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s conucido que Ta supervivencia del ser humano ha dependido de Tas plantas, va
que Bits ha wsado como alintenta, para vestido y albergue, para la elaboracion de jabones,
perfimes, condimento, y ntdltiples preparaciones medicinales. Hn otro sentido. los bosques
v la vepetacion regutan ¢l clima, controlan inudiciones voerosiones, y proveen de
recreaeion.

Despues de siglos de uso empirico de preparaciones con hierhas, el aislamiento de
principios activos permitio ponderar cabalmente el uso de las plantas medictnales.
paratelamente al inicio de la investigacion moderna. Bl estudio de fdmweos derivados de
plantis medicinales decayo alrededor de 1943 debido al desamrollo de by quimica sintética y
la fermentacion mierobiana. Sin embargo, a partic de los ochentas, el interés en los
fitofirmacos ha venido en aumento. Se estima que aproximpdamente el 25 % de las
medicinas preseritas en el mundo ineluyen sustancias derivadas de las plantas, Una de las
razones del renovado interds en los fdnnacos aislados de las plantas ha sido la eficacia de
numerasas prepardciones, como el ginseng, el ginkgo, 6 la valeriana, demostrada por
estudios que aplican ¢l mismo estandar cintifico para Firmacos sintéticos.” Otros de s
Factores que han influida en el interds creciente por las preparaciones medicinales vegetales,
son los avances en los bioensayos, en las téenicas de separacion y la elucidacidn estructural,
en ¢l conocimento de las rutas bioquimicas y fisioldgicas, en la bioteenologia, y en la
recuperacion de las fuentes listoricas de diversas culturas que registran a la flora il
Asimismo la pérdida de practicantes de la medicing tradicional, la pérdida de la diversidad
biologica y por ende la pérdida de la diversidad quimica inluyen en el creciente interés por
las preparaciones medicinales.'

Actualmente se carece de agentes curatives para un ntimero importante de
enfermedades. Casi kaguinta parte de fa poblacion mundial padece enfermedades tropicales
tales como malaria, esquistosomiasis, tripanosomiasis, lepra, leishmamiasis, entre otras. [n
México, las infecciones resistentes a los antibidticos (tales como algunas enfermedades
gastrointestinales y de las vias respiratorias), del corazon'y muchas otras adn carecen de un
(ratamicnto adecuado.?

Los productos naturales son una fuente rica de nuevos prototipos de larmacos con
diferentes estructuras y mecanismos de accion, y por o tanto, con baja probabilidad. de
toxicidades similares a los Firmacos ya existentes,

Las plantas medicinales son usadas basicamente en dos formas dilerentes: (a) como
mezelas complejas que contienen varios constituyentes {infusiones, aceites esenciales,
tinturas, extractos); (b) como principios activos puros, quimicamente definidos,

Para la ablencion de nuevos prototipos de Fimacos, la seleceidn de la especie a
estudiar es un factor erucial. Se pueden hacer recolecciones basadas en relaciones
quitniotaxonamicas, o de acnerdo a kv informacion etnomédica. Las plantas usadas en
medicina tradictonal tienen mayor probahilidad de tener compuestos farmacologicamente
activos.”

I presente tiathajo se refiete al estudio estructural y bioevalueion preliminar de los
constituyenies secundarios de Schkuhria schkohrioides (Link & Ouo) Tellung (Asteraceae),
Este vegetal esta relacionado con la planta wedicinal Schhuhria \-irgum.4 por lo que fa
seleceion del vegetal se realizo por eriterio txondmico. Se conoce, por andlisis previos, f
diversidad wetabolica de Schhnhreia, en particuliar, de lactonas sesquiterpénicas. stos
compuestas  poseen  diversas  actividades  biologicas  dales  como  antitoral, y



antimicrobiamy, sntialimentaria de insectos. - citotoxica, antibacteriona, v repuladons del
erecimiento entre otras,”

La contribueion del presente trabajo al conocimento quimico coitsistio en el
aistbimiento vy elucidiwion  estructural de o cuatro nuevas actonas sesquiterpénicas
(germacradiendlivas): dcido  fhueseinico (28). allo-esebkubiiolida (320 (1TR)-11.13-
dihidroeschkubinidlida (35 (LE9-1L13-dibidroeschkubuidlida (36, v de dos
tenifpropanoides: 8-hidroxi-6-metoxi-7-isovaleroitoxi-fenil-propanol (A7) v 7-hidroxi-6-
metosi-8-isovalerotloxi-fenil-propanot (38).

Adicionalmente se aislaron y caracterizaron algunos triterpenos s lhavonoides v
duseritos en la iteratwra, Cabe destacar la notable vaviacion infraespeeilica de este vepetal,
que biosintetiza una notable diversidad de metabofitos secundarios,

\c realizo la bioevaluacion preliminar de algunos metabolitos aislados de este
vegetal™ 'y de algunos derivados. Para la bioevaluacion se usaron ensayos simples.
reproducibles, sensibles v scluu\'ns como esta informado en la litermtga, 1ales como
toxicidad frente a rtemia saling."' ta actividad antibacteriana (Staphilacocens aens,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginoso, Sulmonella tiphi. Candidu u/lmrm\) fa
actividad astilingica (Trichophyton mcnluu'nplwlm v Trichophvton spyenny’” vt
actividad antitumoral (K13, L1SO, COLON).M

Este trabajo de investigacion permitid Ja generacion de conacimiento referente o
nuevos constituyentes bioactivos presentes en la Nora de buestro pais.



OBJETIVOS



Bl objetivo general del presente trabajo de investigacidn es la oblencion de
conocimicnto referente a tos constituyentes quimicos presentes en ka flora de nuestro pafs y
la ponderacion de Ja bioactividid de los metabolitos secundarios aislados, mediante {a
aplicacion de ensayos biolégicos preliminares.

Se selecciond a fa especic Schkuhria schkuhrioides como material de estudio debido
a que a este género pertenceen las plantas de uso medicinal Sehkuhria virgata y Sehkuhwio
senecioides cuyo contenido metabdlico se deseribe en ef capitulo de antecedentes, En lo
selcccion del vegetal se aplicaran, por lo tanto, criterios quimiotaxondmicos.

Para el fogro del objetiva general se procedio al planleamiento de las metas
especificas referentes al estudio qufmico y bioldgico de Schkuhria schkuhrioides, pot fo que
sucintunente pueden mencionarse los siguientes objetivos especificos.

1, Extraccidn, aislamiento y determinacion de la estructura molecufar de los
metabolitos secundarios presentes en Schkuhria schkuhirioides mediante la aplicacion de la
metodologla convencional de investigacién en quimica orgdnica,

2. Evaluacion bioldgica preliminar de los metabolitos secundarios aislados de esta
especie, principalmente de las lactonas y sus derivados, considerdndolos como posibles
prototipos de farmacos.

3, Integracion de los conocimientos adguiridos con los informados en f literatura con el fin
de proporcionar antecedentes para estudios subsecuentes.

w3



ANTECEDENTES



La familia de Las conpuestas incliye cerca de 1000 géneros v aproximadamente
15000 especies. Varios micnibros de esta famili tienen diversos usos terapéaicos debido «
su actividad  espasmolitica, antihepatotoxica, anticolerética, bactericida, fwngicida, v
citotéxica."® Tienen aplicacion en la industria alimenticia, empledndose como eduleorantes
y condimentos; ademids de tener otros usos de aplicacion industrial como insecticidus v
itceites de uso farmacéutico.'” Se conoce que tas campuestas biosintetizn, en érminos
generales, terpenoides, flavonoides y compuestos acetifénicas, y en menor proporcion,
alealoides,

Ll género Sehkulria pertenece a esta familia y se Jocaliza principalmente en
América. En México se encuentra en fa parte central de la repablica. Se han establecido seis
especies de Schkuhria con algunas variedades y subvaricdades,"™ Este grupo de plantas se
caracterizan por biosintetizar lactonas sesquiterpéniens, A continuacidn se muestra una lista
de lns especies de Sclkuhria analizadas hasta ahora y las substancias aistadas,
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Lspecie
S anthemoidea
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Lus lactonas sesquiterpénicas son constituyentes earacteristicos en ciertos géneros
de las wmpucstas,' aungue no son exclusivas de esta familia. Se clasifican de acnerdo a su
esqueleto  carbaelelico  como  germacrandlidas, guayandlidas, pseudopuayanolidas,
endesmandlidas, elemandlidas, eremofilandlidag y xantanolidas, principalmente. Una
especie generalmente biosintetiza un solo tipo de esqueleto, con varinciones oxidativas
sobye el mismo, Cuando existe una amplia distribucion geogrdlica de una especie, esta
puede mostrar varlacion inltaespecifica. Tal es el caso de Schkuhuria schkuhrvioides de la
cual se han aislado ﬁ,emncrddunolulds (12-16) v elemanolidas (17-19) con diferentes
grados de oxidacion.®

Las lactonas sesquiterpénicas son mtuesm\lcs como posibles prototipos de farnmuos
debido a sus actividades buolo;,lcas dwcrws, 1 Las actividades antitumoral,®
citotoxica, ™ neurotéxu.u, Yantinlimentaria,*"  hepatotoxica, hepatoprotectora,”
quunosmmudu, fitotxica, " causante de dermatitis por cantacto™ y profilictica contra la
migraa," han sido asociadas con la prcqmcm del grupo a-metilen-y-lactona, aungue
también han mostrado otras actividades que no tienen relacion con la Prcsuma de este
grupo. Estas actividades son: actividad anumlcroblam, 1730 .mumalﬁnca, dnupdmsnnna.2
inhibidora de fa formacion de melanina, Yantiinflamatoria,**"** y antialergénica,™®

El estudio de In actividad bioldgica de las lactonas sesquiterpénicas ha ido mds aild
de las pruebas in vitro. Actualinente existen preparaciones farmacéuticas de apllcau(')n
tmpéuma algunas de estas aplicaciones son: el tramm\cnlo de enfermedades de 1a piel, 047
Ta veduccion de la mudunua y severidad de las mlgmﬁns y el tratamiento del SIDA con
derivados semisintéticos;™ ademds de tener aplicacion en fa preparacion de cosméticos. o

Hay otms especies en ¢l genero Sehkifria que han mostrado actividad bioldgica.
Las laclonas sesquiterpénicas de Schkuhria pimnara, eschkubrina (1) y esehkubrina 11 (2)
exhiben actividad antialimentaria en insectos, antimicrobiana y citotoxica, La esehkulirina 1
H ms!ada de S virgoa, posee actividad signiticativa contra leucemia linfocitica P388 en
ml()n.

Il mecanismo de accion de las lactonas scsquilcrpénicus‘ ha sido extensamente
investigado, .ﬂgmos de sus miceanismos de weeion consisten en la inhibicion de la
Imlolruuoqum.ls.i o Ia AlPase-caleio®? La accion citotosica de las factonas
scsqmlur‘punca\ ¢sta relacionada a la alquilacion selectiva de grapos nucleolilicos. de
enzimas:




Cobie destunne que Teeientemente s2 i puesto en b meredo e medicamento,
Tomaeat 1257, que Lasido aprobado par keoficing de administacion de drogas y alimentos
de Estadas Unidos (FDA) como un fimaco preventivo de la migraiia,™ cuyo pringipio
activo es a Jactona sesquiterpénicn partendlida. s evidente que este grapo de substancias
son muy importantes desde el punto de vista de su actividad biologica,
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DISCUSION DE RESULTADOS



Dul extracto acetonico de Sehkuhria schkuhrivides se separaron varias {racciones
mediante cromatografia en colummna, emplando mezelas Je éter de petrdleo-acetato de etilo
de polaridad creeiente para fa elucion de la columna, como informa la parte experimental.

La clucidacion estructural se deseribia de acuerdo al grupo estructural al cual
pertenccen  las  substancias  aisladas:  Jactonas  sesquiterpénicas  (melampdlidas)
fenilpropanides, triterpenoides y flavonoides.

