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ks conocido que la supervivencia del ser humano ha dependido de las plantas, ya 
que lis ha tusado como alimento, para vestido y albergue, para la elaboración de jabones, 
perfumes, condimento, y múltiples preparaciones medicinales. En otro sentido. los bosques 
y la vegetación regulan el clima, controlan inundaciones y erosiones, y proveen de 
recreación. 

Después de siglos de uso empírico de preparaciones con hierbas, el aislamiento de 
principios activos permitió ponderar cabalmente el uso de las plantas medicinales, 
paralelamente ul inicio de la investigación moderna. El estudio de fármacos derivados de 
plantas medicinales decayó alrededor de 1945 debido al desarrollo de la química sintética y 
lit fermentación microbiana. Sin embargo, a partir de los ochentas, el interés en los 
litofármacos ha venido en aumento. Se estima que aproximadamente el 25 % de las 
medicinas prescritas en el mundo incluyen sustancias derivadas de las plantas. Una de las 
razones del renovado interés en los fármacos aislados de las plantas ha sido la eficacia de 
numerosas preparaciones, como el ginseng, el ginkgo, ó la valeriana, demostrada por 
estudios que aplican el mismo estándar cintitico para fármacos sintéticos.' Otros de los 
factores que han influido en el interés creciente por las preparaciones medicinales vegetales, 
son los avances en los bioensayos, en las técnicas de separación y la elucidación estructural, 
en el conocimento de las rutas bioquímicas y fisiológicas, en la biotecnologia, y en la 
recuperación de las fuentes históricas de diversas culturas que registran a la flora útil. 
Asimismo la pérdida de practicantes de la medicina tradicional, la pérdida de la diversidad 
biológica y por ende la pérdida de la diversidad química influyen en el creciente interés por 
las preparaciones medicinales.' 

Actualmente se carece de agentes curativos para un número importante de 
enfermedades. Casi la quinta parte de la población mundial padece enfermedades tropicales 
tales como malaria, esquistosomiasis, tripanosomiasi3, lepra, leishtm►niasis, entre otras. En 
México, las infecciones resistentes a los antibióticos (tales como algunas enfermedades 
gastrointestinales y de las vías respiratorias), del corazón y muchas otras aún carecen de un 
tratamiento adecuado! 

Los productos naturales son una fuente rica de nuevos prototipos de fármacos con 
diferentes estructuras y mecanismos de acción, y por lo tanto, con baja probabilidad de 
toxicidades similares a los fármacos ya existentes. 

Las plantas medicinales son usadas básicamente en dos formas diferentes: (a) como 
mezclas complejas que contienen varios constituyentes (infusiones, aceites esenciales, 
tinturas, extractos): (b) como principios activos puros, químicamente definidos. 

Para la obtención de nuevos prototipos de fármacos, la selección de la especie a 
estudiar es un factor crucial. Se pueden hacer recolecciones basadas en relaciones 
quimiotaxonómicas, o de acuerdo a la información emomédica. I,as plantas usadas en 
medicina tradicional tienen mayor probabilidad de tener compuestos farmacologicamente 
activos. 

El presente trabajo se refiere al estudio estructural y bioevaluación preliminar de los 
constituyentes secundarios de Schkuhria schkuhriaides (Link S: Otto) Tellung Asteraceae). 
Este vegetal esta relacionado con la planta medicinal Sc•hkulu•ia virgaia,4  por lo que la 
selección del Vegetal se realizó por criterio taxonómico. Se conoce, por análisis previos, l•I 
diversidad metabólica de Schkuhria, ett particular, de lactosas  sesquiterpénicih. F.stos 
compueStos poseen diversas actividades biológicas tales como ant it floral. y 



antimierobiana, antialimentaria de insectos. citotóxica. antibacteriana, y reguladora del 
ereeimiento entre otras.'.7  

I.a contribución del presente trabajo al conocimento químico coidastiO en el 
aislamiento y elucidación estructural de cuatro nuevas lactonas sesquiterpenieds 
gertnacradienolidas): ácido iruteseinico (28). ello-eschkultriolida (32). (I IR)-I 1.1 3 

dihidroeselikubriolida 	(35): 	(11.5)-1 I . 3-dibidroesclikuhriúlida 	(36): 	y 	de 	dos  

timilpropanoides: 8-11idroxi-6-metoxi-7-isovalewilox1-1C1111-ProPanol (37)  Y 7-11IdroxI -6-
metoxi-8-isovaleroiloxi-fenil-propanol (38). 

Adicionalmente se aislaron y caracterizaron algunos triterpenos y Ilavonoides va 
descritos en la literatura. Cabe destacar la notable variación infraespeciticit de este vegetal. 
que biosinteliza una notable diversidad de metabolitos secundarios. 

Se realizó la bioevaluación preliminar de algitnos metabolitos aislados de este 
vegetal" y de algunos derivados. Para la bioevaluación se usaron ensayos simples. 
reproducibles. sensibles y selectivos, como esta informado en la literatura, tales con) 
toxicidad frente a Allelnitl Salilki.li  la actividad ami bacteriana (Siaphitococcas auretty. 
rveherichia coló. Pseudomonas aeruginosa. Salmonella tiphi. Candida alhicank). la 
actividad antiffingica ( Triehophyson ti/onagro/4111es y Trichophyton gipselani' y la 
actividad antitumoral (KB. VISO, COLON).°'°  

liste trabajo de investigación permitió la generación de conocimiento referente a 
nuevos constituyentes bioactivos presentes en la llora de nuestro pais. 



OBJETI VOS 



El objetivo general del presente trabajo de investigación es la obtención de 
conocimiento referente a los constituyentes químicos presentes en la llora de nuestro país y 
la ponderación de la bioactividad de los metabolitos secundarios aislados, mediante la 
aplicación de ensayos biológicos preliminares. 

Se seleccionó a la especie Schkuhria schkuhrioides como material de estudio debido 
a que a este género pertenecen las plantas de uso medicinal Schkuhria virgala y ,S'chkuhrh2 
senecioides cuyo contenido metabólico se describe en el capitulo de antecedentes, En la 
selección del vegetal se aplicaron, por lo tanto, criterios quintiotaxotténnicos. 

Para el logro del objetivo general se procedió al planteamiento de las metas 
específicas referentes al estudio químico y biológico de Schkuhria schkuhrloides, por lo que 
sucintamente pueden mencionarse los siguientes objetivos específicos. 

I, Extracción, aislamiento y determinación de la estructura molecular de los 
metabolitos secundarios presentes en Schkuhria schkuhrioides mediante la aplicación de la 
metodología convencional de investigación en química orgánica. 

2. Evaluación biológica preliminar de los metabolitos secundarios aislados de esta 
especie, principalmente de las lactonas y sus derivados, considerándolos como posibles 
prototipos de fármacos. 

3. Integración de los conocimientos adquiridos con los informados en la literatura con el fin 
de proporcionar antecedentes para estudios subsecuentes. 



AIVTECEDENTES 
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I,a familia de las compuestas incluye cerca de 1000 géneros y aproximadamente 
15000 especies. Varios miembros de esta familia tienen diversos usos terapéuticos debido a 
su actividad espasmolítica, antihepatotóxica, anticolerética, bactericida, fungicida. y 
citotóxica, lb  Tienen aplicación en la industria alimenticia, empleándose como edulcorantes 
y condimentos; además de tener otros usos de aplicación industrial como insecticidas y 
aceites de uso farmacéutico.' Se conoce que las compuestas biosintetizan, en términos 
generales, terpenoides, flavonoides y compuestos acetilénicos, y en menor proporción, 
alcaloides, 

El género Schkuhria pertenece a esta familia y se localiza principalmente en 
América, En México se encuentra en la parte central de la república. Se han establecido seis 
especies de Schkuhria con algunas variedades y subvariedades." Este grupo de plantas se 
caracterizan por biosintetizar lactonas sesquiterpénicas, A continuación se muestra una lista 
de las especies de Schkuhria analizadas hasta ahora y las substancias aisladas, 
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O OH 
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Especie 
S. ainlienioidea 

o 
26 R.El 
27 R=Ac 

elemandidas (26) y (27)''''1  

Las lactonas sesquiterpénicas son constituyentes característicos en ciertos géneros 
de las compuestas," aunque no son exclusivas de esta familia. Se clasifican de acuerdo a su 
esqueleto carbodelico como germacranólidas, guayanólidas, pseudoguayandidas, 
eudesmanólidas, elemanólidas, eremofilanólidal y xantanólidas, principalmente. Una 
especie generalmente biosintetiza un solo tipo de esqueleto, con variaciones oxidativas 
sobre el mismo. Cuando existe una amplia distribución geográfica de una especie, esta 
puede mostrar variación infraespecilica. Tal es el caso de Schkuhuria schkuhrioides de la 
cual se han aislado germacradienólidas (12-16) y elemanólidas (17-19) con diferentes 
grados de oxidación." 1  

I,as laetonas sesquiterpénicas son interesantes como posibles prototipos de fármacos 
debido a sus actividades biológicas diversas." Las actividades maitu:nonti:0.32  
c i totóxica,33.3 	neurotóxica,311.39antialimentaria,4°.41 	hepatotóxica, 	hepatoprotectora,42  
esquitosonticida,43  fitotóxica,44  causante de dermatitis por contacto." y profiláctica contra la 
migraña,46  han sido asociadas con la presencia del grupo a—metilen-y-lactona, aunque 
también han mostrado otras actividades que no tienen relación con la presencia de este 
grupo. Estas actividades son: actividad antimicrobiana,47.5°  antimalárica,51  antiparasitaria,52  
inhibidora de la tbrmación de melanina,53antiinflamatoria,54.55  y antialergénica.'6  

El estudio de la actividad biológica de las lactonas sesquiterpénicas ha ido más allá 
de las pruebas in vlb.n. Actualmente existen preparaciones farmacéuticas de aplicación 
terapéutica, algunas de estas aplicaciones son: el tratamiento de enfermedades de lit pie1,5157  
la reducción de la incidencia y severidad de las migrañas" y el tratamiento del SIDA con 
derivados semisintéticos;59  además de tener aplicación en la preparación de cosméticos." 

Ilay otras especies en d genero Sc.'likuhria que han mostrado actividad biológica. 
Las lactonas sesquiterpénicas de Schkuhria pianola, eschkuhrina 1 (I) y esehkuhrina 11 (2) 
exhiben actividad antialimentitria en insectos, antimicrobiana y citotóxica. 1.a eschkuhrina 1 
(1) aislada de S. virgoia, posee actividad significativa contra leucemia linfoeftica P3811 en 
ratón ,4"2  

El mecanismo de acción de las lactonas sesquiterpenicas ha sido extensamente 
investigado, algunos de sus mecanismos de acción consisten en la inhibición de la 
fosIbfructoquinasam  o la ATPasinalcio.62  La acción eitotóxica de las lactonns 
sesquiterpénicas esta relacionada a la alquilación selectiva de grupos nucledilicos de 
enzimas. 



(in,: recientemente tiC Ilil 1111',.'!11) el) el 1114Ci1(10 1111 I:ICdICIIIIIC 11111, 

125', que ha sido tiprobado par la oficina de adminisinición de drogase 
de Estados 	(FDA) e01110 1.111 fármaco preventivo de la migraña," cuya principio 
activo es la lactona sesquiterpenica partenelida. Es evidente que este grupo de substancias 
son muy importantes desde el punto de vista de su actividad biológica, 

la 



DISCUSION DE RESULTADOS 



11.1 extracto ¿tectónico de Schkuhria schkuhrioides se separaron varias tracciones 
mediante cromatografía en columna, emplando mezclas de éter de petróleo-acetato de etilo 
de polaridad creciente para la elución de la columna, como informa la parte experimental. 

La elucidación estructural se describió de acuerdo al grupo estructural al cual 
pertenecen las substancias aisladas: lactonas sesqUiterpénicas (melampolidas) 
fenilpropanides, triterpenoides y flavonoides. 

Melampálidas 

Acido frutescfnico (28) 

De la fracción 11 del extracto acetónico de S. schlodirtoides se aisló una nueva 
sustancia a la cual se denominó trivialmente ácido fruteseínico (28). Esta substancia, mostró 
en el IR (Kik, Espectro 1) las absorciones características de ácido carboxílico (3448 y 1690 
cm l• 	 • ) y carbonilo de y-lactona (1763 cm I), En espectrometria de masas (Espectro 5) se 
observa el M' de m/z 262, lo cual indica la fórmula molecular C15111804, la cual explica la 
funcionalidad deducida para los oxígenos: un ácido carboxflico y una lactona. Las siete 
insaturaciones son debidas a la presencia de dos carbonilos (uno del ácido y otro de la 
lactona), de un anillo lactónico, de un ciclo y tres dobles enlaces. Estas deducciones se 
confirman por las señales del espectro de RM1‘1111 y 0C, las cuales se describen a 
continuación y que son notablemente similares a las de la melampólida frutescina (14)25a6  
(Tabla 2). 

El espectro de RMN I II (CDCI3, 300 MHz, Espectro 2, Tabla 1) mostró dos señales 
dobles, una a 8 6.21 (J 3.3 Hz) y otra a 8 5.51 (J 2.8 Hz), asignables a los hidrógenos del 
metileno exociclico de una rlactona-4-insaturada. Se observa un triplete ancho en 8 7.05 
(J 8.3 Hz), perteneciente a un hidrógeno vinílico conjugado con un carbonilo. El 
desplazamientO químico de este hidrógeno 3 7,05 indica una disposición cis con respecto al 
grupo carboxilo, debido al efecto desprotector que este grupo funcional ejerce sobre el 
protón." Esta señal se asigna a 1-1.1 de una melampólida. En 8 5.14 se observó una señal 
múltiple, que por su desplazamiento y multiplicidad corresponde a un hidrógeno vinílico, el 
cual se encuentra acoplado con un metileno vecinal y con un metilo a larga distancia, que se 
manifiesta como una señal simple y ancha centrada en 3 1.67. El hidrógeno vinílico se 
asignó a 11-5 y el metilo se ubica en C-4. En S 3.96 se observó otra señal múltiple, que se 
asignó a II-8 por tener un desplazamiento similar al asignado para el hidrógeno geminal al 
oxigeno de la lactona en la frutescina (14) (8 3.93), indicando que el cierre de la lactona es 
7-48. Si el cierre fuera 7-46 el hidrógeno geminal a oxigeno de la lactona tendría un 
desplazamiento a campo más bajo, ya M'e seria alilico.64  

Para el establecimiento de la estereoquímica de la fusión de una y-lactona en 
sesquiterpenos, Samek propuso una regla empírica" donde las lactonas cis presenta J7.13<3 
y las trwnS J7,13>3. Sin embargo, cuando uno de los protones del metileno exodelico tiene 

y el otro J>3, es necesario conocer la J 7-8 para una asignación correcta. Precisamente 
la frutescina (14), cuya estereoquímica en la fusión de la lactona fié asignada inicialmente 
vis, fué corregida posteriormente a truns.2"11 ácido frutéscinico es uno de estos casos 
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Conformaciones del ácido frutesclnico (28) 
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esPeciAjs (.17-1 ;al 3.3, .17.13b 2.8). Por medio de un experimento COSY se establecio el 
desplimmiemo de 11-7 i 2.09. Sin embargo, la señal no mostró una resolución adecuada 
que permitiera conocer las constantes de acoplamiento. 

