Obtencion de In S-acetil-7-metoxi-8-(3,3"-dimetilalil)-Navanoua y de Ia

2°,6’-dincetil-4’-metoxi-3'-(3",3"-dimetilalil)-chalcona. De la  reaccion de
acetilacion de la 7-metilglabranina (55), se obtuvo una mezela constituida de 2
productos, como se ilustra en ¢l esquema 27, los cuales fueron purificados por cep.

55a
Anhidrido acético,
_ piriding seca, |
refljo, 23 br.
33b
55 hanmate 4

Esquema 27. Reaccion de acetilacion de la 7-metilglabranina.

La sustancia de menor polaridad fue un solido amarillo claro. Vo su
espectro de masas por impacto elechronico presentd un ion molecular de m/z 380,
al que le corresponde una formula molecular CyyllyOs. En el espectro de IR
(espectro 23), se Jocaliza una banda de absorcion a 1706, asignada al prupo
carbonilo de un ester. La banda de absorcion correspondicnte a la cetont se
cncuentra desplazada hacia un mayor nimero de onda (1679 em™), con respecto al
espectro de la 7-metilglabraning (1634 e ), debida a la ausencia del quelato
lormado entre este grupa y el hidroxilo del C-5,

En RMN-'H (espectro 24), se visualizan las sefinles correspondientes a la 7-
metilglabranina (55), presentando como diferencia la ausencia de la seiial en
12.137, perteneciente al hidrogeno quelatado def grupo hidroxilo, y 1a presencia en
5 2.393 de una scital simple que integra para tres hidragenos, asignada al grupo
acetato; por lo que se concluyo que dicha sustancia corresponde o la S-acetil-7-
metoxi-8-(3",3"-dimetitalil)-fMavanoua (55a).

El producto de reaccion de mayor polaridad fue caracterizado como la
2°,6’-dincetit-4"-metoxi-3'-(3",3"-dimetilalit)-chalcoun (55b), de consistencia
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accitosa, que de acuerdo a su espectro de masas por impacto electronico le
corresponde un peso moleeular de 422, para una formula molecular Cast 1 Os. Ein
su espectro de IR (espectro 26) al igual que en ¢l compuesto 55a, se obscrva a
1770 em™ una banda de absorcion ewacteristica al grupo carbonilo de un ester;
mientras que ha 1610 em™ se deteeta otra banda de absorcion asignada al grupo
carbonilo de una cetona o, {3 insaturada.

En el espectro de RMN-'11 (espectio 27), se vizualizan las seiales
carrespondientes al grupo prenilo, al anillo beneénico monosustituido y al grupo
metil-fenil-éter presentes en fa 7-metilglabraning. Asi misma, se detectan dos
sefiales simples o campo bajo que integran para tres hidrogenos cada una de cllas
con & 2165 y & 2120, asignadas a los metilos de 2 gropos acclatos.
Adicionalmente sc obseva la presencia de dos sefiales como dobles en 8 6.940 (1=
16.1 Thz, 1H, 1h-w) y 8 7.475 (J= 16.5 1Iz, 1H, H-f) correspondientes a los
hidrogenos de una cetona o, B-insaturada, como se muestra en el esquema 28
-pagina 101-,

Del tratamicnto de b grabronina (56) con anhidrido acético y piriding, se
obtuvo una mezcla de reaccion constituida por tres sustancias. La sustancia
mayoritaria es un solido amarilio de pf. 89-91°C, que fue caracterizada como In 7-
acetil-S-hidrox|-8-(3",3"-dimetilalil)-Navanona, como se ilustra en el esquema
29. En su espectro de masas se observa un ion moleeulur de m/z 366, y a quicn le
corresponde una formula molecular Capll;0s. Mientras que en ¢ espectro de
RMN-'H (espectro 37), se visualizan ademds de las seifales curacteristicas de la
glabraning, una sefial simple en § 2.307 gue corresponde a los hidrogenos del
grupo metilo del acetato. La presencia de éste grupo queda confirmada por su
espectro de RMN-"C (espectio 38), donde se visualizan dos seffales con 3 168,44
(+C0O0-) y 8§ 25.70 (CHy-COO-) correspondientes a los dos carbonos del grupo
acetato, En of espectro de IR (espectro 36), se lacaliza una banda de absoreion en
1769 em™* caracteristicn del grupo carbonilo de un ester,

@ Acy0
1o { pirdina scea, Acl). ¢
. ——.,-.-.._-—.—-‘....-...._’
I ambienle,
30 min.

o 0O ol o

Isquema 29, Reaccion de acctilacion de la glabranina.

100



1l

oSS
r.'r"m‘
——

?
|

|
|
. i
IR LETY ,;u I J .

, A+
oM

Ho

S

e

[ )
’
o v, [, e
b

|

7

s
———

Esquema 28. COSY (200 MHz CDCl:. TMS) de Ia 27,6 -diacetil-4™-metoxi-3"-(37.3"-dimetilalil}-chalcona.



De la reaccion de ciclizacion de la glabraning con AMCPB en CHCIIL'O
s¢ obtuvo a la §,5"-dihidroxi-6",6"-dimetil-4",5"-dihidvopirano-(2™,3",7,8)-
Mavanona -como se Hustra en el esquema 30-; Ta cual presento un aspecto accitoso

" de color caft. En su espeetra de masas se observa un ion moleenlar de nvz 339,
para una formula moleeular CaglhaQs. Mientras que en el espectro de RMN-'H1
(espectro 40), a diferencin del espeetro de la glabranina se visualiza la ausencia de
las sefinles correspondientes al grupo preailo y la presencin-de una sefial o campo
bajo en § 4.709 (1d, 1= 8.7 y 1.0 11z), la cual integra para un hidrogeno y que es
asignada al 11-5"; entre 3.120-2.992 ppm sc observa wna seiial oscurecida
correspondiente a los dos hidrogenos dinsterotopicos de la posicion 47, a campo
alto se detectan 2 sefiales simples con § 1.205 y & 1.333, asignadas a los metilos de
la posicion 6. El acoplamicnto de los hidrogenos de fa posicion 47 y 57 se
confirma al aplicar In téenica del COSY, como se ilustra en ¢l esquema 31,

HO. 0
CHOLAHC,
ASLALTLE
AMCPB
T.00C, 1 b
ol (§] Ol 0

8 3.120-2992 (seal oscureeida, 24, CH4"),
S47090d, 18Ty {1 (1, CH-5")

Esquemi 30. Reaccion de ciclizacion de la glabranina para 1a obtencian de la 5,57
dihidroxi-6",6"-imetil-4",5"-dihidropirano-(2",3",7,8)-flavavova.
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9.2. ESTUDIO DE RMN-"C DE LAS FLAVANONAS
PRENILADAS Y SUS DERIVADOS.