Melampdlidas

Acldo frutescinlco (28)

De fa fraceidn H del extracto acetdnico de S, sehkuhrioides se aisld una nueva
sustancia a la cual se denoming trivialmente deido {ruteseinico (28). Esta substancia, mostro
cn el IR (KBr, Espectro 1) las absorciones curaut.rlstlcas de deido carboxilico (3448 y 1690
) y carbnnllo de y-lactona (1763 e’ ) En espectrometria de masas (Espectro 5) se
abserva el M' de m/z 262, lo cual indica la férinula molecular C)¢H 50, la cual explica la
functonalidad deducida para los oxigenos: un deido carboxilico y una lactona. Las siete
insaturaciones son debidas a la presencia de dos carbanilos (uno del dcido y otro de la
lactona), de un anillo lactdnico, de un ciclo y m.s doblu; enlaces. Estas deducciones se
confirman por las sefiales del espectro de RMN'H y "C, las cuales se describen a
continuacion y que son notablemente similares a lns de la mclampéhdu frutescina (N)25 26
(Tabla 2),

El espectro de RMN'H (CDCYy, 300 MHz, Espectro 2, Tabla 1) mostrd dos sefiales
dobles, una a 8 6.21 (J 3.3 Hz) y otra a § 5.51 (J 2.8 112), asignables a los hidrégenos del
metileno exociclico de una y-lactona-a,B-insaturada. Se observa un triplete ancho en 8 7.05
(J 8.3 Hz), perteneciente a un hidrégeno viaflico conjugado con un carbonilo, El
desplazamiento quimico de este hidrdgeno 8 7,05 indica una disposicidn cis con respecto al
grupo cnrboxllo, debido al cfecto desprotector que este grupo funcional cjerce sabre. el
protén.®! Esta seiial se asigna a H-l de unn melampolida, En 8 5.14 se observd una sefial
mdltiple, que por su desplazamicento y multiplicidad corresponde a un hidrdgeno vinilico, el
cual se encucntra acoplado con un metileno veeinal y con un metilo a larga distancia, que se
manifiesta como una sefial simple y ancha centrada en § 1.67. El hidrégeno vinilico se
asigno a H-5 y el metilo se ubica en C-4. En § 3.96 se ubservo otra seffal miiltiple, que se
asignd a H-8 por tener un desplazamiento similar al asignado para el hidrégeno geminal al
oxigeno de la lactona en la frutescina (14) (5 3.93), indicando que ¢f cierre de la lactonn es
7-38. Si ¢l cierre fuera 7-»6 el hidrogeno geminal a oxlgeno de la lactona tendria un
dcsplnzamicn(o u campo mas bajo, ya que seria alilico.

para ¢l establecimiento de la csu.uoqulmlcn de la fusion de una y-lactona en
sesquiterpenos, Samek propuso uta regla empfrica® * donde las lactonas eis presenta Jo.;3<3
y lus trans J1.,3>3. Sin embargo, cuando uno de los protones del metileno exociclico tiene
J<3 y ¢l otro J>3, es necesario conocer la J 7-8 para una asignacidn correcta. Precisamente
la fruteseina (14), cuya estercoguimica en Ju fusion de fa lactona Tué asignada iniciahmente
¢is, fud corregida posteriormente a rons. PPN dcido Grutescinico es uno de estos casos



especizbes (1.5 3.3, My 2.8). Por medio de un experimento COSY se estableciv el

desplaromiento d2 11-7 5 2.09, Sin embargo, la sefial no mostrd una resolucidn adecuada
que permitiera conocer las constantes de acoplamiento.

Para tener una mejar resofucion def espeetro RMN'H (&2 spectro 2) y asi conocer la
J;.4 se efectuaron experimentos en piridina, en un rango de temperatura entre 75 y -30°C.

No se logro ¢l objetivo deseado ya que los espectros no mostraron sefiales resueltas
(CshsN, 300 MHz, Espectros 6 y 7), lo cual sugirié que esta substancia, en solueidn, LMb(c

presumiblemente en una mezela de conféruteros, como se ha descrito en la literatura”

Figura 1,

Figura |
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Conformaciones del &cido frutescinico (28)

CH, O
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La estercoquimica de la fusion de la y-lactona se determing por derivatizacion
quimica, como se deseribe & continuacion.



La presencia de un deido carboxilico fue conlirmada por Ly Tormacion del dster
metilico con diazometano (29 (Tabla ). El diazometano tarbien reacciond con ¢l
metileno exoefelico, adiciondndose por ambas caras, dando g mezela de pirazolinag
isoméricas.

Tomando en consideracion que 17 ¢s « en todas las germacranoliday aisladas de
plantas superiores para las cuales la esterenquimica absoluta ha sido establecida,” y que ¢l
nitrégeno unido a C-11 afecta dircctamente el desplazamiento de H-7, se asignd como la
pirazolina a (30) (CDCly, 300 MHz, Espectro 9) al compuesto donde 11-7 presenté un
desplazamiento paramagnético desplazindose en § 3.24, a eampo mds bajo en comparacion
con el desplnzamiento de 1-7 en ¢l dcido frutescinico (28) (6 2.81). Este compuesto es
resultado de la adicién del diazometano por fn cara re del metileno exociclico. En fa
pirazolina f (31) (CDCl;, 300 MHz, Espectro [4) no se observd este efecto y H-7 se
desplazé  diamagnéticamente (8 2.61) con respecto a la substancia con e metileno
exociclico, Este compuesto es producto de la ndicion del diazometano par la eara si del
metileno exociclico, '

La presencia de la pirazolina también influye en el desplazamiento de 11-8. Para la
pirazolina a- H-8 resuena en 8 4,09, valor similar al del 4cido fruteseinico (8 3.95), pero en
fo pirazolina fp- el desplazamiento de H-8 cambié sensiblemente (6 4.83). Este
desplazamiento se explica por la presencia de H-8 con orientacion [} al igual que el
nitrégeno-! de la B- pirazolina. Esta discusion permite concluir que Ia fusion de la lactona
estrans.

El espectro RMN-"C del 4cido frutescinico (CDCly, 75 MHz, Espectro 4, Tabla 2)
muestra sefiales para |5 carbonos, los espectros RMN-BC de 1a pirazolina a- del
frutescinato de metilo (30) (CDCl;, 75 MHz, Espectro 1) y de Ia pirazolina - del
frutescinato de metilo (31) (CDCly, 75 MHz, Espectro 16) mostraron 17 sefiales cada uno.
Las asignaciones se hicieron por comparacién con las informadas en la literatura para
compuestos similares, y en especial, con eschkuhriotida® (12) (Tabla 2). El &eido
frutescinico (28) mostrd una seilal triple en 8 120.2 correspondiente a C-13 que indica la
presencia de la a- metilen-y-lactona, una seital doble en & 144.6 para el carbono insaturado
B- al carbonilo def dcido carboxilico, dos sefiales para carbonos carbonflicos, una en § 169.9
para fa y- lactona y otra en 8 172.2 para ¢l dcido carboxilico, fa cual dificre notablemente de
la sefial para carbonilo de aldehido que presenta la eschkuhriolida (12) en 8 195.7. El
desplazamiento de la sefial asignada al metilo vinilico C-15-sobre ¢l doble enlace 4,5 (8
18.7) es caracteristica de un metilo sobre un doble enface trans, »

Las seffales en & 142.3 y en § 142.6 que presentan la pirazolina a- (30) y fa
pirazolina - (31) del frutescinato de metilo respectivamente, corresponden al carbono
insaturado C-1, B- al carbonilo (RMN-’C, CDCl;, 75 MHz Espectros 11 y 16),
desplazamiento a campo mds alto que para el dcido frutescinico (5 144.6), La variacién en
cl desplazamiento se explica debido a que el efecto resonante del carbonilo del éster a,p-
insaturado es menor que ¢l eleeto resonante del carbonilo del dcido carboxflico «-f3
insaturado,”



El desplazaniiento ded carbonilo de L y-actona de Las pirazolins 16 10781 varia en
dus mnidades con respecto a la y-lactona de Ia esehkuhriolida (8 169.8) v del sicido
fruteseinico (8 169.9), debida a fa ausencia del metileno exociclico (Tabla 2).
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Tabla | Datas espectrascdpicas RMNIH {CHCL) de eschkaheidlida (12), frateseing (14), dcido Gotescinico
(28), frutescinata de metilo (29), pirazolina u- vl frutescinato de metilo (30), piraznling B deb frutesclanto

de metito (31),
1° 1 14d 24¢ 244 194 and ad

fi-1 6.64 m 6.66 fis 665m 705m  105m 69t 694t 693

{8) {8.4) (8.7) (8.55)

ti-2 23m 232m 23m

H-1 194 m 2.30m 19 m

-5 4.86 de 505dd  506dd  SMdm SMm SHim 506w 505m
(10, 1.5) (10,6)  (96,5.7)

H-6, 4,07¢ 2.7m 192m 2.18m
(19)

Heby  oeeee 29m 0 e

"7 2,61 dehld 281 m 324m 244 m
(10,54 1)

i1-8 5.52 el 393 m 193m - 396m  395m A02m  409m 4.83m
(i2,5,5)

H-9, 294 m 298 m 300m

He9, 2.54 27 m 267 m

H-13, 6.29d 618d  620d 6214  621d 0214 1.8 tu 1.5m
(.n (k)] 3.3) 1.3 @7 (3.3) (1.5)

H-13, 5737d 552d  553d  551d 583d 553d e e
{L.1) {2.8) 7 (2.8) .7 )

H14  947d 947d 9475
[{N)) (0.8)

H-15  1.82d 1.69d 1.69sa  167sa L67sn  167sa  1.63su §.62 sa
(1.5) {1.0) ’

H-16 3805 380s 38ls

H-17, A.64 m 4.78 ddd

(18.15,99, 5)
He17, " 4,65 ddd
(18.3,9.6,7.2)

ET andlisis se efectid a diferentes frecuencias: (80 MHz ™, (90 MHz)© ), (200 MHz), (300 MHz).




Tabla 2 Datas espectroscopicos . RMN''C de sehibubirioldn (12), dcido tratescinivo (28), pisasoling - del
frutescinato de metib (30), pirazaling P-det frorescinato de metilo (3)

[§3 38 3" KT
C-1 155.2d 144.6 1426 1423
C2 6.0 ¢ 290 24K 2.
C3 300 357 350 354
i 1384 1304 130.3 1305
C-$ 1269 d 1211 120.0 120.8
C-6 65.54 200 2.1 229
7 4.8 46.9 48,6 524
Cc8 1734 839 840 84.4
9 1751 34.2 286 28.5
C.l0 14108 139.7 137.0 142.3
C-11 134,75 136.3 1370 142.3
12 169.8 » 169.9 1678 1678
C-13 1241 1202 22.0 22
C-14 195.7d 1724 1730 1722
15 168 ¢ 148 C0d 188
C16 (X 19.0
C-17 78.0 780

T andliss se efectud » diferentes frecuencins: (20 MHz), (75 Mhz, las asighaciones fueron realizadas
de acuerdo al experimento DEPT),

Allo-eschkuhriélida (32)

De la fraccion | se aisld por recromatografia un sélido, cuyas caracteristicas
espectroscopicas son similares a las que presentan las melampolidas aisladas en esta
cspccie,”'" en particular, a Ia eschkuhridlida (32).

En el espectro de RMN'H (DMSO0, 300 MHz, Espectro 20, Tabla 3) se observé un
par de sefiales dobles a campo bajo, una en & 6.08 (J 3 Hz) y otra en & 547 (J 3 Hz)
caracteristicas de una o~ metilen-y- lactona, que a sy vez mostrd Ia absorcin caracteristica
en ol IR en 1759 em (CDCly, Espectro 18), y las sefiales corrcspondientes en el espectro
RMNYC (DMSO0, 75 Mz, espectro 22, Tabla 3), en especial Ia sefial triple en 8 119.3 para
C-13.

Ll espectro RMN'H (DMSO, 300 MHz, Espectro 20) presemtd una sefial en § 9.34
caracterfstica de un protén de aldehido, una seital triple y ancha en 8 6.64 (J 7.8 Hz) para un
hidrdgeno vinilico con desproteccion paramagndtica por estar conjugado y en disposicion
cis con respecto al aldehido."*"" La seital doble y ancha en 8 5.06 (3 10.6 Hz) se asigné al
hidrégeno vinilico H-5, ¢l cual esta acoplado con un metilo vinflico (H-15) en disposicion
trans y con el bidrogeno alilico H-6, cf cual se observa como una seifal triple en 8 4.99°(J
9.6 Hz) y que por su constante de acoplamiento (3 ¢ 4= 10) se deduee que se encuentra en
relacion frans- respeeto a 115, y por su desplazamiente se trati de un hidrdgeno veeino a
oxigeno. |.a sefial miliple en 8 4.9 se asignd a H-8.

El desplazamiento de H-6 en 8 5.12 (en RMN'HLCDCE,, 300 MMz, Espectro 19,
Tabla 3), a campo mas bajo que el desplazamiento de H-6 para compuestos donde este

1o



hidrégreno esta unido w oxfgeno de hidroxilo, como es el caso de 1a eschkuluiofida, (12, -
6: 8 4.07) asi como el desplazamientro de H-8 (8 5.23) a campo mas alto ¢ comparacion
con cschkuhridlida que presenta I y-lactona con fusion 7-»8 (§ 5.52), praporciond
evidencia de que la fusion en este compuesto es 7,6 frany.

Esta estructura corresponde a la alloeschkubiilida (32) (RMN'IE, CDCIy, 300 MHz,
Espectro 19), cuyos datos de RMN'H y PC en CDCL, estin informados en Ia literatura, La
obtencion de los pardmetros de resonancia para esta substancia en CDCly y su comparacion
con los informados, permitié establecer la identidad de ambas. La comparacién dirceta von
una muestra auténtica obtenida en nuestro laboratorio canfirmd esta identidad.