Para tener una mejor resolución del espectro 	(Espectro 2) y así conocer la 
J7,8 se efectuaron experimentos en piridina, en un rango de temperatura entre 75 y -30°C. 
No se logró el objetivo deseado ya que los espectros no mostraron señales resueltas 
(C51)3N, 300 Mliz, Espectros 6 y 7), lo cual sugirió que esta substancia, en solución, existe 
presumiblemente en una mezcla de confónneros, como se ha descrito en la hiel-atinan  
Figura 1. 

Figura 1 

La estereoquimica de la fusión de la y-lactona se determinó por derivatización 
química, como se describe a continuación. 
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La presencia de un ácido carboxilico fue confirmada por la ibrinación del éster 
metílico con diazometano (29) ('Tabla 1). El diazometano tarabien reaccionó con el 
metileno exocíclico, adicionándose por ambas caras, dando una mezcla de pirazolinas 
isoméricas. 

'Tomando en consideración que 11-7 es a en todas las germacranólidas aisladas de 
plantas superiores para las cuales la estereoquímica absoluta ha sido establecida,38  y que el 
nitrógeno unido a C-1 I afecta directamente el desplazamiento de 11-7, se asignó como la 
pirazolina a (30) (CDC13, 300 MHz, Espectro 9) al compuesto donde 11-7 presentó un 
desplazamiento paramagnético desplazándose en 8 3.24, a campo más bajo en comparación 
con el desplazamiento de 11-7 en el ácido frutescinico (28) (8 2.81). Este compuesto es 
resultado de la adición del diazometano por la cara re del metileno exocíclico. En la 
pirazolina p (31) (CDC13, 300 MHz, Espectro 14) no se observó este efecto y 11-7 se 
desplazó diamagnéticamente (8 2.61) con respecto a la substancia con el medien() 
exocíclico. Este compuesto es producto de la adición del diazometano por la cara si del 
medien() exocíclico. 

La presencia de la pirazolina también influye en el desplazamiento de 11-8. Para la 
pirazolina a- 11-8 resuena en 5 4,09, valor similar al del ácido fruteselnico (8 3.95), pero en 
la pirazolina [1- el desplazamiento de 11.8 cambió sensiblemente (8 4.83), Este 
desplazamiento se explica por la presencia de 11-8 con orientación p al igual que el 
nitrógeno-1 de la p. pirazolina. Esta discusión permite concluir que la fusión de la lactona 
es trapa. 

El espectro RMN-13C del ácido frutescinico (CDC13, 75 MHz, Espectro 4, Tabla 2) 
muestra señales para 15 carbonos, los espectros RMN-13C de la pirazolina a- del 
frutescinato de metilo (30) (cDch, 75 MHz, Espectro II) y de la pirazolina p. del 
frutescinato de metilo (31) (CDC.I3, 75 Mlíz, Espectro 16) mostraron 17 señales cada uno. 
Las asignaciones se hicieron por comparación con las informadas en la literatura para 
compuestos similares, y en especial, con eschkuhriólida8  (12) (Tabla 2). El ácido 
frutesdnico (28) mostró una señal triple en 8 120.2 correspondiente a C-13 que indica la 
presencia de la a- metilen-y-lactona, una señal doble en 8 144.6 para el carbono insaturado 
p. al carbonilo del ácido carboxílico, dos señales para carbonos carbonIlicos, una en 8 169.9 
para la y- lactona y otra en 8 172.2 para el ácido carboxilico, la cual difiere notablemente de 
la señal para carbonilo de aldeltido que presenta la eschkuhriolida (12) en 8 195.7. El 
desplazamiento de la señal asignada al metilo vinílico C-15 sobre el doble enlace 4,5 (5 
18.7) es característica de un metilo sobre un doble enlace trans, 28  

Las señales en 8 142.3 y en 8 142.6 que presentan la pirazolina a- (30) y la 
pirazolina p- (31) del fruteseinato de metilo respectivamente, corresponden al carbono 
insaturado C-1, I. al carbonilo (RMN-"C, CDCI3, 75 MHz Espectros 11 y 16), 
desplazamiento a campo más alto que para el ácido frutescínico (8 144.0, La variación en 
el desplazamiento se explica debido a que el efecto resonante del earbonilo del éster a,13-
insaturado es menor que el efecto resonante del carbonilo del ácido carboxílico a-II 
insaturado c'' 
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dos unidades con respecto a Id y-lactotia de la eseldoiliriOlitlii (ii 169.10 y (lel iicido 
1'111k:si:Juico (( 169.9), debido a id ausencia (lel nienicno  exociclico (Tabla 1). 



Tabla I Datos espectroscópicos 12MN111 (C.DC13) de esclikuliriólida (12), frutescina (14), ácido frinescinico 
(28), frutescinato de metilo (29), pirazolína u• del fruteseinato de pocillo (30), pirazolina 11. del l'intestina«) 
de metilo (31), 

12a 141)  1411  28C 28d 29d 3011  31d 

11-1 6,64 m 6.66 la 6.65 la 7.05 la 7.05 no 6,96 ta 6.91 ta 6.93 la 

(8) (8,4) (8.7) (8.55) 
11.2 2.31 »I 2,32 no 2.3 in 

11.3 1.94 no 2.30 n: 1.9 off 

11.5 4.86 de 5.05 dd 5.06 dd 5.14 m 5.14 on 5.11 no 5.06 m 5.05 In 
(10, 1.5) (10,6) (9.6,5.7) 

11.6, 4,07 t 2.7 in 1.92 no 2.18 no 
(10) 

11.61, 2,09 on 
11.7 2.61 dddd 2.81 m 3.24 no 2.14 ni 

(10, 5, I, 1) 
11.8 5.52 ddd 3.93 no 3.93 no 3.06 no 3.95 in 4.02 no 4,09 no 4.83 no 

(12,5,5) 
11-9, 2.91 no 2.98 in 3.00 no 
11-96  2.54 2.77 no 2.67 in 
11-13, 629 d 6,18 el 6.20 d 6.21 d 6.21 <I 6.21 d 1.8 ta 1.5 »I 

(1.1) (3) (3.3) (3.3) (2.7) (3.3) (7.5) 
11.13h  5.7711 5.52 d 5.53 d 5.51 d 5.53 d 5.5311 

(1.1) (2.8) (2,7) (2,8) (2.7) (3) 
11.14 9,47 d 9,47 d 9.47 s 

(1.7) (0.8) 
11-15 1.82 d 1.69 d 1.69 sa 1.67 sa 1.67 ,va 1.67 sa 1.63 sa 1.62 su 

(1.5) (1,0) 
11.16 3.80 s 3.80 s 3.81 .r 
11-17, 4.64 nt 4.78 ddd 

(18.15, 9.9, 5) 
11.17h  4,65 ddd 

El análisis se efectuó a diferentes frecuencias, (RO MF1z) , ()0 MI le) 	(200 MI lz), a(300 
(18.3, 9.6, 7.2) 
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Tabla 2 Datos especiroscopicos . RMN"C de eschlaihriólula (12), acido trutescinico (28), Mi:indina (1-4,.1 
E/litem:hiato de metilo (30), pirazolina 11-del frutescinato de metilo (31) 

, 31 ---ri 30 :t'' 
C-1 155.2 d 144.6 142.6 142.3 
C-2 26.1 r 20.0 24.8 23.1 
C-3 37.1 t 35.7 35.0 35.4 
C.4 (38.1.: 130,4 130.3 130.5 
C-5 (269 d 121.1 120,0 120.8 
C-6 65.5 d 20.0 22.1 22.9 
C-7 49,8 d 460 48.6 52.0 
C-8 77.3 d 83.9 84.0 84.4 
C-9 27.3 / 34.2 28.6 211.5 
C-10 141.0,s 130,7 137.0 142.3 
C-11 134.7 x 136.3 137.0 142,3 
C-12 169.8 s 169.9 167,8 167.8 
C-I3 124.71 120.2 22,1 22.9 
C-14 195.7 d 172.4 173.0 172.2 
C-15 16,8 q 18.8 19.1 18.8 
C-16 19.1 19.0 
C-17 78.0 78.0 

El análisis se efectuó a diferentes frecuencias: °(20 	°(75 Mhz, las asignaciones fueron realizadas 
de acuerdo al experimento DEPT). 

Allo.eschkuhriólida (32) 

De la fracción 1 se aisló por reeromatogratia un sólido, cuyas características 
espectroscopios son similares a las que presentan las melampólidas aisladas C13 esta 
especie," I  en particular, ala cschkuhriólida (12). 

En el espectro de RMN'I-I (DMSO, 300 Mllz, Espectro 20, Tabla 3) se observó un 
par de señales dobles a campo bajo, una en 8 6.08 	3 I-1z) y otra en 8 5.47 (J 3 liz) 
características de una ct- metilen-y- lutona, que a su vez mostró la absorción característica 
en el IR en 1759 cm 'i  (CDC13, Espectro 18), y las señales correspondientes en el espectro 

(DMSO, 75 MIlz, espectro 22, Tabla 3), en especial la señal triple en 8 119.3 para 
C-13. 

El espectro RMN111 (DMSO, 300 M'U, Espectro 20) presentó una señal en 8 9.34 
característica de un protón de aldehído, una señal triple y ancha en 56.64 (3 7.8 11z) para un 
hidrógeno vinílico con desprotección paramagnetica por estar conjugado y en disposición 
eis con respecto al aldehido."'" La señal doble y ancha en 8 5.06 (J 10.6 1 lz) se asignó al 
hidrógeno vinílico 11-5, el cual esta acoplado con un metilo vinílico (11-15) en disposición 
mins y con el hidrógeno atajo 11-6, el cual se obserVa como una señal triple en 8 4.99 (3 
9.6 1(z) y que por su constante de acoplamiento (J 	I()) se deduce que se encuentra en 
relación irnos- respecto a 11-5, y por su desplazamiento se trata de un hidrógeno vecino a 
oxígeno. I.a señal múltiple en 8 4.9 se asignó a 11-8. 

El desplazamiento de 11-6 en 8 5.12 (en IIMN I II,CDC13, 300 Mllz, Espectro 19, 
Tabla 3), a campo mas bajo que el desplazamiento de 11-6 para compuestos donde este 



hidrógeno esta unido a oxígeno de hidroxilo, como es el caso de la eschkuhriólida, (12, 
6: 8 4.07) asi como el desplazamientro de 11-8 (5 5,23) a campo más alto en comparación 
con eschkuhriólida que presenta la y-lactona con fusión 7-->8 (5 5.52), proporcionó 
evidencia de que la fusión en este compuesto es 7,6 trans. 

Esta estructura corresponde a la alloeschkuhriólida (32) (RMNIII, CDCI3, 300 M'U, 
Espectro 19), cuyos datos de RMNI11 y 13C en CDCI3  están informados cn la literatura. La 
obtención de los parámetros de resonancia para esta substancia en CDCI3  y su comparación 
con los informados, permitió establecer la identidad de ambas. La comparación directa con 
una muestra auténtica obtenida en nuestro laboratorio continuó esta identidad. 

Las variaciones en las señales de RMNIII del derivado Rutilado de la 
alloeschkuhriólida (33) obtenida por acetilación de (32), son las esperadas: desplazamiento 
a campo bajo de H-8 (A8= 6.37-5.20= 1.17 en CDC13) y la variación de M entre H-13a y 
H-13b (Tabla 3), (RMNIH, CDCI3, 300 MHz, Espectro 25). La disposición estereoquímica 
cis de 11-8 con respecto a H-7 se dedujo de la 18,7=9.7 (Tabla 3). De esta forma, se 
comprobó que el metabolito secundario aislado es la alloeschkuhriólida (32), compuesto 
que había sido previamente obtenido como derivado de eschkuhriólida (12) y no como 
producto natura1.8  
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Tabla 3. Datos espectroscópicos RMN I II de allo-eschkultriálida (32), acetil allo-eselikuluiOlida (33) y acetil 
eseitkultriólida (34), ,-- 

32'
__,_  

32" 32' 	
_ 

32 33' 
111 6.57 ddd 6,59 dild 6.64 ra 6.63 ddd 6.60 ddd 

(8, 8, 2) (9, 7.3, 2.1) (7.8) (9.5, 7.5, 1.6) (8, 8, I) 

115 4.99 de 5.03 da 5.06 da 5.04 da 4.95 da 
(10,1) (11,1) (10.2) (10.0) (9.1) 

116 5.12 dd 5.12 dd 4.99 dd 4.98 dd 5.00 dd 
(10,10) (9,7, 9,6) (9.6, 9.6) (9.7, 9.7) (9, 9) 

118 5,20 so 5.23 la 4,9 ni 4.9 ni 6.37 ddd 
(obsc.) (9,4) (9, 8, 2) 

119a 2.5 ni 

1113a 6.35 d 6.33 d 6.08 d 6.06 d 6.23 d 
(3.5) (3.6) (3.3) (3.5) (4.0 

11136 5.564 5,57 4 5.47 d 5.46 d 5.56 d 
(3.5) (3.0) (3.0) (3.0) (3.5) 

1114 9.37 4 9.42 4 9.34 4 9.33 d 9.404 
(1.5) (2.1) (1.2) (1.5) (1.5) 

1115 1.94 d 1.93 sa 1.84 sa 1.90 mi 1.95 d 
(1) (1) 

OCOC 2.05 ,c 
Iii  
El análisis se efectuó a diferentes frecuencias y en diferentes disolventes: (CDCIc, 80 MIlz), (CDC13, 300 
Mliz), c(DMSO, 300 Mllz), d(DMSO, 500 MHz) 

33" 	34' 
6.60 ddd 	6.62 117 

(9.9, 7.6, 
2.2) 
5.03 sa 	4.76 da 

(10.0) 
5.05 so 	5.22 r 

(10.0) 
6.39 ddd 5.54 ddd 
(9.7, 	7.5, (6, 12, 6) 
2.1) 
2.76 di/ 
(14.1, 7.5) 
6,23 d 	6.22 d 
(3.3) 	(1.5 
5,57 ti 	5.764 
(3.3) 	(1.5) 
9.43 4 	9.42 ti 
(1.5) 	(2) 
1.92 .v 	1.94 sa 

2.03 s 	1.96 á.  
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6-Acetil-(11/4 • 1,13-Diliiili.oeselikuhriollida (35) 
6-Aeetil-(118)-11,13-Dilfidroesclikuhriálida (36) 

La acetilación del residuo de algunas fracciones de la cromatografia, permitió la 
purificación de las substancias 35 y 36, cuya elucidación estructural se describe a 
continuación. 