Los desplazamicntos quimicos de RMN-"C de las flavanonas preniladas y

de sus productos de reaccion se dan a conocer en la tabla 1X y XL La asignacion
de las sefiales de cada uno de los dtomos de carbono (metio, metileno, metino) se
realizo con ayuda de los experimento DEPT y APT, Ast mismo, se realizo la
comparacion de. los desplazamientos  quimicos con  algunos compuestos
estructuralmente simitares, lo que también contribuyo a la asignacion de cada una
de las sefiales. :

~ Como ya se indied con anterioridad, las Mavanonas son compuestos que
poscen 15 dtomos de carbono; en los cuades, dos nicleos hencénicos estdan unidos
por un eslabon de 3 stomos de carbono (Ar-Cy-Ar), El C-2 de una flavanona es un
centro estereogénico, por lo cual dos estercoisomeros son posibles; sin embargo,
lag flavanonas que se encuentran en la naturaleza presentan una configuracion

absoluta (2S), ya que el grupo fenilo tiene una orientacion a-pseudoccuatorial,
como se ilustra cn la figura 76 y 77 ©,

Figura 76

Hov 53418

' . HY ax
‘:ex‘ Ph 1 ec
Hoe 5288
, o Pl
¢ Hax 5 voss Ha ax

Figura 77

104



Asi mismo, ¢l anillo C de una flavanona cstd conformado por un oximetine
(C-2), un metileno alifatico (C-3) y un grupo carbonilo (C-4), los cuales muestran
§71.3-80.3, 39.5-46.4 y 186.4-198.5 respectivamente®’,

Bl C-2 para lus sustancias aisladas de  Esenbeckin  berlandieri ssp
acapulcensis aparece en § 78.73 £ 0,27, debido a que se trata de flavanonas no
sustitnidas en las posiciones 2' 'y 6; ya que en flavanonas substituidas o
x disustituidas en dichas posiciones, su desplazamiento quimico es aproximadamente
de 75.03 40,09 ppm; lo que indica que el desplazamiento quimico del C-2, puede
ser modi[;l‘cado par la sustitucion en las posiciones 2" y 6', como se muestra en la

tabla XX,

78 R-H 80 R=OAc
79.R=OH 81 R=OMe Tabla XX.

Mientras que ¢l desplazamiento quimico para C-3, de las sustancias
obtenidas como producto natural, se encuentra en 43.36 £ 0.12 ppm.

Iigura 82
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El grupo carbonilo™ de 1a posicion 4 interacciona con el grupo hidroxilo
del C-5, o través de la formacion de un puente de hidrogeno, como se muestia en
In figura 82, Al comparar los desplazamientos quimicos para las sustancias 83-86,
derivados de la acetofenona -ver tabla XXI-°, se visualiza que la formacion de un
enlace de hidrogeno intramoleeular -compuesto 84-, ocasionn un efecto de
desproteccion sobre el carbono carbonilico.

[0}

83 R=11

#4. R=0- OH

85. R= v~ OH

86, R=p- Ol
R

Tabla XXI.

El desplazamiento quimico del C-4 cen las flavanonas, puede ser
determinado por la presencia del sustituyente en el C-5 (-11, -OMe, -OAc ¢ -Oll).

En base a los datos reportados en la literatura®™ y los obtenidos
experimentalmente, los cuales se muestran en la tabla XX11 se puede concluir gue
la pérdida de lainteraccion por puente de hidrogeno entre C-5 y el grupo earbonilo
ocasiona un efecto de proteceion sobre C-4 con respecto a las S-hidoxiflavanonas.
Asl mismo, se puede observar que la formacion del puente de hidrogeno entre ¢l
grupo carbonilo y ¢l grupo hidroxilo del C-5, es responsable del aumento en la

M Los desplazamicntos quimicos de C-13 para aldehidos, cetouns, fcidos caboxilicos y derivados,
aparecen entre 150 y 200 ppm®® . Los prupos carbonilo de aldehidos y cetonas aparecen a campo mids bajo
(190-200 ppm) que fos grupos cmbonilo de fos acidos y sus derivados, fo cual se explict en base a Fas
formas resonantes que presema cada grupo funcional,

R4 Q0 0:
)j\) D > /J§ +
y ANy . 150-180 ppim

Y= O.N, Halogao

.'( )'-
R/lkn' o«

R=abpuito - R 1o wn grupn alquile

O

) R 190200 ppm
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densidad clectronica de C-3, cjerciendo un efecto de proteccion (43.13 + 0.48
ppm) sobre dicho carbono.

81.R=OH  Ry=ll R3=OMe Ry=Olf Rg~OMe
55, R=0OMe R=0H 88 Rj=OMe Ry=l1 R3=OMe Ry=0l Rg~OMe
56. R=0H R=0H N ’

352 R=0OMe R=0OAc
Ste. R=0Ac  R=0lt

89. R I=R2=R 3=R4=‘R5= |
0. R I-‘Rf" O1 l. R?:R":R{: 3]

- M v =
87-90. Datos obtenidos de 1a literatura™.

Tabla XXII,

Por otro lado, los desplazamiento quimicos para los dtomos de carbono del

anillo B, quedan determinados por el tipo y naturaleza del sustituyente presente en
~ dicho anillo. Por cjemplo, e lus sustancias quimicas wisladas de Lsenbeckia
herlandieri ssp acapulcensis y sus derivados, se encontraron flavanonas mono- y
disustitvidas; donde C-2" y C-3' son magnéticamente equivatentes a C-6' y C-5'
respectivamente; por lo tanto, se detectan sofa 4 sefiales correspondientes a los 6
carbonos hencénicos del anillo B. El C-1' muestra un 6§ 138.53 £ 0.39 ea
flavanonas monosustituidas (55, 56, 57) y & 130,96 + 0.31 para flavanonas
disustituidas (58, 59, 61).
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Los sustituyentes  que  liberan  electrones  [(+)-M,  clectrodonadores)
incrementan la densidad cleetronica en las posiciones orto- y para- | como se
indica en fa figura 91; ejerciendo asi, un efecto de proteccion sobre dichas
posiciones [8 C (0, p) < 128.5 ppm]‘s’. Mientras que los grupos que atraen
clectrones [(-)-M, clectroatractores], disminuyen la densidad clectronica en las
posiciones orto- y para- , til como se muestra en la figura 92, presentando con ello
un efecto de desproteceion en estas posiciones [8 C(o-, p-) > 128.5 ppm],

X X , 8
¢
% .
: o<« <
: X= grupo e libera elechones X=gpo que atrae electiones
; 8§ Clop) < 128.5 ppm 8.C(on p)> 128.5 ppin
Figura 91 Figura 92

Con base en fo anterior, en flavanonas monosustituidas se asignaron a C-2",
C-4'y C-6', las seiinles aparecidas a campo alto, mientras que para C-3" y C-5" las
sefiales a campo bajo, como se indica cn ta tabla XXIII

55,56, 57. R+ 1
58, R OMe
59,61 R= Ol

Tabla XXIN,

® Los desplazamientos quismicos para los carbonos de nn anillo beneénico es de 128.5 ppm: paig
compuestos aromdticos es de 120-150 ppm"™,
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Mientras que cl anillo B para flavanonas disustituidas, C-2" y C-6" apareeen
en aproximadamente 127.65 £ 0.01 ppm, y los C-3" y C-57 se focatizan en 114.84

£ 0.60 ppm, cuando cf sustituyente en C-4" ¢s un grupo hidroxilo. En flavanonas

4’-metoxiladas los desplazamientos quimicos son de 127.27 ppm (C-2" y C-6') y
114,06 ppm (C-3"y C-5'),

El efecto de proteccion observado en C-1° de las flavanonas disustituidas,
st debe al efeclo electrodonador ejercido por el grupo hidroxilo o metoxilo unido a
-4

Los desplazamientos quimicos para los carbonos del anillo A, se visualizan
en la tabla XXIV.

