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Introduccion.

L_INTRODUCCION.

La vida del hombre estd {ntimamente relacionada con si: medio ambiente, en particular
con los vegetales, los cuales le proporcionan alimento, vestido, materiales de construccion,
perfumes, aceites esenciales, firmacos y venenos. A través de la historia las raices, hojas,
tallos, flores y/o frutos de las plantas se han utilizado como firmacos, basdndose en
experiencias empiricas que gracias al fegado de muchas generaciones se han conservado hasta
nuestros dias. México cuenta con una flora muy extensa y rica en productos naturales, los
cuales son recursos renovables de gran importancia cientifica y econémica para el hombre.

Las propiedades curativas de las plantas han sido ¢l principal objetivo de los estudios
fitoquimicos. Aunado a esto y debido a que los metabolitos secundarios a diferencia de los
primarios, tienen una distribucion mds especifica en la naturaleza, se han utilizado
exitosamente como marcadores quimiotaxénomicos. Estas razones entre otras, han motivado
que en las tltimas décadas, se haya dado mayor enfésis al estudio de la estructura y actividad
bioldgica de los compuestos elaborados por las plantas. En Ia actualidad este tipo de estudios
se han visto muy favorecidos, ya que ahora se cuenta con métodos espectroscépicos mds
sofisticados que ayudan a establecer rdpidamente la estructura quimica de éste tipo de

compuestos.

En las plantas de la familia de las Compuestas se han encontrado una gran diversidad
de metabolitos secundarios. Dentro de esta familia se encuentra el género Peymenium, del
cual s6lo se han analizado unas cuantas especies. En ellas se han encontrado principalmente
diterpenos y lactonas sesquiterpénicas. Debido a que la mayor parte de las especies de
Peymenium estén distribuidas en México, consideramos pertinente continuar con su estudio
quimico en aras de contribuir a establecer la quimiotaxonomia del género.  Para ello se
analizé la especie P. hintonii, recolectada en el estado de Michoacdn, Los resultados de
dicho estudio son discutidos en el presente trabajo.



Fundamentacidn del tema.

T EL MA.

A. GENERALIDADES SOBRE PRODUCTOS NATURALES.

Desde tiempos prehistéricos, ¢l hombre ha usado los extractos de plantas tanto para
curar, como para producir la muerte, aungue en su mayoria éstos se han empleado para fa
curacién de una gran variedad de enfermedades. En la actualidad existe la tendencia de
comprobar estos conocimientos empiricos mediante el aislamiento, caracterizacion,
identificacién y ensayos de actividad biolégica de los compuestos orgénicos constituyentes
de las plantas, los cuales se denominan productos naturales (1). La quimica de los
productos naturales (Fitoquimica) como es definida actualmente, estd relacionada
principalmente con la formacién, estructura y propiedades de los metabolitos secundarios.
Estos compuestos de estructura relativamente compleja (alcaloides, terpenoides,
flavonoides, etc.); son caracteristicos de un grupo biolégico particular, tal como familia o
género, debido a que son elaborados a través de rutas especializadas de sintesis a partir de
metabolitos primarios, estos dltimos en contraste con los primeros tienen una amplia
distribucién en todos los seres vivos, y estan {ntimamente involucrados en los procesos

esenciales de la vida (2-5).

El patr6n especifico de los metabolitos secundarios constituyentes de ciertas
especies, ha sido utilizado para determinaciones sistemdticas en lo que a taxonomia se
refiere, llamdndosele a este campo de investigacidn Quimiotaxonomia,

Los metabolitos secundarios son biosintetizados esencialmente a partir de una gran
cantidad de metabolitos primarios como son; o-aminodcidos, acetil coenzima-A, dcido
mevalénico ¢ intermediarios de la ruta del 4cido shikimico. En la figura | se muestra la
estrecha relacion que existe entre ambos lipos de metabolitos, ademds se sefiala que en esla
serie de reacciones y transformaciones que sc llevan a cabo participan enzimas como
catalizadores orgdnicos complejos v estereoselectivos (3, 5 y 6).
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Fundamentacidn del temna.

Los productos naturales se pueden clasificar debido a su probable origen biogénetico
ern:

a) derivados del 4cido shikimico; son compuestos fendlicos, sustancias
facilmente reconocibles por su naturaleza hidrofilica y por su comdn origen a partir del
4cido shikimico, entre elios se encuentran los aminoedcidos aromdticos, el dcide cindmico y
ciertos polifenoles.

b) compuestos derivados del acetil coenzima-A; como ejemplos se tienen
algunos aminodcidos (que posteriormente se emplean para producir afcaloides), péptidos,
antibiéticos, incluyendo las penicilinas y cefalosporinas.

Como mezclas de Jas rutas anteriores se tienen a los alcaloides, los 4cidos
grasos, los flavonoides, quinonas, etc.

¢} isoprenoides (derivados del dcido mevalénico); en este grupo se
encuentran agrupados los monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, esteroides
y carotenoides. Estos terpenoides tienen propiedades lipidicas y su origen biosintético se da
a partir del pirofosfato de isopentilo (1-3, 5).

A continuacién se mencionan las caracteristicas mds relevantes de algunos
metabolitos secundarios pertenecientes a los grupos de fa clasificacidn anterior.

I. FLAVONOIDES.

Los flavonoides son metabolitos secundarios que ocupan una posicién prominente
entre los fenoles de las plantas superiores. Hasta 1985 se conocian unos 900 flavonoides
naturales, éstos s¢ encuentran extensamente distribuidos entre las plantas, tanto en forma
libre como formando glicdsidos; estos ditimos contribuyen a dacle color a las flores, frutos
y hojas. Los flavonoides son responsables de muchos de los sabores de los alimentos y
bebidas de origen vegetal. Actualmente los estudios sobre sintesis, estereoquimica,
actividad fisiol6gica y biosfntesis de este tipo de compuestos aportan nucva informacion a Ja
aplicacion que se le puede dar a este tipo de metabolitos secundarios.

Los flavonoides presentan una gran varicdad de formas cstructurales. Todos ellos
estdn formados por £3 dtomos de carbono en su nicleo base, estos arreglados de la forma
Cg-Ca-C: donde se ticnen dos anillos aromdticos enfazados por una cadena de 3 carbonos,
la cual puede o no, formar un tercer aniflo con un ftomo de oxigeno.  Por conveniencia los

anillos son Bamados A, By C.



Fundamentacion del tema.

Los diferentes flavonoides estén relacionados por una ruta biosintética comdn, en ia
cual incorporan precursores tanto de la ruta del 4cido shikimico (intermediario
fenilpropanoide), como del derivado de acetil-CoA, la malonil-CoA (proporcionando
unidades de acetato); ¢l flavonoide {chalcona) formado inicialmente en la biosintesis es
interconvertido en flavanona y el resto de los flavonoides derivan de ambos compuestos a
partir de vna variedad de rutas (fig. 2)(7, 8).
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Figura 2. Diagrama que presenta la interrclacion biosintética entre los diferentes tipos de
flavonoides.
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Fundamentacién del tema.

Dentro del grupo de los flavonoides se agrupan los compuestos denominados
chalconas, los cuales son flavonoides de cadena abierta, en donde los dos anillos aromdticos
estan enlazados por 3 stomos de carbono, en un sistema carbonilo ¢, B-insaturado. Ea estos
compuestos los anillos aromdticos se encuentran hidroxilados en mayor o menor grado (9).

Muchas flores amarillas son pigmentadas por compuestos de este tipo, ademds de
los carotenos. Las chalconas tienen una distribucién limitada en la naturaleza,
present4ndose principalmente en los pétalos de 1a familia Compositac, aunque también se
han encontrado en el centro y la corteza de los troncos de drboles, hojas, frutas y raices
(10). Como ejemplos de chalconas simples, estin las siguientes:

Chalcononaringenina Isoliguiritigenina

Figura 3. Ejemplos de chalconas simples, 4-hidroxichalconas.

La chalcononaringenina iinicamente se encuentra en la naturaleza en una forma
protegida con un glucdsido o un grupo metilo.

Ctras chalconas se encuentran metiadas, como por ejemplo la olivina, a la que se
di6 este nombre por ser aislada por primera vez de drboles de olivo. La buteina, 2',4',3,4-
tetrahidroxichalcona, es un compuesto bien conocido y ampliamente distribuido en las
plantas de la familia Compositae. Se le encuentra también en la forma 4'-glucésido,
conocida como coreopsina (vedse la figura 4)(10).

Olivina Buteina R=H
Coreopsina R = Glucosa
Figura 4. Ejemplos de chalconas metiladas e hidroxiladas.



Fundamentacion del tema.

Otro tipo de compuestos muy relacionados con las chalconas, son las flavanonas
(fig. 2), los ejemplos mds simples tienen un grupo hidroxilo en la posicidn 7; el sistema
numérico del nicleo de las flavanonas es similar al de otras series flavonoides (flavonas).

Las flavanonas son compuestos incoloros, que se encuentran principalmente en la
céscara y el jugo de las frutas citricas, y muy probablemente contribuyen al sabor amargo
que caracteriza estos frutos.

Las chalconas y las flavanonas se interconvierten ficilmente cuando se encuentran en
forma libre. Usualmente en medio 4cido, el equilibrio chalconazflavanona tiende
fuertemente en favor de Ja forma flavanona, en tanto gue en medio alcalino se favorece a la
chalcona. Aquf es donde juega un papel muy importante la presencia de un grupo hidroxilo
en la posicién 6' de la chalcona, o en la posicién 5 de la flavanona, debido a que €ste
estabiliza a la flavanona, por lo que su correspondiente chalcona no puede ser aislada libre,
Tal es el caso de naringenina y hesperetina. En cambio si el grupo hidroxilo esta ausente, se
produce una mezcla en equilibrio flavanonazchalcona, por ejemplo butinazbuteina 6
liquiritigeninazisoliquiritiginina, tal como se presenta en la siguiente figura:

OH O

a) Naringenina R=H; R'=0H
b) Hesperetina R=OH; R'=0CH;

R R
HO o HO OH
O o O o
CH, CH,
o] 0
¢) Butina R=0H d)Buteina  R=OH
¢) Liquiririgenina R=H f) Isoliquiritigenina R=H

Figura 5. Ejemplos de la interconversién de chalconas y flavanonas.

La actividad 6ptica de las flavanonas se debe a Ia presencia de un dtomo de carbono
asimétrico en la posicién 2 (9, { ).



Fundamentacion del tema.

2. TERPENOS.

Son compuestos ampliamente distribuidos en microorganismos, plantas y animales,
su esqueleto hidrocarbonado estd formado por la unidad bésica denominada isopreno,
identificada como un producto de descomposicién térmica del hule. Las unidades de
isopreno se unen enziméticamente de una forma regular denominada cabeza-cola, como en
¢l caso del geraniol, o-terpineol y y-cadineno (fig. 6). La regla del isopreno, postula que
los terpenos son compuestos formados por la combinacién lineal de unidades de isopreno
para formar geraniol (Cyp), farnesol (C;s), geranilgeraniol (C4p), escualeno (Cyg) ¥
compuestos similares (1, 12).

A o )\/‘\*\/\)\/\ OH
Cabeza

Famesol
\ ‘\‘/:\)]\
OH

Geraniol o-terpineo! Y-<cadineno

Isopreno

0] Yo nf

Figura 6. Ilustracion de la unidad bisica, isopreno, en diferentes tipos de terpenos,

Los terpenos no se forman a. partir del isopreno como (al, sino de su derivado el
pirofosfato de isopentenilo, el cual a su vez se origina del Acido mevalénico como s¢
presenta en la figura 7.
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Figura 7. Esquema que presenta la ruta biogenélica de los terpenos,



Fundamentacion del tema.