Estas substancias presentaron en el IR absorciones correspondientes a la y-lactona 
a,(1.insaturada, dobles enlaces e hidroxilo. En los espectros de RMN 111 se observaron las 
señales características de lactonas scsquiterpénicas del grupo de las melampótidas: los 
hidrógenos de aldehido y vinílico de enona conjugada, dos señales para hidrógenos 
geminales a oxígeno, una señal simple para metilo de acetilo y dos señales simples de 
metilo, uno de estos vinílico. 

El análisis del espectro RMNIII del compuesto (35) (CDC13, 300 MI lz, espectro 27, 
Tabla 4) y la comparación con los datos de la literatura7-I0  permitieron hacer las siguientes 
asignaciones: la señal doble en 8 9.44 (J 1.5 Hz) se asignó al hidrógeno de aldehído, una 
señal triple de dobles en 8 6.62 (J 7.5, 2.1 Hz) se asignó al hidrógeno vinílico 11-1, 	al 
aldehído (los desplazamientos y las constantes de acoplamiento del hidrógeno de aldehído y 
de 11-1 fueron característicos del doble enlace cis 1,10). La señal doble de triples en fi 5.77 
(1 12, 5.1 11z) se asignó al hidrógeno de metino geminal al oxigeno de la lactona 11-8, la 
señal doble de doble 8 5.14 (10.6, 10.6) caracterísitica del hidrógeno etílico geminal a 
oxígeno de hidroxilo se asigno a 11-6. La señal doble y ancha en 8 4.69 corresponde al 
hidrógeno vinílico 11-5 acoplado con un hidrógeno Milico y con el metilo C-15 en 
disposición trans, que se presenta como una señal simple en 8 1.94, 

El espectro de RMN'H de esta lactona sesquiterpénica (35) evidenció la ausencia de 
las dos señales dobles correspondientes a los hidrógenos del metileno exocíclico de una 
lactona a,(3-insaturada. Una señal doble en 8 1.36 (J 7.8 Hz) que integró para tres 
hidrógenos se asignó al metilo C-13 por estar acoplado con 11-11, que se presenta a su vez 
como una señal cuádruple en 8 2.62 (J 7.8 Hz) justificando la ausencia del metileno 
exociclico." Por análisis del espectro COSY (CDCI3, 300 MHz, Espectro 28) se asignó la 
señal múltiple en 8 1.98 a 11-7, que se encontraba comparativamente a campo más alto que 
la señal asignada para 11-7 en eschkuhriólida (12) (8 2.61). 

La fusion cis de la lactona esta de acuerdo con el desplazamiento de 11-8 en 6 5,77 
y con la constante de acoplamiento entre 11-7 y 11.8 (J 12 Hz), 

El establecimiento de la orientación espacial del metilo en C-11 se realizará 
posteriormente y en comparación con la estructura 36. 

En el espectro RMNILI del compuesto 36 (CDC13, 300 Mliz,espectro 32) se puede 
apreciar que tiene características espectroscópicas similares al compuesto 35 (Tabla 4) 
teniendo como diferencia fundamental el desplazamiento de la señal doble asignada a H-13, 
que en este compuesto se desplaza 8 1.20 (J 6.8 Hz), 0.16 ppm a campo más alto, y el 
desplazamiento del cuadruplete asignado a 11-11, en 8 2.96 (J 6.8 Hz), 0.34 ppm a campo 
más bajo. Con los datos anteriores se deduce que 35 y 36 son el-iberos de la 11,13-
dillidroeschkuhriótidn, ya que solo difieren en la orientación del metilo 11-11. 

La configuración del metilo en C-I 1 en 35 y 36 se determinó como se ilustra en las 
figuras 2 y 3 tomando en consideración dos argumentos principales que son los siguientes: 
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a) la diferencia en los desplazamientos químicos (AM de ciertas señales (11-11 y 11-13) al 
correr los espectros de RMNI1.1 en CDCI3  y C„14;113 •1  
b) la forma de la señal para el hidrógeno 11.11, la cual es función del ángulo diedro que 
forma con 11-7. 

Considerando a la cara u del macrociclo como la parte convexa de la molécula 
(Figura 2), es presumible una complejación de tipo n del benceno por esta cara con el 
carbonilo de la lactona, por lo que los grupos orientados hacia esa dirección experimentarán 
el efecto diamagnético del benceno. 

Se observa que los 1.1-13 de la substancia 35 experientan mayor desplazamiento 
(L1/3' 6cnor8  c,,t)jr 0.30) comparativamente con 36 (A/5=0.13) indicando que el metilo en 
35 es a. De acuerdo con esto, 11-11 de 36 sufre mayor desplazamiento (/58,,,, 	(,„0„-
0.84) que 11.11 de 35 (A6-= —0.01)indicando que el metilo en 36 es (I (Figura 3). 

Referente a la forma de la señal de II-11, en el compuesto 35 se presenta como una 
señal cuádruple debido a la ,17,11›.' 0, lo cual implica un ángulo diedro <7.11,...90°, que solo es 
posible si el metilo es a (ver la figura 3). Complementariamente esta misma señal para II-
I I en 36 se manifiesta como una señal quintuple 4.11=6.5 lo cuál esta de acuerdo con una 
J11,13  similar ala 4,0 indicando que el angulo diedro <7,11:1 25°. Lo anterior determina la 
orientación p del metilo C-l3. Los argumentos independientes descritos conducen a la 
misma conclusión. 

Estas conclusiones son coincidentes con las informadas en la literatura donde se 
describen lactonas sesquiteTénicas que tienen el metilo 13 en orientación a, y 11.11 se 
manifiesta como cuarteto."'" 

Los datos descritos permiten concluir que las substancias 35a y 36a son los 
productos naturales presentes en las partes acreas de Schkuhria schkuhrioides 

Fig. 2 La parte convexa de la molécula macroclelica 35 y 36 es la cara u. 

(36) 



117-111 b--90'' 
(35) 
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Tabla 4. RMNIII datos espectroscópicos de 6-Aceli1.(I I R)-11,13-Dibidroeselikuhriólida (35) 6-Ace111-( I 1S)-
11, 13-DltddroesclikubritSlida (36) 

35" 35" 36' 36°  
1.1-1 6,62 ddd 5.57 ddd 6.63 ddd 5.57 ddd 

(9.4, 7.4, 2.1) (8.1, 6.7, (.9) (9.6, 7.2, 2.3) (9.4, 7, 2.6) 
11-5 4.69 da 4.35 da 4.65 da 4.30 da 

((0.5) (10.2) (9.6) (9.1) 
11-6 5.14 dd 5.29 dd 5.29 dd 5.38 dd 

(10.6, 10.6) (10.6, 10.6) (10.6, 10.6) (10.3, (0.6) 
11-8 5.77 di 5.86 di , 	5.53 di 5.43 di 

(12,5.1) (11.4,5) (12,5.8) ((2, 5.8) 
11-9a 2.82 dda 2.63 su 2.8 dda 2.56 dda 

(12, 5.1) (14.4, 4.29) (14.4, 4.2) 
11.11 2.62 e 2.63 e 2.96 q 2.12 q 

(7.8) (7.7) (6.8) (7.1) 
11-13 l.36 u! 1.061/ 1.20 d 1.07 d 

(7.8) (8.1) (6.8) (7.3) 
11-14 9.44 d 9.02 d 9.461! 9A16 d 

((.8) (1.8) ((.8) ((.8) 
11-15 1.94 d 1.59 d 1.92 N 1.53,1 

((.2) (1.2) 
OCOOC11, 2.01 .S I.52 .s 1.96 e 
11 análisis se d'editó en diferentes disolventePUCDC1,),W„D„). 
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8-111dr° x1-6-inchix1.7-(2-inetil-butirllaxi)-fertil-propanol (37) 
7-111droxi-6-incloxi-8(2-inetIl-butirlIoxi)-fenil-propanal (38) 

De la tracción I obtenida por elación con éter de petróleo-acetato de etilo (3:2), se 
aisló por cromatrogratias sucesivas un aceite rojo el cual reveló corno una sola mancha p►r 
cromatogratia en capa fina. En el IR (CI 1C13, espectro 34) se observó una banda de 
hidroxilo en 3387 cm'i  y una banda de carbonilo en 1749 cm'', El análisis de RM1•1111 
(CDCI3, 300 MIlz, Espectro 35) evidenció la presencia de dos compuestos, 37 y 38 en 
diferente proporción (aproximadamente 2:1), exhibiendo en común varias señales con 
ligeras diferencias en los desplazamientos químicos. Entre las señales similares se 
encuentran las señales dobles, en 8 6.45 y 6,36, para el compuesto 37 (mayoritario), y en 8 
6.60 y 6.50, para el compuesto 38 (minoritario), indicando la presencia de dos hidrógenos 
aromáticos en posición nieta. Una señal triple en 8 3.68 (J 6.4 Hz) para el compuesto 37 y 
en 8 3.67 (J 6.1 11z) para el compuesto 38 son asignables a hidroximetilenos. Se observan 
dos señales simples de metoxilo uno en 8 3.78 (mayoritario) y otro en 8 3,88 (minoritario). 
Un triplete en 8 2.63 (17.6 Hz) para 37 y 38 es asignable a un metileno bendije°, 

Los anteriores datos espectroscópicos permitieron suponer que se trataba de una 
mezcla de bencenoides sustituidos con una cadena alifática y sustituyentes oxigenados que 
podrian ser metoxilo e hidroxilo. Se procedió entonces a comparar las características 
espectrocópicas de este compuesto con las de substancias similares, especialmente que 
hubiesen sido aislados del género Schkuhria en estudios fltoquímicos previos. Se encontró 
similitud con un fenilpropanoide denominado eschkuhrianol (23) que fue aislado de la 
especie Schkuhria senectoides.25  En base a esto se confirmaron las asignaciones ya hechas y 
fué posible las asignaciones de las otras señales. 

Las señales que se presentan como triplete en 8 3.68 para 37 y en 8 3.67 para 38 se 
asignan a los hidrógenos de los hidroximetilenos 11-1.25'18  El multiplete en 8 1.96 se asignó 
al metileno vecino 14-2. 

El anillo bencénico tiene tres sustituyentes oxigenados; uno de ellos es un metoxilo 
que se observó en RMNIII como una señal simple en 8 3.78 para el compuesto 37 y en 8 
3.88 para el compuesto 38. El otro sustituyente oxigenado es un éster, lo que se deduce por 
la presencia de una banda en 1749 cnilen el IR (CHCI3, espectro 34), y por una señal 
múltiple parcialmente superpuesta en 8 2.70 (J 6.9 Hz), para un indino (11-2') a. al 
carbonilo, en cada uno de los compuestos. El último sustituyente oxigenado sobre el 
benceno se trata de un hidroxilo, lo cual se dedujo después de analizar los productos de 
acetilación. 

En el espectro de RMN11-1 (Espectro 35) también se observa una señal triple 8 1.04 
(J 7.5 Hz) para el compuesto 37 y otra en 8 1.06 (J 6.6 11z) para el compuesto 38, asignados 
a un metilo acoplado con un metileno, que aparece como señal multiple en 8 1.63. Estas 
señales se atribuyen al fragmento -CI12-C113 (11-3' y H-4') dél cster. Se observa otro metilo 
que se presenta como una señal doble a campo más bajo en 8 1.32 (.I 7.2 Hz) para 37 y en 8 
1.31 (J 7.2 Hz) para 38 asignable a 11-5', que se encuentra acoplado con el metino a, al 
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carbonilo (1I-2'). Esta descripción establece al fragmento u-metil-utirato 
hutiriloxi) cómo sustituyente, 

En el espectro de la mezcla de fenilpropanoides acetilados, RMNIII (C1)(11, 300 
Mliz espectro 36), se observó que la señal del oximetileno correspondiente a 11-1 
experimentó una variación en el desplazamiento (A8) de 0,43 ppm a campo bajo, con 
respecto al producto natural, encontrándose en 8 4,11 (1, J 6,4 I lz) con lo que se confirmó la 
presencia de un Iddroximetileno en el producto natural. En los productos acetilados 39 
(mayoritario) y 40 (minoritario), se observaron tres señales simples que corresponden a 
cuatro acetilos, las señales en 6 2,26 y 8 2,24 correspondientes a los acetatos aromáticos de 
39 y 40, mientras que la señal simple en 6 2.05 corresponde a los dos acetatos aliláticos. 

En el trazo de RMN1H de la mezcla de los dos fenilpropanoides naturales 37 y 38 se 
observó que la principal diferencia entre ellos era el desplazamiento de las señales 
asignadass a los hidrógenos aromáticos .y al metoxilo. Esto mismo se observó para la 
mezcla de los dos derivados acetilados 39 y 40 (RMN'H, CDCI3, 300 Mtlz, Espectro 36), 
lo que estableció que la diferencia entre los dos compuestos reside en la ubicación de los 
sustituyentes en el anillo aromático. 

