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INTRODUCCION

Actualmente es reconocido que México posee una notable biodiversidad, la
cual representa un recurso natural que es necesario conocer y estudiar para su
conservacion y aprovechamiento racional. Particularmente, la vegetacién ha
constituido una fuente- muy apreciada para diversos fines, tales como alimento, en
construccion, como colorantes, insecticidas, entre otros, pero sobre todo, ciertos
vegetfales han sido utilizados en la preparacion de remedios para curar diversas
enfermedades. Es interesante mencionar que adn en nuestros tiempos, la mayoria

de Ia poblacién mundial emplea recursos herbolarios para la solucidén de problemas

de salud.

Et estudio cientifico de la bioaclividad de las preparaciones empleadas
tradicionalmente por diversos grupes étnicos se denomina etnofarmacologia, un
término empleado desde finales de los sesentas [1]. A través de ésta disciplina, es
positle, de manera rigurosa, adquirir una apreciacion de que las plantas usadas en

medicina tradicional pueden servir como fuente de agentes terapéuticos.

El trabajo de campo exploratorio de los usos medicinales de plantas por los
indigenas en el mundo, aunado a la ab!icacién de ensayos biologicos capaces de
determinar si las plantas ejercen un efecto biolégico, ha facilitado el descubrimiento
de moléculas bioactivas. Algunas de eslas substancias poseen un notable potencial
para et tratamiento de un amplio espectro de enfermedades, como ejemplos pueden
mencionarse 13 fisostigmina (de Physosligma venosum, empleada para el glaucoma

y la miastenia gravis} y la artemisinina (de Arfemisia annua, utilizada contra la

malaria} [1, 2].
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Aun cuando el enfoque etnofarmacoldgico ha permitido el descubrimiento de
muchas sustancias biologicamente activas, existen otros métodos de seleccion de
plantas que también han conducido a la caracterizacion de innumerables
compuestos con considerable actividad terapéutica, entre estos criterios podemos
citar el aleatorio, e taxondmico, el fitoquimico {conocido también como
quimiotaxondmico} y el ecoldgico. Es interesante mencionar que el taxel, uno de los
mejores agenles anticancerigenos descubiertos en afios recientes, fue aislado de la
corteza del arbol Taxus brevifolia en un programa de busqueda de agentes

antitumorales, donde las plantas fueron colectadas aleatoriamente [3}.

Gracias a la investigacion quimica de numerosas fuentes naturales, entre las
que destacan los vegetales, hoy en dia se conoce la cura para cientos de
enfermedades, pero alin existen muchos otros padecimientos para los cuales no se

cuenta con un remedio tolalmente seguro y efectivo.

Es asi como se aborda el estudio de Neurolaena lobata, una planta
abundante en América Central, que abarca también el sur de México y las islas
Caribe, la cual es ulilizada por las comunidades indigenas para combatir
enfermedades como malaria, dolores estomacales, enfermedades de la piel,
diabetes, entre otras [4]. El estudio lendiente a elucidar la estructura molecular de
los metabolitos secundarios presentes en esta planta, asi como la realizacion de una
evaluacion biotogica preliminar de los principales constituyentes de esta planta,

integran el presente trabajo de investigacion.



OBJETIVOS.

CBJETIVO GENERAL

De acuerdo con una de las areas de investigacion multidisciplinaria que se desarrolla
en nuestro pais, el objelivo general del presente trabajo es contribuir al conocimiento de los
recursos naturales para su conservacion y aprovechamiento racional, en este caso, de la
vegetacion, mediante la investigacion experimental que permita la generacion de resultados
novedosos referentes a las plantas empleadas en ta medicina tradicional. Para el logro del

objetivo general, se plantean los siguientes objetivos particulares.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Compilar y revisar la informacion quimica y biologica referente a Neurolaena lobata.

2.- Aislar y caracterizar quimicamente los melabolitos secundarios presentes en N. lobala.
3.- Realizar algunos derivados de los principales constituyentes de N. lobata.

4.- Lievar a cabo la evaluacion bioldgica preliminar de los metabolitos secundarios presentes
en N. lobata, asi como de los derivados que se obtengan, con el fin de comparar el grado de
actividad biolégica que presenten con relacidn a su estructura molecular.

5.- Aportar conacimientos que permitan ponderar la importancia de los metabolitos
secundarios como sustancias bioactivas, asi coma llevar a cabo la evaluacién preliminar de

los mismos como agentes terapéulicos.

6.- Correlacionar los resultados obtenidos con algunas de las actividades biclégicas

registradas en la medicina tradicional para esta especie.



ANTECEDENTES.

Los metabolitos secundarios de plantas superiores pueden agruparse, de acuerdo
a las rutas biogenéticas que siguen en: terpencides, alcaloides, esleroles, acetogeninas,

flavongides y compuestos bencenoides, principaimente.

Un grupo de compuestos de amplio interés son los sesquiterpenos, y en particular,
las lactonas sesquiterpénicas, las cuales, ademas de utilizarse como marcadores
quimiotaxonomicos de la familia Compositae, han llamado la atencién por sus
interesantes propiedades biologicas [5, 7, 8]. Debido 2 que este tipo de metabolitos
secundarios son los constituyentes caracleristicos de Neurolaena lobata, a continuacion
se mencionaran generalidades sobre la biogénesis de estos metabolitos.

Los sesquiterpenos son productos naturales con quince dlomos de carbono,
formados por la unién de tres unidades de isopreno. El sesquiterpena mas sencillo, y al

que se considera precursor de los demas sesquiterpenos, es el farnesol.

T N ooy OH

Farnesol.

El primer tipo de laclona sesquiterpénica que se forma por ciclizacion del farnesol
es el de la germacrandlida. Estas sustancias son las mas ampliamente distribuidas y las
méas numerosas. Como se muestra en el esquema 1, la ciclizacién del {rans, trans-
pirofosfato de farnesilo, resulta en el intermediario trans, trans del germacradieno, el cual
por modificaciones enzimaticas oxidativas origina las germacranolidas, representados por

su miembro mas simple, la costundlida.
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Esquema 1. Biogénesis del esqueleto de las germacrandlidas [6].

Como ya se ha mencionado, las germacrandlidas son las primeras lactonas que
se forman por ciclizacion del pirofosfato de farnesilo. Estas suslancias de primer paso
biogenélico se seguiran iransformando para dar origen a otras lactonas sesquilerpénicas,
cuya complejidad estructural puede correlacionar con pasos biogenéticos adicionales

[6,7}, como se muestra en ef esquema 2.
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Esquema 2. Relaciones biogenéticas entre germacrandlidas y otro lipo de estructuras.

Las lactonas sesquiterpénicas destacan por sus diversas e inleresantes
propiedades guimicas y biolégicas. Entre las bioldgicas pueden mencionarse propiedades
antihelmintica, regulatoria de la actividad del crecimienlo vegetal y la inhibidora de
tumores cancerosos [7, 8], en lo referente a las propiedades quimicas, puede
mencionarse la sintesis de diversos esqueletos a partir de las germacrandlidas [6].

A través de las Ultimas décadas se ha acumulado informacién cientifica
proveniente de numeroses grupos de investigacion, lo gue ha permitido tener ahora un
mejor concepto del importante papel ecolégico que desempefnan estos metabolitos

6



secundarios

Neurolagna lobata es una planta herbacea, propia de lerrenos montanosos,
colinas, rmatorrales y tierras de bosques [9]. Esta planta estd ampliamente distribuida en
América Central, abarcando también el sur de México y las Islas Caribe [4}.

Es una planta con tallos fefiosos, erectos y muy ramificados, de 1.5-3 cm de alto,
sus hojas son alternadas, apretado pubescentes y escabrosas, dentado denticuladas o
diversamente lobadas, acuminadas en el apice, estrechas en la base, sus flores son
tubulares, amarillas, perfeclas y fértiles.