El pirofosfato de isopentenilo (PIP) se isomeriza a pirofostato de dimetil alilo
(PDA), y por un desplazamiento nucleofilico de este dltimo, se forma el pirofosfato de
geranilo (PG), precursor de los monoterpenos. Alternativamente la condensacién de PG
con otra molécula de PIP, forma el cis o trans pirofosfato de farnesilo (PF), el cual asu
vez da origen al pirofosfato de geranilgeranilo, por la uni6n con otra molécula de PIP. Es
entonces que a partir de estos compuestos s¢ da lugar 2 los denominados sesquiterpenos,
diterpenos y triterpenos, por rutas que involucran dimerizaciones, ciclizaciones y/fo
transposiciones estereoespecificas (13-15).

Los terpenos se clasifican de acuerdo al niémero de unidades de isopreno (Cs) que

contenga su molécula. Estos grupos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla I. Clasificacién de terpenoides con base en el mimeno de unidades de isopreno que

los constituyen.

No. de

unidades GRUPO DE Ejemplos representativos.
de COMPUESTO.

isopreno

1 (Cs) Hemiterpenos Isoprenol.

2 (Co) Monoterpenos Constituyentes de aceites esenciales ejem.
geraniol, mentol, timol; ¢ iridoides como la
loganina, o la secologanina.

3 (Cys) Sesquiterpenos Constituyentes de aceites esenciales o de
resinas, por ejem. farnesol, bisabolol y
lactonas sesquiterpénicas como la matricina.

4 (Cyp) Diterpenos Constituyentes de resinas, ejem. dc. abiético,
giberelinas, fitol, vitamina A, elc.

5 (Cys) Sesterpenos Constituyentes de extractos lipidicos, cjem.
ircining, variabilina y oficbolina, elc.

6 (Csp) Triterpenos Escualene, esteroides, (riterpenos
pentaciclicos. )

8 (Cap) Tetraterpenos Carotenos, xantofilas.

>8 (Cp) Politerpenos Solanesol, licaprenoles, etc.
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Los sesquiterpenos, son productos naturales de quince dtomos de carbono,
formados por la unién de tres unidades de isopreno. El sesquiterpeno més sencilio y al que
se considera precursor del resto de los sesquiterpenos es el famesol, sustancia de olor
agradable, que aungue se encuentra en numerosas plantas, siempre estd en pequefias
cantidades. E! farnesol y su acetato, asi como muchos otros s¢squiterpenos, tienen
interesantes propiedades biolégicas (14). Este tipo de metabolitos se forman a partir de
pirofostafo de famesilo, que se cicliza para formar los sesquiterpenos, 6 se transforma en
pirofosfato de geranil geranilo para genesar los diterpenos (15). Los sesquiterpenos
formados en este primer paso tienen en comiin un nicleo de ciclodeca-1,5-dieno, que sufre
oxidaciones subsecuentes hasta transformarse en germacrandlidas (16), las cuales pueden
presentarse como cuatro diferentes tipos de is6meros segiin Ia geometria de los dobles
enlaces. Esto se ilustra en la figura 8. En la tabla II se describe la geometria que pueden
adoplar estos compuestos (17, 18).

(o)
Germacrélida Melampélida
0
0 4]
Heliangdlida Cis, cis germacranélida

Figura 8. Se ilustran cuatro tipos diferentes de is6émeros de germacranélidas.

I
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Tabla II. Geometria de los dobles enlaces en germacrandlidas.

{10} 4
Gemmnacrélidas trans trans
Melampélidas cis trans
Heliangolidas trans cis
Cis, cis germacrandlidas cls cis

En la actoalidad ya han sido aisladas germacrandlidas de los cuatro tipos
estructurales. Ademds de isomerizaciones, las germacrandlidas pueden suffir ciclizaciones
transanulares para generar guaiandlidas, xanthandlidas, ambrosandlidas, helenandlidas,
crimorandlidas, cadinanélidas, eudesmandlidas, eremofilandlidas, bakenélidas y
elemandlidas. Algunas de estas lactonas sesquiterpénicas pueden seguir biotransforméndose
para dar esqueletos mds elaborados (16}.

Los diterpenos (Csq), se distribuyen ampliamente en el reino vegetal y animal, en
Organismos tanto terrestres como marinos, incluso han sido aislados de restos fgsiles. Las
resinas de coniferas (Pinaceae, Araucariaceae, Taxodiaceae, Cupressaceac y
Podsocarpaceae) son fuentes especialmente ricas en diterpenos, al igual que algunas resinas
de angiospermas de las familias Cistaceae, Leguminosae y Burseracea. También han sido
aislados de las familias Compositae, Labiatae y Euphorbiaceae. Este tipo de compuestos se
clasifican con base en su estructura, en ciclicos y aciclicos. En la figura 9 se muestran los

esqueletos de los principales tipos de diterpenos (12, 14 y 19).
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Diterpenos aciclicos y monociclicos

. . ’Re‘tinano Cembrano
Diterpenos biciclicos
H

Chetafanano

Clerodano

Diterpenos triciciicos

L

% ",
v

Pimarano Abietano Cassano

Diterpenos tetraciclicos

Y

"'0/

Figura 9. Ejemplos de diferentes tipos de diterpenos derivados del geranil geraniol.

Se ha observadoe que predominan los diterpenos ciclicos, mientras que de los
diterpenos de cadena abierta se conocen muy pocos. Entre los diterpenos aciclicos
predominan jos diterpenos hidroxilados, con dobies enlaces con geomelria frans.  Ejemplos
de este tipo de terpenos se presentan en la figura 10. El 4cido centipédico, constituyente de
Centipeda orbicularis (Compositag). El peicelinendiol, un componente minoritario de
Peacedanum oreoselinum (Umbelliferae), es un diterpeno irregular formado por la unién

i3
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cabeza-cabeza de dos unidades de geraniol. De la planta mexicana Montanoa tomentosa,
gque ha sido utilizada en medicina tradicional como abortivo, se aislaron dos éteres ciclicos
inusuales, que también son diterpenos, el zoapatanol y ¢l montanol. De Magydaris
panacifolia (Umbelliferae) se aislé un compuesto con esqueleto de a-ciclogeraniol,
denominado magydardiendiol. El helicallen-16-0ol y -16-al son constituyentes de
Helichrysum calliconum (Compositae); y derivan de geranil-o-terpineno. El 18- yel 19-
hidroxigeranil geraniol son un par de alcoholes derivados del geranilgeraniol que se
obtuvieron de especies de Croton Kerri (Ephorbiaceae). La epoxyeleganolona fue obtenida
de Bifurcaria bifurcata (Cystoseiraceag). Otros ejemplos importantes son la vitamina A y el
fitol, constituyente importante de la moléculas de clorofila y de las vitaminas E y K (fig.
10).

CO.H i 0O
X X g Y = 1 # Z
Acido centipedico HO Cry0m
Peucelinendiol
(o] HO, CH,OH
R b H
Me
R=MeyC=CHCH; Zoapataro!
R=Me;CH-C<CH  Montanol
Me
o P Z~p

R=CH,0H Helicallen-16-ol

OH R= CHO Helicallen-16-al
Magydardiendiol
R; R,y o
x N R - CH,0H x N x CH,0H
Ry= CH;OH R2 =CHj 18-hidroxigeranil geraniol o
Ry= CHy Ry =CHyOH  19-hidraxigesanil geraniol Epoxyeleganolona
)\/\/k/\/K/\/K/ CH,OH
PN NN cmon
Fitol Vitamina A

Figura 10. Compuestos caracterfsticos del grupo de diterpenos de cadena abierta,
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Muchos diterpenos con estructuras muy diversas y particulares son de gran interés
por su comportamiento quimico, por su potencial para ser empleados como marcadores
taxondmicos y sobre todo por las interesantes propiedades bioldgicas que presentan, entre
las que destacan; la actividad reguladora del crecimiento vegetal que tienen las giberelinas,
debido a que promueven Ja elongacién celular, la formacién de ARN, y la sintesis de
proteinas. El fitol es parte integral de la clorofila, su cadena lipofilica es necesaria para la
actividad biolégica. El retinol como vitamina A, y sus compuestos relacionados, estdn
involucrados en la funcién visual, tanto de los grandes mamiferos, como de [os insectos e
incluso de los peces. También se ha visto que algunos alcoholes diterpénicos aislados de
especies de Crofon presentan actividad inhibitoria contra las iilceras pépticas. Algunos
otros diterpenos del tipo ent-kaurano tienen actividad antialimentaria para insectos. En
cambio, otros diterpenos presentan propiedades altamente téxicas que pueden ser
aprovechadas como insecticidas (12-14, 19).

Dentro del grupo de los terpenos, los triterpenos son productos naturales cuya
estructura consta de 30 dtomos de carbono provenientes de seis unidades de isopreno.
Estos se agrupan como triterpenos de cadena abierta, triciclicos, tetraciclicos y pentaciclicos.
Entre los primeros tenemos al escualeno (fig. 11), aislado por primera vez de aceite de
higado de tiburén. Su estructura se puede considerar formada por dos unidades de
farnesol. Debido a esto se tiene en |a parte central de la molécula una unién irregular de
isoprenos. Este triterpeno es de gran importancia biol6gica por ser el precursor de los
demds triterpenos y esteroles.  El escualeno es transformado en lanosterol y cicloartenol via
ciclizacién de su epdxido terminal, tal como se muestra en la figura 1 (14).
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+
-

HO

Shotenol Lafenol
|
1 1
_ _ w j f , ;
Lanesterol Parqueot Cicloarteno!

Figura 11, Ciclizacién del epdxide de escualeno para llevar a cabo la biosintesis de

triterpenos,

El epé6xido de escualeno comienza a ciclarse af ser atacado por un protén dando un
intermediario, cargado positivamente en C-20. Este intermediario inicia una serie de
cambios, comenzando con una transferencia del protén de C-17 a C-20, sigue una
migracidn del protén de C-13 a C-17. La posicidn C-13 que qued6 vacante es ahora
ocupada por ei metilo que se encontraba en C- 14, posicién que inmediatamente es ocupada
por el metilo que estaba en C-8. Despues de esta seriec de migraciones queda una carga
positiva en C-8. Este catién se puede estabilizar de diferentes maneras dando lugar a
distintos triterpenos o esteroles. Si elimina el protén de C-7 dard origen a los triterpenos o
esteroles como el lofenol o el shotenol. Si el hidrégeno que se elimina es el de C-9, dars
origen al fanosterol, pero si la carga positiva emigra a C-9 podrd dar lugar a la formacion
de los triterpenos con doble ligadura en C-9, como el parqueol. Esta carga también podrd

16
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estabilizarse formando un anillo de ciclopropano con el metilo angular de C-10 y producird
triterpenos de tipo cicloartenol (12-14).

Estos cationes también pueden dar lugar a compuestos como alobetulina,
germanicol, §-amirina y B-amirina, taraxerol, multiflorenol, glutinol y friedelina (fig. 12).

H
] [ ]
L] 1
HO
Alobetulina Germanicol 8- Amirina
- [ ]
1 L]
:
HO HO HO
B-Amirina Taraxerol Muliiflorenol
. ]
1 1
1o o
Glninol Friedelina

Figura 12, Algunos cjemplos de triterpenos derivados de b ciclizacidn del escualeno.

Los triterpenos pentaciclicos se dividen a su vez en tres subgrupos principales, cl
del ursano (e-amirina}, el del oleanano (-amirina), y ¢l del lupeol (tig. 13). EBn los dos

|7
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primeros subgrupos se encuentran sustancias con esqueleto formado por cinco anillos de
seis miembros, mientras que las del subgrupo del lupeol, se caracterizan por poseer cuatro
anillos de seis miembros y uno de cinco.

o-amirina

lupeol
Figura 13. Clasificacién de los triterpenos pentaciclicos segiin el niimero de carbonos que

conforman cada anillo.