Como ya se mencionó, la acetilación provocó cambios en los desplazamientos de las 
señales correspondientes a los hidrógenos aromáticos (Tabla 5). En el metabolito 
secundario 37 los hidrógenos aromáticos se observan en 8 6.36 (d, J 1.5 Hz) para 1-1-5 y en 
6.45 (d, J 1.5 Hz) para 11-9, mientras que en el derivado acetilado 39 resuenan en 8 6,61 (d, 
J 1.8 Hz) para 1-1-5 y 8 6.66 (d, J 1.8 Hz) para 1.1-9, registrándose de esta forma una 
variación en el desplazamiento de las señales (48=0.22 para 11-9 y 0.25 para 1-1-5) a campo 
más bajo en el derivado acetilado. 

En el metabolito secundario 38 los desplazamientos para los hidrógenos aromáticos 
fueron 8 6.50 (d, I 1.8 Hz) para 1-1-5 y 6 6.60 (d, J 1.5 1-1z) para 11-9 y en el derivada 
acetilado 40 fueron de 8 6,59 (d, J 1.8, Hz) para 1-1-5, y alrededor de 6.66 para 11-9, (ya que 
está superpuesto) observándose de esta forma, una variación en el desplazamiento de las 
señales en 0,09 ppm a campo más bajo para 1-1-5 y 0,06 ppm para 11-9 en el derivado 
acetilado. 

La mayor variación en los desplazamientos por acetilación ubica al hidroxilo fenólico en 
posición orlo o para a los hidrógenos aromáticos. Cuando la variación en el desplazamiento 
es pequeña, el hidroxilo fenólico se encuentra posición meta con respecto a los hidrógenos 
aromáticos. 

La ubicación relativa del éster y del metoxilo en el anillo aromático se determinó al 
comparar el desplazamiento quimico del metilo del metoxilo en los prodUctos naturales y 
en los derivados acetilados. El desplazamiento a campo alto de esta señal en el derivado 
acetilado (debido al efecto protector del carbonilo del acetilo sobre el metilo del metoxilo) 
implica una relación orlo entre el hidroxilo fenólico y el metoxilo, como esta informado en 
la literatura, 79'80  En el metabolito secundario 37 esta señal se encuentra en 6 3.78 y en su 
derivado acetilado (39) esta señal se desplazó a campo bajo, a 5 3.80, En el tnetabolíto 
secundario 38 el metilo del metoxilo se encuentra en 8 3.88, y se desplazó a campo más 
alto, a 3,82 en efderivado acetilado 40, 
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Esta discusión establece a las estructuras moleculares 37 (myritario) y 38 
(minoritario) como productos naturales presentes en S. SchkrihrioideN, que representan 
nuevas sustancias en la naturaleza. 

Tabla S RA11.1111 (300 81114 dotas cspccomm1picos de 841idrox1.6.mcluxi-7.42.mctil.buoitiloxiblimil.propandl (37), de .7 41110011.6 
onctox14142.mc111.butirilux1).1811.ptopanol (38), de 1,11.Dlaccilloxl..6.momi.742-mctIl.hutirilohl).1brdl.propand (39) y de 1,7 
DlaccOloxi.6.1041601.8.(2.6m11141811016011-fen11-ptopano (40) 

37' 38' 39' 40' 39 40' 
11.2' 2,70 no 2.57 ni 2.44 ni 

(6.9) (6.7) (6.9) 
11.3' 1.63 no 1.63 no 1.59 no 1.45 no 
11.4' 1.04 1 I.08, 1.04 1 1.05 ni 0.951 0.89, 

(7.5) (6.6) (6.4) (7,5) (6.8) 
11.5' 1,32 d 1.31 J 1.30 d 1.28 no 1.20 d 1,13 d 

(7.2) (7.2) (6.9) (6.9) (7.2) 
11.1 3.68 1 3.67 o 4.11 1 4.11 1 392 1 3.93 o 

(6.4) (6.1) (6.4) (6.4) (6,3) (60) 
114 1.87 on 1.87 m 196 m 1.96 ni 1,0 ni 1,60 m 
11.3 2.63 1 2.481 2.66 1 2.42 t 2,30 1a 2.31 la 

(7.6) (7.6) (6.7) (6.4) (6.4) (7.8) 
11.5 6.36 4 6.50 ol 6,61d 6.59 J 6.30 1 

(1.5) (1.81 (1.8) (1.8) (1.9) 
11.9 6,45 4 6.60 II 666 4 6.60, 6,66 J 

(1.5) (1.0) (1.8) (1.9) (1.11) 
OC113 3.78 s 3.88, 3 80 ,o 302 s 3.27 s 3.28 s 
OAc.7 224 a 1.85 s 
OAc.8 2,26 A 1.95 a 

El análisis se efectué en diferentes disolventes: (CDC1,), D(C,,D„). 
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Triterpenos 

Acetil Amirina (41) 

De la tracción menos polar (fracción A) obtenida por elución con éter de petróleo-
acetato de etilo (95:5), se obtuvieron por recromatografía y recristalización cristales 
blancos. En el espectro de RMNIII se observó una señal triple en 5 5.18 (.1 3.6 11z) que 
integró para un hidrógeno, este desplazamiento es característico de un hidrógeno vinílico. 
Se observó otra señal doble de dobles en 6 4.5 (J 9.5, 7.2 11z) correspondiente a un 
hidrógeno gen► inal a oxígeno. La presencia de señales múltiples entre 6 0,9 y 2.0, así como 
de varias señales simples a campo alto sugieren la estructura de un triterpeno policíclico, ya 
que se manifiestan 32 señales en el espectro de RMNI3C. La señal simple de metilo de 
acetilo en 8 2,04 aunado a la banda de carbonilo en 1719 cm.' en el IR y a la señal singulete 
en 8 170.97 en RMNI3C establece la presencia del grupo acetato. El peso molecular de 468 
obtenido por EMIE y la comparación con los datos espectroscópicos de la literatura 
permitieron identificar al compuesto como el acetil P-amirina.81  La comparación con una 
muestra auténtica disponible en el laboratorio comprobó su identidad. 

Estigmasterol (42) 

De la fracción D obtenida por elución con éter de petróleo-acetato de etilo (9:1) se 
obtuvieron cristales en forma de agujas. El espectro de RMN'II mostró una señal doble de 
doble a 8 5.16 (J 15.1, 8.1 Hz) y otra señal doble de doble a 8 5.00 (J 15.5, 8.05 I lz) 
integrando cada una para un hidrógeno, indicando la presencia de dos hidrógenos vinílicos, 
esta multiplicidad se debe al acoplamiento de cada hidrógeno vinílico con el otro hidrógeno 
vinílico vecino y con un hidrógeno alflico. Se manifestó asimismo una señal doble y ancha 
en 8 5.12 (.1 5.2 I lz), para un hidrógeno vinílico. La señal multiple en 8 3.51 se atribuye a 
un hidrógeno geminal a oxígeno, el cual está acoplado con más de dos hidrógenos. Entre 5 
2,40 y 0.50 se observó un conjunto de señales múltiples que integraron para 
aproximadamente cuarenta y cinco hidrógenos. La comparación con los datos 
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espectroscópicos de la literatura y con tina muestra auténtica permitió establecer que el 
compuesto se trata de estipmasterol.'°  

Flavonas 

Pectolinarigenina (43) 

De la fracción Ci eluida con éter de petróleo•acetato de etilo (8:2), se aisló por 
cromatografía y cristalización un compuesto amarillo en forma de solido amorfo, pf 197-
198°C. En el IR mostró una banda ancha para hidroxilo en 3406 cnil  y una banda para 
carbonilo en 1661 cm. 1 . En el espectro de RMN'H se observó una señal simple en 8 13.04 
para un hidrógeno presumiblemente fenólico unido mediante enlace de hidrógeno acetona. 

Se manifiesta un sistema A2B2  centrado en 8 8,03 y 7.10 (J 8.7 Hz), lo cual establece 
la presencia de un anillo aromático disustituido en para. Las señales simples en 8 3.86y en 
8 3.76 corresponden a dos grupoS metoxilos, Dos señales simples adicionales en 8 6.87 y en 
8 6,63, que integraron para un hidrógeno cada una pueden corresponder a hidrógenos 
vinílicos o aromáticos. El análisis del espectro de RMNI3C permitió establecer que 
solamente existían dos anillos aromáticos en la molécula y que se encontraban unidos por 
un grupo carbonilo, características que se dan en las flavonas, El peso molecular de este 
compuesto es de 314, de acuerdo al ión molecular observado en el espectro de masas. La 
comparación con los datos espectroscópicos de la literatura (Tabla 5) permitió establecer 
que el compuesto aislado es de la pavona pectolinarigenina."." 

Dinatina (44) 

De la fracción I se aisló por cromatografia un compuesto sólido de color amarillo. 
Al analiza• los espectros RMN I 1.1 y RMN I3C se observo similitud con las características 



,OC113  

(43) 

8 
HO 

C1130 

1-10 

1-10 

(44) 

esp;;•trosepicas 	la pectolinarigenina (43), aislada en la fracción ti, siendo la pricipal 
diforacia la ausencia del metoxilo en C-6, la comparación con los datos espectroscópicos 
de la literatura/15." permitió establecer que se trata de la flavona dinailua (44). El peso 
molecular de este compuesto es de 300 de acuerdo al ión molecular observado en el 
espectro de mimas, La tabla 5 muestra los datos de 	de la peetolinarigenina (43) y 
de la dinatina (44). 

Tabla 5 RMNI3C de la pectolinarigenina (43) y de la dinatina (44) 
43" 43°  441  44" 

C-2 163.7 163.3 163.7 163.7 

C-3 102,4 104.0 102.3 

C-4 182.1 182.1 182.0 182.0 

C-5 152.8 152.7 152,7 152.7 

C-6 131.3 131.4 130.5 

C-7 157.1 157,4 157.9 

C-13 94,11 94.3 69.8 

C-9 152.4 152.4 157.9 

C-10 104.1 103.0 94.3 94.3 

C-1'  121.0 122.9 121.1 121.5 

C-2'  128.4 128.3 128.4 . 1214 

C-3'  115.9 114.5 116.0 116.0 

C-4'  161.9 162.3 161.2 161.2 

C-5'  115.9 114.5 116.0 116 

C-6'  128.4 128.3 128.4 128.4 

1..1 análisis se efectuó a diferentes frecuencias: "llesplazainientos tomados de la literatura , "(75 M ti., 

I)MSO. las asignaciones fueron hechas de acuerdo al experimento DEPT/ 
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Ilioevalitaciones preliminares 

Se hicieron las siguientes bioevaluaciones: toxicidad frente a Anemia salina, 
actividad citotóxica frente a tres líneas celulares cancerígenas11.15  tumor nasofaríngeo 
(KB), cáncer de cérvix (1.11S0) y cáncer de colon (COLON)1, determinación de la actividad 
antibacteriana (Staphylococcus aureus, Escherichia oh, Pseudomonas aeruginosa, 
Salnunnella ripió, Gandida alliicans), y actividad anti finigica ( Triehoplorm 
mentagroplocs, Trichoploon gypseunt)I2  para las siguientes substancias: 11,13-
dehidrocriolina (13), frutescina (14), ácido frutescinico (28), eschkuhriólida (12) y de los 
derivados: allo-eschkuhriólida (32), isoeschkuhriólida (45), 4,4-epóxi-eschkuhriálida (46), 
acetil eschkuhriólida (47), 6-acetil eschkultrioidiol (48), pirazolina de 11,13 
dehidroerioliona (49), acetil O amirina (41). No se tiene el dato de toxicidad frente a 
Atienda salina de los compuestos (45, 46, 48, 49) debido a la falta de material suficiente. 

La prueba de toxicidad frente a Artemia salina fue positiva para frutescina (14) 
(50,21 ppm), También fue positiva para los derjvados: olla-eschkuhriólida (32) (453.5 
ppm), 11,13-dehidroeriolina (13) (268,16 ppm) y acetil eschkuhriólida (46) (64.61 ppm), 
los compuestos que no mostraron actividad fueron los metabolitos secundarios 12, 28, 41. 

Los resultados de la prueba de toxicidad frente a las tres lineas celulares 
cancerígenas (Tabla 6) señalan que el compuesto más activo es allo-eschkuhriólida (32), 
germacradienótida con un hidroxilo en C-8, isoeschkuhriólida (45) es el segundo 
compuesto más activo. La 4,5-epóxi-eschkuhriólida (46) también es más activo que la 
eschkuhriólida (12). Los anteriores resultados podrían sugerir que la presencia de 
sustituyentes hidrofilicos en las posiciones 4, 5 y 8 aumentan la actividad." 

La pirazolina de 11, 13-dehidroeriolina (49) es el único compliesto que no presentó 
actividad citotóxica, debido presumiblemente a la ausencia del metileno exociclico.' 4" 

Dos de los compuestos analizados presentaron actividad específica: el ácido 
frutesclnico (28), que es activo contra la la línea celular KB (tumor nasofaríngeo), y 
eschkuhriólida (12) que es activo contra la línea celular COLON. Acetil eschkuhriólida (47) 
presentó cierta especificidad, Solo fue activo contra dos líneas celulares: KB y COLON. 