Las variaciones en las sciales de RMN'M del derivado ncetitado de I
alloeschkuhridlida (33) obtenida por acetilacion de (32), son las esperadas: desplazamienty
a campo bajo de H-8 (Ad= 6.37-5.20= 1.17 en CDCly) y la variacidn de AS entre H-13ay
H-13b (Tabla 3), (RMN'H, CDCl;, 300 MHe, Espeetro 25). La disposicion estereaquimica
cis de H-8 con respecto a H-7 se dedujo de la Jg,=9.7 (Tabla 3). De esta forma, se
comprobd que el metabolito secundario aislado es la aHoesclikubridtida (32), compuesto
que habfa sido previamente obtenido como derivado de eschkubridlida (12) y ne como
producto natural,”

CHO CHO

[£7))] (33) (34)




Tabla 3. Datos especlroscopicos RMN 1 de alfo-eschkubridlida (32), acetil allo-esehkubriolidi (33) y acetit

eschiuhridlida (34).

KFY 3 37 32’ kXY KN kYN
1 6.57 dikd 6.59 didd 6.64 ta 6.63 did 6.60 ikl 6.60 ckld  6.62m
(8,8,2) % 73,21) (78) (9.5,15,1.6) (8,8 1) 9.9, 16,
22
15 4.99 ¢ 5.03 da 5.06 du 5.04 da 4.95 du 503 sa 4.76 da
(10, 1) (. (H.2) (10.0) .1 (10.0)
H6 5.02dd S02dd 4.99 dd 4.98 dd 5.00 dd 5.08 su §.22¢
(1010 - (9.7,9.0) (9.6,9.6) %.7.97) “,9) (10.0)
H8 520m 523 tu 49 m 49 6.37ddd  6.39kid  5.51 ddd
(obsc.) 9.4) 9,8,2) 9.7, 7.5 (6,12,6)
20
119a 25m 2.76 d
(14.1,7.5)
Hldu 6354 6.33d 6.08 o 6.06d 6.23d 623 d 6.22¢d
3.5) (3.6) (3.3) (3.5) (4.0 (33) (1.5
Mmib 5564 557d 547d S46d 5.56 4 5514 576 d
3.5) 3.0 (3.0) (3.0) 3.5) 3.3) (1.5)
"4 937d 942d 934d 0.33d 040 d 943 942d
(1.5) (2.1) (1.2) (1.5) (1.5) (1.5) (2)
Ins 1.94 d 1.93 sa 1.84 5a 1.90 sa 1.95d 192 ¢ 1.94 sa
Q] ()
ococ 205 % 2035 196 &
”; .

El andlisis se efcciud a diferentes frecuencias y en diferentes disolventes: “(CDCI,, 80 Milz), “(CDCI;, 300

MHz), {(DMSO0, 300 MHz), {DMS0, 500 MHz)



o-Acetil-(112) -1 L13-Dihidvoesehkubridlida (35)
G-Acetil-(115)-11,13-Dihidroesehlahridlida (36)

La acetilacion del residuo de algunas fracciones de fa cromatografia, permitio la
purificacién de las substancias 35 y 36, cuya clucidacion estructural se deseribe a
continuacion,

Estas substancias presentaron en ¢} IR absorciones correspondientes a la y-lactona
a,P-insaturada, dobles enlaces e hidroxilo. En los espectros de RMN'H se observiron las
sefales caracteristicas de lactonas sesquiterpénicas del grupo de las melampolidas; los
hidrégenos de aldehido y vinilico de enona conjugada, dos sefales para hidrogenos
geminales a oxigeno, una sefial simple para metilo de acetilo y dos seiiales simples de
metilo, uno de estos vinilico.

El analisis del espectro RMN'H del compuesto $3‘i) (CDCl;. 300 Milz, espectro 27,
Tabla 4) y Ia comparacién con los datos de I literatura™ permitieron hacer las siguientes
asignaciones: la sefial doble en & 944 (J 1.5 Hz) s asigné al hidrégeno de aldehido, una
sefial triple de dobles en 8§ 6,62 (J 7.5, 2.1 Hz) se asigno al hidrégeno vinilico H-1, p al
aldehido (los desplazamientos y las constantes de acoplamiento del hidrogeno de aldehido y
de H-1 fucron earacteristicos del doble enlace cis 1,10). La sefial doble de triples en 6 5.77
(312, 5.1 H2) se asignd al hidrégeno de metino geminal al oxigeno de la lactona H-8, Ia
seilal doble de doble & 5.14 (10,6, 10.6) caracterisitica del hidrogeno alilico geminal a
oxigeno de hidroxilo sc asigno a H-6. La seflal doble y ancha en § 4.69 corresponde al
hidrégeno vinilico H-5 acoplado con un hidrégeno alflico y con el metilo C-15 en
disposicion frans, que se prcsema como una seilal simple en & 1,94,

El espectro de RMN'H de esta lactona sesquiterpénica (35) evidencio la ausencia de
las dos sefiales dobles correspondientes a los hidrogenos del metileno exocielico de una
lactona o,B-insaturada, Una sefial doble en 6 136 (I 7.8 Hz) que integrd para tres
hidrégenos se asignd al metilo C-13 por estar acoplado con H-11, que se preaenta a su vez
conio una seﬂal cuddruple en & 2,62 (3 7.8 Hz) justificando la ausencia del metileno
exocielico.” Por andlisis del espectro COSY (CDCl,, 300 MHz, Espectro 28) se asigno la
sefial nudhtiple en & 1.98 a H-7, que sc encontraba comparativamente a campo mds alto que
la seial asignada para H-7 en eschikuhridlida (12) (5 2.61),

La fusion cis de la lactona esta de acuerdo con el desplazamiento de H-8 en § 5.77
y con la constante de acoplamiento entre H-7 y H-8 (J 12 Hz).

El establecimicnto de la orientacion espacial del metilo en C-11 se realizard
posteriormiente y en comparaclén con la estructura 36.

En el espectro RMN'H del compuesto 36 (CDCly, 300 MHz,espectro 32) se puede
apreciar que tiene earacteristicas espectrosedpicas similares al compuesto 35 (Tabla 4)
teniendo como diferencia fundamental el desplazamiento de la sefial doble asignada a H-13,
que en este compuesto se desplaza 8 1.20 (J 6.8 Hz), 0.16 ppm a campo mds alto, y ¢l
desplazamienio del cuadruplete asignado a H-11, en 8 296 (J 6.8 Hz), 0.34 ppm a campo
mds bajo, Con los datos anterlores se deduce que 35 y 36 son epimeros de la 11,13-
dihidroesehkubiridlids, ya que solo difieren en la orientacion del metilo H-11,

La configuracion del metilo en C-11 en 35 y 36 se determind como se flustra en las
figurns 2 y 3 tomando en consideracién dos argumentos principales que son los siguientes:

19



) la diferencia en fos desplazamientos quimicas (Ad) de ciertas seiales (-1 v 11-13) 4
carrer los espeetros de RMN'H en CDC, y (,‘.,l)“;"'“

b) la forma de Ja seial pars ¢! hidrogeno H-11, la cual es funcion del dngulo diedro que
forma con 1-7.

Considerando a la cara o del macrociclo como la parte eonvesa de la nioléenla
(Figura 2), es presumible una complejacion de tipo nt del heneeno por esta cara con ¢l
carbonila de la lactona, por lo que los grupos orientados hacia esa direccion experimentarin
¢l efecto dimmagnético del benceno.

St observa que los H-13 de la substancia 35 expericntan mayor desplazamicato
(A8= dppeed e 0.30) comparativamente con 36 (48=0.13) indicando que el metilo e
35 es o De acuerdo con esto, H-11 de 36 sufre mayor desplazamiento {AS= Sgpep-d o
0.84) que H-11 de 35 (Ad= -0.01)indicando que ¢ metilo en 36 es [§ (Figura 3).

Referente a la forma de la sefial de H-11, en el compuesto 38 se presenta como una
sefial cuddruple debido a la J,.py= 0, lo cual implica un dngulo diedro <;.,,390°, que solo ¢s
posihle si el metilo es o (ver la figura 3). Camplementariamente esta misma seital para H-
11 en 36 se manifiesta como una seiial quintuple J7.;,=6.5 lo cual esta de acuerdo con una
by g3 similar a ta Jy, 1y indicando que el angulo diedro <7,1 1~ 25°. Lo anterior determina la
orientacion f del metilo C-13. Los argumentos independientes descritos conducen a la
misma conclusion,

Estas conclusiones son coincidentes con las informadas en la literatura donde se
describen lactonas sesquiterpénicas que tienen el metilo 13 en arientacion o, y H-11 se
manificsta 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 cortvexa de la nolécula macroctelica 35 y 36 ¢s la cara a.
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Tabla 4. RMN1H datos espectrosedpicos de 6-Acetil-(11R)-11,13-Dihidroeschkuhridlida (35)6 Acetil-(115)-

11,13-Dihidroeschkuliriolida (36)

35 35 36 36"
H.1 6.62 cdd 5.57 ddd 6.63 ddd 5.57 ddd
(9.4,74,21) (8.1,67,1.9) (9.6, 7.2, 2.3) 9.4, 7, 2.6)
H.5 4,69 da 4.35da 4.65 da 4.30 da
(10.5) (10.2) (9.6) 0.1)
H-6 sS4 dd 5.29 od §.20 did 5,38 dd
(10.6, 10.6) (10.6, 10.6) (10.6, 10.6) (10.3, 10.6)
-3 AT 5.86 i L 5.53d 5.43 dt
(12,5.1) (11.4,%) (12,5.8) (12,5.8)
H-9 2.82 ddu 2.63m 2.8 did 2.56 dda
(12,5.1) (14.4, 4.29) (14.4,4.2)
H-1l 262¢ 2.63¢ 296 ¢ 212yq
(7.8) D {6.8) (1.1)
H-13 1.36 d 1.06 o 1.20 d 1.07d
(7.8) 8.1) (6.8) (1.3)
1114 9.k d 9.02d 946 d 946 d
(1.8) (1.8) (1.8) (1.8)
1-15 1.94 1.59 ¢/ 1.92 % 1.83 s
(1.2 (1.2)
0CoocH, 200y 1.52% 1.96 %

1 analisis se electud en diferentes disotventes: (CHCL), (C,D,).




8-Hidroxi-6-metoxi-7-(2-metil-butiriloxi)-fenit-propanol (37)
7-Hidroxi-6-metoxi-8-(2-metil-hutirioxi)-fenil-propanol (38)

De fa fraceion | obtenida por elucion con éter de petrdieo-acetatn de etifo (3:2), se
aisld por cromatrogratias sucesivas un aceite rojo el cual reveld como una sols maneha por
cromatografia en capa, fina. En el R (CHCY, espectro 34) se observd una banda (|L
hidroxilo en 3387 cm” y una banda de cirbonilo en 1749 cm™, Ei andlisis de RMN'H
(CDCl;, 300 MHz, Espeetro 35) evidencié la presencia de dos compuestos, 37 y 38 en
diferente proporcién (aproximadamente 2:1), exhibiendo en comin varins sefiales con
ligeras diferencins en los desplazamientos quimicos. Entre las seflales similares se
encueniran las sefiales dobles, ¢n 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 hidrégenos
aromilicos en posicién meta. Una sefial triple en 8 3.68 (J 6.4 Hz) para el compuesto 37 y
en d 3,67 (J 6.1 Hz) para el compuesto 38 son asignables a hidroximetilenos. Se observan
dos sefiales simples de metoxilo uno en 8 3.78 (mayoritario) y otro ¢n & 3,88 (minoritario).
Un triplete en 2,63 (J 7.6 Hz) para 37 y 38 s asignable a un metileno bencflico,

Los anteriores datos espectrosedpicos permilieron suponer que se trataba de una
mezcla de bencenoides sustituidos con una cadena alifatica y sustituyentes oxigenados que
podrian ser metoxilo e hidroxilo. Se procedié entonces a comparar las caracteristicas
espectrocdpicas de este compuesto con las de substancias similares, especialmente que
hubiesen sido aislados del género Schkuhria en estudios fitoquimicos previos. Se encontrd
similitud con un fcmlpmpanmde denominado eschkuhrianol (23) que fue aislado de la
especie Schkuhria senecioides.*® En base a esto se confirmaron ias asignaciones ya hechas y
fué posible las asignaciones de fas otras sciiales,

Las sefiales que se presentan como triplete en 8 3 68 para 37 y en 5 3.67 para 38 se
asignan a los hidrégenos de los hidroximetilenos H- 1.23% g multiplete en 3 1.96 se asignd
al metileno vecino H-2.

El anillo bencémco tiene tres sustituyentes oxigenados; uno de ellos es un metoxilo
que se observé en RMN'H como una seftal simple en & 3.78 para ¢l compuesto 37 y en &
3.88 para cl compuesto 38. £l otro bustuuyemc oxigenado es un éster, lo que se deduce por
ln presencia de una banda en 1749 ent’ 'en el IR (CHCI;, espectro-34), y por una sefial
maliple parcialmente superpuesta en & 2.70 (J 6.9 Hz), para un metino (H-2') w al
carbonilo, en cada uno de los compuestos. El ditimo sustituyente oxigenado sobre el
benceno - se trata de un hidroxilo, lo cual se dedujo después de analizar los productos de
acetilacion.