¢

R
55,58,59.61  -OMe
56, 57 SOl

Tabla XX1V.

Para Hevar a cabo La asignacion de las sefiales de C-13 del anillo A, se toma
como referencia los desplazamientos quimicos asignados a los carbanos de Ta
pinocembrina (90) por Wagner y cotaboradores™; asi como, los desplazamientos
quimicos mostrados por la 24,6-trikidroxiacctofenona  (figura  93). 24-
dibidroxiacetofenona ( figura 94) y la 2-hidroxiacetofenona {figura 95).
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93. RI'R?.' R‘."'()Il

) S .
2 RI'R?. ol R, "

9s. RI”‘ 01l R!' I{_‘-*' 1]

Tabla XXV.

Por ejemplo, L introduecion de wn grupo hidroxilo en la posicion 6, de la
2,4-dihidroxiacetofenona (94), causa un efecto de desproteccion en C-6 de -30.04
ppm, mientras que a los C-5, C-3 'y C-1 los despluza a campo alto en 13.59,7.59 y
8.67 ppm respectivamente.

Lo anterior se explica en basc a la naturaleza clectronica del grupo
hidroxilo, cuando éste se encuentra unido a un anillo aromitico. La misma
tendencio se observa para la sustancia 95, al sustituir un hidrogeno por un grupo
hidroxila en la posicion 4. Esta situacion se observa en las Mavanonas, domle los
carbonos oxiarilos (C-5, C-7 y C-9) se encuentran entre 166.7-162,9 ppm’”. Para
las sustancias oblenidas en este estudio (55-61, 554, 56d y S6e), la seiial
desplazada a campo bajo corresponde a C-7 (165.60 £ 2.62 ppm), mientras que C-

. 5 se localiza en 162.80 £ 1.81 ppm, la sefial desplazada o campo ms alto (157.38
% 2.84 ppm) corresponde a C-9.

La posicion del grupo prenilo en la posicion 8, fue determinada por métodos
espectroscopicos (COLOC, NOESY y HETCOR) y trinsformaciones quimicas. In
la literatura se mencionan varias téenicas que pueden diferenciar al C-6 del C-8, en
flavanonas no sustituidas en dichas posiciones®. De aht que la sefial en 96.05 &
5.03 ppm corresponde a C-6 para las 5,7-dibidroxiflavanonas preniladas; mientras
que cn las 7-metoxi-5-hidroxiflavimonas preniladas es de 93.82 £ 3.19. I C-8 en
éstqs compuestos aparece en 105,51 + 0,71 ppm y en 107.91 + 186 ppm

® Bl acoplamicnlo spin-spin a 2,3 y 4 enlaces enire "'C e 'H de los grupos hidroxilo (identificados por
intercambio de deuterio) ha permitido determinar los desplazanientos quinticos de C-13 para 5,74~
Irihidroxiflavanonas y en particular la diferenciacion entre C-6 y C-8 de los 5-hidroxiflavonoides; ya que
en ¢l especiro, C-6 aparece como un par de tripletes amiplios y C-8 cottto un par de dobleies.
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respectivamente; sufriendo un desplazamiento a campo bajo de aproximadamente
AS= -10.91 ppm, con respecto al C-8 de la naringenina (96);, debido al efecta «
que ¢jerce el grupo prenilo en dichas sustancias,

OH

96 !

OH

Las asignaciones de las sefiales correspondicentes, para las 5,7-dilidroxi-
flavanonas, como en ¢l caso de la naringenina (96), fueron confirmadas por
Shirataki y colaboradores™, en base a los estudios de acoplamicnto de largo
alcance "'C-'H y desacoplamicnto de hidrogeno de largo alcance (LSPD). Iistos
estudios permiticron concluir que C-6, aparcce mds desplazado a campo bajo que
C-8 (AS= -1). La seitnl de C-6 se localiza en & 96,8 (ddd, )= 1619, 7.3 y 4.2 llz) y
el C-8 a895.8 (dd, J= 164 y 4.2 Hz). La seiial del C-6 cambid hacia un doble de
doble (dd, J= 161.9 y 4.2 hz), mientras quc la de C-8 no se modifico después de
realizar ¢l experimento LSPD con Cs-OH. Asi mismo, el C-0 se transformd a una

seifal doble (d, J= 7.3 Hz) y C-8 hacia una sefial simple después de LSPD del Cyg-
H.

La acetilacion de los grupos hidroxilos fendlicos inroduce 2 carbonos mis,
que corresponden b grupo carbonilo (168-172 ppm) y al grupo metilo (18-22
ppm), tales grupos aparccen en un rango de desplazamiento quimico que pueden
ser reconocidos de manera inmediata. Las flavanonas poseen grupos hidroxilos
fenolicos que al acetilar cambian los desplazamientos quimicos de los carbonos
bencénicos, debido a la naturaleza electronica del grupa acetato -grupo
clectrontractor de clectrones-; este efecto clectroatractor que poscen dichos grupos
s¢ manificsta principalmente en las posiciones orto- y para-, lo cual queda
evidenciado para los derivados acetilados de la 7-metoxiglabranina y glabraning,
como se ilustra en las figuras 97 y 98 respectivamente. Por ofra parte, se puede
visualizar un efecto de proteccion sobre los carbonos fpso; Para el compuesto 55a
es de 2,10 ppm, mientras que para el compuesto 56e cs de 2.99 ppm.



)

) .
\”l

Figura 98

4 i Mo gty
97,AB= 5 (S5)- B(55a). 98, AB= 5 (56)- 5(S6e).