Taba 6. Bioevaluaciones cilotóxicas de eschkuhriólida (12), 11,13-dihitlroeriólina (13), frutescina (14), ácido 
frutesclnico (28), aficheschkuhriólida (32), isoeschkuhriólida (45), 4.5-epóxi-eschkuhriólda (46), acetil 
eschkuhrlólida (47), 6mcetil eschkuhrioldiol (48) y pirazolina de 11,13-dihidroeriolina (49). 
Compuesto KB DE,,, UIS0 DEio  COLON DEs„ 

pgiml pg/m1 pgánl 
Allo•eschkuhriólida (32) 0.000575 1.82 0,9 
Isoeschkuhriólida (45) 0.2398 1.44 1.3 
Epóx ido de eschkulliólida (46) 0.3019 2.18 3 
1 I ,13-dellidrocriolina (13) 0.75 2.08 0.9 
Acelil eschkuriólida (47) 0.65 7.94 1.4 
Frutescina (14) 1.25 1.81 6.3 
Acido &mese:aleo (28) 1.511 6.91 8,32 
6-Acetil-schkuhrioldiol (48) 3.63 2.29 1,3 
Eschkuhriólida (12) 34.67 4.57 3,6 
pirazolina de II,13-dellidrocrilina (49) 4 20.89 20 
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referente a !a actividad antibacteriana y antiffingiea, ninguno de los compuestos he 
consideró activo, debido a que su concentración inhibitoria mínima fue mayor a 100 )q 

Los compuestos que presentaron mayor actividad fueron frutescina (14) (,SVaphylococcus 
ameos 200 pg/inl, Condida alhicans 200 pg/m1) y 11,13-dehidroeriolina (13) 
(Staphylococcus aureus 200 pg/m1), 



PARTE EXPERIMENTAL 



1. Se/lb/ir/a schkuhrioides [Registro 636061 del Herbario Nacional (MEXU)I se 
recolectó en Teoloyucan, Estado de México, en noviembre de 1993, con la asesoría del 
Dr. Francisco Javier Espinosa García del Centro de Ecología de la UNAN. 1.a 
referencia del material colectado se encuentra depositada en el Herbario Nacional del 
Instituto de Biología de la UNAM. 

2. Métodos espectroscópicos: 
• Espectrómetro de UV: Perkin-Elmer 552. 
• Espectrómetro de IR: Nicolet Magna-IR TM 750 y Perkin Elmer 21013. 
• Espectrómetro de masas: JEOI, JMS-AX 505 11A. 
• Espectrómetro RMN: Varian Gemini 200 (200 MIlz 'U, 50 MI lz '3C); Varian 

VXR-300 (300 MIlz II-1, 75 MHz 13C); Varian Unity-300 (300 Milz III, 75 MI lz 
13C). 

• Polarimetro: Jaseo DIP-360 digital. 
• Aparato para punto de fusión: l'isba Johns. 

3. Métodos crontatográticos: 
• Cromalogralia en capa fina, analítica: Alugram Sil G/UV 254 (5 x 3.2 x 0.25 mm) 
• Cromatografia en capa preparativa: DC-Fertigplatten SiIG-100 UV 54 (20 x 20 x I 

mm), PSC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254 (20 x 20 cm x 2 mm) 
• Cromatogralia en columna. Material de empaque: Silica gel OF 254, 
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tus partes aéreas secas de Silikuhria ,s•chkuhritiides 	Kg) fueron eNirdidas 

éter de petróleo (FP) y posterionneme el residuo vegetal se extrajo con acciona, 
obteniendose 200 g del extracto ;tectónico. Una parte de  éste  extracto ( 1771 o se  

fraccionó por cromatogralla en columna a presión reducida," empleando 111111 columna de 
vidrio de 9,4 cm de diametro, empacada con silica gel Cil":-254 a una altura de 16.5 cm. 
procedimiento de Iraccionación se ilustra en el esquema I. 

Esquema 1,01Mención de los extractos y de las principales fracciones en la putilleación de los 
conslituyvales de Schkultria schkohrioides. 

a ogelni ricen 
libitirio Iblobroodo 

1 	maceración e011 	ti; peliiilco 

1:111i1C10 de ley Jc 1.1.11111.1 residuo a egelnl 

I maceración con acetona 

44:e11.,1111:11 	 11.0111k %Ctelal 

C10111,1111p.111,1,,,,111111111:1,1 p10111111.111CItlii~i cluci,in can mecclas do he unroacerarri de colo 

Ifi! 	Iff ---T111 
11 	 I 	1 ri 	íl 	I 	1 	rs  1. 1, 

1,1in imoerol lisch 	ulirinrida 
1.111 1121 (431 0:1 

..14111 frutesclAlto 
12111 

.1.11i1 Innpanuldn 	 131,1,111mo 140 
•.11141e.c Iluhrüdlda 1221 
`8•11filr. t1.6.:90101:222.411011.11uni 111101.211111911,p4im1 2371 
MI kin %14•Inclon1.1122.mvill.bulir 111004osil.peolitanol t381 
'01 Ni.11,13.1111blilienNelikutil 	1351 
'111N341.13.1111diewschluht 	1.16¡ 

111100N 
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---- .----- 
N" de Mato 
(vol. 	1 	II) 

Ir a e él.  lin 

Fracción 	1 
l'eso 

(gramos) 

is in 1 e ii To---(17T---e.V1riiTeó 
Rendimiento 

''.:ii Vs'll'i 

ii1:--eIi ni eo-  
Fluyente 

ERfAe0E1 

: -- 

(*olor 
1,-.......... 

I -.1 .......__-_____ 
......-....,,11 

A  
tr=S...... 

52.1 26.0 9,5:5 
.-. 

m'ardo rojizo 
4-6 II i726 3 6. 9.3.3 naranja 
7.9 e 8.4_  4.2 9:1 amarillo verdoso 

1(1.11 I) 3.9 /.i/ --- -i)T-----  -anlinT11;;;M----)m-i--- 
12.15 E 2.9 1.4 9:1 verde amarillento 
16.20 F 4.6 23 8:2 verde elan) 
21-28 G 15.1 7.-i 8:2 cale verdoso  
29-33 II 12.5 6.2 7:3 amarillo cerdos) 
34.36 8.1 4.0 6:4 amarillo 
37:51 	-- 1 10.8. 

-577,_ 
-3:5 alfiarillo verdoso 

41.44 K 6 3.0 5:5 verde °son.° 
43.53 • L 7.85 3,9 3:7 calé amarillento 
54.65 81 23.9 //.9 0:1 vare amarillento 
--• 31.25 /5.6 • 11:1 

Aislamiento de Acefil [I Amirina (28) 

De la liacción A (52.1 g.) se tomaron 17.62 g. (33..1'q, los cuales se resolvieron 
en sus componentes mediante cromatogralla en columna a presión reducida, (CCP1(1. en 
una columna de 4 coi de diámetro, empacada con 88 g (5:1 sil iea/muestra) de gel de sil ice 
60 CiF-264. 

N° de eluato 
(vol. 300 ml) ,............................ Fracción 

Fraccionamiento 
Peso 

(gramos) 

del 	residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 

C.1nts.TT^ 	L-....".=.3. 

A. 
fluyente 

ISP/AeORt 
Compuesto 
identificado -..... 

I.3 A.I 2.7 /5.3 1:0 
4.20 A.2 3.2 /8.? 111 2 
21.32 A.3 0.3 1. 7 1:0 
33-37 A.4 2.7 15.3 9,9:0.1 
38.55 A,5 1.9 108 9,7:0.3 
.... 6.82 38.7 

La fracción A.2 presentó cristales blancos y ceras. las ceras (2.79. 	2%) 
solubles en besan° frío. fueron eliminadas por decantación. Los cristales (414 mg.. /3%1 
se recristulivaron de acetona a temperatura ambiente. obteniendose 75.4 tng ( /N 2%) 
Las características fisicas y espectroseapicas son las signientes:b:1  
Pf 236-238"c. 
IR (CDCII. em 	2949. 1719. 1462. 1373. 1256. 1056 
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Ac0 . 71  

23 	.24  

(41) 

ItNIN III (200 N111/.. C1)('13, ,i):5,18 (III. t..1 	11•12); 4 5 (111. (1(1..1 9.9. 	'.. 11•;): 
2.0.1 (311. s. •COOC111); 1.13 (111, s, (11,-27); 0.97 u311. s. (11v.2526): 0 	(1.11. 
('113 -23.24.29,30); 0.83 (311. s,  (113.28). 
IININ LIC (75.2 15411z, CDC13): 170.9 (s, C111(.(1,-): 145,1 (s, ('-13), 12.1.5 1(1, ('-12); 
80,9 (d, ('.3). 
1.:11111.: mi,. (int. rel.): 468 (12): 218 (10(1); 203 (45): 189 (35);  175 (12):  147 112.1: 135 

(16): 119(18); 109 (18)195 (12): 93 (14): 81 (18); 69 (20); 43 (45). 

Aislamiento del ácido oleico (50) y acil triterpenos Iabiles 

Se tomaron 6,9 g (54.6%) de la fracción H (12,6 g) y se fraccionaron utilizando 
cromatografía en columna de 3.4 cm de diámetro. empacada con 35 g (5:1 0k:ti/muestra) 
de Ojea gel 60 GF-254, obteniendole los siguientes resultados. 

N" de cinto 
(vol. 150 nil) 

..,.,_____. 

Fracción 

Fraccionamiento 
Peso 

(gramos) 

del 	residuo 
Rendija ¡colo 

% %V i 

13. 
Illoyenie 

EP/AC.01a 
ronipuesio 
identificado 

1-11 11.1 2.4 34,7 LO SO 
12.27 0.2 0.8 11.6 1:0 aell 

Will:go:nos 
28-43 11.3 0.08 1.1 1:0 
47 11.4 3.4 4N 3 91 ad 

(Moimos 
.18-63  0.5 (1.22 3.2 9:1 



De la fracción 13.1 se separo 50 empleando crumatogralia en placa preparativa ( 20 
x 2(1 cm, 2 nun) eluyente benceno:acciona, 95:5, Rf 0.2 
Características físicas y espectroscópicas: 
ItMN III (200 Mil,., CDCI3, 5);5.36 (211. ni, 11-vinílicos); 2.35 (21 I, t, .1 7.4 C112C0); 
1.26 (2211, sa, C112 ); 0.88 (311, ni, C113 ) 

C  
6  00H 

6 

(50) 

De la fracción 13.2 se aisló un acil triterpeno, utilizando cromalografía en placa 
preparativa (20 x 20 cm, 2 mm; eluyente benceno:acetona, 95;5), Esta substancia revela 
color rojo intenso con CeSO4/112S03, Rf 0.4, y es un sólido blanco soluble en acetona 
caliente, ligeramente soluble en besan() caliente. 
Características físicas y espectroscópicas: 
RMN rH (200 Milz, CDCI3, 8): 5.35 (m); 5.26 (da); 5.15 (III, dt); 4.65 (ni); 4.61 (m); 
4.57 (m); 3.64 (t); 3.21 (m); 2.570.6 (ni). 

Después de que estuvo una semana a temperatura ambiente y en contacto con el 
aire, se encontró colorido, y se observó por cromatogralia en capa tina una 
transformación parcial a compuestos más y menos polares. El espectro de RMN tlI 
mostró señales adicionales a las del compuesto recién purificado. RMN tH (200 MHz, 
CDCI3, 8): 7.2 (m); 5.35 (m); 5.26 (da); 5.15 ( dt); 4.65 (m); 4.57 (ni); 4.12 (q); 3.77 (m); 
3.66 (m);3.21 (m); 2.5-0.6 (m), 

Aislamiento de Estigmasterol (42) 

De la fracción I) (3.9 g) se disolvieron 2.87 g (73.5%) en la mínima cantidad de 
hexano caliente, se dejó enfriar hasta temperatura ambiente, cristalizando 
espontáneamente 248 mg (8.6%) de cristales translúcidos en forma de agujas, 42. 
Características Ni= y espectroscópicas:82  
Pf 174-175°C 
RMN III (200 MI lz, CDCI3, 5): 5.35 ( III, da, J 5.2. 11-6); 5.16 (Ill,dd, J 15.1, 8.10 H-
22); 5.00 (IH, dd, .1 15.5, 8.05, II-23); 3.51 (In, ni, II-3); 2.4-0.5 (4511, tu). 
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Las aguas madivs. 2.62 g, se concentraron y se tomaron 2.2 g (84%) para posleritu' 
fraccionamiento utilizando eromatografía a presión reducida, en una columna de 4 cm de 
diámetro, empacada hasta una altura de 5 cm con silica gel (117  254. 

151'de eluato 
(vol. 200 mi) Fracción 

Fraecionnini 
Peso 

(gramos) 

nto 	del 	residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 

I). 	1. 
fluyente 

11P/Ae0Et ____ 

Compuesto 
identificado .... 	.. 

I.2 I), I 0.019 2.2 100:0 
3.4 0.2 0,288 13.1 97:3 42 
5.6 1)3 0.908 41.2 97:3 
7-9 0.4 0,3459 13. 7  91:9 

10.12 03 0.355 16.1 85:15 

15 



Pectolinarigcnina (43) 

Del eluato 24 (1.31 g) de la n'acción 	cocristalizaron dos compuestos de 111 
Para patricio el mayoritatio. se aplicaron 43 mg (3.2%) de estos cristales sobre placas dr 

20 x 20 x 0.025 cm. empleando como elnyente liencillo-acetato de Lado (955). 
obtcniendose 216 mg (5 7.2'% de 43. 
Características tísicas y espectroscópicas:13 '" 
Pf 197-198"C. 
IR (CDC13, em-1  ): 3589, 3406, 3020. 2925, 2853, 2005, 1661. 1608. 1509, 1215. 1033. 
769. 
RMN III (300 	DMSO, 15): 13.04 (111, s. ()11--0,,). 8.03 (211, d. .1 8.7, 11-2',6'1). 
7.10 (211, (1„1 83. 41-3'.5'), 6.87 (III. s. 11-3), 6.63 (III, s, 11-8). 3.86 ( 311. s, OC113-4'1. 
3.76 (311. s, OCHO). 
ItMN 13C (75.2 Mllz, DMSO): 163.31(C-21. 104.08(C-3), 182.15(C-4) 152.75(('-5), 
131.37(C-6). 157.42(C-7), 94,301C-8). 152.42(C-9), 103.05(C-10), 122.85 (C-1'1. 
128.30(C-21. 114.55(C-3'). 162.28(C-4), 114.55(C-51, 128.30(C-6), 
EMIE mli (rel. int.) 314(100), 299(59), 271(72), 268(18). 256(4). 167(10). 139(16). 
133(25), 118(5), 89(8), 83(7), 69(53). 43021, 41(8). 

3' 

HO 	 ' 
6 

CHAO r".6‘  

(43) 

Acido fruteselnico (28) 

De la fracción 11 (12.5 g) se tomó una muestra de 12,4 g (99.2%) que se fraccionó 
en una colunina de 5.5 cm de diámetro. empacada con sílica gel 01,-254 a una altura de 5 
cm. 

--- -...-----.......--, 
-=. Praccionamiento 	di.4 	residuo 	II . 