Can respecto a los aspeclos taxondmicos, es perlinente mencionar que el lugar
del género Neurolaena dentro de la familia Asteraceae, ha sido objeto de considerable
discusion [4]. De acuerdo al género, Brown (1817), colocd a Neurolaena en ta subtribu
Galinsoginae, Iribu Heliantheae, cercano al género Calea. Sin embargo, esle criterio no
fue compartido por De Candolte (1836}, ni por Bentham (1873), quienes la colecaron en la
tribu Senecioneae. Tiempo después, Rydberg (1927) colocd a Neurolaena en una nueva
tribu; Neurolaneae.

En 1973, Robinson y Bretell, redujeron la tribu de Rydberg al nivel de subiribu
Heliantheae. Sin embargo, en el mas reciente estudio de Neuwrolaena, Tune (1982),
colocd al género dentro de la tribu Heliantheae, subtribu Galinsoginae, tal como habia
sido sugerido por Brown.

Es generalmente aceptade que los melabolitos secundarios {entre los que
destacan las lactonas sesquilerpénicas y los flavonoides entre otros} pueden ser
empleados en la taxonomia vegetal, para coadyuvar en los argumentos que permitan
identificar la ubicacidon de una especie [7}, sin embargo, es importante considerar los
argumentos quimicos en relacién a otras evidencias.

Actualmente se conocen 13 especies del género Newrolaena, estas son N.
balsana, N. cobanensis, N. fulva, N. intermedia, N. jannaweissana, N. lamina, N. lobata,
N. macrocephala, N. macrophylila, N. caxacana, N. schippii, N. ventura y N. Wendtii [15-
20, 44).

De todas las especies del género Neurolaena, la especie que ha sido més
estudiada es N. lobata, presumiblemente debido a las propiedades curativas que ésta ha
manifestade y a su disponibilidad practica; N. lobata es usada por las comunidades



indigenas como remedio conlra diversas enfermedades. En el siguiente cuadro se

muestran los principales usos medicinales que se le da a N. fobala en los paises de

Latinoamérica.

T Pais TS i Referencia

Colombia Como cataplasma para tratar la mordedura de' [13]
serpiente.
Guatemala Se uliliza para la malaria, dolores estomacales, l
| diabetes, amibiasis, para tratar enfermedades de la} [4, 13, 15, 23]
! piel, contra enfermedades nerviosas, anemia e |
L- o hipotensién. | |
_Honduras _ Para dolores estomacales, Ulceras e infecciones. |, {12,15] |
Jamaica i Como repe!ente de inseclos y para el tratamiento de ' [15} i
_____ B ___ |dolores estomacales. ;
©_ Meéxico Como remedio para la malaria, resfriados vy fiebres. ;_ﬁw[iﬂ]__
' Panama Para tratar diabetes, hipertension, doloresi (11, 22]
- __ | bepaticos, malaria y como repelente de insectos. AL,
_ Trinidad y Tobago | Para tratar fiebre y r resfriados.  _ _ _ ______ . _ _[3__
Venezuela | Como remedio 0 para tratar ia malaria. o 118} .

Cuadro 1. Uso elnomédico de N. lobata en diversos pa palses de Latinoamerica.

Debido al aprecio popular referente a las propiedades curativas que N. Jobata ha
mostrado, diversos investigadores la han estudiado continuamente y han realizado
diversas evaluaciones, comprobando asi su actividad hipoglucemiante {23), su efeclo
antiparasitario (principalmente contra diversas especies de Plasmodium) [13, 24-29], asi
como su actividad citotoxica [26, 27, 28). También se le realizaron pruebas contra
diversas especies de hongos y bacterias, pero la actividad manifestada no fue
sobresaliente [12, 28].

En estudios previos se ha reporiado el aislamiento y caracterizacion de varios
metlabolitos presentes en Neurolaena lobata. Estos han sido principalmente lactonas
sesquiterpénicas, furancheliangolidas, varios flavonoides y derivados del timal {4, 11, 14,
16, 21, 22]. A conlinuacion se mencionan los compuestos que han sido informados como
constituyentes de Neurolaena lobata: neurolenina A (8), neurdlenina B (3), neurolenina C
(4), neurolenina D (5}, neurolenina E {6), neurolenina F (7}, lobatina A (9), labatina B (10},
lobatina C (11) 8@-isovalerianiloxi-9c-hidroxi-caliculatdlida (12), 8p-isovelerianiloxy-9a-
acetoxi-caliculatolida {13), éter 3,7-dimetilico de 6-hidroxi-kaempferol (14), éter 3,7-



dimetilico de quercetagetina (15), éter 3.6-dimetilico de quercetagetina (16), éter 3'-
melilicc de 6-hidroxiluteolina (17) 7-glucésido de  6-hidroxi-kaempferol (18},
quercetagetina (19), 7-ghicésido de B-hidroxiluteclina (20), éter 3-melilico-7-sulfato de
quercetagetina (21), éter 3-metilico-7-sulfato de 6-hidroxi-kaempferal (22), éter 3-metilico-
7-gluchsido de 6-hidroxi-kaempferol (23), éter 3-metilico-7-glucdsido de quercelagetina
(24}, 7-glucosido de quercetagetina (25}, timol derivado-1 (26), timol derivado-2 (27}, imo!
derivado-3 (28), timol derivado-4 (29}, limol derivado-3 (30), bisalboleno (31), germacrenc
D (32).

A continuacién se muestran las estructuras de los compuestos mencionados

anteriormente,

Neurolenina A {8)
Neurolenina B (3)
Neurolenina C (4)
Neurclenina D (5)
Neurotenina E (6)
Neuralenina F (T)

R! R? R
8 H Ival H
3 OAc Ival H
4 Qiva! H H
5 OH lval H
6 OAC Ival OH
7 QAc 5-OH-tig o H
5-OH-Ang

lobatina A {9}



lobatina B (10)
lobatina C {11)

9 R
10 H
11 Ac

8p-isovalerianiloxi-9a-hidroxi-caliculatélida {12)

8B-isovaIerianioni-9u-aceloxi-ca!icuta!c’>lida (13)

R
12 H
13 Ac

ater 3,7-dimetilico de 6-hidroxi-kaempferol (14)
éter 3,7-dimetilico de quercetagetina (15)

éter 3 B-dimetilico de quercetagetina {16)

ater 3-metilico de 6-hidroxiluteolina (17)
7-glucosido de 6-hidroxi-kaempferol (18)

quercetagetina (19)
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7-glucosido de 6-hidroxiluteolina (20)

éter 3-metilico-7-sulfato de quercetagetina (21)

éter 3-metilico-7-sulfato de 6-hidroxikaempferol (22}
éler 3-metilico-7-glucésido de 6-hidroxikaempferol (23)
éler 3-metilico-7-glucdsido de quercetagetina (24)
7-glucésido de quercetagetina (25)

14 R'=Me, R=H
15 R'sMe, R*=0H
21 R'=$0;, R’=OH
22 R'=SO5, R=H
23 R'=glc, R%=H
24 R'sglc, R*=OH

17 R'sH, R?*=Me 18 R'= p-D-Gicp, R*=H
20 R'=p-D-Glep R*=H 19 R'=H, R%*=OH
25 R'=B-D-Glcp, R*=OH

1



Timo! derivado-1 {26)

Timol derivado-2 (27)
Timol derivado-3 (28}
Timo! derivado-4 (29)

Timot derivado-5 (30)
Bisalboleno {31)
Germacreno D (32)

30

26

27 R'= QCOCHMe,, R*=H
28 R's OCOCH{Me)El, R*=H
29 R'=H, R’z OCOCHMe;

3

32

12



DESAROLLO EXPERIMENTAL

El material vegetal fue colectado en la region lacandona det estado de Chiapas,
por el Bidlogo Esteban Martinez, éste se sometid a un proceso de secado al aire. Las
partes aéreas (3 Kg) fueron molidas y extraidas a temperatura ambiente con hexanco
durante 48 h, en tres ocasiones consecutivas, empleando para ello cinco litros de
disolvente en cada extraccién. El disolvente fue evaporado a presién reducida y el residuo
vegetal desengrasado fue sometido a maceracion con diclorometano, siguiendo et
procedimiento descrito anteriorrﬁenle. De esta forma, se obtuvieron 17 g de extracto
hexanico y 135 g de extracto de diclorometano.