Los triterpenos se distribuyen ampliamente en la naturaleza, tante en plantas como en
animales. Se consideran como sustancias precursoras de esteroides, por ejemplo, el
lanosterol da lugar al colesterol, un compuesto relevante en el metabolismo biol6gico.
Enire otras funciones biolégicas, se encuentran la de promover el crecimiento celular y
formar parte de las membranas celulares, aunque existen otros trilerpenos que muestran
aclividad citotdxica (1, 13, 19). ’

18
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3. CUMARINAS.

Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales; se les
considera derivados de la lactona del 4cido o-hidroxicindmico, usvalmente [lamada
cumarina (fig. 14).

La mayoria de las cumarinas conocidas se encuentran libres en las plantas; aunque
también se han aislado como glicésidos. Las comarinas se localizan con frecuencia en los
extractos de plantas de las familias Orchidaceae, Rutaceae y Umbeliferae, y en cualquiera de
los 6rganos vegetales, desde las raices hasta flores y frutos. Las cumarinas son sustancias
fluorescentes, cominmente fotosensibles. Hay muchos de éstos compuestos con una o
varias cadenas de isopreno, como !a suberosina y colombianetina, o con un anillo furano

{furanocumarinas) (1, 3).

S ALONLO O o_ O HO o. O
? |
5 4

cumarina psoraleno umbeliferona

CHy o, O L
2 0 0Ny
\Y
OH

suberosina colombianetina
Figura 14. Se presentan ejemplos de algunos de los compuestes més representativos del

xantiletina

grupo de las cumarinas.

Pese a su abundancia en la naturaleza y a su diversidad estructural, su papel
fisiolégico sélo se conoce parcialmente. Se ha encontrado que pueden ser anticoagulantes
(cumarina y dicumarol), espasmoliticas ¢ hipercolesterémicas o inhibidoras del crecimiento
vegetal {1, 3).

19



Fundamentacion del tema.

B. ANTECEDENTES SOBRE LA FAMILIA COMPOSITAE.

. La familia Compositac o Asteraceae comprende trece tribus, segdn lo presenta la
siguiente tabla:

Tabla II. Tribus de Ia familia Compositae, segin clasificacién de Bentham (1823).*

1. Vernonieae (Vernoniaceae)
2. Eupatorieae (Eupatoriaceae)
3. Astereae (Asteroideac)
4. Inuleae (Inuloideae)
5. Heliantheae (Helianthoideae)
6. Helenieae {Helianthoideae)
7. Anthemideas
8. Senecioneae (Senecionideae)
9. Calenduleae (Calendulaceae)
10. Arctotideae

-y 11. Cynareae (Cynaroideae)

- 12. Mutisieae (Mutisaceae)

13, Cichorieae (Cichoriaceae)

* Los nombres originales para Jas tribus se dan entre paréntesis (20).

La familia Compositae ha sido ampliamente estudiada desde el punto de vista
quimico, debido a que se caracteriza por las propiedades curativas de un gran niimero de sus
especies, por ejemplo, la Manzanilla (Matricaria recutita) se emplea principalmente para
transtornos de caricter digestivo como vémito, diarrea, célicos, dofor de estémago, también
se emplea en padecimientos ginecobstétricos. La Mercadela (Calendula officinalis) se
emplea conira infeccién y dolor de garganta, y como desinfectante y desinflamante de
heridas. El Pipalo (Porophylum ruderale) principalmente se emplea como laxante, mientras
que el Pericén (Tageres lucida) se emplea en transtornos digestivos, la Mejorana (Ageratum
conyzoides) se utiliza como un remedic para la gonorrea, ete.(4).

Sec ha visto que varias clases de compuestos son caracteristicos de esta familia, entre
cHos se encuentran las lactonas sesquitérpenicas con base terpenoide, los poliacetilenos
derivados de 4cidos grasos y los fructanos polisacfridos, de hecho las compuestas son
excepcionalmente ricas en metabolitos secundarios con gran niimero de estructuras

complejas.
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La distribuci6n de las diferentes clases de constituyentes quimicos a lo largo de las
tribus que conforman esta familia se presentan en la tabfa IV (20).

Tabla 1V. Distribucién de los constituyentes quimicos en las tribus de la familia de las

Compuestas.

TIPO DE COMPUESTO

A. Presentes en todas las tribus

L. Fructanos tipo inulina

2. Acidos grasos caracteristicos

3. Lactonas sesquiterpénicas

4. Alcoholes triterpénicos pentaciclicos
5. Esteres de! dcido cafeico

6. Flavonoides metilados

B. Presentes en muchas tribus

7. Compuestos acetilénicos

8. Aceites esenciales, incluyendo
monoterpenos fendlicos

9. Ciclitoles
10, Cumarinas

C. Presentes en pocas tribus

L L. Poliisopreno
12. Alcaloides tipo pirrolizidina
13. Acidos trterpénicos

14. Diterpenos

§5. Glidcostdos cianogénicos
16. Pigmentos antoclor

{7. Cromenos

18. Amidas de dcidos prasos

LOCALIZACION Y/O ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

En ¢rganos de almacenamiento

En aceites de semilias

Principalmente en hojas de sabor amargo
Como esteres en el pericarpio de las frutas
En hojas, la cinarina es un-diurético

En hojas y flores (con pigmentos amarillos}

En raices y hojas; tienen actividad
antimicrobiana
En hojas y frutos

En hojas
En hojas y flores

En raices
En hojas, altamente téxicos

Libres en fores o combinado con azucares
(como saponinas) en hojas

En toda la planta

En hojas y frutos, son téxicos
En flores amarillas

En hojas y raices, insecticidas
En raices, insecticidas.
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C. ANTECEDENTES DEL GENERO Perymenium.

De las trece tribus que conforman la familia de las compuestas, la mds abundante es
la Inulae, seguida por la Heliantheze, la cual esta mis diversificada, ya que la conforman
aproximadamente 150 géneros y 2500 especies (21). Uno de estos géneros es
Perymenium , que se agrupa dentro de la subtribu Helianthinae, subtribu que se distingue
por sus pappust® caracterfsticos y sus flores amarillas con cabezas radiadas fértiles (22).

El género Perymenium fue descrito por Schrader en 1830 con una sola especie;
Perymenium discolor. En una publicacién reciente (22) se hace una revisién botdnica del
género con las especies que se han encontrado distribuidas en México y América Central,
en esta se reconocen 33 especies y 13 variedades (Tabla V). Este género, presenta una
estrecha relacién con los géneros; Melanthera, Zexmenia, Lasianthaea, Wedelia, Aspilia y
Steiractinia, aiin asi existen importantes criterios histéricos y morfolégicos para mantener
separados y caracterizados estos géneros. El hébitat que los rodea da lugar a una variacién
considerable en ciertos géneros, por ejemplo; en el caso de Perymenium algunas especies
pueden ser drboles robustos (P. grande var. grande), arbustos pequefios (P. grande var.
nelsonii), arbustos medio lefiosos con tallos aéreos de vida corta (P. globosum),
enredaderas lefiosas con tallos aparentemente de vida larga (P. gymnolomoides) o hierbas
con tallos de floracién anual y un tronco lefioso persistente (P. Jaliscence) (22).

(=} (L. pappus, semilla o fruto lanoso o pelos de ciertas plantas). Escamas o pelos que

representan un céliz reducido en las flores de las compuestas, y que sirve como aparalo de

a&glq para la discminacién por medio del aire. Barbour G.M. Botdnica. Limusa. 1985.
xico.

22



Fundamentacion del tema.

Tabla V. Distribucién del Género Perymenium en México y América Central (22).

ESPECIE DISTRIBUCION GEOGRAFICA | ALYITUD (m) EPOCA DE
FLORACION
. grande var. grande H. | Guatemala, Honduras y Ei Salvador 900-3000 Sep-Abr
1979)
P. grande var. nelsonii Oaxaca, Chiapas, Guatemala, 250-2200 May-Dic
R & G. (1985) Honduras, El Salvador, Nicaragua y
Costarica.
P. nicaragnense B.| Guatemala, Honduras y Nicaragua — —
(1217) :
P. uxoris M. {1970) Nayarit y Centro América Bajas —
P. jalapanum §. (1939} Guatemala 2000-2300 Dic-May
P. gymnolomoides L.} San Luis Potosi, Campeche, Pucbla 100-1000 [« Dic-May
1961} Veracruz, Bélice y Guaternala
P. episcapale F. (1961) Guerrero 1000 -
P.  rericulatum F. Edo. de México 1500-2500 Jun-Nov
1935)
P, pringlei var. Jalisco y Sinaloa 350-1400 Ago-Oct
pringlei R. & G. (1989)
P. pringlei var, Sinaloa y Durango 1000-2000 Ago-Oct
lancifolivm
P. pringlei var. croceum Chihuahua, Durango y Nayarit - Jun- Ago
R & G. (1987)
P. gracile H_{1866) Veracruz, Oaxaca y Guatemnala 900-2400 Jul-Oct
P. klaitianum F, {1905} VYeracruz y Chiapas 1200-1500 May-Dic
P discolor 3. (1830) Daxaca y Puebla 1500-2500 Jun-Sep
P. stenophillum B. Chihuahua, Sonora y Sinaloa 800- 160D Ago-Oct
1908) .
P. ovatum B. {1908) Puebla y Oaxaca — —
P. ghiesbreghtii R&EG Chiapas y Guatemala 650-3800 Mar-Jun
189%)
P. pinetorum B. {1924) Chiapas — Jun-Jul
P. chioroleucum B. Chiapas y Guatemala 1700-2500 Sep-Dic
1937}
P. globosum var. Jalisco, Edo. de México 1200-2200 Oct-Jun
 globosum R.
P. globosum var Guerrero y Oaxaca 250-1200 Sep-Nov
rotandisquanum F.
1924)
P. macrocephalum G. Guerrero 800-1700 Jul-Sep
1903)
F. alticola M._{1972) Jalisco y Michoacdn 2000-296¢ —
P. berlandieri DC. D.E., Puebla, Morelos e Hidalgo 2000-3500 Ago-Ene
1833)
P. hintonii M. (1972} Michoacdn y Edo. de México T00-1000 Aga-Oct
P. beckeri F. {1974) Sinaloy — Sep
P. menderzi var.[ Guemero, Edo. de México, Morelos ¥ T50-2 1M} Jul-Oct
verbesinaides (DC) F. Puehia
1836)
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v (VD
Figura 16. Lactonas sesquiterpénicas obtenidas de Perymenium mendezzi.
De la especie featherstonei, recolectada en Perd, se aislaron: 4cido enf-kaurénico
(VIH) y sus derivados [5e—angeloiloxi (IX) ¥ ent-kauren-19-0l (X), dos cetodcidos
epiméricos derivados del eudesmano (XI) y (XIa), la cudesmandlida 4ot 15-dihidroencelina
(XII), ademds de germacreno D (XIIT). Estas estructuras se presentan a continuacién en la
figura 17 (26).

(VIl) R=CO,H  R;=H ) )
(X) R=COM R, = N (X)) R=H 40-H
(X) R=CHOH K, =H (Xla) R=H 4p-H

o aers)

(XIn) {XHn

Figura 17. Metabolitos aislados a partir de Perymenium Jeatherstonel.

A partir de Perymenium discolor Schrader, se aislaron Ires derivados del kaurano y
4cido peridiscélico, e cual es un sesquiterpeno para el que se propuso la estructura XIV
(fig. 18). De Perymenitan ghiesbreghtii Robins & Greenm, se aisté 7- hidroxi cumaring,

26



Fundamentacion del tema.

csta Gltima también es conocida como hidrangina 6 umbeliferona (estructura XV, fig.
18)(27, 28).

COOH

m(}
v HO o
0
XV
(o]
X

Figura 18. Melampblida aislada de Perymenium discolor; alacual se le asigné el nombre
de 4cido peridiscélico (XIV). De P. ghiesbreghtii se aislé una cumarina ya conocida como
7-hidroxi cumarina (XV).

El dltimo informe que se tiene es acerca de la planta recolectada en Morelos (México)
Perymenium berlandieri. De las partes aéreas de esta planta se aislaron dos germacrélidas,
ias cuales se presentan a continuacién en la figura 19 (29).