Tabla XX VI

Ademis, ka acetilacion del gropo hidvoxilo de a posicion 5, causa wn efeeto
de proteccion sobre C-4 en 6.66 ppm. como se indica en h figura 99,

McO,

AS =200
Cl l‘('()() 0

Ab= 5(55)- 8(550)
Figura 99

Por otra parte, en los espectros de 13-C para las Navanonas preniladas y ol
aplicar 1o téenica del AP'F o DEPT: como en el caso de l sustancia 56, se observa
uni sefial en 8 121.57 () correspondiente a un grupo metino y que es asignado a
C-2"; por otra parte la sefial en 8 134.92 (5) se asignd u C-3", debido a que se trata
de un carbono cuaternario. Los desplazamientos quimicos correspondientes al
grupo prenilo y derivados presentes en las sostancias 56, 57 y 61 pueden
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Justificarse en base al cambio en el tipo de hibridacion -sp” a sp’- y a la naturaleza
del sustituyente en las posiciones, de C-2" y C-3", tal como se muestra en cl

esquema 3 1.
5 7T1L.86 3"YVOr
890512
—— OHl

'S 2070

o1

Esquema 31, Comparacion de los desplazmpicatos quimicos
(RMN-"C) de los grupos prenilos

Lus sustancias 56b, 56¢ y 56f, que son producto de ciclizacion de la
glabranina (56a), conllevan a fa formacion de un anillo del pirano. Los
desplazamientos quimicos de los C-4” y C-5" en dichas sustancias varia debido al
tipo de hibridacion o al tipo de sustituyente; asf por ejemplo C-5" de Ia sustancia
56l s encuentra en 115,57 ppm por poscer una hibridacion sp’, mientras que para
el compuesto S6f aparece en 71.83 ppm debido a la presencia del grupo hidroxilo
y para el compuesto 56b el C-5" se presenta en 16.29 ppw,

= 11557
6“3‘30 32178, 17 B 6*‘“)7,07

87618

Ot ol
56h S6¢ 5of

Por otro lada, ¢l desplazamiento quimico del C-6" se ve determinado
tambicn por la funcionatizacion det C-5", lo cual queda de manifiesto por ¢l efecto
de desprotecciin que sufre dicho carbiona en las sustincias 56¢ (AS=-2.2 ppm) y
561 (AG= -2.84), con respecto al desplazantiento quimico de C-6" del compuesto
S6b. Asi misma, se puede observar en la tabla X111, que los grupos metifos unidos
al C-67, se ven prategidos en la sustancia S6f con respecto a S6b; mientras que en
56c, se abserva una desprateccion con yespecto a 56b; lo anterior se puede explicar

debido a la distorcian que sufie el anillo debido a ta presencia de la doble ligadura
entre C-4" y C-5, ‘
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9.3. BIOENSAYOS FRENTE Artemia salina PRUEBAS
ANTIMICROBIANAS Y ANTIVIRALES.

Al evaluar los extractos héxanico. acetonico y ctundlico frente Arremia
salina, se observo que ¢l dltimo extracto presentd una mayor toxicidad, como se
indica en la tabla XIV; fo que presumiblemente se deba, a que la cantidad y
variabilidad de metabolitos secundarios es mucho mayor en dicho extracto, debido a
la naturaleza quimica del disolvente®, Ademis, en estudios hiologicos realizados
con ciertos flavonoides, han mostrado poseer algun tipo de actividad biologica -
como ya sc¢ indicd en ¢l marco tedrico-; motivos por los cuales se-decidio realizar el
estudio biodirigido del extracto ctandlico.

De este estudio farmacologico preliminar, se observa que (nicamente las
fracciones 265-281 ( ClLso=205.3940 ppin ), 306-314 (Cl.so= 348.17 ppime) y 347-415
(Clso= 53.92 ppm) poseen toxicidad para Artemia saling; wientras que lns demviis
fracciones resultaron ser no toxicas para este crustdceo, ya que presentaron una Clisy
> 1000 ppm (ver tabla XIV).

De lns fracciones que resultaron ser activas, se evalumon las sustancias
puificadas que se encontrabin en éstas, y de las cuales las sustancias caracterizadas
como glabranina (56) y  5,7-dihidroxi-8-(3-metil-2,3-epoxi-butano)-Havanona (57)
mostraron toxicidad frente o este crustdceo -Clsg= 289.27 y Clso= 252,28
respectivamente-.,

De las prucbas antivirales realizadas al extracto etanodlico y a las sustancing
caracterizadas como  7-metilglabraning (55), glabraning (56) y 5,4°-dihidroxi-7-
metoxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (59), ninguna presentd actividad antiviral ya
que las muestras precipitaban durante la incubacion, impidiendo de esta forma que
estuvieran en contacto con el virus. Can respeeto a tas pracbas antimicrobianas, solo
el ‘extracto ctanolico y la glabranina (56) twvieron actividad biologica frente :
bacterias Gram positivas -Bacillus cerens, Streptococos pyogenes 'y Staphylococos
anrens-, presentando ¢l Streptococos pyogenes wia mayor sensibitidad frente o éstus
muestras con respeeto a la de los otros 2 microorganismos, tal como se indica en la
tabla XV, Cabe mencionar que ninguna muestra tuvo actividad hacia las bactering
Gram negativas utilizadas en la prucha, ya que dstas precipitaban durante |a

1
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incubacion al determinar la MIC o bien se requeria de concentraciones elevadas
-mayor de | mg/ml- para producir ln muerte del microorganismo,

Il epoxido de la glabranina (57), no pudo ser cvaluado para determinar s
actividad antimicrobiana, ya que no se contaba con la cantidad suficiente; sin
cmbargo, se puede esperar que esta sustancia muestre al igual que 1o glabraning
actividad antimicrobiana, ya que la fraccion en la que se encontraban juntas ests
sustancias (fraccion 347-415) presentd una mayor toxicidad frente Artemia salina
con respecto a las fracciones 265-281, en las que sc¢ encontraban la 7-
metilglabraninay la glabranina, ver tabla X1V.
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CONCLUSIONES,

Se logro Ia purificacion y la elucidacion estructural de 6 sustancias como
producto natural, las cuales fueron caracterizadas como:

o 7-metilglabranina (55). !

¢ glabranina (56).

5,7-dihi droxi-8-(3-metil-2,3-cpoxibutano)-flavanona (§7).

5.4 -dihidroxi-7-metoxi-§-(3",3 "-dimetilalil)-flavanona (§9).
5,74 -trihidroxi-8-(3",3"-dimetilalil)-flavanona (60),

5,7,4' -Arihidroxi-8-(2",3"-dihidroxi-3"-metilbutit)-flavanona (62).

®* O o o

Micntras que las sustancias caracterizadas como. 7,4’ -dimetoxi-8-(3" 3"

dimetifalil)-Nlavanona  (58) y 5,4 -dihidroxi-7-metoxi-8-(2" 3" dihidroxi-3"-

metilbutit)-flavanona (61) fueron obtenidas como producto de reaccion. Cahe
mencionar que las sustancias 58-61 se abtuvieron de un estudio preliminar.

La determinacion del grupo prenila en el carbono 8 se levo a cabo
mediante reacciones de ciclizacion (DDQ y p-TsOH) y métodos cepulmswpum
(COLOC, HETCOR y NOESY).

Dichas sustancios, no se habian aislado anteriormente en especies del
género de Esenbeckias. Encontrandose asi, durante ¢f desarrollo de este trabajo
experimental flavanonas preniladas, sustancias nuevas para ste género de plantas,
pero ya encontradas en las familias de las Leguminosas y Compositac.