El procedimienlo-de obtencion de extractos se esquematiza de la siguiente forma

Partes aéreas de
Neurolaena lobata
Material seco y molido

maceracidn con hexano

|

Exiracto hexanico Residuo vegetat
179
maceracion con
CH2Clz
Extracto de Residuo vegetal
diclorometano
135¢g

Esquema 3. Obtencidn de los exiractos de Neurolaena lobata.

EVALUACION BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS.

A conlinuacion se muestran los resultados oblenidos para los extractos hexanico y

13



de diclorometano en las evaluaciones antiinflarnatoria y antimicrobiana.

« Evaluacion antiinflamatoria.

Con esta evaluacién se comprueba la inhibicidn del edema inducido con TPA (12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) en la oreja de raton. Se ulilizan 0.5 mg de extraclo

por cada oreja. Los resultados obtenidos de esle ensayo se muestran en la tabla 1.

Material ensayado % de inhibicién del edema
Indometacina 60.50
Extracto de Diclorometano 95.22
Extracto Hexanico 32.86

Tabla 1. Actividad antiinflamatoria presentada por los extractos.

En este ensayo, se utilizé Indometacina camo farmaco de referencia para inhibir el
edema del raton, el porcentaje de inhibicidn que ésta presentd fue del 60.5%; de acuerdo
a los resultados mostrados por los dos extractos, se ve que el extracto diclorometanico

exhibe una actividad antiinflamatoria mayar que el extracto hexanico y que la referencia.

« Evaluacién antimicrobiana.

La realizacién de la evaluacién antimicrobiana tiene como objetivo detectar la
inhibicion del crecimiento de distintas especies de bacterias y hongos. Lo que se mide es
el diametro del halo de inhibicién de crecimiento bacteriano. Para la realizacion de ésta
prueba se utilizaron 500 pg de extracto por disco. En la tabla 2 se muestran los resultados

obtenidos en esta prueba.

Extracto E. coli S. aureus M. smegmalis  T. viride A. niger

Diclorometanico - - - - R
Hexanico - - 10 mm. - -

Tabla 2. Actividad antimicrobiana presentada por los extractos.

De acuerdo a los resultados mostrados, podemos sefalar que los extractos no

exhiben actividad antimicrobiana significativa frente a los micoorganismos ensayados.
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FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO HEXANICO,

El extracto hexanico {16 g) se adserhio en 16 g de silice 70-230 y fue aplicado en
una columna empacada con silica gel Merk 60 GF (en una relacién 1:5), la columna se
desarrolld a presion reducida, eluyéndola con mezclas de hexano-acetato de etilo con
incremento de potaridad.

De esta forma, se colectaron 139 fracciones de 250 mL cada una, las cuales se

evaporaron a presion reducida y fueron reunidas de acuerde a su similitud en corrimiento

en cromatografia en capa fina (CCF), como se muestra en la siguiente tabla.

- Eluyente Fraccion Clave asignada  Compuesto aislado
Hexano 1 Ahv ceras
Hexano 2-4 Bhv ceras
Hexano 5-10 Chv ceras
Hexano 11-16 Dhv ceras

Hexano-AcOEt 95:5 17-18 Ehv ceras
Hexano-AcOEt 95:5 19-24 Fhv mezcla de -

sitosterol (2)y
estigmasterol (1)

Hexano-AcOEt 95:5 25-30 Ghy mezcla de §-
sitosterol y

estigmasterol (1)
Hexano-AcOE! 95:5 31-37 Hhv
Hexano-AcOEt 95:5 38-54 Ihw
Hexano-AcOEt 95:5 55-61 Jhv
Hexano-AcOEt 9:1 62-67 Khv

Hexano-AcOEt 9:1 68-79 Lhv neurclenina B (3)

Hexano-AcOEL 9:1 80-103 Mhv neurclenina B (3)
Hexano-AcOEt 87:13 104-121 Nhv
Hexano-AcOEL 122-138 Nhv

87:13, 84:14, 80:20’
Tabla 3. Datos del desarrollo cromatografico del extracto hexanico.

Las primeras fracciones Ahv, Bhv, Chv fueron eluidas con hexano al 100%,
mismas que mostraron una consistencia cerosa de color blanca. Su espectro de IR
mostro sefales de enlace carbono-hidrogeno en 2957, 2929 y 2854 cm™ y la ausencia de

grupos funcionales confirma que se trata de lipidos, por lo que no se continué su analisis.

Aisfamiento de la mezcla de estigmasterol (1) y f-sitosterol (2}.
Las fracciones Fhv y Ghv presentaron un aspecto de ceras verde opacas, al
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adicionarte una mezcla de disolventes hexano-acetona en proporcién 1:1, se precipité un
solido amorfo de color blanco opaco, que posteriormente se recristalizd con hexano-
acetona y se identifico como una mezcla de estigmastero! (1} y B-silosterol (2) en

proporcién 1:1, cuyos datos fisicos y espectroscdpicos son:

pf:143-145 °C {agujas)

Rf: 0.37 (hexano-AcOEt, 4:1)

IR % mss (CHCls): 3547, 2931, 2857, 1172, 1650, 1466 cm”’

RMN 'H { 300 MHz, CDCl,, §): 5.35 (1H, d, J=5.4, H-6), 5.16 (1H, dd, J=8.4, 15, H-22),
5.02 (1H, dd, J= 8.1, 15, H-23), 3.52 (1H, m, H-3), 1.25 (1H, s, presumible impureza},

sefhales a campo alto, atribuibles a metilos: § 1.01, 0.93, 0.91, 0.85, 0.83, 0.81,0.70 ¥
0.68.

Estigmasterol (1} B-sitosterol (2)

Aislamiento de Neurolenina B (3).

Los eluatos 86, 87, 88, 89 de la fraccion Lhv presentaron un sdlido en forma de
agujas que fueron lavadas con hexano, y posteriormente se recristalizaron por par de
disolventes, hexano-diclorometano, obteniendo un compueslo identificado como

Neurolenina B (3).

La fraccién Mhv mostrd un solido cristalino en forma de agujas color verde claro
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que fueron lavadas con hexano. Se procedid a recristalizar por par de disolventes
utiizando diclorometano-éter isopropilico, y se obtuvo un sdlido amorfo de color blanco

que se identificd coma Neurolenina B (3).

La eliminacién del disolvente de las aguas madres, permitié la obtencion de un
resi&uo (1.82 g), ! cual fue adsorbido en silica gel 70-230 en relacién 1:1, mismo que fue
aplicado en una columna empacada con silica gel Merk 60 GF en relacién 1.5, Esta
columna se desarrollé a presidon reducida utilizande mezclas de disolventes hexano-
AcOEt con incremento de polaridad, obleniendo 85 subfracciones, las cuales se reunieron

segun la similitud de su corrimiento en CCF, como se muestra en |a tabla 4,

.___FElyente . Fraccion __ _ Claveasignada
Hexano 100% y hexano- 1-23 Mhyv-1
AcOEL 95:5
Hexano-AcOEL 95:5, 93:7 24-27 Mhv-2
Hexano-AcOEt 93.7 28-30 Mhv-3
Hexano-AcOEt 93:7 31-34 Mhv-4
Hexano-AcOEt 937 35-46 Mhv-5
Hexano-AcOEL 937 47-50 Mhv-6
Hexano-AcOEt 93.7 51-57 Mhv-7
Hexano-AcOEt 93:7 58-61 Mhv-8
Hexano-AcOEt 87:13 62-73 Mhv-9
Hexano-AcOE1 8713 74-85 Mhv-10