AcO

o]

R, R,
(XVD) H OH
(Xvill) OH H
Figura 19. Germacrélidas aistadas de Perymenium berlandieri, 15-acetil estenofilélida,

XVI y I5-acetoxi-8a-hidroxicostundlida, XVil,
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Desde épocas antiguas, el hombre ha recurrido a la utilizacién de los vegetales para
satisfacer sus necesidades de alimentacién, vestido, vivienda y medicinas. En este dltimo
aspecto ha aprendido a seleccionar a través del tiempo aquellas plantas que le son itiles para
uno u otro padecimiento, y de esta manera la mayorfa de las culturas han llegado a tener un
conocimiento amplio de las plantas medicinales de su regi6n, asf como de su aplicacion
{1, 2). Sin embargo, no a todas las plantas se les conoce un uso medicinal, o de cualquier
otro tipo, y no por ello su estudio, ya sea biolégico, farmacolégico o quimico carece de

importancia.

La familia Compositae o Asteracea ha sido ampliamente estudiada desde el punto de
vista quimico debido a las propiedades curativas que poseen un gran nimero de sus
especies. De aqui se desprende Ia importancia de realizar estudios quimiotaxonémicos de
los metabolitos secundarios en plantas de la familia Compositae, a la cual pertenece el
género Perymeniun (3, 4), cuyas especies no tienen ningdn uso documentado, pero que
son parte del patrimonio nacional, ya que la mayoria son endémicas de México. Es poresto
que el presente estudio se encamina al andlisis de la composicion quimica de Perymenium
hintonii Mc Vaugh, empleando métodos quimicos y espectroscopicos para clucidar las
estructuras de los compuestos aislados, y asf contribuir al estudio quimiotaxonémico de la

familia de las Compuestas.



Objetivos.

IV. OBJETIVOS.

A. GENERAL.

_Aislar los metabolitos secundarios de Perymenium hintonii Mc. Vaugh, una planta
perteneciente a la familia Compositae, y elucidar su estructura molecular.

B. PARTICULARES.

Realizar una extraccion de los compuestos quimicos de la planta empleando
disolventes orgdnicos .

Aislar y purificar los compuestos orgdnicos, empleando para ello diversas técnicas,
tales como; diferentes tipos de cromatrografia, cristalizacién, efc.

Elucidar la estructura molecular mediante técnicas modernas de dnalisis en quimica
orgdnica como son: Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de masas y
Espectrometria de Infrarrojo.

Comparar la composicién quimica de esta especie, con las informadas en la

bibliogralia para olras especies de Perymeniun.



Hipdtesis.

Empleando técnicas modernas de aislamiento, caracterizacién e identificacion de
productos naturales, y con base en los antecedentes bibliogrificos informados para el
género Perymenium, se espera aislar y caracterizar compuestos diterpénicos derivados del
kaurano, asf como lactonas sesquiterpénicas con esquelelo de germacrano y eudesmano.,
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Parte experimental,

YL PARTE EXPERIMENTAL.
A) MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.
A.l. MATERIAL.

1, Columna de vidrio de distintos didgmetros.
2. Matraces Erlenmeyer de 10-500 m| (Pyrex).
3. Matraces Kitasato de 25-1000 ml (Pyrex).
4. Matraces bola de 50-1000 ml {Pyrex).
5. Vasos de precipitado de vidrio de 50-1000 mi (Pyrex)
6. Probetas de vidrio de10-500 mi (Pyrex).
7. Pipetas graduadas de 5 y 10 ml (Pyrex).
8. Pipetas Pasteur con bulbo.
9. Cédmaras de elucidn.
10. Viales:de diferentes tamafios.
11. Embudo Hirsh.
12. Soporte Universal.
13. Pinzas de tres dedos con nuez.
14, Anillo de hierro.

A.2. EQUIPO.

I. Balanza semianalitica. Mettler PE 3600.

2. Balanza analitica. Mettler Toledo AG 104.

3, Molino. Pulvex 100.

4. Rotavapor. Yamato RE 50.

5. Baiio de vapor. Yamato RE 50.

6. Recirculador de agua. Sargent Welch,

7. Parrilla de calentamiento. Osyma 17 v.

8. Fisher Johns. Hoffman 50-60 ciclos.

9. Fisher Joohns Mel-Temp §
10. Lémpara de UV 254/366 nm. Spectroline. Modelo CX-20.
11. Espectrémelra de Resonancia Magnética Niclear. FT-80 Varian y HA-300 Varian.
12. Especirémetro de Masas. Hewlett-Packard 598513.

13. Espectrémctro de Infrarrojo. Perkin Eimer Mod. 337,
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A3, REACTIVOS,

I. Placas para cromatografia en capa fina. 20 x 20 cm Alugram sil G/UV 254, 0.25 mm.

2. Silica Gel. Merck 60.

3. Celita.

4. Carbdn activado. Sigma de México.

5. Disolventes: Melanol, aceiona, acetato de etilo, cloroformo y hexano.
6. Sulfato cérico.

7. Acido sulfiirico.
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B) RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL.

La planta fue recolectada en agosto de 1996 en el estado de Michoacén; 1.5 Km al sur
de EI Malacate y 4.5 Km al sur de Tuxpan, por la carretera a Zitdcuaro. Fue identificada en
el Instituto de Biologia de ]a UNAM. Una muestra de esta especie se encuentra en el
Herbario Nacional de la UNAM (MEXU 703747).

C) EXTRACCION.

Se parti6 de 1.21 Kg de partes aéreas (tallos, hojas y flores) secas y molidas, las
cuales se extrajeron con acetona en columna de vidrio. El extracto se concentr6 a baja
presién en un rotavapor. Se obtuvieron 50.72 g de extracto.

Se realizé una segunda extraccion con metanof, que después de concentrar, di6 un
total de 74.2 g de extracto seco.

Se reunicron ambos extractos, debido a que al compararlos por CCF, se encontré que

presentaban una composicidn quimica similar.
D) AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

Al extracto se le realizé una particién disolviéndolo en una mezcla MeOH-Hz0 (4:1) y
extrayendo sucesivamente con porciones de hexano; obteniéndo una fase polar y una no
polar. Cada una fue concentrada a baja presion, hasta sequedad. Se obtuvieron 91.05 g de
extracio polar y 34.27 g de extracto no polar (vedse la figura 20).

El extracto hexdnico se percold a través de carbdn activado empleando acetona como
cluyente. El residuo libre de clorofifas se sometié a cromatrografia en columna de silica gel,
usando como fase mévil hexano y mezclas de Hex-AcOEt, de polaridad crecicnte. De las

frucciones oblenidas se aistaron y purificaron los siguientes compuesios quitnicos:

* Optencion de friedelina (A) {triterpeno}.  Las fracciones eluidas con hexano
se recromatografiaron nucvamente cn este disolvente. Después de cristalizar en cloroformo
se obtuvieron 6.5 mg de cristales blancos con p. f. de 265-269°C (li1. 262-265"C)™(30).

M) ¢ o puntos de Tusidn no estdn corregidos.



Parte experimental.

IR V4 (CHCLy): 2942, 2871, 1704, 1602, 1464 y 1390 em’.

EMIE m/z(% int. rel.); 426 [M]*(C3oHsqO, 15), 411 [M-CH3}*(12), 341 [CasHyq(1°(®),
302 [Cq,HagO1*(24), 273 [CioH2901*(34), 205 [C;5H,517(30), 125 [CoH71*(52),
69{CsHgl*(100).

* Obtencion de 3p-friedelanol (B) (triterpeno)

De fracciones de la columna anterior se aislaron unos cristales blancos, los cuales s¢
lavaron con AcOEt caliente y se disolvieron en CHCl3 caliente, cristalizando en frio. Se
obtuvieron 34.2 mg de cristales blancos, nacarados, con punto de fusién de 278-280°C (lit.
279-283°C)(31, 32).

IR V4, (CHCI3): 3626, 2038, 2867, 1460 y 1389 cm™.
EMIE m/z(% int. rel.): 428 [M]*(C30Hs,0, 44), 413 [M-CH;]*(43), 304 [Cy H3401"(7),
275 [C,gH3,01*(56), 165 [CyoHy,1%(100), 177 {Cy3Ha1*(42) y 125 [CoH 7]%(73).

** Acetilacion de 3B-friedelanol (Ba).

105.1 mg de aguas madres se acetilaron por el procedimiento usual empleando
piridina/anhidrido acético, con un tiempo de reaccidn de 6 hrs sobre un bafio de vapor. El
producto final se purificé en una CC empleando como fase mévil hexano y una mezcla de
Hex-AcOE!1 (19:1). El triterpeno acetilado se cristalizo en mezla de estos disolventes. Se
obtuvieron 18.7 mg de cristales blancos, el punto de fusién determinado en tubo capilar fue
de 290-291.5°C (lit. 280-290°C)(31-32).

* Obtencién de f-sitosterel (C) (esterol).

De lus frucciones elutdas con Hex-AcOEBt 19:1 se purificaron por cristalizacidn por par
de disolventes (Hex-AcOEt) 2.37 g de cristales figeramente amarillos, con punto de fusién de
139-142°C (lit. 140°C)(33). El compuesto fuc identificado por comparacién cn CCF con una
mucstra aulénatica, con un Ry=03 (silica gel/ Hex-AcOE 4:1/ sulfaib cérico).
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Posteriormente se trabajé con el extracto polar, sometiéndolo a una cromatografia en
columna, utilizando vacié para su desarrollo. Como adsorbente se utiliz6 silica gel 60, y
como eluyente mezclas de Hex-AcOEt de polaridad creciente. La separacion cromatogrifica
fue seguida mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Una vez reunidas las fracciones de acuerdo al aspecto de sus correspondientes CCF,
se procedi6 a trabajar las mezclas obtenidas por separado. De esta manera se obtuvieron los
siguientes productos:

* Obtencion de escopoletina (D) (cumarina).

Las fracciones menos polares de la columna principal se sometieron a una CC con
fase movil CHCl3-AcOEt 95:5. Después de cristalizaciones sucesivas en Hex-AcOE! se
obtuvieron 23.1 mg de escopoletina como un polvo amarillo palido con p.f. de 208-211°C
(lit. 204 °C)(33).

IR V4, (nujol): 3336, 1703, 1627, 1607 y 1564 cm™.
EMIE m/z(% int. rel.): 192 (M]*(C,gHgO;. 100), 177 [M-CH3[*(60), 164 [M-CO]*(35) y
149 [M-CO-CH3]*(55).

* Obtencion de 4-0-metil buteina (E) (3, 2’ A -rihidroxi-4-metoxichalcona).

De la columna principal, en las fracciones eluidas con Hex-AcOE:t 7:3 precipitaron
cristales café obscuros, que después de varias recristalizaciones en mezclas de Hex-AcOEt,
dan lugar a 128.1 mg de compuesto puro en forma de cristales amarillo mostaza que tienen
un punte de fusién de 200-205°C (en la literatura no se describen sus propiedades fisicas).

IR V5, (nujol): 3315, 1706, 1620, 1642, 1569, 1510 y 1462 cm".

EMIE m/z(% int. rel.): 286 [M]*(C)qH 405, 100), 285 [M-H]*(35), 271 [M-CH;)*(10),
269 {M-OHJ*(11), 257 [M-CHOJ*(4), 243 [M-CH;COJI*(5), 177 [C|oHy0;]*(4), 163
[CyH7031%(17), 150 [CoH 190,17 (27), 137 [CH504]* (70} y 43 [CHACO (I0).