N de t'Imito Peso  Rendimiento Huyente Compuesto 
(vol, IDO ml) Fracción (gramos) 91, W/Wi I 	111)/Ac01:4 identificado - 

1.27 II. I 0.534 4.3 98:5 a 80:20 
28.40 11.2 6.2 50.0 78:22 a 7(1:30 28 
41.44 11.3 0.721 y N 7030 
45.62 
otros 

11.4 1.94 
3 

/5.6 68:32 a 58:92 
24.0 



.a fracción 11.2 (• .62 g) se fraccionó en una columna de 4 cm de (L'inicuo, 
empacada con silica gel (II' 254 hasta 5 cm de altura. 

N° de dilato 
(vol. 50 oil) Fracción 	I 

Fraccionamiento 
Peso 

(uranios) 

del 	residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 

11.2 
Fluyente 

I 	F.PlAc0Ft 
Compuesto 
identificado 

1.10 11.2.1 0.348 7,5 88:12 a 80:20 
11.20 11.12 3. I 4 68.0 80:20 a 78:22 28 
21.25 11.2.3 0,1')(1 4.1 74:26 
otros 

------ 
0.94 20.0 

Se tomaron 500 mg (169% de la fracción 11.2.2 y se purificaron por cromatografia 
en cinco placas preparativas de (20 x 20 x 0.2 cm), empleando como eluyente C112C42- 
Me011, 92:8, Se separó el compuesto de 	0.4, que reveló color caíd claro (67 mg, 13.4 
%). El producto aislado se recromalografió en 'capa fina, eluyendo con la mezcla de 
CII2C12-Me01.1. 198:21. que separaron tres bandas. I.a mayoritaria tuvo un Ilf de 0.56. 
rendimiento 11 mg (2,2%). 

429 mg ( l3.7%) de la fracción 11.2.2 se fraccionaron a presión reducida en una 
columna de (1.5 cm de diámetro. empacada hasta 4 cm de altura con silica gel (il: 254. 

.--.-_....... 

N" de dilato 
(vol. 71111) Fracción 

Fraccionamiento 
Peso 
(nig) 

del 	residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 

.- 

	

-, 	 - 
11.2 .2 . 	

u 
 

Eltiyente 	I 	Compuesto 

	

CII2C12-tv1e011 	L 	identificado 
1.48 11.2.2.1 29.5 6.9 150:0.5 

49-146 11.2.2.2 47.4 / 1.0 150:0,5 28 
147.168 11.2.2.3 37.1 8.6 150:1 28 
169.170 11.2.3.4 94.6 22.5 150:1 

otros 221.0 5/.0 

La fracción 11.2.2.2 (43.8 mg, 92%) se recromatografió por CCI: (2(1 x 10 x 0.025 
cm). empleando como eluyente C112C12-Me011, 98:2. Se separaron 3 bandas. la 
mayoritaria fue una banda ancha Rf 0,56 (19.7 mg, 4.5%). que se identifico cuino el 
compuesto 28. 
Características lisias y espectroscópicas:252''m  

130.131°C 
IR (K13r, cml  )(Espectro 113448. 2928, 1763. I690, 1262. 1143. 
RMN III (200 MI lz. CDCI j, S experimento COS Y) (Espectros 2 y 3) 7.05 (111, la, .1 8.3, 
11-1): 6.21 (III, i 3,3 II,. I-13a.): 5.51 (III, J 2.8 118,1'1-13b,): 5.14 (111, ni. II-5): 3.96 
(IH. ni. 11-8); 1.67 (311, sa. CI13). 
RMN 13C (75.2 MI lz, CDC13  experimento APT y DEN) (Espectro 4) 144.59(C-1 I: 
29.66(C-2): 35.74(C-31: 130.40(C-4): 121.14(C-5): 29,06(C-6); 46,93(C-71: 83.87(C-81: 
34.26 (('-9): 139,72 (C-101; 136.35 (C•11): 169.97 (C-12): 120.19(('•13): 172.46 W-1-1): 
18.78 (('-15). 



nitz (tel. int.) (Espectro 5) 	262 (17); 244 (3{1) 216 031: 138 (3-1): 105 (331: 
91 (4(i): 81 (411: 68 (97): 55 (53); 43 (111(1):41 (53). 

14 
C0011 

u- y11- pirazolinas del fruteseinato de metilo (30) y (31) 

A la subfracción 11.2,2 (207.3 mg, 6.6%) se le adicionaron 1.5 ml de una solución 
etérea de diazometano a temperatura ambiente )' se agitó hasta completa disolución y 
desaparición de la efervescencia. Posteriormente se agregaron unas gotas más de 
diazometano. Después se agregaron 10 ml de acetato de etilo y se lavó tres veces con 1(1 
ml de una solución acuosa de Nal IC03  al 10% y una vez con agua. I.a fase orgánica se 
concentró a sequedad y se fraccionó por cromatogralia en capa tina (20 x 20 x (1.1 cm). 
eluyente éter de petroleo-acetato de etilo 6:4. Se obtuvieron 76.4 mg (36.8%) de un aceite 
café claro Rr (1.51 de la a pirazolina (30); y 21.8 mg de otro aceite calé claro 
correspondiente la Ji pirazolina (14), Rf 0,432. 
Características físicas y espectroscópicas de la a pirazolina (30) 

Me011: 319 nm (c 3325) 
IR (CDCI3, cm-I) (Espectro 8): 3020, 2953, 2937. 2865. 1776, 1714. 1437. 1216. 754. 
669. 
D'IN III (200 MUlz, CDCI3, experimento COSY 8) (Espectros 9.10): 6.94 (III. ta..1 17. 
II-1); 2.32 (211, m.11-2); 2.30 (211, ni, 11-3); 5.60 (III, ni. 11-5): 1.92 (211. ni, 11.6): 3.24 
(III. m, 11.7); 4.09 (III, m, 	2.98 (111, ni, 11-9a); 3.00 ( II I, in. 11-9b): 1.80 (211. ta..I 
7.5.11-13); 1.63 (311, s. C113.15); 3.8 (311, s, C113-16); 4.64 (211, m.11-17). 
DIN 13C (75.2 MI lz, CDCI3  experimento APT y DEPT1 (Espectro 11): 142.63 (C-1): 
24.83 (C-2): 35.54 (C-3); 130.30 (C-4); 119.96 (C-5): 22.16 (C-6); 48.67 (C-7); 84.114 (C-
8); 28.55 (C-9); 137.113 (C-10): 137.03 (C-11); 167.79 (C-12): 22.16 (C-13): 173.08 (C-
14): 19.98 (C-15): 19.08 (c.17). 
EMIF, 	(rel. int.) ( Espectro 12) NI': 318 (50): 305 (7); 290 (57); 272 (4): 258 (28): 
231 (121; 230 (27); 213 (12); 190(12): 185 (18); 162118): 145 (23); 131 (28); 110 (10(1); 
105 (30); 81 (4(1); 68 (33): 53 (38); 41 (28);39 (15). 
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C'aracteristicas Ilsicas y espeetrosenpieas de la 11 ¡M'azotina del 
fruteseinato de metilo (31); 
Aceite 

Me011 : 326 nm 0; 42901. 
IR (CD('13. em"I)(Espectro 13): 3020. 2933. 2863, 1773. 1716. 1456. 1436. 1288. 1216, 
1167, 1143, 1002, 888, 773, 668. 
RNIN III (200 MI lz, CDCII, experimento COSY 	(El,peetros 14 y 15): 6,93 (III, la. J 
8.55. 	2.3 (211, ni, 11.2): 1.9 (211. ni. 11.3): 5.05(111. ni. 11-51: 2.18 ( 111. ni. I1-6); 
2.44(111. ni, II-7): 4.83 (111, n1,11.8); 3 (111. m. 11-9a): 2.68 (111. 11m. -9hni): 1.5 (211. ni, 
11.13): 1.62 (311, s, CIII-15); 3.81 (311, s, C113-16); 4.78 (III, ddd. .1 18. 15. 9.9. 5, II-
I 7a): 6,65 (III, ddd. J 18.3, 9.6, 7.2. 11-17b). 

3 	- RMN 13C (75 Mtlz, CDCI3  experimento APT y DEPT) (Espectro 16); 142.28 (C-11; 
23.15 (C-2); 35.51 (C-3); 130,49 (C-4); 120,78 (C-5): 22 98 (C-6); 52.02 (C-7): 84.38 (C-
8); 28.47 (C-9); 142.28 (C-I 0); 142,28 (C-I I); 167.76 (C-121; 22.98 (C-131: 172.19 (0-
14); 18.81 (C-I 5); 19.0 (C-17). 
EMIE ni/z- (rel. int.) (Espectro 17) Ne: 318 (1); 305 (1): 290 (7); 287 (6); 258 (29); 230 
(27): 222 (22); 213 (12); 185 (18); 173 (9); 162 (IR); 145 (22); 131 (25); 91 (32); 81 (40); 
53 (38); 41 (29), 

14 	16 
COOCH3  

10 1 9 

2 	--\\\ ,,,, O 
8 	o , 	12 
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Dinatina (44) 
/1//a-eseltkultriólida (32) 
8.11idroxi-6-metoxi-7-(2-me111-1)titirilaxi)-I'ettil-propattal (37) 
7-11idnixi-6-inetoxi-8-(2-metil-butiriltixiKettil-propanul (38) 
(I I R)-11,13-Diltidroeseliktiliriólida (35) 
(I IS)-11,13-1)iltidroeselikuhriólitla (36) 

De la fracción I (8.1 g) se tomó una muestra de 7.7 g (95%1 para fraccionamiento en una 
columna de 5 cm de diámetro empacada hasta una altura de 5 em.88  

- 

N° (le ultimo 
(vol. 100 ml) 

--- 

Fracción 

Fraccionamiento 
- 

Peso 
(gramos) 

del 	residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 
Fluyente 

FP•Ac()Ft 

1 
Compuesto 
identificado 

I•18 ___..... 1.1 _... ._______. 76:24 ......______ ___........_..._...._ 
19-27 1,2 3.3 43.0 74:26 32,35-38,41 
28.36 1.3 1.58  203 68:32 12 
37.42 1,4 0.22 2.8 62:38 
43.46 1.5 (4:56 

compuesto mayoritario de la fracción I fue eschkulniolida 112). los compuestos 
minoritarios se encontraron presentes en la friteción 1.2. 

1.2 (3.3 g) se recromatogralió en una columna de 3 cm de diámetro, empacada con 
gel de sílice CiF-254 hasta 5 cm de altura. 

1....=1.. ..... 	  

N° de eluato 
(vol. 50 ml) Fracción 

Fraccionamiento 
~...1.  

Peso 
(gramos) 

==....... 

del 	residuo 
Rendimiento 

l'o W/Wi 

1.2. 
Fluyente 

C I I,C11-Me011 
Compuesto 
identificado 

1.9 1.2.1 0200 6.0 80:20 a 78:22 
10.15 1.2,2 0.71)3 21 3 78:22 
16.32 1.2.3 2.14 64.8 78:22 a 74:26 32,35.38,44 
33.34 1.2.4 (1.22 á.7 0:100  

1.2.3 (2,14 g) se volvieron a eromalograllar en una columna de 2 cm de diámetro 
empacada con gel de sílice GF-254 hasta 8.5 cm de altera. 

T  
Fraccionamiento del 	residuo 1.2 	3 

N" de clamo l'eso Rendimiento Huyente Compuesto 
(vol, 30 ml) Fracción (gramos) "«, W/Wi C11,(21-Me011 . identificado 

1.9 1.2.3.1 0.007 3.3 80;20 
1(1.16 1.2.3.2 0.0119 0.4 8(1:2(1 
17.20 1.2.3.3 O 17 ".9 8(1:2(1 32,35.38,44 
21.28 1.2,3.4 0.488 22.8 80:20 
29.39 1.2.3.5 O .6 14 ,?8 ' 8(1:2(1 
40-47 1.2.3.6 0395  M, .1 80:20 

0.294 I 8 .1 
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1.a subfracción 1.2.3.3 1170 mg) se adsorbió en 1.12 inc de silica gel 70-230, 
fría:donándose en una columna de 1.2 cm de diámetro empacada con silica gel (11:-250 
hasta 5.5 cm de altura. 

N" de enano 
(vol. 5 ml) 

I 

Fracción 

a e c i o is7iilíre7i 
Peso 
(mg) 

o del residuo 
Rendimiento 

% W/Wi 

1 . 2 , 3 73. ------ .7 	7  - 
 Fluyente

I-_______  

Compuesto 
(:I 12C1I-Me01 I 	identificado 

1.2.3.3.1 2.2 1.3 81:19 
1.2,3,3.2 65.2 38.3 81:19 32 

30.33 1,2,3.3.3 9.7 .5.7 81:19 32 
34.42 1.2.3,3.4 30.4 1'.9 81:19 

43 62.5 36.8 

La fracción 1.2.3.3.2 se eluyó sobre un croMatolblio (20 x 20 x 0.025 cm), 
empleando como eluyente la mezcla de benceno-acetato de etilo 75:25. aislandose 11.1 
mg (17%) de allo-eselikultriólida (32) con 121.0.43 

La subfracción 1.2.3.4 (459 mg) nuevamente se cromatogralió en una columna de 
1.2 cm de diámetro. empacada con silica gel C1F-254 basta 6.5 cm de altura, 

-"---2, 	-,-., 	 .-4=ii 	̂..", 	 -.1_-,tes. -..,---.  

Fraccionamiento 	del 	residuo 	1.2.3.4. 
N" de cluaio Peso Itendimienio Fluyente Compuesto 

1 _ 	(vol. 10 itti) Fracción (gramos) 11 Will a1,C1,-Me011 V  identificado 
1-6 ----- - 1,2,3.4.1 5.5 1.l 81:19 

7.15 1.2.3.4.2 279.6 60.9 81:19 32,35.38,44 
16:30 1.2.3.4,3 24 5.2 81:19 
otros 149.9 36,7  

La fracción 1.2.3.4.3 (167 mg) se aplicó sobre placas preparativas (20 x 20 x 0.1 
cm), cluyéndose tres veces con éter de petroleo-acetato de etilo 7:3, separándose tres 
bandas; Banda con It11,,  0.5 color amarillo 8.4 mg (5.2%) 44; banda con Ikr,r0.42 color 
café claro 16.3 mg (9.7%) 32; banda con 11U0.38 color café rojizo 32,4 mg (19.4%) 35 y 
36. 