En el espectro de RMN'H (Espectro 35) también se observa una sefial triple 8 1.04
(3 7.5 tiz) para ¢l compuesto 37 y otraen 8 1.06 (J 6.6 112) para el compuesta 38, nsignados
a un metilo acoplado con un metileno, que aparece como sefial multiple en & 1.63. Estas
sefiales se atribuyen al fragmento -CH2-CH3 (H-3" y H-4') dé! ester. Se observa otro metilo
que se presenta como una sefiai doble a campo mds bajo en 8 1,32 (J 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 « al
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carbonilo (H-2"). Esta descripeion establece o fragmento s-metil-butiato (2 melif-
butiriloxi) como sustituyente,

En el espectro de fa mezcla de fenilpropanoides acetitadas, RMN'H (CDCI,, 300
MHz espeetro 36), se observo que Ja seial def oximetileno correspondiente o -1
experimentd wna variacion en el desplizamicnto (AS) de 0.43 ppm o campo bajo, con
respecto al producto natural, encontrdndose en & 4,11 (t, 1 6.4 Hz) con lo que se confirme fa
presenciy de un hidroximetileno en el producto natwal, o los praductos acetitados 39
(mayoritario) y 40 (minoritario), s¢ observaron tres sefinles simples que curresponden a
cuatro acetilos, las sefinles en § 2,26 y 6 2,24 correspondientes o los seetatos aromdticos de
39 y 40, mientras que la sedtal simple en § 2.05 corresponde a $os dos acetatos alifiticos.

En el trazo de RMN'H de la mezela de los dos fenilpropanoides naturales 37 y 38 se
observé que la principal diferencia entre ellos era ol desplammiemo de las scflales
asignadass a los hidrdgenos aromdticos .y al mcmxxlo Esto mismo se observéd para la
mezela de los dos derivados acetilados 39 y 40 (RMN'H, CDCl,, 300 Mz, Espectro 36),
lo que establecié que la diferencia entre los dos compuestos reside en la ubicacién de los
sustituyentes en el anillo aromético.

Como ya se menciond, la acetilacion provocd cambios en los desplazamicntos de las
sefales correspondientes a los lidrdgenos aromdticos (Tabla 5). En el metabolito
secundario 37 los hidrégenos arométicos se observan en 8 6,36 (d, J 1.5 Hz) para H-5 y en &
6.45 (d, J 1.5 Hz) para H-9, mientras que en el derivado acetilado 39 resuenan ¢n 8 6.61 (d,
J 1.8 Hz) para H-5 y 8 6.66 (d, J 1.8 Hz) para H-9, registrdndose de esta forma uma
varjacidn en el desplazamicento de las sefiales (48=0,22 para H-9 y 0.25 para H-5) a campo
mds bajo en el derivado acetilado.

En el metabolito secundario 38 los desplazamicntos para los hldrdgenos aromiticos
fueron 6 6.50 (d, J 1.8 Hz) para H-5 y § 6.60 (d, J 1.5 Hz) para H-9 y en ¢ derivado
acetilado 40 fucron de & 6.59 (d, J 1.8, Hz) para H-5, y airededor de 6.66 para H-9, (ya que
estd superpuesto) observandose de esta forma, una variacion en el desplazamiento de las
sefiales en 0,09 ppm a campo mds bajo para H-5 y 0,06 ppm para -9 en ¢l derivadn
acetilado.

La mayor variacidn en los desplazamicntos por acetilacion ubica al hidroxilo fenético en
posicidn orto o para a los hidrégenos aromaticos, Cuando la variacion en el desplazamiento
¢s pequeiia, el hidroxila fendlico se encuentra posicion mera con respecto a los hidrdgenos
arométicos.

La ubicacion relativa del éster y del metoxilo en el anillo aromdtico se determing al
comparar el desplazamiento. quimico de} mnetilo del metoxilo en los productos naturales y
en los derivados acetilados. El desplazamiento a campo allo de esta sefial en el derivado
acetilado (debido al efecto protector del carbonilo del acetilo sobre el metilo del metoxilo)
implica una r(.lncnén orto entre ef hidroxilo fendlice y cf metoxilo, como esta informado en
la titeratura. *° n ¢f metabolito secundario 37 esta sefial se encuentraen § 3.78 y ol su
derivado acctilado (39) esta senial se desplazd a campo bajo, a 8 3.80. En el metabolito
secundario 38 el metilo del metoxilo se encuentra en 8 3.88, y se desplazé a campo mas
afto, o 3.82 en el derivado neetitado 40.



Esta discusion establece o lus estructuras moleenlares 37 (mayaritario) y 34
{minoritario) como productas naturales presentes en S Sehkuhrioides, que representan
mieyas sustancias en la paturalez,
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Tabla § RMN'IE (300 Milz) dutos espectiogopicos de B-Hidioxi-6-metoxi-7-(2-metil-butiriloxl)-fenil-prepanol (37), de 7-Hidai-b
meioxi-8-(2encetit-butiritoxi)-fenil-propanol (38}, de 1, 8-Diacetiloxi-6-metoxi-7+(2-netll:butrilont)-fenll-propano (39) y -de 1,7+
Diacelitoxi-6-metoxi-8-(2-metil-butirifoxt)-fenil-propano (40)
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Triterpenos
Acctil § Amirina (41)

De la fraceidn menos polar (fraceion A) obtenida por elucin con éter de perdleo-
acetato de etilo (95:5), se obluwcmn por recromatograffa y recristalizacion cristales
blancos. En el espectro de RMN'H se observa una sefial teiple en & 5.18 (1 3.6 112) que
integrd para un hidrdgeno, este desplazamicnto es caracteristico de un hidrdgeno vinilico,
Se observd otra sefial doble de dobles en & 4.5 (J 9.5, 7.2 Hz) correspondiente & wn
hidrogeno geminal a oxigeno. Lat presencia de seitales mitltiples entre § 0.9 y 2.0, asi como
de varias scilales simples a campo alto sugieren la estructura de un triterpeno policiclico, ya
que se manifiestan 32 sefiales en cf espectro de RMN e, l,n sefial simple de metilo de
acetilo en § 2,04 aunadn a la banda de carbonilo en 1719 em™ en el IR y a la seital singulete
en 8 170.97 en RMN'C establece la presencia del grupo acetato. E! peso molecular de 468
obtenido por EMIE y la comparacién con los datos capectroscéplcos de Ja literatura
permitieron identificar al compuesto como el acetil f-amirina® La comparacién con una
muestra auténtica disponible en el laboratorio comprobé su identidad.

AcO

Estigmasterol (42)

De la fraccién D obtenida por clucion con éter de pelrélco -ucetato de etilo (9:1) s¢
obtuvieron cristales en forma de agujas. El espectro de RMN'IE mostré una seiial doble de
doble a 8 5.16 (J 15.1, 8.1 Hz) y otra seal doble de doble a & 5.00 (J 15.5, 8.05 ilz)
integrando cada una para un hidrégeno, indicando la presencia de dos hidrogenos vinilicos,
esta multiplicidad se debe al acoplamicnto de cada hidrogeno vinitico con el otro hidrdgeno
vinlico vecino y con un hidrdgeno alftico. Se manifesté asimismo una sefial doble y ancha
en 85,12 (J 5.2 1z), para-un- hidrogeno vinflico. La seital multiple en § 3.51 se atribuye a
un hidrageno geminal & oxigeno, el cuitl estd acoplido con mas de dos hidrogenos, Entre §
240 y 0.50 sc observé un conjumto de sefales maltiples que integraron para
aproximadamente cuarenta y cinco  hidrégenos. La comparacion con los datos




espeetroscopicos de Ja Niteranun y Lon muestia auténtica permitia establecer que
compuesto se trata de estipmasterol. ¥

Flavonas

Pectolinarigenina (43)

De la fraccidn G cluida con éter de petrdleo-acetato de etilo (8:2), se aisld por
cromatografla y cristatizacion un compuesto amarillo en forma de sohdo amorfo, pt 197-
198°C. En el IR mostrd una banda ancha para hldmxnlo en 3406 cm” y una banda para
catbonilo en 1661 em”, En el espectro de RMN'H se observé una sefial simple en 8 13.04
para un hidrégeno presumiblemente fendlico unido mediante enlace de hidrégeno a cetona,

Se manifiesta un sistema A;B; centrado en 5 8,03 y 7.10 (J 8.7 Hz), lo cual establece
la presencia de un anillo aromético disustituido en para. Las sefiales simples en § 3.86 y en
3 3.76 carresponden a dos grupos metoxilos, Dos sefales simples adicionales en § 6.87 y en
8 6,63, que integraron para un hidrdgeno cada una pueden corresponder 1 hidrégenos
vinflicos o aromdticos. E! andlisis del espectra de RMN"C permitia establecer que
solamente existian dos anillos aromdticos cn ta molécula y qute se encontraban unidos por
un grupo carbonilo, caracteristicas que s¢ dan en las flavonas, El peso molccular de este
compuesto es de 314, de acuerdo al idn molecular observado en el espectro de masas. La
comparacion con los datos espectroscdpicos de la literatura (Tabla 5) permitié establecer
que el compuiesto aislado es de ta flavana pectolinarigenina >

Dinatina (44)

De la fraccion | se aislo Jor cmma&o;_,rutm un eompuesto solido de color anaritlo,
Al andlizar los espectros RMN'H v RMN"C se observo similitud con las caracteristicas
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u:"p;\lm'.a( picas de la pectotinarigening (43), aishwda en by fraceion G, siendo ta pricipal
diforencia f aux"nu.x det metoxifo en €6, ta comparacion eon tos datos espeetroscopicns
de I literatura®® punulu’) establecer que se trata de ta flavona dinatina (44). B peso
molecular de este compuesto es de 300 de aeverdo .xl mn molecular observado en o
espectro de masas, La tabla 5 muestra los datos de RMN"C de b pectotinarigenin (43) ¢

de 1a dinating (44).
OCH,
HO . /©/

HO
H
{43) (44)

Tabla § RMN"C de la pectolinarigening (43) y de la dinatina (44)

LXN 4 4 KTy
C-2 163.7 163.3 163.7 163.7
C-3 1024 104.0 1023
C-4 182.1 182.1 1820 182.0
C-5 1528 1527 1522 1527
C-0 1313 1314 130.5
7 1574 1574 1579
C3 94.8 94.3 69.8
c9 1524 1524 1579
C-10 104.1 103.0 94.3 924.3
C-' 121.0 1229 1214 1288
c.2 1284 1283 1284 1284
c-3 {159 145 116.0 160
C-¢' 161.9 162.3 161.2 161.2
c-5 use 14,5 116.0 116
C-6' 1284 1243 1284 128.4

EV unalisis s clectud a difercutes frecuencias: "Desplazaimientos tomados de o literatura®™, (75 Mz

DMSO, Ins ashgaciones fueron hechns de acuerdo al experimentn DEPT)
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Bioevaluaciones preliminares

Se hicieron las siguientes bioevaluaciones: taxicidad Trente o detemia salina,
actividad citotoxien frente a tres lneas celulares cancerigenas™"* [tumor nasofaringeo
(KB), cancer de cérvix (UISO) y cancer de colon (COLON)), determinacion de la actividad
antibacteriana  (Staphylocacens  aurens,  Escherichia  coli,  Pseudomonas — aernginosa,
Solmomella — tiphi,  Candide — albicans), 'y wetividad — antifingica  (Trichophyton
mentagrophytes,  Trichophyton gyp,s'czun)” para las siguientes  substancias: 11,13-
dehidroeriolina (13), fruteseina (14), dcido frutescinico (28), eschkubieidlida (12) y de los
derivados: allo-eschkuhriolida (32), isoeschkuhridlida (45), 4,4-cpdxi-csehkulriolida (46),
acettt  cschkuhridlida  (47), 6-acetil eschkuhrioidiol (48), pirazolina de 11,13
dehidroerioliona (49), acetil § amirina (41). No se tiene el dato de toxicidad frente a
Artemia solina de los compuestos (45, 46, 48, 49) debido a la falta de material suficiente,

La prucba de toxicidad frente a Artemia salina fue positiva para frutescina (14)
(5021 ppm). También fue positiva para los derjvados: allo-eschkuhridlida (32) (453.5
ppmy), 11,13-dehidrocriolina (13) (268,16 ppm) y acetil eschkuhridlida (46) (64.61 ppm),
los compuestos que no mostraron actividad fucron los metabolitos secundarios 12, 28, 41,

Los resultados de la pruebn de toxicidad frente a las tres lineas celulares
cancerigenas (Tabla 6) seflalan que ¢l compuesto mds activo es allo-eschkuhriolida (32),
germacradienolida con un hidroxilo en C-8, isocschkubriolida (45) es ¢l segondo
compuesto mds activo, La 4,5-epoxi-eschkuhriolida (46) también es mds activo que
eschkuhriolidn (12), Los anteriores resultados podrdan sugerir que la presencia de
sustituyentes hidrofilicos en las posiciones 4, 5 y 8 aumentan la actividad.*

La pirazolina de 11, 13-dehidroeriolina (49) ¢s el tnico compuesto que no Prcscnlé
actividnd citotoxiea, debido presumiblemente a la nusencia del metileno exocielico.™**

Dos de los compuestos analizados presentaron actividad especifica: ¢l acido
{rutescinico (28), que e¢s activo contra la la linea celular KB (tumor nasofaringeo), y
eschkuhriolida (12) que es activo contra la linea celutar COLON, Acetil eschkuhriolida (47)
presento cierta especificidad, solo fue activo contra dos lineas celulares: KB y COLON.