** Acctilucién de 4-O-metil buteina (Ea).
21 mg de compuesto se disolvieron en 0.5 ml de piridina, y se agregaron 0.5 ml de
anhidrido acélico. La reaccidn se siguid por CCF durante 94 hrs, después se evaporaron los

reactivos aplicando aire directamente sohre b reaccidn, y se adiciond acetona para eliminar
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por co-destilacién cualquier resto de disolvente. El producto acetilado se putificé por CC
con un sistema Hex-AcOEt 3:1. Se obtuvieron 22.9 mg de producto como un aceite amarillo
claro (¢l compueslo no se encuentra descrito en ia literatura).

EMIE m/z(% int. rel.): 412 (M]T(Cy,H00g, 37), 370 [M-CH,=CO]*(56), 328 [M-
2(CH,=CO)]*(79), 286 [M-3(CH,=CON*(59), 271 [286-CH3]*(9), 269 [286-OH*(12),
257 [286-CHOY*(12), 243 [286-CH3CO]*(5), 177 [C|oH031*(7), 163 [CgH105]*(12),
£50 (CqH 160217(21), 137 {C7H5031%(100) y 43 [CH;COI (44).

* Obtencion de (1}7-O-metil eriodictyal (F) (5,3',4'-trihidroxi-7-metoxi
flavanona).

Las fracciones eluidas con mezclas de Hex-AcOEt 7:3 de la columna principal,
contenian la flavanona 7-O-metil eriodictyol. Este compuesto se purificd por cristalizaciones
sucesivas con mezclas de Hex-AcOEL. Se obtuvieron 20.8 mg de cristales ligeramente
amarillos, con p. . de 222-225°C (1it.222-223.5°C)(34).

UV (MEOH) A3, : 287 nm méximo y 330 nm inflexién (Jit. 287 maximo y 340 inflexién).

IR Uy (nujol): 3384, 3188, 1637, 1578 y 1497 cm™.

[a]p (MeOH): No presenta actividad Sptica.

EMIE m/z(% int. rel.): 302 [M]*(C4H 406, 100), 301 [M-H]*(40), 285 [M-OH}*(8), 284
{M-H,0}*(6), 259 [M-CH;CO1*(6), 193 [C;gHo04]1%(30), 180 {CoHgO,4]*(17), 167
[CgH70,41%(92), 136 [CgHg0,1*(35), 123 [C4H50,)%(12), 110 [CsHgO517(15), 95
‘[C5H302]+(24) y 43 [CH;COTH(30)

** Acctilucidn de (£)7-0-metil eriodictyol (Fa).

20.4 mg de aguas madres de (X)7-0O-metil eriodictyol en 0.5 ml de piridina se dejaron
reaccionar con 0.5 ml de anhidrido acético durante 64 hrs a lemperatura ambiente. La
reaccion se trabajo de igual manera 4 la descrita para la chalcona. El producto se puificd por
CC eluida con Hex-AcOEL 4:1, y por eristalizacién (Hex-AcOEt). Se obtuvieron 10.7 mg de
5.3 4'-triacetil-7-metoxiflavanona, con punto de fusion de 157-163°C (el compucsto no s¢

encuentra descrito en 1a literatura).



Parte experimental.

EMIE m/z(% int. rel): 428 [M]¥(Cy2H00g, 5). 386 [M-CH,=CO1*(77), 344 [M-
2(CH,=CO)]*(34), 302 [M-3(CH,=C0)]*(100), 301 [302-H]*(28), 285 [302-OHI*(3),
284 [302-H,01*(3), 259 [302-CH,COI*(4), 193 [C;gHgO41*(14), 180 [CoHgO41*(32),
167 [CgH7041(37). 136 [CgHgO,1*(21), 123 [C7H;023%(3), 110 {CeHg0,]7(4), 95
[CsH30,]*(4) y 43 [CH3CO1*(36).

* Obtencidon de tuxpandlide (G1) (diterpeno aciclico},

De las fracciones eluidas con Hex-AcOEt 1:1 se aisl6 un aceite amarillo muy viscoso,
¢l cual se purificé en una columna cromatogréfica (silica gel 60) empleando como cluyente
Hex-AcOEt 3:1. Las impurezas coloridas que atin conservaba, se eliminaron por percolacién
a Lravés de carbén activado.

Una vez purificado, el compuesto es un aceite, ligeramente amarillo, que se
descompone.  Esto se observé por CCF y por la intensidad del color amarillo que fue
adquiriendo la muestra al paso del tiempo. El proceso de descomposicién se retarda
notablemente almacenando la muestra en refrigeracién y protegiéndola de la luz. Se
obtuvieron 1.5 g de compuesto puro.

fep= -120.9° (0.153 g/100 ml en CHCl3).
IR (CHCI3) Umax: 3354, 1751, 1682, 1603,1444, 1379, 1319, 1115, 1033, 1021, 972, 926
y868cm™!

EMIQ m/z (% int. rel.): 351 [M+H}*(CoH300s+1, 4).

EMIE m/z (% int. rel.): 332 [M-H20]*(1), 315 [332-HOJ*(2), 314 [332-H;0]%(2), 297
[315-H20]+(3). 296 [314-Ha01+(2), 248 [314-CsHgl*(6), 230 [296-CsHe]*(21), 215
[230-CH3]#(8). 182 [C H1g02]*(60), 164 [182-HaOJ*(100), 149 [164-CH3]*(37), 146
[164-H201+(14), 139 [CoH 501*(32), 135 [149-CH2]*(32), 121 {135-CH]*(51), 107
[121-CHaJ*(23), 97 [C7H131#(30), 93 [107-CHa]*(61), 83 [CeH | ]¥(48), 69 [CsHy]*(33),
55 [C4H71*(57) y 41 [C3H;5]*(56).
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* Obtencidn de isotuxpandslida (G2) (diterpeno aciclico).

De las fracciones mds polares de la columna que se empled para purificar el
compuesto anterior (G), se obtuvé otro compuesto también liquido, el cual se purificé
empleando carbén activado. La muestra se almacené en refrigeracion, protegida de laluz. El
compuesto puro se obtuvé como un aceite muy viscoso ligeramente amarillo, con un
rendimiento de 827.7 mg.

{o}p=-188.5° (C.160 g/100 ml en CHCl3).

IR (CHCl3) Vmax: 3406, 1750, 1676, 1603, 1447, 1380, 1122, 1033, 975, 925 y 850 cmrl,
EMIE m/z (% int. rel.):350 [M]* (C20H300s, no observado), 332 [M-H0]%(2), 314 {332-
H,01*(5), 296 [314-H20]+(8), 285 [314-CHOJ*(6}, 251 [M-CgH0]1*(7), 249 [314-
CsHsJ*H(7), 230 [296-CsHgl*(17), 215 [230-CH3]+(8), 182 [Cy1H1802]*(70), 164 [182-
H201+(100), 149 [164-CH3J*(50), 146 '[164-HzO]+(20), 139 [CoH|50]+(48), 135 [149-
CH3J*(34), 121 [135-CH32]*(73), 107 [121-CH2]*(37), 93 [107-CHz]*(88), 83
[CsH11J+(68), 69 [CsHo]*(56), 55 [C4H71%(84) y 41 [C3H5]+(93).
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de la UNAM (MEXU 703747).

¢0



friedelina (A) epifriedelanal (B)

escopoletina (D)*
OH ‘ OH
MeO, (8]
HO O OH‘ Q OMe O Q OH
O OH O
4-0-metil buteina (E) 7-0-metil eriodictyol (F)

OH

isotuxpandlida (G2)

Figura 22. Compuestos aislados y purificados de P. hintonii. Los diterpenos tuxpanélida
¢ isotuxpanélida no se han descrilo en la bibliografia,
* El compuesto C es [i-sitosterol.

L”



Discusidn y resultados.
I. DISCUSION Y RESULTADOS.

De las fracciones poco polares del extracto hexdnico se aislé f-sitosterol (D), un
compuesto ampliamente distribuido en las plantas. Su identificacion se llevé a cabo por
comparacién en CCF con una muestra auténtica, y por determinacién del punto de fusién,
que fue de 139-142°C (lit. p.f. B-sitosterol 140°C)(33).

Dos compuestos mds se aislaron y purificaron de la fase hexdnica; la friedelina (A) y
el 3-f-friedelano} (B). El p.f. obtenido para la friedelina fue de 265-269°C (lit. 262-
265°C)(30, 35). Presenta en IR() una intensa banda en 2942 cm-! caracteristica para
carbonos alifiticos, una banda a 1720 cm-! debida a la presencia del grupo carbonilo, y
sefiales en 1463 y 1390 cm"! que forman parte de los CHp y CHjy que constituyen la
estructura del triterpeno pentaciclico (36, 37).

Por EM se determiné un peso molecular de 426, el cual concucrda con la férmula
CigHs00. Los fragmentos m/z de 302 [CpH3401* y 273 [Cy9H200]1* son caracteristicos
para ubicar al grupo carbonilo en el anillo A (37-39).

En su espectro de RMN'H (tabla VI)9), se observa la presencia de ocho grupos
metilo alrededor de | ppm, siete de ellos se presentan como singuletes, mientras que el metilo
23 da una seiial doble, debido a [a interaccién con ¢l hideégeno H-4. A su vez este protén
genera un cuarteto por la interaccion con los protones equivalentes del metilo 23. Las sefiales
para los metilos y metilenos de la molécula aparecen sobrepuestos en la regién de 1.0 a4 2.0
ppm. Estos datos se compararon con los descritos en la bibliografia (39, 40), y resultaron
pricticamente idénticos.

De los resultados de RMN!3C obtenidos para friedelina (tabla VII) se observa que la
multiplicidad, que se obtiene del espectro DEPT, corresponde para el niimero de hidrdgenos
unidos a cada carbono. Ocho cuartetos corresponden con los ocho sustituyentes metilo. Los
singuletes representan los carbonos no protonadas, los dobletes a os carbonos con un H,
micniras que los tripletes representan a los carbonos enfazados a dos H.

La posicién de los carbonos dentro de la esiructura, se asigné con base en su
multiplicidad, y a la correlacion que presentan los 8 con los-descritos en la bibliografia (40),

©) No se incluyen los espectros de [R y EM.
W o5 datos de Ia espectroscopias de RMN se mencionan en tablas. Los espectros que s

consideraron nuis importantes se anexan al final del trabajo.
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Discusidn y resultados.

La friedelina se encuentra denominada en la literatura como D:A-friedooleanan-3-ona
y friedelan-3-ona (33). Los datos experimentales mencionados anteriormente concuerdan

con la estructura quimica de éste triterpeno pentaciclico (figura 23).
29 30

Figura 23. Estructura guimica de Ja friedelina (C3pHspO).

Tabla V1. Datos de RMN! H para friedelina, obtenidos en CDCl3 a 300 MHz *

H 8 (ppm), multiplicidad /
J (Hz)
23 (3H) 0.884/633
24 (3H) 073s
25 (3H) 087 s
26 (3H) 1.01 s
27 (3H) 1.05 s
28 (3H) 1.18 s
29 (3H) 100 s
30 (3H) 0.95 s
2 (2H) 2.36m
4 (1H) 224 ¢
1(1H) 1.96 m
6 (IH} 1.76 m
1 {1H) - 1.68 mi
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Tabla VII. Datos de RMN!3C asignados para friedelina. Espectro determinado en CDCl3 a
75 MHz.

Carbono 5 (ppm) Carbono 5 (ppm),
multiplicidad multiplicidad
1 222 16 36.0r
2 41.5¢ 17 300s
3 213.0 s 18 428d
4 582d 19 3531:
5 421 20 28.1 s
6 413 ¢ 21 328¢
7 18.2¢ 22 39.2¢
8 531d 23 68c
9 34s 24 14.6 ¢
10 59.5d 25 179 ¢
i1 356¢ 26 186 ¢
12 30.5¢ 27 202 ¢
13 39.7s 28 32.1¢
14 3835 29 317 ¢
15 324¢ 30 350 ¢

* La multiplicidad se asigné segiin espectro DEPT.