Tabla 4. Datos del desarrollo cromatografico de la fraccion Mhy,

Las fracciones Mhv 5, Mhv 6 y Mhv 7 se recristalizaron por par de disolvenies de
diclorcmetano y éter isopropilico obteniendo asi Neurolenina B (3). El procedimiento de

obtencién de Neurolenina B (3) se ilustra en el esquema 2.
Datos fisicos y espectroscdpicos de 3

pf: 162-164 °C
UV (EtOH} A max nm; 302 (1395), 279 (1268), 212 (14292)
Rf; 0.36 (hexano-AcOEL 7:3)

IR (CHCI3) v 3469, 2068, 2934, 2875, 1759, 1689, 1632 cm.
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RMN 'H, (500 MHz, CDCly, 8): 6.593 (1H, d, J=12.5,H-2), 6.320 (1H, d, J= 1.5, H-13a},
6.008 (1H, ¢, J= 12, H-3), 5.815 (1H, 4, J= 1.5, H-13b), 5.560 (2H, s, H-8 y H-8), 4.550
(1H, dd, J= 5,12, H-6), 3.110 {1H, m, H-4), 2.58 {1H, s, H-7) 2.100{1H, s, H-2"}. 2.090
(1H, s, H-2a}, 1.960 (1H, m, H-2b), 1.950 (1H, m, H-3'}, 1.830 (1H, ddd, J= 5, 13.5, H-5a),
1.427 (1H, ddd, J= 5.5, 13, 13.5, H-5b), 1.330 (1H, s, H-14}, 1.135 (1H, d, J= 6.5, H-15},
0.870 (1H, g, J= 6.5, H-5}, 0.870 (1H, d, J= 6.5, H-4).

RMN °C (125 MHz, CDCla, 8); 204.75 (C-1), 171.07 (C.1'). 170.23 (OCOCH; -8), 168.80
(C-12), 148.16 (C-3), 134.95 (C-11), 126.39 (C-13), 125.4 (C-2), 79.36 (C-10), 76.3 (C-6),
73.98 (C-8), 73.88 (OAc-0), 42.58 (C-2"), 41.32 (C-7), 40.3 (C-5), 28.2 (C-4), 24.9 (C-3"),
23.68 (C-14), 22.27 (C-5'), 20.49 {OCO-CH-9), 19.68 (C-15).

EM m/z (IE): CoH30s (PM 422) 380 [M+-CH,COJ+ (11); 364 [M+-CHsCOJ+ (3); 338 [M+-
C.HsCOJ+ (25); 320 (B), 296 (6); 278 (51); 260 (14); 235 (13); 217 (25); 193 (21); 189
(14); 179 (13); 165 (10); 147 (9); 125 {12); 111 (21); 85 [C.H,COJ+ (100); 82 (60); 57 (42);
43 (13); 41 (3).

F4

Neurolenina B {3)
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Extracto hexanico

CTTTTTTIT T

Ahv Bhv Chv Dhv Ehv Fhiv Ghv Hhv Ihv Jhv Khy Lhv Mhv Nh

Y

Mezcla de Neurolenina
Estigmasterol B (3)

{1} y B-sitosterol
{2)

\ Y

Mezcla de Estigmasterol Neurolenina B
(1) y p-Sitosterol (2) {3)

Esquema 4. Procedimiento de exlraccion y aislamiento de los constituyentes de

Neurolaena lobala en el extracto de hexano.

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DE DICLOROMETANO.

El extracte de diclorometano (130 g) fue adsorbide en silica gel 70-230 (en una
relacion 1:5), y fue aplicado en 2 columnas de 12 cm de diametro, empacadas con silica
gel 60 GF {en una relacién 1:5). Las columnas se desarrollaron a presion reducida,

usando mezclas de disolvenles hexano-AcOEtL, con incremento de polaridad.

De esla forma se obtuvieron 285 fracciones de 500 mL cada una, las cuales se
evaporaron a presion reducida y fueron reunidas, de acuerdo a su similitud en corrimiento

cromatografico. Esto se resume a continuacion en la tabla 5.
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. Eluyente
Hexano
Hexano-AcQEt 98:2
Hexano-AcOEt 98:2
Hexano-AcOEt 98:2
Hexano-AcOEL 96:4,
94.6
Hexano-AcQEt 946
Hexano-AcOEt 94:6

Hexano-AcOEt 94:6

Hexano-AcQEL 94.6

Hexano-AcQOEL 92:8

Hexano-AcQOEt 82:8

Hexano-AcOEt 92:8

Hexano-AcOEL 92:8

Hexano-AcOEt 92:8,

87:13
Hexano-AcOE! 8:2,
73

Hexano-AcQEt 7:3,
6:4

Hexano-AcOEt 7:3,
6:4

Fracciéon

1-5

6-18
19-28
29:42
43-59

60-76
77-.81

82-86

87-105

106-126

127-136

137-161

162-171

172-206

207-230

231-237

238-287

_Clave asignada

Adm
Bdm
Cdm
Ddm
Edm

Fdm
Gdm

Hdm

idm

Jdm

Kdm

l.dm

Mdm

Pdm

Compuesto aislado

ceras
ceras
ceras
ceras
ceras

B-sitosterol (2) y
estigmasterol (1)
B-sitosterol (2) y
estigmasterol (1)
acidos carboxilicos,
ésteres lipidicos y ac.
grasos,
ac. carhoxilicos,
ésteres lipidicos y ac.
grasos.
ac. carboxilicos,
ésteres lipidicos y ac.
grasos.
ac. carboxilicos,
ésteres lipidicos y ac.
grasos.
ac. carboxilicos,
ésteres lipidicos y ac.
grasos.
ac. carboxilicos,
ésleres lipidicos y ac.
grasos
neurolenina B (3}

neurolenina B (3}
neurolenina C (4},
neurclenina D (5}
ac. carboxilicos,
esteres lipidicos y &c.
grasos
ac. carboxilicos,
asteres lipidicos y ac.
grasos.

Tabla 5. Datos del desarrollo cromatografico del extracto de diclorometano.

Las fracciones Fdmv y Gdmv presentaron un sdlido en forma de agujas

opacas que se lavaron con hexano, eliminandc el colorante y dejandolas blancas, se

relizo una comparacion cromatogréfica con la muestra de la mezcla de estigmasterol (1} y
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DB-silosterot (2) que fue aislada en el extracto hexanico, observando que se trataba de la
misma mezcla de sustancias. Los datos espectroscépicos del estigmasterol (1) y p-
sitosterol {2) se encuentran en fa parte experimental referente al anslisis de! extracto

hexanico.

La fraccion Ndmv se compard por punto de fusion, CCF e IR con la referencia de

neurolenina B (3), observando la identidad de dicho compuesto,

Con la finalidad de eliminar los pigmentos presentes en esta fraccion, se realizé un
ensayo con carbdn aclivado, para comprobar que no se modifican los melabolitos

secundarios.

Una muestra (500 mg} de la fraccién, se disolvié en la minima cantidad de etano,
afladiendo el carbon activado en relacion 1:2, agitando hasta disolver. Se filtro en celila y
se concentrd a presion reducida. La comparacién cromatografica, tomando como
referencia a la neurolenina B (3) permitié concluir que no se alteraba la composicitn de
los metabolitos secundarios y se eliminaba el colorante. Se traté con carbén activado el
resto de la fraccion (8.9 g) en la forma anteriormente descrita. Posteriormente se procedié
a cristalizar por par de disolventes hexano-CH,Ci,, obteniéndose asi cristales en forma de
agujas gruesas de color verde claro, que fueron favadas con éler iscpropilico.