Taba 6, Bioevaluaclones citotoxicas de eschkulirislida (12), t1,13-dihidroeridling (13), frutescina (t4), dcido
frutescinico (28), aflo-eschkuhrislida (32), isoeschkuhridlida (45), 4.5-epoxi-eschkuhriolda (46), acetil
- eschkuhridlida (47), 6-acctil eschkubrioidiol (48) y pirazolina de 11,13-dihidroeriolina (49).

Compuesto KB DEy, UISO DE, COLON DEg,
pe/mt pg/mt pg/wl
Allo-eschkuhriotida (32) 0.000575 1.82 09
1soeschkuliridlida (45) 0.2398 1.44 1.3
Epéxido de eschkuhidlida (46) 03019 218 3
11,13-dehidroeriolina (13) 0.75 2.08 0.9
Acclil eschkuridlida (47) 0.65 794 1.4
Frulescina (14) 1.25 1.81 6.3
Acido frutesclnico (28) 1.58 691 832
6-Aceril-schkulrioidial (48) 3.63 2.29 1.3
Eschkubriotida (12) 4,67 41,57 1.6
DPirazotina de 11, 13-dehidroerilina (49) q 20.89 20




referente a la actividad antibacteriana y antilimgica, ninguno de los compuestos se
considerd activo, debido a que su concentracion inhibitoria minima fue wayor a 100 py/ml,
Los compuestos que presentaron mayor actividad fucron frutescina (14) (Staphylococens
anrens 200 pghnl, Candida albicans 200 pghnl) y 11,13-dehidrocriolina (13)
(Staphylococcus aurens 200 pp/ml),

CHO

o

CHy

(28) 32) (45)

CHO CHO

49

29




PARTE EXPERIMENTAL



1. Schkuhria sclkulvioides [Registro 636061 del Herbario Nacional (MEXU)] se
recolecto en Teoloyucan, Estado de México, en noviembre de 1993, con la asesoria del
Dr. Francisco Javier Espinosa Garefa del Centro de Eeologia de la UNAM. 1La
referencia del material colectado se encuentra depositada en el Herbario Nacional dul
nstituto de Biologia de la UNAM.

o

. Métodos espectroscoplcos:

o Espectrometro de UV: Perkin-Elmer 552,

¢ Dspectrometra de IR: Nicolet Magna-IR TM 750 y Perkin Elmer 283B.

o Espectrometro de masas: JEOL JIMS-AX 505 HA.

o Espectrometro RMN: Varian Gemini 200 (200 MHz. "1, 50 Milz I“C); Varian
VXR-300 (300 Mz 'H, 75 MHz "C); Varian Unity-300 (300 MUz 1, 75 Milz

C).
o DPolarimetyo: Jasco DIP-360 digital,
¢ Aparato para punto de {usion: Fisher Johns.

3. Métodos cromatogrificos:
¢ Cromatogralia en capa fina, analitica: Alugram Sil G/UV 254 (5 x 3.2 x 0.25 mm)
¢ Cromatografia en capa preparativa; DC-Fertigplatten SilG-100 UV 54 (20 x 20 x |
mm), PSC-Fertigplatten Kicselgel 60 F 254 (20 x 20 cin x 2 mm)
¢ Cromatografia en columna. Material de empaque: Silica gel GF 254,

k]



Las partes adreas seeas de Schikoliria schkuhrioides (3 Kg) Tueron exivaidas con
dler de petrdleo (EP) v posteriormente el residuo vegeial seestiajo con acetoni,
obteniendose 200 g del extracto acetonien. Una parte de éste extiacto (1771 g) se
raceiond por ermatogralia en columna a presion reducida,™ empleando wna columun de
vidrio de 9.4 em de diamerro, empacada con silica gel GF-234 a una alwra de 16,5 em. E)
procedimienty de {raccionaeinn se ilustra en el esquema 1.

Usquemat §Obtencion de los extractos v de las principales fracciones en la purificacion de Yos
canstiuyentes de Schknheia schkuhrinides,
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Fraccionamicnlo el extracto acelonico,

N de eluato feso Rendimienta Fluyente
(vol. 1 ) Fraceion (¢ramus) % WIWI FIvAeOEL Color
1-3 A 521 2.0 9.5:3 amarillo rojizo
46 i} 126 n3 ».3.3 nianja
79 C §4 1.2 0] amariilo verdoso |
10-11 ] 3.9 1.9 vl annarillo verdoso
12-15 [ 24 1.4 v:0 verde amariflento
1620 F 4.6 23 82 verde clivo
21-28 G 15.1 7.3 8:2 citle verdoso
29-33 I 12.5 6.2 73 amarilio yerdoso
34-30 ! 8.1 4.0 0:4 ananllo
3740 ) 10.8 3 55 amitrillo verdoso
144 K [§ 3 i3 verde oscuro
13-33 L 745 79 37 " caie amariilento
5468 M 219 119 [H] cafe amarillento
31.25 15.6 TH

Aistwmiento de Acetil § Amiring (28)

D T fraeeidn A (32,1 g.) se tomaron 17,62 g, (35.8%), los cuales se resolvieran
et sus compasentes mediante cromatograffa en cohunna a presion reducida, (CCPR). en
una columna de 4 ¢m de didmetro, empacada con 88 p {(5:1 silica/muesta) de gel de sitice
60 GIF-264.

Fracciannmiento del residua A,

N de eluaio Peso Rendimiento Elyenie Compuesto
(vol. 300 ml) | Fraccidn {gramos) % WiIWi EI/ACOE) dentificadn
[} Al 27 15.3 1.0
{20 Al 3.2 8.2 E(] 28
2{-32 AJd 0.3 1.7 1.0
33-37 Ad 2.7 15.3 9.9:0.1
38-55 AS 1.9 10.8 9.7:0.3
0.82 38.7

La fracelon A2 presentd cristales blancos v ocors. Lis cerns (2,79, 87.2440)
solubles en heximo (rio, Tueron eliminadas por decanfacion. Los cristales (414 mg.. 13%)
se recristalizaron de ueetonia temperatura ambiente. objenicadase 754 mg (18, 1%).
~ Las caracteristicas fisicas v espeetroseapicas son las siguientes:"

Pr236-238"%.
IR(CDCT em ') 2949, 1719, 1462, 1373, 1256, 1050,




RMN HE (200 M. CDCL Sy 08 G 300 T2y -5 (L dde oS 7 T3y
204 GH. s, <COOCH TS G s, CH-27) 097 (6F. v, CH23200 087 (L 5
CH;-23.24.29.30). 0.83 (31, s, CH-28).

RMN Y (75.2 My, CDCLY: 1709 (5. CILCO - 14030 (s, CoE33 1208 U-1 2
809 (d, C-3).

EMEE n/z (int. vel.): 468 (12): 218 (100): 203 (450 189 (35 175 (12 W7 (120 135
(16): 119 (18), 109 (18 95 (12):93 (1) 81 (18): 09 (20013 (43).

Aislamicnto del deido ofeico (50) y acil triterpenos Eibiles

Se tomaron 6.9 g (54.6%) de la fraccion B (12.6 g) y se Traccionaron utilizando
cromatografia en columna de 3.4 em de didmetro, empacada con 35 g (5:1 silica/muestra)
de silica gel 60 GF-254, obteniendose los siguientes resuftadas.

Fraccionamiento del residuva B
N* de eluato Peso Rendimiento Eluyente Campuesio
(vol. 150 m) raccion (grunos) % WIWi LEP/ACON: idemtificado
1-11 8.1 24 34.7 1:0 ]
12.27 B2 0.8 1.6 114 ueil
Leiterpieany
28-43 B (.08 1.1 [:0
47 B4 RE) 483 9.1 el
Irilerpenos
18-63 B.s 0.22 32 94




Pe Ta fraccion B se separd 50 empleando eromatogratia en placa preparativa (20
X 20 em, 2 mm) eluyente bencenozacetona, 95:5, RE0.2
Caracteristicas fisicas y espectroscdpicas:
RMN 11 (200 MHz, CDCI, 8):5.36 (211 m, Hevinilicos): 2.35 11, 1,4 7. 4 CHLCO),
.20 (2211, s, CHL); 0.88 (3H, m, CHY)

\He/\:" N 42(:OOH

(60)

De la fraccion B.2 se aisto un acil triterpeno, wilizando cromatografia en placa
preparativa (20 x 20 cm, 2 mm; eluyente beneenozacetonn, 95:5), Esta substancia revela
color rojo intenso con CeSO,/HLSO,. RE 0.4, v es un solido blanco soluble en acetona

caliente, tigeramente soluble en hexano catiente,
Cardctu(sucas fisicas y espectrosedpicis:
RMN 'H (200 Mz, CDCL, 8): 5.35 (m); 5.26 (da); 5.15 (], dt); 4.65 (m); 4.61 (m);
4.57 (m); 3.64 (1); 3.21 (m); 2.5-0.6 (m).

Después de que estuvo una semana a temperatura ambieate y en contacto con el
aire, se cncontro coloride, y se observd por cromatografia en capa  fina na
transformacton parcial a compuestas inds y menos polares. El espcctro de RMN '
mostré seflales adicionales a las del compuesto recién puriticado. RMN 'H (200 Mtlz,
CDCly, 8): 7.2 (m); 5.35 (m); 5.26 (da); 5.15 (dt); 4.65 (m); 4.57 (m); 4.12 (q); 3.77 (m);

3.66 (m);3.21 (m); 2.5-0.6 (m).

Aislamiento de Estigmasterol (42)

De la fraccion D (3.9 ) se disolvieron 2.87 g (73.5%) ¢en ta minima cantidad de
hexano catiente, se  de¢jé  enfrior  basta temperatura  ambiente,  cristalizando
espontincamente 248 mg (8.6%) de eristales transtacidos en forma de agujas, 42,
Caracteristicas fisicas y espectroscapicas:™
Pf 174-175°C
RMN 'H (200 Mz, CDCly, 8): 5.35 (1H, da, J 5,2, H-6); 5.16 (1HL.dd, J 15.1, 8,10 H-
22); 5.00 ([H, dd, £ 15.5, 8.05, 11-23); 3.51 (LM, m, H-3); 2.4-0.5 (45H, m).
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(42)

Las aguas madres, 2.02 g, se concentraron ¥ se tomaron 2.2 g (84%) para posierior
fraccionmmicnto wtilizmdo cromatogralia a presion reducida, en una columna de 4 ¢m de
didmetro, empacada hasta una altwva de 5 em con silica gel GFF 254,

Fraccionamienio del residuo D,
N*de cluaro Peso Rendimieno Eluyeme Compuesio
(vol, 200 mi) Fracelin {grumos) % W/AVI EP/ACOR ideatifiendo
‘ [-2 0.1 0.019 22 100:0
! 34 .2 0,288 13.1 97:3 42
. 56 0.3 0.908 41.2 97:3
79 D4 0.3459 13.7 91:9
10412 D.s 0.355 16.1 85:15




Pectolinarigening (43)

Del eluato 24 (1.34 ) de o fraccion G, cocristatizaron dos compuestos de RE similar.
Para puriticar ol mayoritario. se aplicaron 43 my (3.2%) de estos eristales sobre placas de
20 x 20 x 0,025 om, empleando como eluyente beneeno-ucelnto de ctilo (93:3),
obteniendose 2:4L6 mg (37.2%) de 4.

Caraeteristicas fisicas y espectioseapicas:™ ™
PE1Y7-198°C.

IR (CDC;, em’! Y. 3389, 34006, 3020. 2923, 2853, 2005, 1661, 1608, 1509, 1215, 1033,
769,

RMN 'H (300 MHz, DMSO, 8): 1304 (11, 5, OH--0=), 803 2H, ¢, 1 8.7, H-2.0%),
700 24L 4 S R7.H37.57), 0.87 (HE s 13), 6,03 (1L s 1TE8). 3.86 ( 3L s, OCH 1),
3.76 (3H. 5. OCHL-0).