El segundo terpeno aislado (B) muestra una sefial en IR en 3626 cm'! para un grupo
oxhidrilo, y dos sefiales en 1460 y 1389 cm-! que representan a los CHz y CHj de la
estructura del triterpeno (36, 37). En EM presenta un i6n molecular de m/z 428 que
corresponde a la formula molecular de C3gHs20. El fragmento de m/z 413 [M-CH3]* se
presenta por la pérdida de un grupo metilo, y los fragmentos de m/z 304 [C21H360)" y 275
[C19H310]" corresponden a la presencia de un grupo alcohol en el anillo A (37-39). Los
datos de RMN'H (espectro No. 1) del compuesto B no se encuentran descritos en la
bibliograffa. Este espectro (tabla VIIf) muestra 8 sefiales para grupos metiloentre 0.8 y 1.9
ppm y una sefial en § 3.73 asignada al protén del carbono unido al grupo oxhidrilo (H-3).
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En el espectro de RMN'?C del triterpeno B se observa la presencia de los ocho
sustituyentes metilos y un doblete para C-3 en § 72.7 (espectro No. 2, tabla IX). La
multiplicidad del resto de las sefiales concuerda con el grado de protonacién de cada carbono.

Para corroborar la estrucura de} compuesto B, se acetilo al grupo alcohol, formando
asf el acetato de 3f-friedelanilo (Ba). En el espectro de RMN'H de este derivado se
observé el desplazamiento a campo bajo de la sefial de H-3 (5 4.89 m). En su espectro de
RMNIC se observa la sefial de C-3 a § 74.6 y las sefiales de los carbonos vecinos al
sustituyente acetato (C-2 y C-4) despiazadas a campos mids altos, debido al efecto de
proteccién que ejerce este grupo funcional, en cambio las sefiales para C-1 y C-5 se

observaron a campos mis bajos.
Los datos obtenidos para el acetato son perfectamente congruentes con los descritos

en la literatura (40, 41).

Tabla VIIL Datos comparativos de RMN'H del 3B-friedelanol (B) y del acetato de 3p-
friedelanilo (B). En CDCl3 a 300 MHz (espectros No. 1 y 2).

3 (ppm), multiplicidad / J (Hz)
H B Ba

23 (3H) 0934d/63 0814769
24 (3H) 0.94 s 093 s
25 (3H) 086s 086 s
26 (3H) 0,99 5 099 5
27 (3H) 1.00 s 1.00 s
28 (3H) 117 s 117 s
29 (3H) 099 s 099 s
30 (3H) 096 s 0.94 5
3(IH) 373 m 4.89 in
OCOCH; (3H) ——-- 204 s
{IH) 1.73 m 175 mt
{18) 1.90 m 1.90 m

Los puntos de fusién de 3B-fricdefanol y su derivado fueron de 278-280 °C y de 290-
291.5°C, respectivamente.  Estos concuerdan con fos descritos en {a literatura (279-283"C y
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288-290°C)(31, 32). Lo anteriormente mencionado corrobora la estructura (fig. 24) del
triterpeno B como 3B-hidroxi-D:A-friedooleanano.

Tabla IX. Tabla comparativa de las sefiales de RMN 3C de 3p-friedelanot (B)(espectro No.
2) y del acetato de 3p-friedelanilo (Ba). Determinados en CDCly a 75 MHz.

& (ppm), multiplicidad & (ppm), multiplicidad
Carbono B Ba Carbono B Ba'
1 1581+ 1641 16 36.1¢ 36.0¢
2 353: 3221t 17 303 ¢ 3005
3 7274 T4.6d 18 4284 4284
4 4924 48.0d 19 352+ 3541
5 3785 379s 20 2825 282 s
6 41.7¢ 41.71¢ 21 328: 32.8¢
7 17.51 17.71 22 39.3¢ 39.3¢
8 532d 53.2d 23 1l6¢ 11.3¢
9 371s 371s 24 163 ¢ 158 ¢
10 6144d 61.0d 25 182¢ 182 ¢
1] 3551+ 35.6¢ 26 186 ¢ 186 ¢
12 3061« 30.6¢+ 27 20.1 ¢ 20t ¢
13 39.7s 3975 28 32.1¢ 32.1c
14 384 s 384 s 29 318¢ 318¢c
15 3231 3231+ 30 350¢ 350¢

# Carbonos del acetato: § 170.9 (OCOCH)3 y 21.4 (OCOCH)3.
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Figura 24. Estructura quimica del 3B-friedelano} (epifriedelanol 6 epifriedelinol) para R=H, y
del acetato de 3p-friedelanilo para R=Ac.

La friedelina, el 3B y el 3a-friedelanol se encuentran ampliamente difundidos en la
naturaleza; tanto en plantas mayores, como cn algas, musgos, etc., al epifiedelanol se le ha
aislado incluso a partir de microorganismos. En lo que se refiere a su actividad biolégica, la
friedelina ha mostrado tener actividad antialimentaria contra algunos insectos (42).

Del extracto polar se obtuvé un sélido cristalino amarillo pélido, con punto de fusién
de 208-211°C, que por sus propiedades espectroscopicas fue identificado como escopoletina
(p.f. 204°C)(33). E! espectro de masas presenta un i6n molecular de m/z 192 que
corresponde a la férmula CgHgO4. El espectro de IR presenta una banda ancha a 3336
cm-! caracteristica para un grupo oxhidrilo. En 1703 y 1627 cm! presenta bandas
correspondientes a un carbonilo y un doble enlace conjugado. En 1607 y 1564 cm! se
observan vibraciones originadas por un anillo arématico. En el espectro de RMN'H se
muestran dos dobletes formando un sistema AB, desplazados 2 6.17 y 7.64 ppm (J=9.48
Hz) asignadas respectivamente a los protones a y B de un doble enlace conjugado con un
carbonilo. Se observan ademds dos singuletes para protones aromiticos en 8 6.87 y 6.90.
En § 3.91 se presenta la sefial correspondiente a un grupo metoxilo, y en 8 9.65 se presenta
un singulete muy ancho como seiial para el grupo oxhidrilo fendlico.

Por los datos anteriores se propone la estructura de la 7-hidroxi-6-metoxicumarina
{escopoletina, fig. 25) para este compuesto. Los datos experimentales correspondieron con
los expuestos en la bibliografia (43-45). Aiin cuando las cumarinas se encuentran muy
difundidas en Ia naturaleza, P. hintonii es la segunda especie del género de la que se aisla este
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tipo de compuestos. En el campo de estudio de su actividad bioldgica, a la escopoletina se le
atribuye tener una potente actividad estimulante de la germinacion de scmillas en

concentraciones de 2-20 ppm. {46).

HO, 9 .00
7 1 2
6
3
MeO 10 4/
escopoletina

Figura 25. Cumarina aislada del extracto polar de Perymenium hintonii.

El segundo metabolito aislado del extracto polar present6 un punto de fusién de 200-
205°C. Con base en los datos de las diferentes espectroscopias se propuso la estructura
quimica de una chalcona con tres sustituyentes OH, y un grupo metoxilo (compuesto E)(fig.
26). Este compuesto ya es conocido, pero sus propiedades fisicas no han sido descritas en la
bibliografia, tnicamente se informan datos de EM. Por esta falta de informacidn, fué
necesario formar un derivado, el triacetato (Ea), cuyos datos espectroscopicos auxiliaron en

la elucidacién estructural (fig. 26).

Figura 26. Estructura quimica de la chalcona trihidroxilada (R=H) y su producto de
acelilacién (R=Ac).

El espectro de IR para la chatcona sin acetilar (E) exhibe una banda ancha a 3315
em-! que corresponde a grupos oxhidrilos. En 1706 y 1620 cm-! presenta vibraciones
originadas por un carbonilo con un doble enlace conjugado. Ademis en 1642y 1569; 1510
y 1462 em i se observan bandas que corresponden a los anillos aronviticos.

El espectro de RMN'C del compuesto I (espectro No. 5, tabla X). establece Ia
presencia de 16 atomos de carbono en la molécuta.  El grado de protonacién de estos fue
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determinado mediante un experimento DEPT, en donde se observé una sefial cuarteto a
55.5 ppm que por su desplazamiento se asigné al metilo de un grupo metoxilo, también se
observaron 8 dobletes entre 100 y 145 ppm; y 7 singuletes entre 110 y 192 ppm, incluyendo
en estos Gltimos la sefial caracteristica de un grupo carbonilo ceténico conjugado con un
doble enlaceen & 191.1.

Este mismo compuesto presenta en RMNIH (espectro No. 3, tabla XI) sefiales

correspondientes a tres protones aromdticos que constituyen un sistema ABC formado por
una seiial doble de doble a § 6.43 (J= 9 y 2 Hz) asignada a H-5' que estd acoplado con la

sefial doble del protén H-3' que se observa en 8 6.40 (J=2 Hz) y con la de H-6' que aparcce
en & 7.79 (d, J=9 Hz). Las constantes de acoplamiento establecen una relacin meta entre
H-3'y H-5'y orto entre H-5'y H-6' . Esto determina que se trata de un anillo aromitico I,
2", 4-trisustituido (anillo A).  En este mismo espectro, se observa un sistema semejunte
para los tres protones del anillo B; con una seital doble de dobleen §7.13 (J=8.3y 2.1 Hz)
asignada al protén H-6, la cual muestra un acoplamiento meta con la sefial doble de H-2 (8
7.25, J= 2.1 Hz) y erto con el doblete de H-5 (3 6.88, J=8.3 Hz), lo que indica que se trata
de un anillo 1,34 trisustituido. También se observan un par de protones como seiiales
dobles formando un sistema AB, desplazados a 7.43 y 7.74 ppm con una constante de
acoplamiento de 15.3 Hz, éstos se asignaron como H-ot y H-B. El desplazamiento quimico
de estas seiiales es congruente con la presencia de un doble enlace conjugado con un
carbenifo, Otras sefiales sobresalientes son la caracterfstica de un grupo metoxilo en 8 3.94
(s, OMe), y tres scfiales asignadas a protones fendlicos; dos singuletes anchosen § 798 y &
9.98 (3-OH y 4'-OH) y un singulete en 8 13.47 (2-OH).

El especiro bidimensional COSY {espectro No. 6) presenta la interaccién dc tres
pares de protones vicinales; 5'-6', 5-6 y 0~f, que concuerdan con los sistemas antes

observados.

El espectro de masas de Ia chalcona E da un ién moleculsr como pico base a nv/z 286
que corresponde con una férmula molecular de CigH140s5. El fragmento de nyfz 137
[C7Hs503]* corresponde al anilo A sustituido por dos grupos oxhidrilo, mientras que ¢l
fragmento de mv/z 150 [CoHy603]* corresponde al anillo B sustituido por un oxhidrilo y un
metoxilo tal como se muestra en la figura 27.
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-1+
HO OH OH -
H,C =CH0CH3
Cau +

<0
137 [CH05)" 150 [CHOp]*
Figura 27. Fragmentos m/z que se observaron en el EMIE de la chalcona E.

Esta informacién da lugar a la estructura quimica de una chalcona trihidroxilada y
monometoxilada. Los espectros bidimensionales COSY y HETCOR del compuesto E,
aunados a la informacién anterior, confirman la sustitucién del anillo A con dos grupos
oxhidrilo en posicién 2' y 4. Mientras que el anillo B se muestra sustituido en las
posiciones 3 y 4, dando por resuitado la estructura parcial que ubica al tercer oxhidrilo y al
metoxilo en posiciones 3 y 4 respectivamente, o a la inversa. Es mediante el espectro LR
HETCOR de E, que se logra localizar al grupo metoxilo unido al carbono 4 del anillo B, ya
que en el se observa que el protén unido a C-2 interacciona con los carbonos 3 (a 2 enlaces),
4 (3 enlaces), 6 (3 enlaces) y P (3 enlaces). Mientras que el protén unido a C-6 interacciona
a 3 enlaces con los carbonos C-2 y C-4, este tiltimo carbono se correlaciona también a tres
enlaces con los protones del metoxilo (C-O-CH3).