Se realizo un andlisis de la fraccion Ndmv y se observd que tenia tres manchas
definidas, pero existia un exceso de colorante, por o cual se tratd con carbon activado,
teniendo como resullado las res manchas homogéneas, las cuales se trataron de
cristalizar utilizando el par de disolventes hexano-diclorometano. Se observe un sélido
pegado en las paredes del matrdz, mismo que posteriormente se lavd con éter
isopropilico. Por andlisis en CCF no se observd la separacion de las manchas, por io que
se decidio proceder a separar por cromatografia en colurmna. Se aplicaron 7.4 mg de la
fraccion Ndmv en una placa analitica de 10 x 20 cm, esta cromatoplaca fue eluida con
hexano-AcOEt en proporcion 7:3 (lres veces). Se procedic a corar y recuperar las
bandas por separado, utilizando CH,Cl; como disolvente de extraccion. E|l analisis por
CCF de los productos recuperados mosiré que no se logrd la separacién exitosa de las
sustancias. La mayor parte de la fraccién Ndmv (6.4 g) fue tratada con carbon activado g
500 mg de este residuo fue aplicado a una columna de 3 ¢m de diametro, empacada con
silica gel 70-230 (relacion 1:50). La elucidén de esta columna se llevd a cabo con un

gradiente creciente de hexano-AcOE!.
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Se obtuvieron 96 fracciones de 50 mb cada una, las cuales se evaporafon a

presidn reducida y fueron reunidas de acuerdo & la similitud de su Rf, como se muestra

en la tabla 6.
- Eluyente Fraccion Clave asignada
Hexano-AcOEt 9:1, hexano- 1-44 ANdmv
AcOE! 85:15, hexano-AcOEt
8:2
Hexano-AcOFEtL 8:2 45-73 BNdmv
Hexano-AcOEt 8:2 74-79 CI’:Jdmv
Hexano-AcOEt 8:2 80-91 DNdmv
Hexano-AcOEt 8:2 92-96 ENdmv

Tabla 6. Datos del desarrollo cromatografico de la fraccion Ndm.

Se ohserv que el tavado de la columna anterior contenia 2 sustancias principales.
La cristalizacién por par de disolventes (diclorometano-hexano) permitié la obtencién de
un solido en forma de cristales pequefios de color blanco, sustancia que fue identificada

como Neurolenina D (5).
Datos fisicos y espectroscopicos de 5.

pf. 164-165°C
Rf: 0.28 (Hexano-AcOE!t 6:4)
IR CHCl; v, 3493, 2966, 2931, 1761, 1681 cm™

RMN 'H, (500 MHz, CDCY,, 8): 6.509 (1H, d, J=12, H-2), 6.280 (1H, d, J= 1.25, H-13a),
5.993 (1H, 1, J= 11.5, H-3), 5.757 (1H, d, J= 1.5, H-13b), 5.303 (1H, dd, J= 2.5, 9, H-B},
4.446 (1H, dd, J=H5, 11.5, H-6), 4.078 (1H, 5, OH), 3.896 (1H, ¢, J= 10, H-3), 3.174 (1H,
m, H-4), 2.621 (1H, s, H-7), 2.370 (1H, d, J= 11.5, H-OH}, 2.146 (2H, m, H-2a y H- 2b),
2.041 (1H, m, H-3'), 1.799 (1H, ddd, J= 5.5, 12.5, 13, H-5a), 1.519 (1H, s, H-14), 1.421
(1H, ddd, J= 5.5, 12.5, 13, H-5b) 1.126 {1H, d, J= 6.5, H-15), 0.913 (2H, d, J=6.5, H-4' y
5').

RMN *C (125 MHz, CDCl,, 3): 205.610 {C-1), 173.746 (C-1'), 169.010 {C-12), 148.088
(C-3), 135.718 (C-11}, 125.344 (C-2), 125.213 (C-13}, 80.905 {C-10}, 77.262 (C-6), 77.00
(C-8), 76.752 (C-9), 42.964 (C-2), 41.653 (C-7), 40.356 (C-5), 28.059 (C-4), 25.378 (C-
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3), 24.212 (C-14), 22.231 (C-4’y C-5’), 15.696 {C-15).
EM m/z: 380 [M+], 362 [M+-18], 337 [M+-43}; 335 (5), 320 (1), 296 { 16), 278 (15); 277
(3), 235 (16); 233 (7}, 217 (9); [IM+-85]); 189 (9); 153 (10); 85 (100); 149 (7), 125 {12}, 111
{58), 85 [C,HgCO+-; 82 (35), 57 {71); 43 (34), 41 (24).

Neurolenina D {5)

La fraccién Ndmv (6.4 g) fue tralada con carbén activado y se adsorbié en silice
Merck 70-230, en relacion 1:1. El residuo fue aplicado a una columna cromatografica de 6
cm de diamelro empacada a presion reducida con silice 60-250 (80g). La elucidn se lieve
a cabo con mezclas de benceno-AcQE!, con incremento de polaridad. Se colectaron 105
fracciones de 100 mL cada una, las cuales se evaporaron a presion reducida y fueron

reunidas de acuerdo a su similitud en corrimiento en CCF, como se muestra en la tabla 7.

Eluyente Fraccion Clave asignada
Benceno-AcOEL 9:1 9 A'Ndmv
Benceno-AcOFEt 9:1 10-13 B'Ndmv
Benceno-AcOFt 9:1 14 C’Ndmv
Benceno-AcOFt 9:1 15 D'Ndmv
Benceno-AcOE! 9:1 18-20 E'Ndmv
Benceno-AcOEL 9:1 21-29 F'Ndmv
Benceno-AcOEt 9:1 30-38 G'Ndmv

Benceno-AcOEL 88:12 39-49 H'Ndmv
Benceno-AcOEL 88:12 50-61 I'Ndmv
Benceno-AcOEL 88:12, 62-83 JNdmv

80:20

Benceno-AcOEL 8.2 84-87 K'idmv
Benceno-AcOFEL 8:2 88-91 L'Ndmv
Benceno-AcOFEt 8:2, 75:25 92-99 M'Ndmv
Benceno-AcOEL 75:25 100-105 N'Ndmv

Tabla 7. Batos del desarrollo cromatografico de la fraccion Ndmv
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Las primeras fracciones fueron eliminadas debido a2 que no constituyeron

rmetabolitos secundarios caracteristicos.

En la fraccién G'Ndmv se observaron 2 manchas uniformes. Parte de esta fraccion
(300 mg) se adsorbid en silice 70-230 y fue aplicada a una columna de 3 cm de didmetro
empacada por gravedad en refacién 1:100 con silice 70-230, empleando una polandad
constante de elucién de hexano-AcOEt 3:2. Se colectaron 38 fracciones de 50 mL cada
una, las cuales se evaporaron a presion reducida y fueron reunidas de acuerdo a su Rf,

como se muestra en la tabla 8.

Eluyente Fraccion Clave asignada

" Hexano-AcOEt3:2 7 ' Gdmvl
Hexano-AcOEt 3:2 8-10 G'dmv2
Hexano-AcOEt 3:2 11-13 G'dmv3
Hexano-AcOEt 3:2 14-18 G'dmvd
Hexano-AcOEt 3:2 19-27 G'dmv5
Hexano-AcOEt 3:2 28-38 G'dmvb

Tabla 8. Datos del desarrolle cromatografico de la fraccion G'dmv

Las primeras fracciones fueron eliminadas, debido a que no constituyeron

substancias homogéneas.

En la subfraccidn G'dmvi se observd un sdlido que presentaba una mancha
homogénea, la cual se procedidé a cristalizar por par de disolventes (hexano-
diclorometano), permitiendo la obtencion de un sdlido amorfo de color amarillo opaco, que
se lavd con hexano y se cristalizé nuevamente. El compuesio obtenido se identificd como

Neurolenina C (4). Los datos fisicos y espectroscopicos de 4 se muestran a continuacion.