RMN "C (75.2 MHz, DMSO): 163.31(C-2), 104.08(C-3), 182.15(C-4) 152.75(C-3),
P3IL3NC-6). 137.42(C-T), 94.30(C-8). 152.42(C-9), 103.05(C-10), 12285 (C-1),
128.30(C-27) HA.S5(C-3) 162.28(C-4), 114.55(C-57), 128.30(C-6"),

EMIE w/z (rel, k) 3140100), 299(39), 271(72), 268(18). 2506(4). 167(10). 139(16).
133(25). LIR(S), SU8), 83(7). 69(53), 43(12), 41(8).
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(43)
Acido fruteseinico (28)
De fa fraceion I (125 g) se tomd una muestra de 12,4 g (99.2%) que se raeciond

en una colunma de 5.5 em de didgmetro, empacadu con sitica gel GF-254 i una altuea de 3
om,

Fraceionamicnto del residuo 11,
N de elualo Peso Rendimieto LElnyenle Compuesta
(vol, 100 m!) Fraccion (Lrmmos) % WIWI EIACOEL identificadu
1.27 1K] 0,534 4.3 8.5 a 80:20

2840 L2 0.2 30.0 W 12a70:30 I8

A4 1.3 0 R 7030

1302 1K 104 i34 68:32 5 5807

olros 3 20




La Traccion T2 (162 gy se [racciond en umt columna de 4 cm de didmetro,

empacada con silica gel GE 254 hasta 5 ¢m de altura,

Fraccionamiento del residuo 11,2

Ne de eluito Peso Rendimiento Eluyente Contpuesito
(vol. 50 ml) Fraccion (2rimaos) % W/Wi EP/ACOEL identificado
)elt H 348 73 88120 80020
11-20 12,2 ANE] 68.0 80:20 4 78:22 28
21-25 H.2.) 0.190 4.) H:20
oty 054 2040 i

Se tomaron 300 mg (16%) de la fraccion H.2,2 y se purificaron por cromatograliv

en cineo placas preparativas de (20 x 20 x 0.2 em), empleando como eluvente CHLCl,-
MeON, 92:8. Sc separd el compuesto de RF0.4, que reveld color ealé clara (67 mg. 134
). I produeto aislado se recromatogralio en cap Jing, eluyendo cun la mezela de
CHYCl-MeOH. (98:2), que separaron tres bandas. La mayoritaria twvo un RI de 0,36,
rendimiento |1 mg (2.2%).

429 myg (13.7%) de T fraccion H.2.2 se fraccionaran a presion reducida en una
calumana de (L3 em de didmetva, empacada hasta 4 em de altura con silica gel GE 234,

Fraccionamienta de¢l residuo H.2.2

N®de eluato {eso Rendimiento Eluyente Conipieste
{vol. 7ml) Friecion (img) % W/Wi CH,Cl-MeOH identilicado
148 H.2.2.0 0.5 6.9 150:0.5
49-146 H.2,2.2 47.4 1.0 150:0.5 28
147-168 H.2.2.3 37.1 3.6 150:1 28
169-170 H.2.34 94.6 22.5 150:1
olros 210 310

La fraccion HL.2.2.2 (43.8 mg, 92%) se recromatagratio por CCF (20 x 10 x 0.023
em). empleando coma eluyente CH,Cly-MeOH, 98:2. Sc separaron 3 bandas. la
mayoritaria fué una handa ancha Rf 0.56 (19.7 mg, 43%). que se identifico coma of
compuesto 28.

Caracteristicas tisicus v espeetrosedpicas
Pr130-131°C

R (KBr, em™ ) (Espectn 1) 3448, 2928, 1763, 1690, 1262, 1143,

RMN "1 (200 Mz, GO, & experimento COSY) (Espectros 2y 3) 7.05 (1, 1, 1 8.3,
H-1006.20 (1L 033 Bz C-030,): 5,50 (HHL 2.8 Rz, H-13b): 5004 (UL m, 159 3,96
(1H, m, 11-8): 1.67 (31, sa, CHL).

RMN PC (75.2 Mz, CDCly experimenio APT y DEPT) (Espectm 4) 1-14.59(C-1):
29.66(C-2); 35.74(C-30 1304C4) 12114(C-5); 29.06(C-6); 46,93(C-7); 83.87(C-8):
3426 (C-9%139.72(C-10) £36.35 (C-11): 169.97 (C-12): 12009 (C-13): 172,46 (- 14y
18.78 (C-15).

RERIY ()



EMIE m/z (rel. inl) (Bspectra 3 ) M7 2062 (17): 244 (380 26 G LIS (G4)2 105 (33
1 (46 8T ETE 68 (97 35 (33): A3 (100): 41 (35).

(28)

- ¥ I pivnzolinas del fratescinato de metiln (0) y (31)

A fa subfraccian H.2,2 (207.3 mg, 6.6%) se le adicionaron 1.5 m} de una solucion
elérea de diazometano a temperatura ambiente v se agito hasta completa disolucion v
desaparicion de la eferveseencia. Pasteriormente se agregaron unas gotas mis de
dinzometano. Despuds se agregaron 10 m de acetato de etilo y se favo tres veees con 10
ml de una solucion acvosa de NaHCO; al 10% y una vez con agua, La fase orgdnica sc
concentrd a sequedad y se- fracciond por cromatogralia en capa fing (20 x 20 x 0.1 em).
cluyente éter de petraleo-ucetato de ctilo 6:4. Se obtuvieran 76.4 mg (36.8%) de un ueeite
café clara R 0.51 de la o pirazoling (30); v 218 mp de otro aveite cald clato
correspondiente la f§ pirazolina (14), Rf 0.432.
Caracteristicas fisicas y espeetraseapicas de la o pirazolina (30)
UVl MeOH : 319 um (£ 3325)
IR (CDCY,, em’™) (Espectro 8): 3020, 2953, 2937, 2865. 1776, 1714, 1437, 1216, 754
66Y.
RMN ' (200 MHz, CDCly, experimento COSY 8) (Espectras 9-10): 6,94 (11, 1, ) 8.7,
[1-1); 2,32 (2H, m. H=2); 2,30 (21, m, H-3); 5.60 (1H, m, T1-5) 1.92 21 m, H-6). 3.24
(E1L m, E-73 4,09 (1HL m, H-8) 2,98 (1HL ma H=9a): 3.00 (111w, 11-9b): 1.80 (241, .l
2.5, H-13) 1.63 (34 5, Cl-15) 38 (311, 8, CHy-16): 4.64 21, m, H-17).
RMN HC (75.2 MHz CDCly experimento APT y DEPT) (Espeetro 11y 142,63 (C-1);
2R3 (C-2): 35.54(C-3): 130,30 (C-d); 119,96 (C-3): 2216 (C-6); 48.07 (C-Tx $4.04 (C-
8); 28.55 (C-9) 137.03 (C-H0) 137,03 (C-L1) 167.79 (C-12): 22.16 (C-130: 1 73.08 (C-
14): 19.08 (C-15): 19.08 (C-17),
EMIE mv/z- (rel. L) { Espeetro 12) M 318 (500 303 (7): 200 (57); 272 (4): 258 (28);
230 (123230 (27 213 (12)4 190 (12): 185 (18): 162 (18): 145 (230 131 (28); 116 (100);
HOS (300 81 (40) 6B (31 S3 (38 41 (28):39.(15).
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Caracteristicas fisicas y espectsoseopicas de fa b pirazoling del

frutescinato de metilo (31):

Accite

UV MeOLL: 326 tm (5 4290),

IR (CHCL. em ™ YEspeetro 13): 3020, 2033, 2863, 1773, 1716, 1430, 1436, 1288, 1210,
1167, 1143, 1002, 888, 773, 668,

RMN 'H (200 Mitz, CDCI,, experimento COSY &) (Espeetros 14y 151 093 (1L . )
835, 100 2.3 20w, 820 L9 Q0L my H=3)0 5,05 (UL, 50 2008 (L m, 11-0);
24 0w, Ty L83 L o FE8Y: 3 CHHL G -0 208 (HEEL Him, <Qbiay: £33 (2H L m,
He13) 1,62 (3H, s, CHy-15); 3.81 (3L s, Cli-16) 478 (1L ddd. 118, 15, 99,5, 1
E70): 6,65 (11, ddd. J 18.3,9.0, 7.2, H-[7h),

RMN "C (75.2 MUz, CDCL experimento APT v DEPT)Y (Espectro 16 14228 (C-1);
2305 (C-2) 3554 (C-3); 130,49 (C-dy: 120,78 (C-5): 22,98 (C-6); 32.02 (C-7); 84,38 (C-
8): 2847 (C-9); 142,28 (C-10); 142,28 (C-11); 167.76 (C-12)5 2298 (C-13): 172,19 (C-
14y, 1881 (C-15); 19.0(C-17).

EMIE m/z- (rel, int) (Espectro {7) M 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),

K]
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Dinaliga (44)
Allo-eschkulrivlidi (32)

8-Hidvoxi-6-metnxi-7-2-metil-butiriloxi)-fenil-propanol (37)
7-Hidroxi-6-metoxi-8-(2-metil-hutiviloxi)-fenil-propanal (38)
(HR)-11,13-Dihidracsehkuhridlida (35)
(118)-1 1L, 13-Dihidracsehkahriolida (36)

De la fraceion (8.1 g) se tomo una muestra de 7.7 g (Y3%) para lraccionamiento en una
< " AT
columna de 5 ent de didmetro empacada hasta una altura de 5 em.

Fracciomnantiento del

residuo |

N° d eluato Pesa Rendimicento Elnyente Comphiesio
{vol. 100 m}) Fraceion (eramus) % W/Wi ER-AcDEN identificado
1-18 Il 76:24
19-27 1.2 3.3 43.0 426 32,35-38,44
28-36 .3 1.58 0.5 0§32 12
3712 1.4 .22 2 6238 o
4316 1.5 30 o

Ll compuesto mayoritario de la laceion 1 fue eschkulialida (12). los compuestos
minotitarios se encontrayon presentes en f fraceion 1.2

12 (3.3 g) se recromatagrafio en una columng de 3 e de didmetra, empacada con
gel de sllice GF-254 hasta § e de altura,

Fraccionamicento del

residuo 1.2,

N de eliato Peso Rendimiento Eluyeme Compuesio
(vol. 50 ml) Fraccion {gramos) % WIWi CHCly-MeQil idemificado
i-9 1.2.1 0.200 6.0 80:20 a 78:22
10-15 1.2.2 0.703 213 78:22
16-32 1.2.3 244 64.8 78:22 4 74:26 32,35-38,44
33-34 1.2.4 .22 6.7 0:100

1.2.3 (2,14 g) se volvieron a cromatografiar en una columna de 2 em de didmetro
empacada con gel de sifice GF-254 hasta 8.5 em de altui,

Fraceianamicnto del

residuo 1,23
N° de elunto ) Rendimicime Eluyenie Campuesiv
(vol. 30ml) Iriccion (gramos) % WIWI CIHLCHL-MeOH idemilicndo
19 1.2.3.1 0.007 13 §0:20
10-16 1.2.3,2 0).009 0.4 80:20
17-20) 1.2.3.3 0.17 *Y 80:20 32,35-38,44
2128 1234 0.188 22N 80:20 "
20.39 1.2.3.5 00614 287 £0:20
40-47 1.2.3.6 0.395 18 80:20
..... 0.294 IS4

it




La subfraccion 1.2.3.3 (170 myg) se adsorhio en 132 mg de silica gel 70230,
fracciondindose en wna columna de 1.2 ¢m de didmetra empacada con silica gel GF-230
hasta 3.5 cm de altra,

Fraccionamiento del residuo 1.2.3.3.
N de eluito Peso Rendimiento Ehtyente Compueste
(vol. § mi) Fraccion (mg) % WIWI CH,CL-MeO identificado
i-18 £.2.3.3.1 22 1.3 81:19
19.9 1.2.3.3.2 63. 38.3 $119 32
3033 1,2,3.3.3 0.7 37 81:19 32
3442 1.2,3.3.4 304 179 sEi9
43 6.5 16.8

La fraccion 1.2.3.3.2 se cluyd sobre un cromatofolio (20 x 20 x 0.025 om).
empleando coma euyente la mezela de benceno-ucetate de etilo 75:25, aisfanduse 11,1
mg (7% de allo-esehkubriolida (32) con RT0.43

L.a sublraccion 1.2,3.4 (459 mg) nuevamente se cramatogralio en una columna de

1.2 e de didimetro, corpacada con siliea gel GF-254 huslt 6.5 e de altura,

Fraccianamiento del residuo 1.2.3.

4.

N® de chiato Peso Rendimiento Eluyente Compyesto
(vol. 1 mi) Fraccion {graimos) % W/Wi CH,Cl-MeOHt identlficado
t-6 1.2,3.4.1 5.5 11 81:19
7-1§ 1.23.4.2 2796 [1X] 81:19 32,35- 28,44
16:30 1.2.3.43 24 3.2 §1:19
olros 149.9 36.7

L traceion 1.2.3.4.3 (167 my) se aplica subre plucas preparativas (20 x 20 x 0.1
e, eluyéndose tres veces con éter de petrofeo-acetata de etila’ 7:3, separdndase tres
handas; Banda con Ri= 0.5 colpr amarillo 8.4 my (5.2%) 44; tumdit con RI=0.42 calur
ealé elaro 16,3 mg (9.7%) 32; banda con Ri=0.38 color café rajizo 32.4 mp {19.4%) 35 v
36.