De esta manera los resultados del presente estudio se pueden incorporar a
los ya informados en la literatura quimica, en los que se ha reportado que T
familia Rutaceae tiene como caracteristica distintiva la presencia del grupo prenilo,
localizado tanto en cumarinas, furanocumarinas, alcaloides furanoquinolinicos,
alcaloides derivados de 1a acridona, alcaloides derivados de la tirosina y tnptofano
y en flavonoles; mientras que en este trabajo de investigacion se incoyporan
flavanonas preniladas, hayazgo importante dentro de los estudios fitoquimicos
hasta abora reatizados.
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Los productos de reaccion obtenidos, punuturon dclccmr las variaciones
que presentaban los desplazamientos quimicos de "y "C con respecto al
esqueleto basc de a flavimona prenilada,

Par otro parte, del estudio bioldgico realizado se determing la toxicidad de
los extractos hexdnico, acctonico, ctandlico y de las sustancias aisladas de este
altimo extracto, ol ser evaluados frente Artemia salina, dando estos bioensayos un
indicio de una posible actividad biologica. Al realizar las pruchas antimicrobianas,
se cncontrd que ¢l extracto ctandlico y una de Jas sustancias aisladas como
producto natural  (56) poseen actividad frente o Streprococas  pyogencs,
Staphylocacos anrens y Bacilus cerens. listos resultados de igual forma se pueden
anexar a la litcratura cientifica ya existente, sicndo que de esta planta no se ha
informado alguna actividad biologica,
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ESPECTRO 1. IR (CHCl;) DE LA 7-METILGLABRANINA (Tabla VI).
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ESPECTRO 2. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 7-METILGLABRANINA (Tabla VIII).
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ESPECTRO 3. RMN-C (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 7-METILGLABRANINA (Tabla IX).
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ESPECTRO 4. IR (CHCI;) DE LA GLABRANINA (Tabla VI).
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ESPECTRO 6a. RMN-"’C, TECNICA APT (75 MHz CDCl;, TMS) DE LA GLABRANINA .
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METIL-27 37-EPOXIBUTANO)-FLAVANONA (Tabla VI).
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ESPECTRO 7. IR (CHCI3) DE LA 5,7-DIHIDROXI-8-(3
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ESPECTRO 8. RMN-'H (300 MHz, CDC};, TMS) DE LA 5,7-DIHIDROXI-8-(3™-METIL-2",3"-EPOXIBUTANO)-FLAVANONA
(Tabls VII).
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ESPECTRO 9. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5,7-DIHIDROXI-8-(3™-METIL-2",3™-EPOXIBUTANO)-FLAVANONA
(Tabis IX).
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ESPECTRO 92. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz. CDCl;, TMS) DE LA 5,7-DIHIDROXI-8-(3™-METIL-2",3"™-EPOXIBUTANO)-
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"  ESPECTRO 10. IR (CHC};) DE LA 7.4’-DIMETOXI-8-(3",3™-DIMETILALIL)-FLAVANONA (Tabla VI).
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ESPECTRO 11. RMN-'H (300 MHz, CDCl3, TMS) DE LA 7,4°-DIMETOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-FLAVANONA (Tabla VII).
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N ‘ ) g am FLA NA (Tabla IX).
ESPECTROI2. RMN-"C (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 7,4-DIMETOXI-8-(3",3"™-DIMETILALIL) VANONA (
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ESPECTRO 12s. RMN-"°C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 7,4’-DIMETOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-
FLAVANONA .
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ESPECTRO 14. RMN-'H (300 MHz, CDCH,, TMS) DE LA 5,4’-DIHIDROXI-7-METOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-FLAVANONA
. (Tabla VII).
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ESPECTRO 15. RMN-"C (75 MHz. CDCl;, TMS) DE LA 5,4’-DIHIDROXI-7-METOXI-8-(3” 3™-DIMETILALIL)-FLAVANONA
(Tabla IX).
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ESPECTRO 15a. RMN-"’C, TECNICA APT (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5,4 -DIHIDROXI-7-METOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-
FLAVANONA . '
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ESPECTRO 16. IR (CHCl;) DE LA 5.7,4-TRIHIDROXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-FL AVANONA (Tabla VI).

= -
f.
e ZERBLE
= 10N LSE
f _J
I —— geL T 2E0Y e
TEs e
TR RETY ~
T T SRETEETY
g L o
s TAA 4 !
R Lt
ﬁ:-ln.i.l..m.nunv.. AR e
‘‘‘‘‘‘ I evterr AN RS Rt
<
e TV TR -
ho 2l
‘QJ
B
5
2 -
e B .
- T e— kTS o
e [RE— - e o
AH;AWVII
S
A ;
i~
. 2
T 91D 2ESE 2
i
.,
C.
=
[ T T T T Y ...JU
-
ge €26 148 e C oL LTBg Bred

VIONVIIWSNYYL 30 %

140

{em~-1)

NUMERQO DE QONDA



ESPECTRO 17. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5,7,4’-TRIHIDROXI-8~(3",3"-DIMETILALIL )} FLAVANONA
' - (Tabla VIII). .
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DIHIDROX1-7-METOXI-8-( 2",3"-DIHIDROXI-3"-METILBUTIL)}- FLAVANONA

>

ESPECTRO 18. IR(CHCI;) DELA S, 4
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(Tabla VD).
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DIHIDROXI-3"-METILBUTIL)-

3™

v

DIHIDROXI-7-METOXI-8-(2".

-

FLAVANONA (Tabla VIII).

ESPECTRO 19. RMN-'H’(BOO MHz, CDCI;, TMS)DELAS, 4
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ESPECTRO 20. RMN-"°C (75 MHz, CDCl,, TMS) DE LA S, 4'-DIHIDROXI-7-METOXI-82",3™-DIHIDROXI-3"-METILBUTIL)-
FLAVANONA (Tabla IX).

c-3°
c-2°
C-6
C-4
; ) c—1° - |c-2
i ) ¢ N
i C—4° _ g' )
AL ‘ v M«J 4
. - el b .
WAt siepiie . M‘,MM LU VEVEL PR . MWW
A R LR BN L N AL L S SR S B EL LN NE AL RLACNE NLCE S NC A BLE AL AL AL NS S ALE L M AL A S B AL NN AL SN SLELEL LSS SR LA SR CLACHLSS S BUML AR NLENCL 0 S0 N0 A 00 B A 20
<8 180 ke ‘ZJG 20 e 83 B8l 40 20 o 3



ESPECTRO 20a. RMN-’C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5,4’-DIHIDROXI-7-METOXI-8+(2", "-DIHIDROX]-3™-
METILBUTIL)}-FLAVANONA .
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ESPECTRO 22. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5,7,4-TRIHIDROX1-8-(2”,3"-DIHIDROXI-3"-METILBUTIL)-

FLAVANONA (T abla VIH).
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ESPECTRO 23. IR(CHCL) DE LA 5-ACETIL-7-METOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-FLAVANONA (Tabla X).
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ESI;ECTRO 24. RMN-'H (200 MHz, CDCl;, TMS) DE LA S-ACETIL-7-METOXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)-FLAVANONA
(Tabla XT).
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ESPECTRO 25. RMN-"’C (50 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5-ACETIL-7-METOXI-8~ 3737-DIMETILALIL)FLAVANONA
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ESPECTRO 25a. RMN B¢, TECNICA DEPT (50 MHz, CDCl;, TMS) DE LA S-ACETIL-7-METOXI-8-(3",3™
: DIMETILALIL)-FLAVA.NONA.