Los datos espectrosc6picos de Ia flavona acetilada Ea confirman esta aseveracidn,
acerca de la ubicaci6n del grupo metoxilo en e} carbono 4. Ya que el derivado acetilado,
muestra un ién molecular m/z 412, el cual corresponde con fa férmuta molecular C22H200s;
el incremento del peso molecular con respecto a E demuestra la acetilacién de 3 oxhidrilos.
Los fragmentos m/z, después de la perdida de 3 unidades de acetato, fueron semejantes a los
que se presentaron para ef compuesto E.

Las datos més sobresalientes que corroboran la estructura planteada para la chalcona,
fueron las diferencias observadas en los desplazamientos quimicos de los carbonos en los
espectros de RMN 13¢ (tabla XI) de Ea con respecto a E. En estos espectros se observa que
las sefiales de los carbonos en posicién orto (C-2 y C-4) y para con respecto al carbono base
del acetato (C-3), del compuesto Ea, se ven desplazadas hacia campo bajo con referencia a
E. en tanto que este carbono, C-3, presenta su sefial desplazada a campo alto. Estos datos
son cohesentes con las asignaciones dadas al anillo B, y confirman la estructura de la
chalcona como 3,2'4'-trihidroxi-4-metoxichalcona, que también puede denominarse como
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4-O-metil buteina, debido a que la buleina es una chalcona tetrahidroxilada en las posiciones
34,2’y 4(47). Esta chalcona se describe por tinica vez en la Literatura como componente de
Daklia tenuicaulis, planta de la familia de las Compuestas. Muy seguramente, este
metabolito secundario forma parte de los compuestos que dan color a las flores amarillas de

P. hintonii (48, 49).

Tabla X. Tabla comparativa de los desplazamientos quimicos de RMN'3C de los compuestos
flavonoides E (espectro No. 5) y Ea®.

& (ppm), multiplicidad
Carbono E Ea
CDCi3 DMSO-dg, 75 MHz CDCl3, 75 MHz
1 1130« 1298 5
2’ 1659 s 1496 5
3 102.9 4 117.0d
4 164.6 5 15335
5° 10784 119.1 4
6’ 13124 - 1306 d4
Cc=0 191.1 s 190.2 s
a 11784 1238 4d
B 143.6 4 1443 d
t 1276 s [276s
2 113.7d 1222 d
3 146.2 s 1402 s
4 149.5 5 1534+«
5 1108 d 11254
6 121.6d 1282 d
4-OCH; 555¢ 560 ¢
CH1CO 20.5 &
CH;CO ) 209 5
CH3CO 210
CH;CO 168.4 ¢
CHCO 168.7 ¢
CH,CO 1689 ¢

* Para ambos compuestos no se describen datos de RMN'C en [a bibliograffa.
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Tabla XI. Asignacién de sefiales para RMN 'H de E y su derivado acetilado Ea (vednse los

especiros del 3 al 9)*.
& (ppm}), multiplicidad / J (Hz)
H E Ea
CDCly DMSO-dg, 300 MHz CDCly 300 MHz
3' (1H) 6.40 d 7.004
2 2
5 (IH) ' 6.43 dd 7.11 dd
9,2 84,2
6 (1H) 779 d 770 d
9 8.4
a (1H) 743 d 701 d
15.3 16
B (1H) 174 d 7.51d
15.3 16
2 (1H) 725d 7.30d
2.1 2.1
5 (1H) . 6884 697d
8.3 8.4
6-H 7.13 dd 741 dd
8.3, 2.1 8.4, 2.1
2' (OH) 13.47 s
4' (OH) 9.98 s
3(0H) 7.98 5 ———-
4 (OMe) 3.94 s 387 s
2 (OAc) 2325
4' (OAc) -—-- 231 s
3(0Ac) 2.22 &

* En {a fiteratura no se describen datos especiroscapicos para ambos flavonoides.
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El siguiente compuesto aislado, F, presenta las siguientes caracteristicas

espectroscopicas.

En el espectro de IR, el flavonoide muestra bandas caracteristicas de oxhidrilos en
3384 y 3188 cm™'. En 1637 cm'! se observa una banda pertencciente a una y-pirona
saturada. En 1578 y 1497 cm! se presentan bandas que corresponden a anillos aromdticos.
El EMIE de F presenta un ién molecular de m/z 302 que corresponde con la férmula

CisH140s.

El espectro de RMNI3C (espectro No. 12, tabla XII) da evidencia de una estructura
constituida por 16 atomos de carbono, 12 de ellos aromdticos (5 dobletes y 7 singuletes}, un
metilo de metoxilo (& 55.1 ¢). un carbonilo cetdnico (8 195.9 5) y 2 carbonos sp, uno de
ellos base de funcién oxigenada (8 78.7 d) y el otro ¢ a un carbonilo (5 42.6 1). Estas 3
tiltimas sefiales son caracterfsticas para un anillo C de tipo dihidropirona y por fo tanto
establece que el compuesto F es una flavanona. Lo anterior fue confirmado por el espectro
de RMN'H (espectro No. 10, tabla XITI) ) en el que se observaron las sefiales para los 2
protones de C-3, Ha,y ¥ Haec como dos sefiales dobles de dobles con J de 17.2 y 3 Hz para
el primero, y 17.2 y 12.9 Hz para el segundo; mientras que el hidrégeno de C-2 es también
un doblete de doblete con J de 12.9 y 3 Hz.  Este especiro muestra tambicn las sefiales para
dos protones aromdticos como dos dobletes formando un sistema AB ¢n 6 6.02 y 5 6.04,
con J de 2.7 Hz que indica que estos guardan una relacion meta. El singulete en & 12.03

asignado a un oxhidrilo quelatado establece la existencia de un grupo OH en C-5.

Estos datos determinan que el anillo A es 5,7-disustituido, por lo que el sistema AB
corresponde a H-6 y H-8. En este mismo cspectro otro juego de protones se presentan
como un sistema ABC en donde la sefial asignada al protén H-6' da un doblese de dobletes en
6.80 ppm, con I de 8.0 y 2.1 Hz, lo cual indica un acoplamicnto en orto y meta con las
sefiales asignadas a los protones H-5' (8 6.89, J=8.0 Hz) y H-2' (8 6.97, J=2.1 Hz)
respectivamente,  Esto determina que se trata de un anillo B 1",3" 4"-trisustituido.  Otras
sefales que se observan para ¢l compuesto F son ta de un grupo OMe que se presenta como
un singulete intenso a 8 3.81 y un singulete ancho en § 8.02 que integra para 2 protones de
OH fenélico, localizados en los carbonos 3'y 4°.

Con basc en la discusidn anterior se establece la estructura de una flavanona

tetrasustituida, con 2 de estos substituyentes en cada uno de los anillos aromdticos.



Discusion y resultados.

Por los fragmentos que se observaron en EMIE se determind la ubicacién del grupo
metoxilo en el anillo B de la molécula (figura 28). Asf el fragmento de m/z 193 [C1oHgO4]*
corresponde a los anillos A y C contenicndo a los grupos OMe y OH.  El complemento de
este fragmento es el i6n de m/z 110 [CgHgO2]* que corresponde al anillo B sustituido por
dos grupos oxhidrilo. Otros fragmentos importantes son el ién de m/z 167 [CgH704]* que
comresponde tnicamente al anillo A y el fragmento m/z 136 [CgHzO2]* que representa al

anillo B.
+ =+
CH;0 O oH
C
O OO
OH OH
193 [C;HO,)" 10 [CgHyO,]1*
=+
CH,0 0 OH "
ey
Calt
X0H
167 [CgH,0,1* 136 [CgHgO,]*

Figura 28. Fragmentos mvz que se presentaron en el EMIE de Ia flavanona F.

El compuesto acetilado Fa presenta un i6n molecular de m/z 428, que corresponde
con {a férmula Ca3H)009 y concuerda con el incremento en peso molecular correspondiente a
3 acetilos, con respectoa F.

En el espectro de RMNI3C de Fa (tabla XH) los carbonos del anillo A en posicién
orio (C-6 y C-4) y para (C-8) con respecto al carbono base de! acetato desplazan sus sefales
hacia campo bajo en comparacién con los carbonos de F.  El mismo tipo de desplazamiento
sufren los carbonos del anillo B; C-1’, C-2", C-5' y C-6', en tanto que los carbonos base de
los acetatos de ambos anillos; C-5, C-3' y C-4' desplazan sus sefiales hacia campo alto.
Este compontamiento estd de acuerdo con la estructura establecida para la chalcona.

De acuerdo a la discusidn anterior, y por comparacion de las constantes fisicas y
espectroscépicas de esta sustancia con las descritas en la bibliografia, sc establece la
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estructura de 1a flavanona F como 5,3',4"-trihidroxi-7-metoxiflavanona (figura 29). El
derivado acetilado se define entonces como 5,3',4'-triacetoxi-7-metoxi flavanona {Fa)(9,
50-52). Este flavonoide F también se encuentra denominado en la literatura como 7-O-metil
eriodictyol (50) y sterbina (51).  Su espectro de UV en MeOH presenta un mdximo intenso
a 287 nm y una inflexién a 330 nm que concuerda con los descritos en la literatura de 287 y
340 nm respectivamente (S0). Por su parte el punto de fusién observado fue de 222-225°C
que corresponde con el informado en la bibliogeafia de 222-223.5°C (34).

La flavanona 7-O-metil eriodyctiol no presenta actividad 6ptica, por lo tanto debe
tratarse de la mezcla racémica.

Figura 29. Estructura quimica de la flavanona trihidroxilada (R=H) y su producto de
acetilacion (R=Ac).

Esta flavanona también se ha aislado a partir de Chromolaena meridensis (50),
Eupatorium stembergianum (51), Wyethia glabra (52} y Traversia baccharoides (34).
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Tabla XII. Desplazamientos quimicos de RMN'3C para 5,3'.4"-trihidroxi-4-metoxi
flavanona (F) y 5,3'.4'-acetoxi-4-metoxi flavanona (Fa)*.

8§ (ppm), multiplicidad
Carbono F Fa
CDCl3 DMSO-dg, 75 MHz CDCl3, 75 MHz
2 787d 78.5d
3 42.6¢ 45071
4 1959 s 188.2 5
5 16355 151.9 ¢
6 944d 1049 4
7 1674 s 165.6 5
8 936d 99.6 d
9 162.5 5 1639 s
10 10265 108.0 5
I’ 129.3 5 1372 5
2 1324 123.8 4
3 ’ 1445 s 1372 s
4’ 1449 s 1424 s
5 1150d 124.1 d
6' 1t78d 1214 d
7 (OCHy) 55.1¢ 558 ¢
(COCH3) - 1694 s
(2COCH3) --- 168.02 5
{COCH») - 210¢
(2COCH,) --- 206 ¢

* Los datos para este compuesto en RMN'3C no se encuentran descritos en la
bibltografia.
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Tabla X1 . Datos experimentales obtenidos para los espectros de RMN'H de los
flavonoides F* y Fa. Con TMS como referencia interna,

8 (ppm), multiplicidad / J (Hz)
H F Fa
CDCl3 DMSO-dg, 300 MHz CDCl3, 300 MHz
2(1H) 5.29 dd 5.44 dd
129, 3 13.2, 3.0
3 (1Hax) 2.76 dd 2.75 dd
17.1, 3 16.8, 3.0
3 (1Hec) 3.09dd 296 dd
17.4, 12.9 16.8, 13.2
6 (1H) 6.02d 6.29 d
2.7 2.5
8 (1H) 6.04 d 643 d
2.7 2.5
2' (1H) 6.97d 7.32 sa
2.1
5' (1H) 6.89 4 724 d
8.1 6.9
6 (1H) 6.8 dd 7.30 dd
7.8, 2.1 6.9, 2.2
7(0OCHy) 381s 3835
5({0OH) 1203 s
3'y 4 (20H) 8.02 sa
5 (COCHy) ' 2.38 &
3'y 4 (2COCHy) 2.30 s

* En la literatura, s6lo se describen datos para la flavanona sin acetilar.(49)
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Dos nuevos compuestos (G1 y G2) con caracteristicas polares se aislaron del
extracto acetdnico-metandlico. A éstos compuestos se les dié por nombre tuxpanélida e
isotuxpandlida, debido a que la planta P. hintonii, de la cual se aislaron, fue recolectada en

Tuxpin, Michoacén.