Dinatina (44) 

('aracteristieas físicas y espectroseópicas:66'73  
Pf 182-183 't.  
11111Nill 1300 	lz, l)MSt) ,S) 13.06 (011-5. sa), 7,91 1211, (1..1 8.8. 11.2' y 1I-6'). 693 
(211, d..1 8.8.11-3' y 11-5). 6.77 (111.01-31. 6,59 (III. s.11-8). 333 OIL s. (K •111-4 .1. 



RI1INI3C (75 N111z, DMtio 	182,05(C.4), 	163.72 (C-2), 161.20(C-4'), 158.00(C-7), 
152:71(C-5), 	148.001C-9), 	131,00(C-6), 	128.41(C-2', C-6'), 121,15((.c), 115,05(c.3••  
C-5'), 102.33(C-3), 94.27(C-10), 6936(C-8) 
EMIE mtz ((el. int.) Nr 300(104 282(66), 271(11), 257(99), 254(25), 22817), 226(5), 
200(4). 	181(4), 	167(20), 	153(14), 	139(37), 119(36), 118(17), 91(14), 69(92), 55(21), 
43(21), 41(16). 

00O3  

Allo-eschkoriídida (32) 

Característicos físicas y espectroscópicas:"'"'"'" 
Aceite. 
lul 025: -1,2 (0,01g/I, CDCI3) 
UVX„,„,. Mn:  205 in (c. 109538) 
IR (CDCI3  cm't ) (Espectro 18) 3692, 3604, 3500, 3020, 2931, 2856, 2739, 2402, 1759, 
1682, 1632, 1514, 1456, 1299, 1242, 1216, 1141, 1028, 983, 755, 669. 
RMNI.II (300 Mliz, CI)C13, 6) (Espectros 19): 9.42 (1-II, d, .1 2.1,11-14), 6.59 (III, ddd, 
J 9, 7,3, 2.1,11-1), 6.33 (III, d, J 	11.13a), 5.57 ( IH, d, J 3,11-13b), 5.23 (111,1a, J 9.4, 
11.8), 5.12 (IFI, dd, J 9.7,9.6,11.6), 5.03 (III, da, J 11.1,11-5), 1.93 (311, s, CI13-15). 
10101 (300 MIlz, DMSO, experimento COSY, 8) (Espectros 20 y 21): 9.34 (I -II, d, J 
1.2,11-14), 6,64 (111,1a, J 7.8,11-1), 6.08 (111, d, J 3.3,11-13a), 5.47 (III, d, J 3.0,11-13b), 
5,06 (111, da, .1 10.2, 11-5), 4.99 (III, dd, .1 9.6,9,6, 11-6), 2.5 (111, m, FI-9a), 1.84 (311, s, 
C113-15). 
RMN'3C (300 MI-lz, CDCII  experimento API' y I)EI"I') (espectro 22) 196.63(C-I4), 
169.72(C-12), 154,06(C-1), 143.14(C-10), 137.51(C-I 1). 137.05(C-4), 126.41(C-5). 
119.31(C-13), 74.90(C-8). 62,35(C-6), 50.01(C-7), 36.57(C-3), 32.11(C-9), 25.72(C-2), 
16,77(C-15), 
EMIE nitz (rel. int.) (Espectro 23) 262 (2), 256 (5), 244 (12), 215-216 (7), 179 (14), 161 
(27), 133 (23), 121 (13). 103 (31), 84 (62), 69 (100). 41 (93). 
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CHO 

.,--1J9 9 

--\\ 

s 

4 
CH3 	

O`12\ 

(32) 0 

Acetil allo-eseliktibríólída (33) 

La fracción 1.2.2 52ing se ucetiló, agregando 0.52 ml de anhídrido acético. I.a 
mezcla de reacción se agitó durante 17 horas a temperatura ambiente. I,a reacción se 
concluyó mediante la adición de agua (hielo) y se extrajo con acetato de etilo. 1.a fase 
orgánica se lavó con 110 (al 1(1%). Nalle01  saturado y con salmuera. 11 residuo 
orgánico se secó y se concentró al vacío hasta llevarlo a sequedad. obteniéndose 24.2 ing 
(46.5%). Este residuo se cromatogralió en Una placa de 20 x 2(1 x (1.025 cm. empleando 
como elnyeme C1-12C12-AcOEt 95:5. Se separaron dos bandas con buena resolución. 1.a 
banda de Rl' 0,65. 0.8 mg (3.3%) se trata se acetil esellubriolida (33) y la banda de Itf 
0,66. 1 mg (4.1%) se trata de (1 I S)-1 ,13-dihidroeschkuhriolida (36). 

Caracteristicas espeeiroscópieas de nectil alto-eschkuhriolida (33). 
Aceite 
IR (CDCI3  cin.1) (Espectro 24) 3693, 2931, 2857, 1762. 1739. 1681. 1604. 1461, 1378, 
1303, 1147, 1030, 987. 
RMNtII (300 Mliz, CDCI3  (S) (Espectro 25): 9.43 (114, d..1 1.5, 11-14). 6.60 (II  I. ddd, .1  
9.9. 7,6. 2.2,11-I), 6.39 (11I, ddd, J 9.7, 7.5, 2.111-8). 6.23 ( I 1 I, d, J 3.3.11-13a). 5.57 OIL 
d..1 3.3,11.13b). 5.05 ( 1 1 1. su. 11-6). 5.03 (I II, su. 2,03 (311. s. (.O0C111). 1.92 (311, 
s. C113-15). 

14 
C110 

(33) O 
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8-11111roxi-6.mcloxi-7-(2-melil-buliriloxi)-kuil-propanol (37) 
7-11i(lroxi-6-metoxi-8-(2-mciil.butiri)oxi)-festil-propano) (38) 

(.'aracteristicas físicas y espectroseópicas:27  
Aceite 

If /Ion ' -7.4 810.3  (135 8/1. Me0)11 
1.!19.,„„,‘"'" 273 um tr. 9(i11) 
IR (película, cm-1) (Espectro 34) 3129, 2963. 2938, 2878. 1755. 1740. 1602, 1516. 1456. 
1433,1362.1175, 1144, 1107. 
RNIN I I1 (300 MIIz, C1)C(3 ) (Espectro 35) Compuesto 37 6.15 (1-11. 	1 1.5. I I-9), 6:36 
(111. d, .1 1.5, 11-5). 3.78 (311, s, OC113), 3.68 (111, t,.1 6.4.11-1), 2.70 (111,111,1 6.9, 11-2.1. 
2.63 (211.1, .1 7.6. 11-3), 1.87 (211, m, 11-2), 1.32 (311, tl, .1 7.2, C113-5), 1.04 (311, 1,.1 7.5. 

Compuesto 38: 6.60 (111, d, J 1,8, 11-9), 6,50 (III, d, J 1,8, 11-5), 3,88 (311, s. 
0('111 ), 3.67 (211. t.,1 6.1, 11-1). 2.48 (211,1,1 7.6, 11-3), 1.87 (211, m. 11-2). 1.31 (311, 
7.2. C113-5). 1.06 (311. t. .1 6,6. 

110 
3 	9 4 	.011 

2 	

(1)1 

51 	O' 
0C143 	15' 

3 	9 
Il0 	4' 	2 	'í  

5 	O 
51 	031 
OCH3 

(37) 	 (313) 

1,8-Diacetiloxi-6-metoxi-7-(2-nte(11-1)ullriloxi)-feltil-propano (39) 
1,7-Diacetiloxi-6-metoxi-8-(2-nictil-butiriluxi)-feitil•propitm) (40) 

De la fracción 1.2.3.3,1 se aislaron otros 100 mg del compuesto con 12f 0.38, se 
acetilaron agregando I ml de piritlina y I ml de anhidrido acético. I.a mezcla de reacción 
se agitó durante' veinte minutos a temperatura ambiente. I.a reacción se concluyó 
mediante la adición de agua (hielo) y se extrajo con acetato de etilo. 1.a rase orgánica se 
lavó con 1K1 (al 1(1%), Nal 	saturado y con salmuera, lil residuo orgánico se secó y 
se concentró al llichi obteniéndose 57 mg (57%). liste residuo se cromatogralló en una 
placa de 20 x 20 x 0.025 cm, empleando como eluyente bella:no-acetato de etilo (92:8). 
Se separaron dos bandas. 
I Ina mezcla de compuestos con It f 0.47, 6 mg (17") constituida por 1.8-1 )iiiceliloxi 
metoxi-7-(2-meii I•butirilo i)-renil-propano (39) y 1.7-Diacetiloxi-6.tnetosi-8-t.2-inctil- 



httliriloxiE6bM1-propaito (40), y Ilifl) cumpucntn csm RI 0 3 (69,0, 	I Ifi)-11, 13. 
diladroacetilesclikultriúlida (35). 

Características fisicas y espeeirocúpicas de 39 y 40:P•''' 
Aceite 
LIVXI„p,"1"/  275.5 MB (r: 21028). 
IZMN'll (300 M' U, CDC13 ) (Espectro 36): Compuesto 39 6.61 (111, d, .1 1.8, 11.5), 6.66 

d, 	1,8, 11-9), 4.11 (214, t„1 6,4, 11-1), 3.8 (311, s, (X II,), 2.66 (211, t, 6.7, 11-3), 2.24 
(311, s, OAc), 1.96 (211, m, 11.2), 1,30 (311, d, J 6.9. C)13.5'), 1.04 (311, t, J 6.4, C113-4'). 
Compuesto 40: 6.59 (III, d„1 1.8, t1-5), 4.11 (111, t, .1 6.4, 11-1), 3.82 (311, s, OC113), 2,42 
(211, t, J 6.4,11-3), 2.26 (311, s, OAc), 1.96 (211, tu, 11-2), 1.28 (111, m. CD3-5'), 1,05 (1H, 

C15-4'), 
121\IN C (75 Mtlz, C6D6) (Espectro 39) 172.68, 169.69, 167,08 (-C,.,0); 152,56, 146.84, 
143.86, 139.28, 	aromático), 114,86, 109.57 (-C11,-,  aromático); 26.71 (-C1I- 
alaico); 40,95 (-C1-1-C=0); 63.19 (-C.112-0); 55.00 (013.0); 32.06, 29.88, 26.71 (- 
C(12-); 21.94, 20.10, 19.85, 16.68, 16.60, 11,33 (C113-) 
DIJE m/z- (re!, int.) (Espectro 40) 324 (4), 306 (4), 277 (5), 262 (6), 246 (45). 217 (58), 
203 (13). 173 (47), 16 (26), 143 (55), 133 (18), 93 (28). 84 (46). 57 (43).41 (30). 

5.  

4' 

1 	3 	9 

( 	11 	3' 

0013 

(3t 

 

(40) 

(1112)-11, 13- Dilddroacetileseltkuhriblida (35) 

Características físicas y espectroscópicas:7” 
Aceite 
IR (CDCI3 cm- 1 ) (Espectro 26) 2953, 2928, 2855, 1773, 1732, 1685, 3630, 1460, 1373, 
1179, 1009, 945, 
1215101 (300 MIlz CI)C13, experimento COSN' ti) (Espectros 27 y 28): 9.44 (111, d, J 
1,5,1:1-14), 162 (111, td, J 7.5,2.1, 11.1), 5.77 (III, dt, J 12, 5.1, 11-8),5.14 (I I. t, J 10.6, 
11-6), 4.68 (III, ti, .1 10.5, 11-5), 2.82 (111, dda„1 12,5.1, 11-9a). 2.62 (III, (1,1 7.8. II.11), 
2.51 (111, ni, .1 6.3, 11.2a), 2.37 (III, ddd, 	12, 6.6, 1.6, 11-3b), 2.21 (211, ta, J 12.3, 1-1-9b 
y t1.211), 2 (311, s. C113-Ac0-). 1.98 (II I, m, 11-7), 1.94 (311. s. (11,-15),1.36 (311, d, J 
7.8, CI13-13). 
IZMNtl1(300 MI 	(261)„, experimento COSN' (5) (Espectro 30): 9.02 (311, d, .1 1.8,11-14), 
5.86 (111,dt„1 11.4, 5,11.8), 5.57 (111.11d, .18.1, 6.7, 1.9, 11•1), 5.29 (111.1, .110.6, 10,6, 
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H-6), 4.35 ( 4H, da, J 10.2, F1.5), 2.63 (Hl, c„I 7.7, H-11), 2,63 (I11, m, 11.9a), 1 59 (311 
d, J 1.2, CH4-15), 1.52 (311, 5, -COOC113), 1.06 (311, tl, J 8.1, (1r13). 
RMN9C (75 MHz D<,D,,, 6) (Espectro 29) 195.56 (C-I4), 178.12 (C-12), 154.84 (C-1), 
141.34 (C-10), 137.31 (C-4), 123.74 (C-5), 70.38 (C-8), 48.95 (C-6), 41.23 (C-7), 37.35 
(C-3), 29.69 (C-9), 27.63 (C-2), 17.05 (C-15), 14.78 (C-13). 