4 Metilos

_ ! .y
" N Al S o A i At i3l WAt
M o
@) '
!
OAc O i
2 Metilenos
g D e e VAN a1 b0 0 PO O I A1t MNP AP AN NP AN P s gt NP A DT i IO
| ‘
[
8 Metinos ! i
T Pt

T e i s ettt ecantadd waw\r VWWWWM

W WA

mww-qs mﬁwww
z:o_ a0 19

o

ua

ug

—7ﬁ



et

3 DE TRANSMITANCIA

ESPECTRO 26. IR (CHCL:) DE LA 2°.6™-DIACETIL-4’-METOXI-3"-(3",3"-DIMETILALIL)-CHALCONA (Tabla X).
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ESPECTRO 27. RMN-'H (200 MHz, CDClz, TMS) DE LA 2°,6™-D*ACETIL-4-METOXI-3"-(3", "-DNETI!ALIL)—
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ESPECTRO 28. IR (CHCL;) DE LA 7-METILGLABRANINA (Tabla X).
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ESPECTRO 29. RMN-'H (300 MHz, CDCl3, TMS) DE LA 7-METILGLABRANINA (Tsbla XII).
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" ESPECTRO 31. RMN-'H (200 MHz, CDCl;, TMS) DE LA S-HIDROXI-6",6"-DIMETIL~4",S"-DIHIDROPIRANO-(2",3",7.8)-
’ FLLAVANONA (Tsbla XII.
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ESPECTRO 32. RMN-""C (75 MHz. CDCh. TMS) DE LA 5-HIDROX1-6".6"-DIMETIL-4".5™-DIHIDROPIRANO-(2".3",7.8)-
~ FLAVANONA (Tabla XTil).
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ESPECTRO 32a. RMN-"*C; TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;; TMS) DE LA 5-HIDROX1-6".6"-DIMETIL-4",5™-
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ESPECTRO 33. IR (CHCIx‘) DELA 5-HfDROXl-6".6“—Dm1F.TTLPlRANO~( 27.37.7,8)-FLAVANONA (Tabla X).

100 -—————\,\,v\

95 < o
90 - SRR {
8s - s

80 3 11
: L

~
n

1
.

Add

-~
[=]
ala

3016.5

[=
n

g

saaloadalisa

2981.008

S5 3

. 1O

"

20 i OH O

is 4 :

03

53

0

4000 3500 : 2500

NUMERO DE

/.'\A/“H/

ONDA (c

1498.370

14408

1478.281

1589 331

1630.580

20
m"_‘—)% }

- \f‘w/-\-t\

ROT7

[

—
’
td

i
i
1248 1"t
4] !
!,/" i
4
1’ 8.5 1091.852
|
i S 1276 8
|
i i
| i
A 1161.1
i 1373 652
o 1115.570
! .
4
1500 10¢




ESPECTRO 34. RMN-'H (200 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5-HIDROXI-6",6™-DIMETILPIRANO-(2",3™,7,8)- FLAVANONA
(Tsbla XII).
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ESPECTRO 35. RMN-"C (75 MHz. CDCl;, TMS) DE LA 5-HIDROXI-6",6"-DIMETILPIRANO-(2”,3",7.8)}- FLAVANONA
(Tabla XTTI).
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ESPECTRO 35s. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5-HIDROXI-6",6™-DIMETILPIRANOC-
' (27,37.7.8)-FLAVANONA.

2 Metilos
PRSI -
v o o v ot .
1 Metileno
y .
o
%]
9 Metinos
"
‘YV(IT1T"IYT‘[1“Y“Ii‘ry“l“‘“‘(rYTTYT1T¢l!ler|TKIX‘llll’"]"[‘("l!lr'rrft‘(‘(i!ll(‘sl’((l1‘1|“‘rrr"'(‘lyit!l,‘

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm



vol

% DE TRANSMITANCIA

o5 ] \'\
90 4 16.328
as? 5970.969 103
-1 - -
3 K
80 -
1
754
70
65
60 -
55
5 g.9g2 | 1593.922
50
]
T Y T vt L 4 Y T °* Y. .°¢ 1 L S e o L 1 v — 2 T Y
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUMERO DE ONDA (cm™')




1]

ESPECTRO 37. RMN-'H (200 MHz. CDCl;, TMS) DE LA 7-ACETIL-5-HIDROXI-8-(3",3"-DIMETILALIL)- FLAVANONA

(Tabla XII). .
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ESPECTRO 38. RMN-"C (75 MHz CDCl. TMS) DE

y

LA 7-ACETIL-5-HIDROXI-8-(3" 3"-DIMETILALIL)-FLAVANONA

-(Tabla XIII).
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ESPECTRO 38s. RMN-''C, TECNICA DEPT (75 MHz CDCI;, TMS) DE LA 7-ACETIL-5-HIDROXI-8-(37,3"-
DIMETILALIL)-FLAVANONA.
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ESPECTRO 39. IR (CHC}) DE LA 5.57-DIHIDROXI-6",6"-DIMETIL-4",5"-DIHIDROPIRANO-(27.37,7,8) FLAVANONA
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ESPECTRO 40. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) DE LA 5.5-DIHIDROXI-6".6"-DIMETIL-4".5"-DIHIDROPIRANO-

(27,37.7,8)-FLAVANONA (Tabla XII; cH_—
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ESPECTRO 41. RMN-"'C (75 MHz CDCL.. TMS) DE LA 5.5-DIHIDROXI-6".6 -DIMETIL-4".5"-DIHIDROPIRANO-
) {27.37.7.8)-FLAVANONA (Tabla XIH).
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ESPECTRO 41a. RMN-"C, TECNICA DEPT (75 MHz. CDCl:;, TMS) DE LA 5.5"-DIHIDROXI-6".6"-DIMETIL-4",5™
: 'DIHIDROPIRANO-(2",3",7.8)-FLAVANONA , '

OH
2 Metilos 4 ‘
A Py - . o APt e nd
OH O I ’

2 Metilenos

A A e A e AR ot S’ A - e
— - ' ~
8 uetinoAL L
s ssrton? O e e e ot Jan, — - A presshat i,
L ah A AA‘—J M.M.,m.}q,l"}hl A A
g s (VI - V \ A A A B N AR g A S Aot mr, S ot ».
~— T T Ty o1 1 T T T T T T o T 1 H

130 120 110 100 ao 80 70 69 50 40 30 20 10 ppm



XL BIBLIOGRAFIA.

e

172



BIBLIOGRAFIA.