Dinating (44)

Carncleristicas isicas y vspeetroseopieas: ™

Pr183-183 °C '

RMN'I G300 Mz, DMSO 8) 13.06 (D=5, sa), 791 (21, d. I 8.8, 112 y H-07), 6,03
U, d VS8 H3 y HESTL 677 (L s 130, 6,39 (1, s, T18). 3,73 GBHL s OCH -4,



RMN"C (75 Mz, DMSO ) 182.05(C-d), 163.72 (C-2), 161.20(C-4"), 158.00(C-7),
[52.71(C-5), 148.00(C-9), 131.00(C-6), 128.41(C-2", C-6), 128 15(C-1"), 115.95(C-3",
C-5'), 102.33(C-3), 94.27(C-10), 69.76(C-8)

EMIE mfz (rel. int) M7 3000100), 282(66), 271(E1). 257(99), 254(25), 228(7), 226(5),
20004). 181(4), 167(20), 153(14). 13937), 119(36), 118(17), 91(14), GY92). 35(21),
43210, 41(16).

Allo-eschkuriolida (32)

ROH2.R1.83

Caacteristicas flsicas v espectioscopicus:
Accite

[ee] p*: -1.2 (0,01 /1, CDCLy)

UV, M 205 nm (1 109538)

IR (CDCI, em™) (Bspectro 18) 3692, 3604, 3500, 3020, 2931, 2856, 2739, 2402, 1759,
1682, 1632, 1514, 1436, 1299, 1242, 1216, [141, 1028, 983, 755, 669.

RMN'H (300 MHz, CDC;, 8) (Espectros 19): 9.42 (i-H, d, 3 2.1, H-14), 6.59 (11, ddd,
J9,7.3, 2.1, H-1), 6.33 (11, d, J 3.6, #1-13a), 5.57 (1H, d, J 3, i-13b), 5.23 (1H, ta, ] 9.4,
11-8), 5.12 (1H, dd, J 9.7,9.6, H-6), 5.03 (LH, da, J 1.1, H-5), 1.93 (3K, 5, CH;-15).
RMN'H (300 Miiz, DMSO, experimento COSY, 8) (Espectros 20 y 21): 9.34 (1-H,d, J
1.2, H-14), 6,64 (11, 1a, J 7.8, 1i-1), 6,08 (11, d, J 3.3, {1-13a), 5.47 (1H, d, } 3.0, H-12b),
5,06 (1M, da, J 10,2, 11-5), 4.99 (111, dd, 1 9.6,9.6, 11-6), 2.5 (1H, m, H-9a), 1.84 (3H, s,
Cli;-15).

RMN"C (300 MHz, CDCI, cxperimento APT y DEPT) (espectro 22) 196.63(C-14),
169.72(C-12), 154.06(C-1), 143.14(C-10), 137.51(C-11). 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), 32.1(C-9), 25.72(C-2),
16.77(C-15),

EMIE /2 (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).



Acetil allo-esehkuhriotida (33)

La fraccion 1.2.2 52mg se acetilo, agregando 0.52 ml de anhidrido ucético. 1a
mezelt de resceion se ogitd durante 17 horas a tanperatura ambiente, La reaccion se
concluyd mediante Ta adicion de agua (hiclo) y se extiajo con acetato de eiifo. Lo fase
organica se favo con HCP (ol 10%). NaHCO, saturado v con sadniera. 1 residuo
orgdnico se seed y se concentra al vacia hasta llevarlo a sequedad. obteniéndose 24.2 my
{46.5%). tiste residuo se cromatografio en uha placa de 20 8 20 x G.025 em, empleanda
enmu eliyente CHLClL-AcOEE 95:5. Se separaron dos bindias cont buena resolucion. 1.
binds de R 0.65. 0.8 mg (3.3%) se truta se aveti) eschbubiridlida (33) s la banda de R
0,66, 1 myg (4.1%) se trata de (11S)-HL A 3-dihidroesehkuliriolida (36).

Caraclerigticas espectroseopieas de acetif affo-eschkuhiriotidi (33),

Aceite

IR (CDCY, cm") (Espectro 24) 3693, 2931, 2857, 1762, 1739, 1681, 1604, 1461, 1378,
1303, 1147, 1930, 987.

RMN'1 (300 Midz, CDCly 8) (spectro 25): 9.43 (1M, d 3 1.5, H-14), 6.60 (1. ddd, §
9.9.706. 2.2, H-1),6.39 (111, ddd, ] 9.7, 7.5, 2.11-8). 6.23 (11, 4, 3.3, H-13a), 5.57 (111,
4.3 3300-13b) 5.05 (HHL sa, TER6). 5.03 (1H, sa. H-5), 2,03 (3L 5. COOCHL). 1.92 1,
s, ClL-15).

0




8-Hidroxi-0-metoxi-7-2-metil-butiviloxi)-fenil-propanol (37)
T-Hidroxi-0-metoxi-8-(2-metil-hutirilosi)-fenil-propanol (38)

Caracteristicas fisicas y c.xpccm)xcx')picuscn

Aceite

Jal™= 7.4 X107 1133 g/l MeOIh)

UV MM 273 g 9614) ,

IR (pelicul, em-1) (Espectro 34) 3429, 2963, 2938, 2878, 1735, 17:00. 1602, 1316, 1430,
1433, 1302, 1175, L1444, 107,

RMN'H (300 M1z, CDCL) (Espeetra 33) Compuesto 37 6435 (1L L5 L3 H-9), 6030
(UL LS H-53)03.78 (3N, 5, OCH,), 3.68 (11, 100 6.4, 1-1), 2,70 (1L, 6.9, 1120,
263204176, 401-3), L87 (2H m, H2), 132 GHO D120 ClG-30, LOS GHAL TS,
ChHy=-1L Compuesto 38: 6.60 (11, d, F1LELHA9), 630 (1L dL 3 1R T1-5), 388 (Al s
OCHL 3067 2110 160, 110, 248 (2H, 61 7.6, 1-3), ER7 (2H, mL 1120, 1,301 (3H. L )
72 CHE3 ) LO6 GBI G166, CH-Y,

i 3 3 ! 3 4 ‘
N Ay L O Ho ANEIN O e
o N o R -
HO 5 \l/ J3 o ; () [ﬁ n ;
N lL ¥ EANZ NI
’\u]'l Ny \f/'x\" F[ " on
OCHy 5 OCHy
(3N {38)

L 8-Diueetiloxi-6-metoxi-7-(2-metil-butiviloxi)-fenil-propane (39)
1,7-Diacetitoxi-6-metoxi-8-(2-metil-butiriloxi)-fenil-propane (40)

De T fraceion £2.3.3.4 se aislaron_otros 100 mg del compuesto con RE0.38, se
acetifaron agregando | mb e piriding y 1 mil de anhidrido acético. Lamezcla de reaccion
seagite domante veinte minitos o temperatura ambiente. La ceaceion se coneluyd
mediante b adicion de agua (hiclo) y se extrajo con acetato de etilo, La Fuse orgimica se
Lava con HCE (al 10%), Nal1CO, satarado v con sabmuera. B residuo orgdiice se seeo s
s¢ coneentrd al vaciv obtenidndose 57 mg (57%). Lste residuo se cromatagralio en w
phica de 20 x 20 5 0.025 em, empleando como cluvente benceno-acetats de etito [92:8).
Sesepararon dos bandas.

i mezela de compuestos con REOA7, 6 g (17.8%) constituida poe 1.8-Dincetiloxi-o-
metoxt-7-2-metilbutivilosi)-tentl-prapano 139 v L7-Diacetifoxi-6-metoxi-8- anctil-
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butiriloxi)-fenib-propuno (48), v otro compuesto cos RE 0.3 6%y (HR)-110 13-
dibidroacetifeschkubriolida (35).

Caracteristicas fisicas y espectiocpicas de 39 y 40:7"
Aceite

UV MM 275,5 nm (= 21028),

RMNH (300 Mz, CDCL) (Espectro 36): Compuesta 39 0.61 (111, d, 1 1.8, 11-5), 6.66
(LH, d, 3 L8, HA9), 400 2L 1 364, H-T), 3.8 GHL s, OCH;), 2,66 (21,1, 6.7, 11-3), 2.24
(31, s, OAc), 196 (2H, m, H-2), 130 (3H, d, 1 6.9, CH;-37), 1.04 (3, t, 1 0.4, CH-4Y).
Compuesto 40: 6.59 (111 d, J 1.8, H-5), 401 (FH, 6 Food HA1, 382 (3HL s, OCHG), 242
(21, 1, 7 6.4, 11-3), 2.26 (3H, 5, OAc), 1.96 (2H, w, H-2), 128 (1HL m. CH-3"), 105 (1H,
m, CH-4%).

RMN"C (75 Mz, Cghdg) (Espeetro 39) 172.68, 169.69, 167.08 (-C=0); 152,56, 146.84,
143.86, 139.28, (-C= aromultico), 114.86, 109,57 (-CH= aromatico); 206.7{ (-CH-
alifitico); 40.95 (-CH-C=0y; 63.19 (-CH,-0) 55.00 (CHI-0); 32.06, 29.88, 26.71 (-
CH2-); 21.94, 20.10, 19.85, 16.68, 16.60, 11.33 (CH13-)

EMIE m/fz- (rel. int) (Espectro 40) 324 (4), 306 (4), 277 (5), 262 {0), 246 (45). 217 (58),
2033173 (47), 16 (206), 143 (55), 133 (18),93 (28). 84 (46). 57 (43). 41 {30).

39 {40

{HR)-11, 13- Dihidroacetileschkuhridlida (35)
Caracteristicas fisicas y cspcctmsccmicas:7"'77

Aceite

IR (CDCE cm") (Espectro 26) 2953, 2928, 2855, 1773, 1732, 1685, 1630, 1460, 1373,
1179, 1009, 945,

RMN'H (300 MHz CDCL,, experimento COSY ) (Espectros 27 y 28): 9.44 (14, d, J
1.5, H-14), 6,62 (1H, 1, § 7.5, 2.1, H-1), 577 (VL dit, 312, 5.0, H-8),.5.14 (THL 1, § 1046,
H-6), 4.68 (1H, d, § 10.5, H-5), 2.82 (14, dda, § 12,54, 11-9a). 2.62 (1H, q. J 7.8, H-11),
2,50 (1M, m, 16,3, He2a), 2.37 (1, ddd, 1 12, 6.6, 1.6, 1-3b), 2.21 (2H, ta, § 12.3, 1-9b
y H-2b), 2 (34, s, CHy-AcO-), 198 (11, m, H-7), 1.94 3HL s, CH-15), 136 (3H, 4,
7.8, CH-13).

RMN'TE (300 MHz Ceb,, experimento COSY 8) (Espeetro 30): 9.02 GH. d, ¥ LS, H-14),
SROCUH . dr, S HE4, S HER), 5.57 (T ddd, J 8.1, 6.7, 1.9, (11, 5.29 (1R 1, 3 10.6, 10,6,



H-6), 4.35 (1, da, J 10.2, H-5), 2.63 (1, ¢, J 7.7, H-11), 2.63 (11, m, H-9a), 1.59 (311,
d, 312, CH15), 1,52 BIL 5, -COOCH,), 106 (31, d, ) 8.4, CH,-13).

RMNC (75 MHz DD, 8) (Espectro 29) 195.56 (C-14), 178.12 (C-12), 154.84 (C-1),
14134 (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).

(118)-11,13-Dikidroacetileschkuhriolida (36)

IR (CDC, em™) (Espectro 32) 3686, 2937, 2857, 1769, 1730, 1687, 1522, 1429, 1011,
932

RMN'H (300 MHz CDCly, experimento COSY &) (ispectro 32): 946 (1H, 4, J 1.8, H-
14), 6.63 (11,-ddd, J 9.6, 7.2, 2.3, H-1), 5.53 (114, dt. 3 12, 5.8, H-8), 5.29 (1H, dd, J 10.6,
10.6, H-6), 4.65 (1H, da, J 9.6, 11-5), 2.96 (111, ¢, 1 6.8, 11-11), 2.8 (1 H, dda, J 1.4, 4.29,
H-9a), 1.96 (3H, s, COOCH;), 1.92 (3H, s, CH,-135), 1.20 (3H, d, J 6.8, CH;-13).
RMN'H (300 MHz C(D,, experimento COSY 8) (Espectro 33): 9.06 (1H, d, 1 1.8, H-14),
5.57 (1H, ddd, 1 9.4, 7, 2,6, H-1), 5.43 (1H, dt, J 12, 5.8, H-8), 5.38 (1H, dd, ] 10.3, 10.6,
[-6), 4.30 (1H, da, J 9.1, H-5), 2.56 (1H, ddn, | 144, 4.2, H-92), 2,12 (1H, q, } 7.1, H-
1), 1.53 3, s, CH;-15), 1.53 (3H, 5, -COOCH,), 1.07 (3H, d, J 7.3, CHy-13).

g OAc H8

(36)

40
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Bioensayo de letalidad trente a Artemia salina

Matertal

1. Artemia saling (huevecillos)

2. Sal de mar,

3. Pecern pequetia,

4. Jeringas; 5 g, 0.5 pl, 100 gl y 10 .
5. Viales (9 por muestra)

Procedimiento

},-Preparar agua de mar de acuerdo o las instruceiones de fa caja Giprosimadamente 38 ¢ de
sal de mar por litro de agua).