(11S)-I I,13-Diltidroacetileselikultri6lida (36) 
IR (CDCI1  cm'/ ) (Espectro 32) 3686, 2937, 2857. 1769, 1730, 1687, 1522, 1429. 1011. 
932. 
RMN'II (300 MHz CDCI3, experimento COSY 8) (Espectro 32): 9.46 (111, d..) 1,8, H-
14), 6.63 (111, ddd, J 9.6. 7.2, 2.3,11-1), 533 (111, dt, .1 12, 5.8,11.8), 5.29 (111, dd,.1 10.6, 
10.6, 11-6), 4.65 (111, da, J 9,6,11.5), 2.96 (111, 4. J 6.8,11-11), 2,8 (111, dda, .1 14.4, 4.29, 
11-9a), 1.96 (3H, s, CO0C113), 1.92 (311, s, C113-15), 1.20 (311, d, J 6.8, C113-13). 
RMN'H (300 MHz C614, experimento COSY 5) (Espectro 33): 9.06 (1H, d, J 1.8,11-14), 
5,57 (1H, ddd, J 9.4, 7, 2.6,11-1), 5.43 (111, dt,1 12, 5,8, H-8), 5.38 (111, dd, J 10,3, 10.6, 
11.6), 4.30 (111, da, J 9.1, F1-5), 2.56 (111, dda, J 14.4, 4.2, 11-9a), 2,12 (111, q, J 7.1, 11-
II), 1.53 (3H, s, C113-15), 1.53 (311, s, -CO0C113), 1.07 (311, d, J 7.3, CH3-13). 
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Ilinensayo de letalidad frente a Arreada salina'>' 

Material 
1, Artemio salina (nuevecillos) 
2. Sal de mar, 
3. Pecera pequeña. 
4. Jeringas; 5 pl, 0.5 Id. 100 pl y 10µI, 
5. Viales (9 por muestra) 

Procedimiento 
I.-Preparar agua de mar de acuerdo a las instrticeiones de la caja (aproximadamente 38 g de 
sal de mar por litro de agua). 
2. Colocar el agua de mar en tina pecera pequeña y adicionar nuevecillos de Anemia salina. 
Colocar la luz de una lampara encima de la pecera. Mantener la temperatura del agua a 28 
'C. 
3.- Mantener las condiciones de temperatura y luz durante das Bias para permitir la 
maduración de los huevecillos de Ariemhi 
4.- Preparar viales para el análisis: para cada fracción, analizar inicialmente a 1000, 100 y 
lo pg/ml; preparar 3 viales a cada concentración para un total de nueve viales; pesar 20 mg 
de muestra y adicionar 2 ini de disolvente (20 mg por 2m1), de esta solución transferir 500, 
50 u 5 pl a los viales correspondientes a 1000, 100 y 10 pg/ml, respectivamenrte. Evaporar 
el disolvente con nitrógeno y despóes colocar a alto vado aproximadamente 30 minutos. 
Los disolventes volatiles pueden evaporarse durante 12 hrs. 
5.- Despúes de 2 días (cuando la larva de Artemio ha emergido), adicionar 5 ml de agua 
salada a cada vial y agregar 10 individuos por vial (30 Artemias por dilución). 
6.-24 horas más tarde contar y registrar el número de sobrevivientes. 
7.-Analizar los datos con el programa Finney de cómputo para determinar el valor de CL51)  
y el intervalo de confianza de 95 %.12  

Resultado del ensayo frente a Artemio satina de extractos y tracciones de Schkuln•ia schkuriaides. 

Extracto o fracción Porcentaje de muertos a las 24 horas at•sn ppm 
10 ppm 100 ppm 1000 ppm 

Extracto hexan km 0 1 2 >1000 
Extracto ;tectónico 2 3 6 > 1000 
Fracción A * O I O 1000 

" 	13 	' I 2 3 >1000 
E ' 2 4 14 1000 
13 	' I 2 0 >1000 

lb 	E 	' 3 4 6 >1000 
F 	* 2 3 3 >1000 
ti 	* .......... 	......... 	.. .! 3 5 >1000 
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hstractil o tracciiiii Poicentaje de mocitos a las 24 horas Cl.„, ppm 

II 	' I :1 5 .1(100 

N' 	' II 2 7 •10011 
.1 	. 0 O .1000 

I. 	' I 3 5 .i1000 

NI 	' I 1 ___.. 2 •• 101111 

Itestiltados del hittensayo 	Rente a 
schkiirioill4 y derivados. 
C'nmpuesto 

:horaria .tullan de 	los inetaholitos secundarios aislados de Sulbluria 

Porcentaje de muertos a las 21 horas 	 el ,:,, 
10 ppm 100 ppm 1000 pino 

Escliktihríólitla (121 0 3 13 '1000 

Frutescinit (14) I 25 29 50.21 

Aceti) 11-Amirina 141) 0 (1 3 ." 1(100 

Acido Frutescfnico (2)1) I 3 4 • • 10110 

Acetil eschlaihrinlídit (471 2 20 29 6.6 I 

.4)/ti•esehlaihriálidit (32) O I 24 15.1.5 
I I .13-1)ell idroeriolina (13) O I 30 2611.1b 

Pruebas antibacteriattas13  

Técnica 
Método de dilución en agur para determinar la concentración mínimo inhibitoria CMl.  

10 nig de cada compuesto puro se disolvieron en I ml de DMSO (Con (Acepción de! 
ácido frutescinico (28) que se disolví() en un ml de "'Vitt-1120 50:50). 
2.- En cada una de las cajas privó estériles se mezclaron 5 ml de altar No. 1 para antibióticos 
Art. 5272 (previamente esterilizado y caliente) con 50, 100 ó 200 pl de la solucion, del 
compuesto puro en estudio, para alcanzar una concentración de 100 200 ó 400 pg por ml de 
agur. 
3.-Se prepararon cajas petri control. Una con solamente altar No. 1 para antibióticos Art. 
5272 (control 1) y otra con agur No. 1 para antibióticos Art. 5272 más 50, 100 o 200 ml de 
DMSO (control 2). 
4. tina vez que el ligar se solidificó. se colocaron en un punto de su :walkie 2 ;i1 de una 
suspensión del microorganismo de ensayo que contiene 101  Unidades l'ormadoras de 
Colonias/ml. Se pueden colocar más de dos microorganismos de ensayo en la misma caja. 
dejando una distancia considerable entre cada punto de aplicación para poder observar el 
alo de crecimiento de cada uno. 
5.-I.as cajas peni Rieron incubadas a 37 °C y se observó el crecimerno del microorganismo 
a las 24 horas. Los resultados se expresaron como la concentración más baja del producto 
puro. que inhibe por completo el desarrollo de los microorganismos de ensayo. 
concentración ¡Minina inhibitoria (MIC). 

Concentración de ensayo 
100 010111 
20013001 
100 toovil 
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Microorganismos de ensayo 	 e lasilicación 
(So) Suiphyboeuecus marren 	 A (CC-29213 
(1.: e) Ucherichia t'ah 	 AT CC -25922 
(Pa) PumilimuMas aermind,sa 	 AT('C-2 1853 
(.5V) Su/manen« tiphi 	 ;1'1'1'C-06539 
(( '//)( 'andidu dhiconv 	 ATCC-10231 

Resultados 

Compuesto 

liscliktihriálida (12) 

Chill (Itg11111) 
Sa 	EL. 
. 	• 

Pa SI 
. 

('a 
• 

Fruiescina (14) 200 200 
Acido frutescinico (28) 400 • 

Aceül eselikuhriálida (47) ' 
4110.esclikuhriól ida (32) 400 
I 1,1 3-Dellidroeriol hm (131 200 ' 4101 400 
Isoeschkorkilida (45) . 4 400 

l'irazolina de 1 I ,13-dellidroeriolind (49) • 1 
4.5.13posi-cschkuhriólida (46) • . ' 400 ' 

' •400 pgioil 

Pruebas a litifángicas 

1.-10 mg de cada compuesto se disolvieron en lin de DM50 ( con excepción de el ácido 
frutescinico que se disovio en 1 ml de twin-4120 50:50). 
2.- En cada una de las cajas petri esteriles se mezclaron 3 ml de agur Glucosa 4 %-
Sabouraud (previamente esterilizado y caliente) con 120 pl de la solucion, del compuesto 
puro en estudio. para alcanzar una concentración de 400 pg por ml de medio de cultivo. 
3.-Se prepararon cajas petri control. Una con solamente agar Glucosa 4 %-Sabouraud 
(control 1) y Otra con agur Glucosa 4 %-Sabouraud más 120 ml de DMSO (control 2). 
4.- Una vez que el agar se solidificó, se colocarón en un punto de su superficie 10 pl de una 
suspensión de esporas del microorganismo de ensayo (Cr-,5 x 106  esporas por in1),Se pueden 
colocar más de dos microorganismos de ensayo en la misma caja. dejando una distancia 
considerable entre cada punto de aplicación para poder observar el alo de crecimiento de 
cala uno. 
5.-Las cajas peu•i fueron incubadas a 29 °C y se observó el crecimento del microorganismo 
a las 72 horas. Los resultados se expresaron como la concentración más baja del producto 
puro. que inhibe por completo el desarrollo (le los microorganismos de ensayo, 
concentración minino( inhibitoria (M1C). 

Concentración de ensayo 
400 Itgrin 
200 1110» 
100 (111,"in 

.0) 
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Resultados 

11 

'NII 	19 1 1 
11.1, 	111,1,'N 	 1 , 1111t 	1111 

Compuesto 

Esclikulaiólida (12) • o 

Fruteseintt 114/ .1011 1110 

Acido Fruteschneo (28) 
Acetil eschktiliriólida (47) .1011 109 
4//o-eselikuhriálida (32) 
I 1,114)ehidroeriolina (13) .111) 1011 
Isoeselikuhriólida (43) 100 
Pirazolina de 11,13-debidrocriolina (49) 
4,5-E1)9xi-eschkuhriólida (46) 
• > 40(1 

biaevaluaciones eltotóxicas14.15  

K13, COLON y U1S0, fueron cUltivadas en medio hasal Eatzle (Wa) conteniendo 
10 % de suero bovino fetal y I % de un complejo de antibióticos (penicilina y 
estreptomicina). Las células fueron cultivadas en frascos '1'25 en una incubadora con 
atmosfera de CO3-aire Inundo. 5:95 a 37 "C. 1.as células se mantuvieron a 6-10 x 104  
células/mi intercambiando el medio 2.3 veces por semana y subcultivandolas al menos 2 
semanas antes del tratamiento de las muestras. Para subeultivar las células adheridas se uso 
tripsina al 0,25 % p/v, y versen() 0.02 % p/v. en suero bovino fetal, Para determinar In 
citmoxicidad de los compuestos en las lineas cell11:11VS humanas cancerigenas, inicialmente 
2,85 ml de suspensión cellular (2.8 x 104  células/m1) fueron adicionadas a cada tubo e 
incubadas a 37 °C.'. por un dia. Después 150 III de muestra en DMS() al 10 %. con una 
concentración de 100, 10 y 1 jrg/m1 fueron tratadas, los tubos fueron cultivados tres días. A 
la muestra se le determina el 50 % de inhibición del crecimiento célular comparado con el 
control no tratado. Las células viables fueron contadas indirectamente por el método de 
Lowry. 

Compuesto KB DE,„ UISODEon  COLON 1/ 5,, 
pg/m1 pliinl itginil 

.4//weselikuhrkilidit (32) 0.000575 1.82 09 
Isoeselikahriálida (45) 0.2398 1.44 1.3 
4.5-11poxi-eseldailitólidit (4(i) 0.3019 2,18 3 
11,13-1)ellidmerilina (13) 0.75 2.08 0') 
Acenlesclikuliti6lida (47) 0.05 794 I.4 
Fruteseina (14) ).25 1.S I 0.3 
Acido ()litem:laico (28) 1.58 09) 8.32 
0-Acetil 	 (48) 3.03 2.29 1.1 
U:seta:91111)11(1a (12) 34.67 4.57 16 
M'azotina de 11,13-deldmerilina (49) .1 20.89 20 
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11 análisis químico y evaluación biológica preliminar de .Wchkuhria 
permitió la generación de conocimientos referentes tanto a los constituyentes de la llora 
cuino de la importancia de su actividad biológica. 

En esta investigación se aislaron y caracterizaron por métodos quimicos y 
espectroscópicos seis nuevos metabolitos secundarios, dos foil propanoides. 

(37) 	y 	7-Indrox i- metox 	meti 
buti riloxi )-fenil-propanol (38), y cuatro lactonas sesquiterpénicas del grupo de las 
melampolidas: 	ácido 	fruteseinico 	(28), 	alloeschkuhriólida 	(32). 	(!lk)- I 1,11- 
dillidroeselikuhriólida (35) y (I IS)-11,13-debidroeschkuhriolida (36). Estos resultados 
maniliestan la notable variación que existe en los constituyentes de este vegetal, va que en  

estudios previos 110 se habían aislado, y por otro lado, varios metabolitos aislados 
previamente no se aislaron en esta ocasión. Tales variaciones pueden atribuirse a diversos 
factores (estado de madurez del vegetal, variaciones climáticas, edalblógieas. la existencia 
de razas químicas, entre otros), por lo que es importante el estudio químico comparad 'o de 
esta especie incorporando variantes ecológicas. 

En el estudio de letalidad frente a zfrierniu safina se observó que los ex tactos 
hexánico y acetónico no tuvieron actividad. Sin embargo algunos de los compuestos puros 
aislados del extracto a¿elónieo fueron activos: ácido fruteseinico (28), alloeschkubriolida 
(32). esehlutriólida (12). froteseina (14), 11,13-delndroeriálina (13), así como acetil 
eschkuriol ida (47). 

Es importante señalar que ninguna de las lactonas sesquiterpénicas bievaluadas 
mostraron actividad antibacteriana ni antitUngica, lo cual suguiere que no existe una 
relación directa entre toxicidad frente a "Iriernia salino y estas pruebas antimicrobianas, 

Mio-eschkubriolida (32). con el hidroxilo en C-8, e isoeschkubriolida (45). con el 
hidroxilo en C-4 fueron compuestos más citotósicos frente a las líneas celulares 
cancerigenas utilizadas: tumor nasofaringeo (KB), cáncer de cerviz (VISO) y cancer de 
colon (COLON). que aquellos que tienen el hidroXilo en C-6 o los que no tienen este grupo. 

	

&Urdirlo schkuhrioides tiene relación taxonómica con Schkuhria 	y con 
Schkohrio virgoio.4  especies empleadas en la medicina tradicional, por lo que resulta 
interesante e importante conocer la potecialidad biológica de está especie. 

Conociendo que Martirio nlikuhrioides tiene lactonas sesquiterpénicas citotóxicas 
frente a algunas lineas celulares cancerigehas, resulta conveniente conocer la actividad de 
estos compuestos en otras lineas celulares, así como de bioevaluar otras lactonas 
sesquiterpenictis presentes en esta especie, para poder establecer la relación entre la 
estructura molecular y la actividad biológica. 

Puesto que las lactonas sesquiterpénicas tienen una amplia variedad de actividades 
biológicas es necesario realizar otras bioevalutteiones (por ejemplo litotoxicas) que 
proporcionen un conocimiento más amplio al respecto. 
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