1. Dominguez, A. X.; Importancia de la quimiotaxonomia en la investigacion
fitoquimica. Medicina Tradicional 2, 37-43 (1980),

2. Manitto, P.; Biosynthesis of NAtural Products, Ed. Ellis Horwood Limited, New
York, 10-11 (1980).

3. Enriquez, R.; Apuntes para una metodologia en- el estudio de las plantas
medicinales. Fitoquinica, Medicina Tradicional 7, 79-83 (1979),

4. Crombie, L.; Natural products and the sesquicentenary of the Royal Society of
Chemistry: some random comments. Natmral Product Reports, 193-198 (1992),

5. Atta-ur-Rahman; Studies in natural products chemistry, E d I3 Servier Seiense
Publishers, New York, 1988.

6. Pérez, A. C.; Plantas medicinales, ctnobotinica y fitoquimica: importancia de la
investigacion interdisciplinaria. Folinm 7, 2-3 (1994).

7. Capasso, ., Balestrieri, B. y Mascolo, N.; Actualidad de lns plantas medicinales.,
Medicina Tradicional 3, 53-61 (1980).

8. Waterman, P. G.; Phytochemical potential of tropical plants, Ed. Plenum Press,
New York, 203-233 (1993),

9. Heywood, V. H.; Las plantas con flores, Ed. Reverté, Barcclona, 198-200 (1985).

10.Rendle, A, D.; The classification of flowering plants, Vol. I, 1id. Cl.unbml;_,u
Great Britain, 285-289, 815-817 (1956).

II.Drcycr, L. D., Pickering, V. M, and Cohan, I.; Distribution of limonoids in the
Rutaceae. Phyrochemisiry 11, 705-713 (1972),

173



12.Grundon, M. F.; Quinoline, acridone and quinnzoline alkaloids: Chemical and
biological perspectives, Volume VI (pelietier, S. W.), John Wiley & Jons, New
York, 448-451, 484, 485, 509, 510 (1982).

13.Mink, K., Gray, 1. A. and Waterman, G. I.; Benzophenanthiidine alkaloids from
the stem park of a Zanthoxylum species. Phytochemistiy 26, 3251-3354 (1987).

14.0lmoto, T., Koike, K.; Canthin-6-one atkaloids in; The alkaloids (A. Brossi ed).
Vol.36, Academic press, New York, 135-170 (1989).

I5.Bhattacharyya, I'., Chakraborty, D. P.; Carbazole alkaloids in: Fortschr, Chem.
Orgn. Natwrstoffe, Vol. 52 (Herz, Grusebach, H. andiKirby G. W eds) New York,
159-209.

16.Dominguez, A. X.; Métodos de investigacion fitoquimica, Ed. Limusa, México,
81-87, L11-115,211-213 (1973).

17.Bruncton, J.; Elementos de fitoquimica y farmacognosia, Ed. Acribia, Espaiia,
141-148, 157-164 (1991).

18.Markham, K. R,; Techniques of flavonoid identificatian, 13d. Academic press,
New York, (1982).

19.Liy, Y. L., Neuman, P., Timmermum, B, and Mabry, T.; Techniques for
flavonoid analysis: Phytochemistry method frontiers (Dr. Dominguez X. A.)
Revista Latinoamericana de Quimica, 90 (1990),

20.Zabel, A. M.; Ultraviolet influences quantities and quality of coumarins extruded
as cell protection. Rennion Annal de la Soc. Fitoguimica de América del Norte,
Cd. México, 1994,

21.Lewinsohn, E., Beman, E.. Muzur, Y. and Gressel Y.; Glucosylation of
exogenons  flavanones by  grapefruit  (Citrus  paradisi)  Cell  cultures.
Phytochemisny 28, 2531-2535 (1986).

22.Chamichart, C. A.; Estudio quimico de Esenbeckia hmeriona,; Tesis Ingeniero
Quintico. Facultad de Quimica, UNAM, 10 (1991),

23.Barron, 1., Desfongeres, A., Nounguvé-Tachamo, D. and Raguenet, 11.; Claisen

rearrangements in the organic synthesis of prenil flavonoids,” Phvitochemicol
Society of North America 38, 19 (1995),

14



24.Champagne, D. L., Koul, O, lsman, M. B., Swdder, G, and Towers, N.;

Biological activity of limonoids from the Rutales, Phytochemistry 31, 377-394
(1992).

25.Dreyer, L. D.; Botanical distribution and chemotaxonomy in the Rutaccae.
Phytochemistry 8, 367-378 (1966).

26.Dreyer, L. D.; Chemotaxonomy of the Rutaceae VI alkaloids in Ewodia
zanthoxylaides. Journal of Organic Chemiisny 35, 2420-2422 (1970).

27.Campbelt, E. W, Finch, P, K. and Beant, P. A.; Isolation and identification of
tree new phenolic furoquinoline alcaloids from Teclea verdoorniana cxell &
mendonca (Rutaceae). Journal Chemistry Society, Perkin 1, 909-915 (1992),

28.Yenesew, A, and Dadne, E.; Alkaloids of Teclea nobilis. Phytochemistry 27, 651-
653 (1988).

29.Pautini, 1., Waibel, R, and Keifer, 1. and Shimmer, O.; Gravacridondiolacetata a

new dibidrofuraacridone alkaloids from Ruta graveolaus. Planta Medica 51, 82
(1991),

30.Ming, K., Gray, |. A, and Waterman, G. P'.; Benzophenanthridine alkaloids from
the stem bark of a Zanthoxyium species. Phytochemistry 26, 3251-3354 (1987).

31.Hasbum, C, and Castro, O, A.; New benzamide from bark of dmyris brenessi.
Journat of Natwral Products 81, §17, 818 (1988),

32,Gonzdlez, G. A., Bstévez, R, and Jaraiz, L, Stucture of subandinin and cther

coumarins isolated from the routs of Rita pinnata. Phytochemistry 10, 1621-1626
(1971).

33.Burke, A. B. and Parkins, 1l Coumarins from Amyris balsamifera.
Phytochemistyy 18, 1073-1075 (1979).

34,Gray, 1. A. and Wateniwan, G. P.; Coumarins in the Rutaceae. Phytochemistry 17,
845-864 (1978).

35.Bowman, R, M., Coltins, J. F. aud Grundon, M. F.; The rle of asygenated
isoprenoid. Chemical Communication, 1131-1132 (1987),

36.Grundon, F. M.; The binsynthesis of aromatic hemiterpenos. Tetrahedron 34,
143-161 (1978).

175



37.Bowman, R. M. and Grundon, M. F.; Quinoline alkaloids part VII1. The synthesis

and Nuclear Resonance Spectra of (+)-platidesmine ()-isobalfouridine, and
related compouds, Journal of Chemical Society. (C) 1504-1507 (1966).