Pf: 95-100 °C
UV (EtOH)} Amax nmM; 212.0 (14810}
Rf: 0.29 (Hexano-AcOEL 7:3)

IR (CHCl) veas: 3624, 3477, 2965, 2932, 1763, 1692, 1460.74 cm”.
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RMN 'H (500 MHz, CDCly, 5); 6.590 (1H, d, J= 12, H-2), 6.316 (1H, d, J=1.5, H-13a),
5.990 (1H, t, J= 12, H-3), 5.704 (1H, d, J= 1.5, H-13b), 5.470 (1H, d, J= 9.5, H-9), 4,487
(1H. dd, J= 5.5, 11.5, H-6), 4.060 (1H, t, J= 6.5, H-8), 3.089 (1H, m, H-4), 2.498 (1H, 5, H-
7), 2.296 (2H, dd, J= 1.5, 2, 7. H-2'a y 2'b), 2.143. (1H, m, H-3), 1.838 (1H, ddd, J= 5, 13,
13, H-5a), 1.439 (1H, ddd, J= 6, 13, 13, H-5b), 1.328 (1H, s, H-14), 1.129 (1H, d, J= 6.5,
H-15), 0.984 (2H, dd, J= 2, 8.75, H-4' y 5').

RMN C (125 MHz, COCls, 8): 205.17 (C-1), 172.93 (C-1"), 169.59 (C-12), 148.04 (C-3),
137.56 (C-11), 125.32 (C-2), 123.68 (C-13), 79.37 (C-10, 77.25 (C-6), 77.00 (C-8), 76.74
(C-9), 43.05 (C-27), 42.35 (C-7), 40.32 (C-5), 28.35 (C-4), 25.59 (C-3"), 23.99 (C-14),
22.37 (C-5'y 4'), 19.71 (C-15).

EM m/z: 380 [M+], 362 [M+-18], 337(M+-43];297 (10); 296 (28); 292 (8); 278 (16); 260 (5);
232 (20); 217 (14); 195 [M+-85;193 (20); 192 (15); 181 (4); 165 (14);, 85 (100); 85
[C4HICO]+-; 57 (86); 43 (49).

Neurolenina C (4)

Se realizo el estudio de las fracciones Hdm, Idm, Jdm, Kdm, Ldm, Mdm, Odm y
Pdm, pertenecientes a la columna principal de diclorometano. £l andlisis cromatografico
de estas fracciones se realizd empleando técnicas de cromatografia en columna, y
cromatografia en capa fina, utiizando silica para placa, silice 70-230, asi como
cromatofolios. Las columnas de cada una de las fracciones fueron eluidas a presién

reducida, empleando mezclas de hexano y acetato de etilo, como sistema de elucién.

De acuerdo con el analisis cromatografico realizado, se observé que en estas

fracciones no estaban presenies metabolilos caracteristicos de Neurolaena lobata, de
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esta manera, se encontraron componentes coma acidos carboxilicos, ésteres lipidicos y

acidos grasos.

En el esquema 3 se muestra el resumen de los compuestos encontrados en el

extracto de diclorometano.

Extracto de diclorometano

NRERRRRRRRERENNEN

Adm Bdm Cdm Ddm Edm Fdm Gdm Hdm ldm Jdm Kdm Ldm Mdm Ndm Rdm Odm Pdm

L |

Ceras p-sitosterol (2)

estigmasterol (1) Neurolenina G (4)

Neurolenina D {5)

Y
Acidos carboxilicos,
esteres lipidicos,
acidos grasos.

Y
Acidos carboxilicos,
Y ésleres lipidicos
Neurolenina B acidos grasos.

3)

Esquema 5. Procedimiento de extraccion y aislamiento de los constituyentes de

Neurolaena lobata en el extracto de diclorometano.
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DERIVATIZACION DE NEUROCLENINA B.

Oe acuerdo con los melabolitos aislados experimentalmente de Newrolaena lobata,
neurolenina B esta presente en mayor cantidad que las neuroleninas C y D, por lo que se
procedit a realizar reacciones quimicas empleando neurolenina B como materia prima,
para la obtencion de derivados de ésta, y asi realizar ensayos biolégicos, con la finalidad
de establecer, de manera prefiminar, una comparacién entre la estructura molecular y la

actividad biologica.

Reacciones de Hidrélisis Basica.

Procedimiento A. Se prepara una disotucion de 3 {24 mg, 0.056 mmol) en MeOH {2 mL}).
Esta disolucién se desoxigena con burbujeo de gas inerte (He;) durante 5 min, y en esta
atmosfera se adicionan 5 mL de una solucién de K;CO; (90 mg en 6 mi de agua
destilada, 0.108 M). Esta mezcla de reaccién se deja en agitacion a temperatura ambiente
y en atmdsfera inerte durante 2.5 h, En ese momento, por analisis de CCF se observa la
aparicidn de una mancha muy tenue mas polar que la materia prima.

La reaccidn se deliene neutralizando con una solucion de HCI al 10%. El crudo de
la reaccidén es extraido varias veces con CHCI; y se seca con Na,SO, anhidro; el
disolvente se elimina por concentracion a presion reducida.

Al observar el andlisis cromatografico del producto, se observa que la materia
prima practicamente no reacciond, y que la intensidad de la mancha lenue descrita arriba

era practicamente nula.

Procedimiento B. En un matraz de bola de 2 bocas de 25 mL se coloca 3 (24 mg, 0.056
mmol), y se disuelve en MeOH (2 mL). Esta disolucidén se desoxigena con burbujeo de
gas inerte (He;) durante 5 min. En estas condiciones se adicionan 5 mL de una solucion
de K,CO, (80 mg en 6 mL de agua destilada, 0.108 M). Esta mezcla de reaccion se deja
en agilacion, a reflujo, a una temperatura de 70 *C y en atmésfera inerte durante 30 min.
En ese momento se observa por analisis en CCF la aparicidn de varios derivados y el
consumo de materia prima. La reaccion se detiene neulralizando hasta pH 6-7 con una
solucidn de HCI al 10%. El crudo de la reaccidn se extrae varias veces con CHCl,, y se
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seca con Na,S0, anhidro. El disolvente se elimina por concentracion a presion reducida.

El andlisis por CCF permite observar la descomposicion de la materia prima y la
aparente formacion de cuatro derivados principales, este producto de reaccion (7.4 mg, lo
que representa el 29.6 % de rendimiento) se aplicé en una cromatoplaca analitica de 7 x
20 cm. Esta cromatoplaca fue eluida en una mezcla de CHCl-MeOH en una polaridad
de 95:5. Una vez terminada la elucion, se procede a raspar las parles de la cromatoplaca
en las que se presentan los derivados y se extraen varias veces con acetona,
obteniéndose entre 0.7-1.5 mg de cada uno (4.58 % de rendimiento promedio).

Sin embargo, el andlisis por RMN 'H de estos derivados, mostrd que se trataba de
residuos grasos [(300 MHz, CDCly), 3, 1.6 (sefial de humedad), 1.2 (senal de ceras)].

Procedimiento C. Se procede a preparar una disolucion de 3 {24 mg, 0.056 mmo!}, en
THF {2 mL), esta disolucidon se desoxigena con burbujeo de gas inerte (He;) durante 5
min, en estas condiciones se adicionan 2 mL de una solucion de K,CO3 (90 mg en 6 mL
de agua destilada, 0.108 M), se observé que al adicionar ésta solucion, la materia prima
solidifica. Esta mezcla de reaccion se deja en agitacion, a temperatura ambiente y en
atmasfera inerte durante 3 h. La reaccidn se detiene neutralizando hasta pH 6-7, con una
solucion de HCI al 10%. El crudo de la reaccion se extrae varias veces con CHCl; y se
seca con Na,SO,, el disolvente se elimina por concentracién a presion reducida. Ei

analisis cromatografico del producto muestra que la materia prima no reacciono,

Oblencion de Isoneurolenina B (33).