Por sus caracleristicas espectroscépicas se demostr6 que ambos son isémeros, ya que
difieren en la estereoquimica de un doble enlace. El componente mayoritario, después del -
sitosterol, fue el diterpeno aciclico (G1). Los datos espectrales indican que se trata de un
diterpeno derivado del fitol. Se estableci6 la presencia de grupos hidroxilo por bandas de
absorcidn en el espectro de IR a 3354 cm-!, también presentd bandas que corresponden & un
carbonilo de lactona con doble enlace conjugado en 1751 y 1682 el

El espectro de masas por ionizacién quimica muestra un pico m/z 351 [M+H]*, el cual
corresponde a una férmula molecular Ca0H300s, El espectro de masas por impacto
electrénico, presenta al fragmento m/z 332 [M-H,0]*.

En RMN'3C (espectro No. 13), el compuesto presenta sefiales para 20 carbonos; 4
CH3,4 CHy, 6 CHy 6 C. Ocho de éstas seiiales se dan entre 120 y 140 ppm indicando Ia

presencia de 4 dobles enlaces. Los respectivos protones vinilicos, muestran sefiales entre 5 y
7 ppm en RMN'H (espectros 14 y 15, tabla XIV).

Los espectros COSY (espectro No. 16) y HETCOR (espectro No. 17), indicaron que
se trata de un diterpeno constituido por los fragmentos A, B y C (fig.30), segiin o siguiente:

Figura 30. Estructura del compuesto G 1 denominado tuxpandlida.

El fragmento A, muestra en ef espectro de RMN'H un protén vinflico en 8 5.19 ppm
{1c, 1=7.5, 1.5 Hz, H-2; 8 124.8 d, C-2), que c¢std acoplado con un grupo CH20H (211,
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379 4 3=7.5Hz, H-I y H-1'; 8 58.9 1, C-1), y alilicamente, con un grupo metilo (3H, &
1.53 sa, H-20; §22.8 ¢, C-20). El fragmento B mostrd un triplete ancho para un protén
vinilico a 8 5.26 ppm (J= 7 Hz, H-6). Esta sefial interacciona en el espectro COSY con el
multiplete de dos metilenos parcialmente sobrepuestos en 5 1.94 (H-4) y 1.89 (H-5), y con el
singulete ancho de un grupo metilo vinilico desplazado a & 1.40 (H-19). En el tercer
fragmento del compuesto G1 (C) el espectro COSY mostré que la sefial en 8 3.80
corresponde a un protén geminal a un grupo oxhidrilo (H-8; 8 73.7 4, C-8), que estd
acoplado con Ios protones no equivalentes de un metileno que aparecen a 6232y 2.10 ppm
(H-9, H-9", ios cuales a su vez se correlacionan con la sefial de un protén vinilico en 6 6.81
(H-10), que corresponde al protén B de una y-lactona-o.,B-no saturada. Esto fué apoyado
por el espectro de RMN'C, ya que las sefiales de C-10, C-11 y C-18 se observaron a 142.0
d, 132.7 sy 169.7 s respectivamente.  Este mismo protén H-10 correlaciona también con un
singulete ancho en & 4.38 (H-12; 8 70.9 d, C-12) asignado a un protén unido a un carbono
con un grupo oxhidrilo secundario. Este dltimo protén H-12, esta acoplado con una sefial
doble de doble asignada para un protén del cierre del anillo lacténico (8 4.99, H-13; & 82.7
d, C-13), el cual se acopla con el doblete de quintuplete asignado a un protén olefinico que
aparece en 8 4.89 (H-14; 8 121.1, C-14) y éste a su vez con los protones 16 (& 1.47) y 17
{8 1.52).

El acoplamiento a larga distancia '3C-'H observado en el espectro LR HETCOR
{espectros No. 18-19) del diterpeno tuxpandlida confirma las asignaciones de las estructuras
parciales A, B y C y permite unirlas para establecer la estructura G1 como se muestra en [
figura 30. Este experimento fue importante para la asignacién de los carbonos 3,7, 11, 15 y
18 que se presentan como singuletes en 13C, veidse tabla No. XV,
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Tabla XIV. Desplazamientos quimicos y multiplicidad de los compuestos GlyG2en

RMN'H.
5 ppm, multiplicidad/ J (Hz)
H Gl1 Gl1 G2
CDCl5, 300 MHz CDCl3-CgDy, 300 MHz CDCly, 300 MHz
1, v 4.04 da* 3794 4.00 da*
7.2 7.5 7
2 538« 519 ¢« 5.381ta
15, 1.5 75,15 7.2
4 2.07 sa 194 m 2.11 sa
5 2.07 sa 1.89 m 2.11 sa
6 548 ta 526 ta 537t
7 7 7
8 4.06 dd * 380" 4.09 dda*
105, 3 7.2, 39
9 2.54 dr 2.32 dt 271 dt
13, 10.5 13, 10.6 13.5, 7.2
9 242 ddd 2.10 dddua 3.09 ddd
13,6.6,3 13, 66,3 13.5, 8, 3.9
10 6.92 ddd 6.81 ddd 6.10 ta
10.5, 6.6, 1.8 10.6, 6.6, 1.8 ~1.5
12 4.57 sa 4.38 sa 4.38 sa
13 5.06 sa 4.99 dd 4,83 dd
93,2 9,42
14 5.06 sa 4.89 d quint 5.09 du
93,12 9
16 1.79 sa 1.47 vu 1.72 sa
17 1.75 sa .52 su 1.72 sa
19 1.63 su 1.40 sa 1.57 sa
20 1.75 sa 1.53 sa 1.68 sa
OH 3.95 su 3.95 su

* Seitales sobrepuestas,
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Tabla XV. Datos de NMR!3C (en CDCl3 a 75 MHz), y de correlacién heteronuclear 13C-tH

a larga distancia para los compuestos G1 y G2.

NMRI3C Correlacién 13C.1H en
& (ppm) LR HETCOR

C mult * Gl G1- G2 G1- G2
1t 58.9 58.3 58.7 H2
2d 124.7 124.8 124.7 HI, H20 HI, H20
s 138.1 137.1 138.2 H4, H20 HE, H20
41 311 308 3.0 H2, H20 H20
5t 249 24.7 248 H4, H6
6d 125.8 125.3 124.7 HE, H19 H19
15 137.4 137.1 136.7 HS5, H8, HI9 HS, HI9
8d 739 73.7 755 H6, H9, HIS HI9
9t 357 353 32.8 H8, H10
10d 142.0 142.0 143.3 H8, H9, H12
s 133.3 132.7 130.9 H9, H10, H12, HI3
12d 711 70.9 750 HI10, H13, H14 HI10, HI3
t3d 829 82.7 819 Hi2, H17 Hl4
4d 121.0 121.1 120.7 H12, HI3, H16, H17 H!6
155 140.1 1394 141.2 HI13, HI6, H17 Hl6, HI7
16¢ 25.7 251 25.7 Hli4, HI7 Hi4, HIS
17¢ 18.6 17.9 18.5 Hi4, H16 Hi4, HIG6
18 & 170.0 169.7 169.1 HIO0, Hi2, HI3 HIO
19¢ 11.8 11.3 12.5 H6, HE H6
20 ¢ 23.3 22.8 23.0 H2, H4 H4

* La multiplicidad fue determinada por experimentos DEPT.

A Determinido en CDCK-Clyg 2 75 MHz.
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El espectro NOESY (53, 54) del compuesto G1 muestra fa existencia de NOEs (fig.
32, espectro No. 20) entre H-1 y H-4 y entre H-2 y H-20, los cuales establecicron la
configuracién del doble enlace AZ como Z. La configuracién E del doble enlace AS se
eslablecié con base en el NOE entre H-6 y H-8, y por el desplazamiento quimico del grupo
metilo unido al carbono 7 (8 11.8 ¢, C-19) en RMN!3C (55, 56). La configuracién del
doble enlace Al0 fue establecida como E con base en el efecto NOE observado entre H-9 y H-
12. Aunque las configuraciones absolutas de los carbonos quirales C-8, C-12 y C-13 no
fueron determinadas, la magnitud de la constante de acoplamiento de J|, ;=2 Hz concuerda
con un 4ngulo diedro entre 70 y 115° el cual requiere una relacién frans entre H-12 y H-13.
Por ésto, la estructura de fa tuxpandlida fue establecida como G1, un diterpeno aciclico tipo

fitano o su enantiémero.

El segundo diterpeno, denominado isctuxpanélida (G2) es un isémero geométrico de
G1 tal como se presenta en la figura 31, ya que el doble enlace entre C-10 y C-1ipresenta

una geometria diferente.

Figura 3 1. Estructura quimica de la isotuxpanélida (CagH3gOs).

Esto fue fundamentado en la similitud de su espectroscopia de IR, EMy RMNde [y 2
dimensiones (espectros No. 21 a 25). Las diferencias mds significativas observadas en el
espectro de RMN'H para G y G2 fueron los desplazamicatos quimicos para H-9, H9'y
H-10. Dc hecho, los protones del carbono 9 de G2, fueron desplazados a campo bajo (8
2.71 y 3.09} en comparacidn con los correspondienies protones de G1 (8 2.54 y 2.42),
mientras que la scital de triplete ancho asignada para el protén oleofinico H-10 fue desplazada
a campo alio (8 6.10, 1=7.5 Hz) en compavacion con G1 que se presentd a 6.92 ppm. Esto
sugiere que G2 es of isdmero 10-Z de GI.  Esta deduccidn fue confirmada por el efecto
NOE observado entre H-10 y H-12.  Los efectos NOE que presenta la estructura de la
isotuxpandlida se presentan en la ligura 32,
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isotuxpandlida

Figura 32. Efecto nuclear de Overhauser para los protones de la tuxpanélida y su isémero,
observados en fos respectivos espectros NOESY (espectros No. 20y 25).
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Conclusiones.

YiI. NCLUSIONES.

A partir del extracto hexdnico de las partes aéreas de Perymenium hintonii se aislaron e
identificaron tres metabolitos secundarios ya descritos en la bibliografia; la friedelina, el
epifriedelanol y B-sitosterol, mientras que del extracto polar los compuestos ya conocidos
fueron la escopoletina, 7-O-metil eriodiciyol y 4-O-metil buteina. Para éstos dos iiltimos, asi
como para sus derivados triacetilados, se describen datos espectroscépicos de RMN'Hy "*C
no informados previamente en la literatura. )

Dos nuevos diterpenos tipo fitano se aislaron también de] extracto polar: la tuxpandlida
y Ia isotuxpandlida, su estructura quimica fue elucidada principalmente mediante técnicas uni
y bidimensionales de RMN. Este tipo de diterpenos no habian sido descritos como
constituyentes de Perymenium.

En general la composicidn quimica encontrada en P. hinfonii, difiere de la descrita
para las otras especies del género estudiadas hasta el momento, tnicamente se informa de una
curnarina aislada de P. ghiesbreghrii.  Sin embargo, afin son pocas las especies estudiadas,
por lo que es necesario continuar con el estudio del género Perymenium para establecer las
semejanzas y diferencias que existen en la composicidn quimica de las diferentes especies.

El presente trabajo contribuye al conocimiento de los constituyentes quimicos de P.

himtonii y por ende al de la flora nacional.
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1X. ESPECTROS.
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Espectro No. 20. Espectro bidimensional NOESY de la tuxpandlida en CDCl3-CgDg, con TMS, a
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