2. Colocar el agua de mar en una peeera pequetia y adicionar buevecillos de drtemia salina.
Colocar la fuz de una lampara encima de la pecern. Mantener fa temperatira del agun a 28
°C.

3.~ Mantener las condiciones de temperatura v luz durante dos dias par permitir fa
maduracion de Jos hueveeilos de Arremia saling.

4.~ Preparar viales para el andlisis: para cada traceion, analizar inicialmente a 1000, 100 y
L0 pug/mil; preparar 3 vindes a cada concentracion para un tatal de nueve viales; pesar 20 mg
de muestra y adicionar 2 ml de disolvente (20 mg par 2ml), de esta solucion transferir 300,
50 0 5 pl alos viales correspondientes a 1000, 100 y 10 pg/ml, respectivamenrte. Evaporu
¢l disolvente con nitrdgeno v despites coloear o alto vacia aproximadamente 30 minutos,
Los disotventes volatiles pueden evaporarse durante 12 hrs.

5.- Despiies de 2 dins (cuando In larva de Artemia ha emergido), adicionar 5 ml de agua
salada o cada vind y agregar 10 individuos por vial (30 Artemias por ditucion).

6.~-24 horas mds tarde contar y registrar el nimero de sobrevivientes.

7.-Analizar los datos con e programa Finney de computo para determinar el valor de ClLygy,
y ¢l intervalo de confianza de 95 %."

Resuliado del ensayo teente st Artemiu salina de exiractos y fracciones de Selikilria schkurivides.

Fixtracto o Iraceidn Porcentaje de muertos a las 24 horas Cl.y ppm
{0 ppin 100 ppm 1000 ppm

Extracto hexinico 0 § 2 > 000

Extracto acelonico 2 3 6 =100

Friecidn A ¥ 0 ] 1 #1000
" N ! 2 3 »1000
" C 2 4 8 =1000
" [ | 2 9 ~H060
v E* 3 4 1 =000
" Pt 2 3 3 >1000
N (VI K 3 ] > 1000

47




“hrcentaje de muctios s 04 ore . Chopm
[ 3 3 64
0 2 7 10060
[} [] 3 3000
I ] i ool
| 3 4 1000
1 | 2 Joon

Resuliados del bioeasiyo {rente o drentiv saling de tos metabolitos seeundarios aislados de Schhuric
schkarioidos v derivados,

Compuesto Porcentije de muertos a lns 24 horas Cl.,
1 pput 100 ppn 1000 ppm
Eschkubyiolida (12) 1] 3 13 = LG
Frutescina (14) | 23 19 RV
Acelil B-Amirina (41) 0 0 3 21000
Acido rwtescinico (28) [ 3 4 100
Aceii) esehkubeiolicis {47) 2 20 29 6401
Alln-esehkuhriolidh (32) 1 | R2] 1343
1H 1 3-Dehidroerioling (13) f) 1 30 20810

Pruchay antibacterianas’

Téenica

Método de dilucian en agar para determinar la coneentracion minima inhibitoria CML

[ 10 mg de cada compuesto puro se disofvieron en 1 ml de DMSO (Con excepeion del
acido frwtescinico (28) que se disolvio en tn ml de Twin-H,0 50:50).

2.« I cada una de las cajus petri estériles se mezclaron § ml de agar No. | para antibidticos
Art. 3272 {previamente esterilizado y caliente) con 30, 100 6 200 pi de fa solucion, det
compuesto puro e estudio. para aleanzar una concentracion de 100 200 6 40D pg por ml de
agar,

3.-Se prepararon cajas petri control. Una con solamenie agar No. | para antibioticos Art,
5272 (eontrol 1)y otra con agar No. | para antibidticos Art. 5272 mas 50, 100 0 200 il de
DMSO (control 2).

4. Una vez que el agar se solididicd. se colocaron en on punte de su superficie 2 pl de wm
suspension del microorganisito de ensayo que contiene 10" Unidades Formadoras de
Colonias/m}. Se pueden cofocar mis de dos microorganismos de ensayo en fa misma caja,
dejando ana distancia considerable entre cada punto de aplicacion para poder observar ¢l
alo de crecimiento de cada uno.

3.-L.as cajos petri fueron incubadas w 37 7C v se observd ef ereciniento del nticroorganismo
a‘las 24 horas. Los resullados se expresaron como fa conceniracion mias baja del pmducto
pura, gue inhibe por ecompleto el desarroflo de los microorganismos de ensayo.
coneentracion minima inhibitoria (MIC).

Cuncentracian de ensayo
100 pg/nf
200 pg/ml
0 gl




Microorganismos de ensayo clastficacion

(Su) Sruplylococens anrens ATCC 20203
(L) Excherichic coli ATCC 25397
(Pa) Pxeadomonas acruginosa ATCC-27853
{0y Sabmonetha tiphi ATCC-06539
(Cay Candicke alhicans ATCC-10231 N
Resultados
Compucesta CMI (jig/ml}

Sa ke ' St (u
Eschkuhriolida {12) 4 ¢ * * +
Frineseina {14) 200 . * ' 00
Acido frutescinicn (28) 400 i * ‘ ¢
Acetil esehkuhridlida (47) . ‘ * ¢ ’
Alloeschkahiolida (32) G0 ‘. ' ‘ .
A 3-Dehidroerioling (1.3 w0 * 400 Rl
Bsoeschkoridlida (45) . . ‘ + $008
Pirazaling de 11 3-dehidroerialing (49) * ’ ' ' *
4. 5-Epoxi-eschkuhridlida (46) * ‘ ¢ B} ¢

¢ 00 wg/ml
Pruchis sutifingicas

L-10 mg de cada compuesta se disolvieron en fm de DMSO ( con excepeion de el dcido
frutescinico gue se disovio en 1l de twin-11,0 50:50).

2- B cada una de las eajas petii osteriles se mezchirop 3 ml de agar Glueosa 4 %-
Sabouraud (previamente esterilizado y-caliente) con 120 pl de la solucion, del compuesto
puro en estudio, para alcanzar una concentracion de 400 py por ml de medio de cultivo,
3.-Se prepararon cajas petri control, Una con solamente agar Glucosa 4 %-Sabotiraud
{control 1) y otra con agar Glucosa 4 %-Sabouraud mids 120 ml de DMSO (control 2),
4.- Una vez que ¢l agar se solidified, se colocardn en un punto de su superfieie 10 pi de una
suspension de esporas del microorganismo de ensayo (=5 x 10" esporas poy mil).Se pueden
colocar mds de dus microorganisimes de ensayo en fa misma caja, dejando und’ distancia
considerable entre cada punto de aplicacion para poder abservir ¢l ala de crecimiento de
sadat tna,

3.Las cajus petri fueron ineabadas a 29 °C y se observd ¢f crecimentu del microorganismo
a lus 72 hovas. Los resultadus se expresaron como Ja cancentricion mis baja del produicto
puro, que inhibe por completo el desserafle de s microorganismos de chsayo,
cancentracian ntintma inhibiteria (MIC).

Coneentracian de ensayo
A0 pgam
i pig/m
100 prem
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Microorganismos dv ensiy o i ion

Teichaphvion mentagropin s LY e
Lreaclophyton gupseamn . ; HIIE A

Resultados

Compuesto B T UMl

b omntavenphintos I

fischkuliolida (12) [ '
Frutescing (14) 400 Hin
Acido Frutescinico (28) ¢ +
Acctil eschkuhriclida (47) 00 1]
Atha-eschkuhriolida (32) ' .

11, 13-Dehidroerioling (13) AL} 00
Isoeschkuhridlida (43) ¢ ol
Pirazoling de 11,13-dehidroerioling (49) [ ¢
4,5-Epoxi-eschkuhriolida (46) ' L

* = 400 pgrml
. : s el 1418
Bioevalunciones citotoxicas

KB, COLON y UISO, fueron cultivadas en medio basal Eagle (BME) conteniemdo
10 % de suero bovino fetal y | % de un complejo de antibitticos (peniciling v
estreptomicing). Las células fueron cublivadas en fraseos 123 en unit incubidva con
atmosfern de COp-aire humedo, 5:95 a 37 °C. Las células se mantuvieron a 6-10 x 10"
eélulasm] intercambiando ¢l medio 2-3 veces por semana y subcubtivandolas al menos 2
semanas antes del tratamiento de [as muestras. Para subcubtivar tas eélulas adheridas se uso
teipsina al 0.23 % plv, y verseno 0.02 % p/v. en suero bovine fetal, Para determinar Iy
citotoxicidad de los compuestos en las lineas célulares huminas cancerigenas, inicialmente
2.85 ml de suspension cellular (2.8 x 1o cétulas/ml) fueron adictonadns a cadit wbo ¢
incubadas @ 37 °C por un dia. Después 150 pl de muestra-en DMSO al 10-%. con una
concentracion de 100, 10y | pg/ml fueron tratadas, los tubos fueron cultivados tres dias, A
la muestra se le determina ¢l 50 % de inhibicion del crecimiento célular comparado con el
control no tratada. Las células viables fueron contadas indirectmuente por el método de
Lawry.

Compuesto KB DE,, VIS0 DEg, COLON Dy,
pgiml pg/mi /ol
All-eschkuhiriolida (32) 1HODO3 73 1.82 Ly
1soeschkubridlida (45) 0.2398 1.44 1.3
4,3-Epoxi-sschkithiolida (16) (1.1019 218 1
11,13-Dehideoeriling (13) .73 208 09
Acetil eschkuhridlida (47) 105 794 )
Frutescina (£4) 1.25 1.81 0.3
Acido fruteseinico (28) ).58 0.91 8.32
G-Acciil-schkphrioidiol (48) 3.03 22 1.3
Esehkubriolida (12) .67 457 3.6
Pirazolina de 11,1 3-dehidroeriling (49) 4 .89 i}
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) anilisis quimico v evaluacion biologica preliminae de Schknhria schkuhioides
permilio la generacion de conocimientos veferetes tmto 4 Jos constituyentes de ta o
como de la importancia de su actividid biologica.

Enoesta investigaeion se dislaron y  earacterizaron por métdos guimicos
espectroscapicos seis nuevos metabolitos seeundarios: dos fenil propanoides. 8-hidroxi-6-
mctoxi-7-(2-metik-butiyitoxir-fepil-propanol - (37) v 7 7-hidroxi-6-metai-8-(2-nietil-
butiriloxi)-fentl-propanol (38). v cuatro factonas sesyuiterpénicas del prupo de ke
mckmpolidas:  deido  frutescinico  (28),  alloeschkubviolida  (32).  (V1R)-TL13-
dibidraeschkuhriolida (33) v (11S)-11,13-dehidroeschkubridlida (36). Estos resultados
manittestan la notable variucion que existe en los constituyentes de este vegetal, va que en
estudios previas no se habiin aislado, y par atra lada, varios wetabolitos aisldos
previamente no se aiskron en esta ocasion. Tales variaciones pueden atribuirse o diversos
Tactares (estado de madurez del vegetal, variaciones elimiticas, edafologicas, la existencia
de razas quimicas. entre otros), por lo que es impartate ef estudio quimico comparativo de
esta espeeie incorporando vartantes ccoldgicas,

En el estudio de letalidad freme a Artemia saling se observo que los extractos
hexdnico ¥ acetdnico no vieron actividad, Sin embargo algunos de las compuestos puros
aistados del extracto geetdniea Tueran activos: dcido (Tuteseinico (28), alloesehkuhridlida
(32). eschkuriolida (12). uescing (14), TH13-dehidraeridling (13), asi como acetil
esehkwiolida (47).

Iis importante sefak que ninguna de las lactonis sesquiterpénicas bievalwadas
mostraron actividad antibacteriana ni antilingica, o cual suguiere que no existe wi
refacian direeta entre toxicidad frente a Artemia selinag y estas pruchis antimicrobinmas,

Alfa-eschkubriolida (32). con ¢l hidroxilo en C-8, ¢ isaeschkuhriolida (45), con vl
hidroxilo en C-4 fucron compuestos mas citowsicas frente o ks lineas celulures
cancerigenas wiilizadas: lumor masolaringeo (KB), cancer de cérvix (HISO) y cancer de
colon (COLON). que aquelios gue ticnen el-hidroxilo en C-6 0 los que ho tienen este grupo,

Schknhria schkuhrioides tiene relacién taxondmica con Schkuhria pionara™ v con
Schkuhria virgata, especies empleadas en la medicina tradicional, por lo que resuba
interesante ¢ importante conocer la potecialidad biologica de esta especie,

Conociendo que Schkulria schkuhvioides ttene lactonas sesquiterpénieas citotdxicas
frente o algunas Hneas celulares cancerigenas, resulta conveniente conoeer by actividad de
estos campuestos en otras lineas celulares, asi como de bioevaluar otras lactonas
sesquiterpénicis presentes en osty especie, pava poder estableeer Ia velacion entre
estructura molecular vl actividad bivldgica.

Priesto que las factonas sesquiterpénicas tienen una amplia viwiedad de actividades
bivlogicas s neeesarto realizor awras bioevaluaciones (por ejemplo fotasicas) que
proporeivhen un conocimiento mas amplio-al respecto.
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