Procedimiento D. En un malraz de bola de dos bocas se coloca 3 (15 mg, 0.035 mmol),
disuello en acetona (1 mlL), ia disolucién se desoxigena con burbujeo de gas inerte (Nz)
durante 5 min. En esta atmodsfera se adicionan 2 mL de una disolucion de K,CO, al 20%
{0.001 M), esta mezcla de reaccion se deja a reflujo a 70 °C, y en agitacién durante 45
min. Transcurrido este tiempo se observa que la mezcla de reaccion se torna amarillenta.
Por analisis en CCF de la reaccién, se observa que la materia prima esta consumida casi
en su totalidad, y se manifiesta la aparicién de varios derivados de mayor y menor
polaridad que la materia prima. En este momento la reaccion se detiene neutralizando
con una solucion de HCI al 10% hasta pH 6-7, El crudo de la reaccion fue extraido varias
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veces con CHiCl; y se secd con Na,SO, anhidro. El disolvente se elimina por
concentracién a presion reducida.

De esla forma, se aplico el producto de reaccion (13 mg, lo que representa el 86.6
% de rendimiento) en una cromatoplaca analitica de 7.5 x 20 cm, esta cromatoplaca se
eluyd con una mezcla de hexano-acetato de etilo en una proporcién 2:3. El procedimiento
usual de extraccién de los productos, sélo permitié el aislamiento del aceite 33 (1.5 mg,

10%). En el esquema 6 se presenta la reaccion realizada.

acetona
K2C03

Esquema 6. Reaccion de hidrdlisis basica. Oblencién de 33.
Datos fisicos y espectroscopicos de 33.

Rf: 0.26 (hexano-AcOEL 2:3)

IR CHCly v 2928, 2854, 1742, 1463 cm’™

RMN 'H (500 MHz, CDCly, 8): 6.572 (1H, d, J= 11.5, H-2}, 5.969 (1H, {, J= 11.5, H-3),
5.593 (1H, 4, J= 9.5, H-9), 5487 (1H, d, J= 9.5, H-B), 4.493 (1H, dd, J= 5.5, 12, H-6),
3.069 (1H, m, H-4), 2.174 (3H, s, H-13), 2.099 (3H, 5, H-2"}, 1.279 (3H, d, J= 24.5, H-14),
1.156 (3H, d, J= 6.5, H-15), 0.901 (EH, dd, J= 2, 6.5, H-4'y ')

RMN C (75 MHz, CDCl,, 8): 170.3 (C-1"), 148.2 (C-3), 127.2 (C-13), 125.6 (C-2), 74.5
(C-6), 42.8 (C-27), 37.9 (C-7), 29.6 (C-4), 23.6 (C-14), 22.4 (C-4'y C-5"), 19.8 (C-2"}, 18.2
(C-15).

EM m/z (IE, 70 eV): 422 [M'], 335 [M"- CsHqO}, 379 [M’- C:H,0).
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33

Obtencion de Bis-desacil-2,3,11,13-tetrahidro-neurclenina B (34).

Procedimiento E. En un matrdz de bola de 50 mL se coloca 3 (50 mg, 0.118 mmol) y se
disuelve en MeOH (5 mL). Posteriormente se adiciona KOH (50 mg, 0.892 mmol}, esta
mezcla de reaccidon se desoxigena con burbujec de gas inerte {He;) durante 5 min y se
deja en agitacion, a temperatura ambiente y en atmésfera inerte por 30 min, En este
momento, se observa por analisis cromatografico, que ya se han formado varios
derivados. La reaccidn se suspende neutralizando hasta pH 6-7, con una solucién de HCI
al 10%, el crudo de la reaccion fue extraido varias veces con CHCIl; v se seca con
Na,S0., el disolvente fue eliminade por concentracién a presion reducida

El analisis del producto por CCF permite observar la aparicién de cinco derivados
principales. El producto obtenido (8.3 mg, lo que representa ef 33.2 % de rendimiento) se
aplicd en una cromatoplaca analitica de 7 x 20 cm, esta fue eluida con una mezcla de
CH,Cl-MeCH en una proporcidon 96:4. Al finalizar la elucidn de la placa, se procedio a
raspar las bandas en las que se encontraban los derivados y se extrajeron varias veces
con acetona, obteniéndose asi entre 0.8-1.2 mg de cada unc (2 %). Sin embargo, sélo
uno de los derivados de mayor polaridad que la materia prima presenté sefales
interpretables en el espectro de RMN 'H,

De acuerdo con el analisis de los datos de RMN 'H, este compuesto fue

identificado como el aceite triol 34. En el esquema 7 se presenta la reaccion descrita.
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3 34

Esquema 7. Reaccion de hidrolisis basica de neurolenina B. Obtencion de 34.
Datos fisicos y espectroscopicos de 34,

Rf: 0.37 (CH,Cl;-MeCH, 95:5}

IR CHCl3 vinay: 2029, 2854, 1776, 1726 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCly, 8): 4.888 (1H, d, 4= 7.5, H-9), 4.503 (1H, m, H-6), 4.194 (1H, s,
H-8), 3.709 (1H, dd, J= 4.8, 9, H-13a), 3.548 (1H, dd, J= 3.6, 9.3, H-13b), 3.362 (3H, s, -
OCHj3), 3.116 {3H, s, -OCH,3), 2.833 (1H, m, H-4), 1.253 (3H, s, H-14), 0.826 (3H, d, J=
7.2), H-15).

EM (int. rel., 70 eV): 289 (24), 283 (4), 267 (8), 255 (11}, 241 (22), 131 (33), 113 (65}, 91
(23), 85 (27), 81 (20), 45 (100}, 43 (66).

34
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Reaccibén de Reduccién Catalitica.
Obtencion de (11R)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurolenina B (35},

El catalizador Pd/C al 10% {5 mg), fue suspendido en acetato de etilo (10 mL).
Esta suspension se prehidrogena por 1.5 h a temperatura ambiente y con agitacion. Al
cabo de este tiempo se adiciona 3 (50 mg, 0.118 mmol) disuello en acetato de etilo (5
mlL). Esta mezcla de reaccion se mantiene por 2 h, después de este tiempo se logra
observar por medio del andlisis de CCF la desaparicion de materia prima y la aparicién de
un compuesto que no absorve luz UV.

La eliminacion del catalizador por fillracion sobre celita y silice, y la posterior
eliminacidn del disolvente por concentracion a presion reducida permile oblener un
compuesto cristalino blanco 35, que corresponde al (11R}-2,3,11,13-tetrahidro-
neurolenina B, con un rendimiento del 109%. A continuacion en el esquema 8 se muestra

el curso de la reaccion y los datos espectroscopicos de este compuesto.

P&/C. H2
AcOEL

Esquema 8. Reaccion de reduccion catalitica. Obtencidn de 35.
Datos fisicos y espectroscdpicos de 35.

Pf:146-149 °C.

UV A 209.0 nm (426.075 M'em’™)

RO: [a]p +6 (MeOH, 0.002 g/mL})
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Rf: 0.6 (hexano-Acetato de etilo 1:1).

IR (CHCly) vins: : 2965, 2932, 2876, 1749, 1707 cm”’,

RMN 'H: (500 MHz, CDCl,, 8): 5.779 (1H, d. J= 9, H-9), 5.480 (1H, dd, J= 2, 9, H-8),
4.934 (1H, dd, J= 5, 10, H-6), 3.069 (1H, ddd, J= 4, 12.5, 18.5, H-2a), 2.699 (1H, m, H-
11), 2.581 (1H, dt, J= 2.5, 18.5, H-2b), 2.180 (1H, m, H-3a), 2.116 (3H, s, H-2"), 2.047
(1H, d, J= 1, H-2'b), 2.040 (1H, m, H-7), 2.023 (1H, m, H-2'a), 1.865 (1H, m, H-4), 1.862
(1H, m, H-5a), 1.596 (1H, t, J= 11.5, H-5b}, 1.401 (1H, m, H-3b), 1.215 (3H, s, H-14)},
1.085 (3H, d, J= 7.5, H-13}, 1.030 (3H, d, J= 6, H-15), 0.918 (3H, d, J= 6.5, H-5), 0.914
(3H. d, J=7, H-4")

RMN *H (300 MHz, CsOsN, 8): 6.294 (1H, d, J= 9.33, H-8), 6.073 (1H, ¢. J= 9.33, H-8),
5.341 (1M, dd, J= 6.6, 10.4, H-6), 3.193 (1H, ddd, J= 3.7, 12.1, 17.6, H-2a), 2.989 (1H,
quint, J= 7.4, , H-11), 2.692 (1H, m, H-3a), 2.630 (1H, d, J= 8.5, H-2b), 2.280 (1H, {, J=
7.14, H-5b}, 2. 202 (1H, d, J= 3.3, H-2'b), 2.178 (1H, m, H-7), 2.134 (3H, 5, H-2"), 2.066
{(1H, m, H-Z'a), 1.837 (1H, m, H-4), 1.734 {1H, m, H-53), 1410 (3H, s, H-14), 1.321 (1H,
m, H-3b), 1.133 (3H, d, = 7.1, H-13), 0.894 (3H, d, J= 1.1, H-5"), 0.872 (3H, d, J=1.1, B-
4.