38.Brown, S. A. and Steck, W.; 7-dimethylsuberosin and osthenol as intermediates
in furocumarin biosynthesis, Phytochemistry 12, 1315 (1973).

39.Gray, A. L.; Coumarins and chromones of the Rutales in: Chemistry and chemical
taxonomy of the Rutales (Waterman G. P. and Grundon, M. F. edo), Academic
press, London, 97-146 (1983).

40.Clarke, I. A, and Grundon, M. F.; The synthesis of Lunasia alkaloids. Parte 11,

(1)-balfourodine and (1)-O- me!hylbalfourodlmmn perchlorate. The bmgcncqns of
some Rutaceae alkaloids, 4196-4200 (1964).

41.Grundon, F. M. and Okely, M.; Synthesis and chromone and quinoline series.
Journal Chemical Society Perkin 1, 150-154 (1975). '

42.Ramos, 1. C.; Revision taxonomica de Esenbeckia (Rutaccue) de México, Tesis
de macstria, Facultad de Ciencias, UNAM, 1991,

43 Kaastra, R. C.; Flora Neotropica, Pilocarpinae (Rutaceae) Monograph number
33, Ed. Organization for flora Neotropica by The New York Botunical Gerden
(1982). '

44.Dreyer, L. D., Alkaloids, limonoids and furanocumarins from three mexican
Esenbeckia species. Phytochemistry 19, 941-944 (1980).

45.Bevalot, F., Fournet, A, Moretti, C. and Vaquette, J.; Alcaloids from Esenbeckia
pilocarpoides. Planta Medica 50, 522-523 (1984),

46.Rios, M. Y. and Delgado, G.; Poliprenols and acylphloroglucinols from
Lisenbeckia nesiotica. Phytochemistry 1, 1-4 (1992).

47.Rios, M. Y. and Declgado, G.; Terpenoids and alkaloids from [Fsenbeckia
belizencis spontancous oxidation of furoquinoline alkaloids. Joyurnal of Natural
Products 88, 1307-1309 (1992).

48.Dclle, M. F. und Delle M. G.; Isopentenylindole derivatives and other

components of Lsenbeckia leiocarpa.Gazzetta Chimica Italiana 119, 435-439
(1989).

176



49.Dclle, M. F., Alves De M. and Sander, P.; Esenbeckia leiocarpa; I, Further
components. Gazzeta Chimica ltaliana 120, 387-389 (1990),

50.Hostettmann, K., Hostcttmann, M. and Martson, A., Modem phytochemical
incthods, Ed. Plenum Press, U,S.A., 1-3.(1991).

51.Meyer, B. N., Ferrini, N. R., Putman, J, E., Jacobsen, J. B., Nichols, D. E. and
McLauglin, J. L., Brine Shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituents. Planta Medica 48, (1983) 31-34.

52.Flores G. A.; Sinergismo de la actividad larvicida del a-sanshool sobre culex
quinguefasciatus 'y Artemia salina por compuestos metilendioxifenilos. Tesis
Quimico Farmacéutico Biologo, FES-Zaragoza, UNAM, 17-20 (1995).

53.Pefla, R.; Bioactive metabolites from Yucatecan medicinal plants, Reunion Anual
de la Sociedad Fitoquimica del Norte ,Cd. México, 1994,

54.Aguilar, M. 1, and Delgado, G., Bye, R.. Comparative phytochemical analysis
and preliminar pharmacological evaluation of some especies of the "cachana”
complex of medicinal plants. Rernion Anual de la Sociedad Fitoquimica del
Norte ,Cd, México, 1994,

55.Linding, R., Rios, M. and Delgado, G.; Molecular structure of the folinr
secundary metabolites of Casearia corymbosa (Nacourteaceae). Rewnmon Anual de
la Sociedad Fitoguimica del Norte ,Cd. México, 1994,

56.Nadicnic, E., Mongelli, E., Debenedetti, S., Sanchez, 1., Ciccia, G., Givlietti, A,
and Coussia, J.; Bioactive molecules from Gentianella achalensis. Reunion Anual
. de la Sociedad Fitoguimica del Norte ,Cd. México, 1994,

57.Crescente, 0., Henriquez, W., Hidalgo, D. and Ramero, A, R.; Biological activity
of flavonoids from Chromolaena adorata, Phytochemical Society of North
America 38, 6 (1995),

58.Jork, H., Funk, W., Fischer, W. and Wimmer, H.; Thin-layer chromatography,
reagents and detection methods, Volume 1, Ed. VCHL. New York, 1990,

59.Rodriguez, C. S.; Aislamiento y clucidacion estructural de los metabolitos

secundarios  de  Esenbeckia  herlandieri ssp acapuleensis  (Rose), Tesis
profesional, UNAM, FES-Zaragoza, 1995,

177



60.Bollmann, F. and Zdero, Ch.; Flavanones from Helichysum  thapsus,
Phytochemisiry 22, 2877-2878 (1983). '

61 Jayaraman, A., Ghanim, A, and Hamid, A., A new Prenylated flavanone. from
Tephrasia villosa. Phytochemistry 22, 1267, 1268 (1980).

62.Shirataki, Y., Yokoe, I. and Endo, M.; Determination of C-6-or C-8 substituted
favanone using "*C-'H long range coupling and the revised structures of some
fNlavanones, Chemical Pharmacentical Bulletin 33, 444-447 (1985).

63.Hohlbrock, K., Zilg, H. and Grisebach, H.; Stercochemistry of the enzymatic
cyclisation of 4,2" 4 -trihidroxichalcone to 7,4’-dihydroxiflavanone by isomerases
from mung bean sudlings. Eur, Journal Biochemistry* 18, 13-18 (1970),

64.Pelter, A., Word, R. and Gray, T.; The carbon-13 nuclear magnetic resonance
spectra of flavonoids and related compouds. Jonrnal of Chemical Society Perkin 1,
2475-2483 (1976). '

65.Bréimmicr. E. and Voelter, W.; Carbon-13 NMR spectroscopy, 3a ed., Ed.
Verlagsgesellschafl, Federal Republic of Germany, 215-222 (1987).

66.Wagner, 1. and Chari, V.; "C-NMR spektren natiirlich vorkommender
falvanoide. Tetrahedron letter, 1799-1802 (1976).

67. Temai, B. and Markham, K.; Carbon-13 NMR studics of* flavonoids-1,
Tetrahedron 32, 565-569 (1976). ‘

68.Harhome, B. J. Phytochemical Methods. 2 ed., Ed. Champan and Hall, New
York, (1984).

178



	Portada
	Índice 
	I. Introducción 
	II. Antecedentes 
	III. Planteamiento del Problema 
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos 
	VI. Material 
	VII. Parte Experimental 
	VII. Resultados 
	IX. Discusión de Resultados 
	X. Conclusiones 
	XI. Espectros 
	XII. Bibliografía 