RMN °C (125 MHz, CDCls, &) 212 {C-1), 177 (C-12}, 171 (C-1"), 170 {C-1"}, 80 (C-10),
76.8 (C-6), 75 (C-9). 68.8 (C-8), 42.8 (C-2'). 40.8 (C-5), 39.6 (C-7), 35.2 (C-11), 33.6 (C-
2), 30.2 (C-3), 26.7 (C-4), 24.5 (C-14), 23.7 (C-15), 22.5 (C-4), 22.5 (C-5'), 20.6 (C-2"),
8.6 (C-13).

EM m/z (IE 70 eV): 426 [M’], 398 [M’ - (CO)], 366 [M" (C.H,0)], 325 [M" - (CsHsO2)], 282
[- C2H50), 366 [- O,
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Reacciones de Reduccién Quimica
Obtencion de ©1,1,2.3.11,13-Hexahidro-neurolenina B (36} y 01 ,1-iso-neurclenina B (37).

Procedimiento A. En un matraz de bola de 25 mlL se coloca 3 {25 mg, 0.059 mmot},
disuelto en MeOH anhidra {5 mL). A esta disolucion se adiciona NaBH, (8 mg, 0.211
mmol), y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 20 min, después de los
cuales, por seguimiento en CCF, se observa una mancha homogénea de mayor polaridad
que 1a materia prima. Se adiciona agua destilada (10 mL). El crudo de la reaccion se
extrae varias veces con CH;Cl, y se seca con sulfato de sodio anhidro, el disolvente se
elimina por concentracion a presion reducida. Finalmente, el producto obtenido {14.6 mg,
lo que representa un 58.4% de rendimiento) se aplicd en una placa analitica de 10 x 20
cm y se eluyod en una mezcla de hexano-acetato de etilo 2:3. Una vez que termind la
elucion, se sigue el procedimiento usual, obleniéndose asi 6 mg de producto {24 %), que
es una mezcla de 36 y 37, en proporcion 2:1, como un solido de pf 207-210 °C. En el

esquema 9 se muestra el curso de la reaccion.

Esquema 9. Reaccion de reduccion quimica de Neurolenina B. Obtencién de 36 y 37.
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36y 37
Rf: 2.6 (CH,C),-MeOH, 95:5)

pf: 207-210 °C.

IR CHCl3 vins,: 3564, 2965, 2929, 2874, 1751 cm™.

EM (int. rel., 70 eV): 427 (14}, 323 (8), 382 (58), 280 (36), 239 {30), 197 (43), 137 (20),
125 (11), 95 (32), 85 (100), 57 (75), 43 (82), 41 (25).

(36)

R]MN 'H (300 MHz, CDCl,, 8): 5.397 (2H, s, H-8 y H-8}, 4.659 (1H, dd, J=6, 11.4, H-B),
4.200 (1H, s, OH), 3.600 (1H, s, OH), 3.230 (1H. s, OH), 2.827 (1H, m, H-11}, 2.034 (3H,
5. H-27), 1.286 (3H, s, H-14), 1.094 (3H, d, J= 7.2, H-13), 1.032 (3H, d, J= 6.3, H-15),
0.922 (6H, d, J= 6.6, H-4' y H-5'}.

(37):

RMN "H (300 MHz, CDCl,, 8): 6.233 (1H, d, J= 2, H-13a), 5.990 (1H, dd, J= 3.6, 6.9, H-3),
5.814 {1H, d, J= 2, H-13b), 5.387 (2H, s, H-8 y H-9), 4.497 (1H, dd, J= 1.5, 2.4, 4.5, H-6),
4.285 (1H, d, J= 8.7, H-1), 4.200 (1H, s, OH}, 3.600 (1H, s, OH), 3.230 (1H, 5, OH), 2175
(1H, s, H-7), 2.106 (3H, s, H-15), 2.034 (3H, 5, H-2"), 1.234 (3H, s, H-14), 0.922 (6H, d,
J= 6.6, H-4' y H-5).
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36 37
Obtencién de (11R) y (115)-2,3,11,13-Telrahidro-neurclenina B (35 y 38).

Procedimiento B. En un matraz de bola de 25 mL se coloca 3 (50 mg, 0.118 mmol),
disuelto en THF (5 mL), posteriormente se adiciona NaBH, (8 mg, 0.211 mmol). Esta
mezcla de reaccion se deja en agitacidn a temperatura ambiente durante 30 min, después
de los cuales se observa por andlisis en CCF el consurno de materia prima y la aparicion
de 2 manchas principales que no absorben luz UV. En este momento la reaccion se
detiene con la adicion de agua destilada (10 mL), y el crudo de la reaccion se extrae
varias veces con CH,Cl,. E! disolvente es eliminado por concentracion a presion reducida,
obteniéndose 48 mg de residuo (lo que representa el 96 % de rendimiento). El residuo fue
purificade mediante CCF, aplicandolo en una cromatoplaca analitica en proporcion 99:1.
Después de la elucion, se procedio a raspar la cromaloplaca en donde se ven las dos
manchas principales y se extraen los raspados varias veces con mezclas de CH;Clz-
acetona, obteniéndose (11R)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (35, 11 mg, 22 %) y
(115)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (38, 2.5 mg, 5 %}. A continuacion en el esquema

10 se muestran los productos obtenidos en ésta reaccion.

Esquema 10. Reacion de reduccion gquimica de Neurclenina B, Obtencion de 35 y 38.
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Como se ve en el esquema 10, el derivado (11R)-2,3,11,13-tetrahidro-neurclenina
B (35) en esta reaccidn es el mismo que se obtiene como producto unico al realizar la

reaccion de reduccion catalitica.

Dalos fisicos y espectroscopicos de (115)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B {38).

Pf. 131-133 °C.
Rf: 0.63 (hexano-acetato de etililo 5:5)
IR: 3467, 3040, 2962, 2933, 1768, 1746, 1708 cm’".

RMN 'H (500 MHz, CDCl,, 5): 5.718 (1H, d, J= 10, H-9), 5.613 (1H, d, J= 10.5, H-8),
4.583 (1H. dd, J= 2, 5, H-6}, 3.192 (1H, ddd, J= 5, 12.5, 17.5, H-2a), 2.449 {1H, dq, J=
2.5, 5.5, 17.5 H-2b), 2.251 (1H, m, H-4), 2.195 (iH, d, J= 7, H-2'a}, 2.160 (1H, m, H-2'b),
2.158 (1H, s, H-3a), 2.133 (3H, s, H-2"), 2.059 (1H, m, H-11), 1.875 (1H, m, H-5a), 1.670
{1H, m, h-5b), 1.629 (1H. m, H-7), 1:387 (1H, m, H-3b), 1.260 (3K, d, J=7, H-15}, 1.236
(3H, 5. H-14), 1.055 (3H, d, J= 6.5, H-13), 0.956 (3H, d, J= 4.5, H-4'), 0.943 (3H, d, J= 4,
H-5.

RMN 'H (300 MHz, CsDsN, 6): 6.211 (1H, d, J= 10.17, H-9), 6.124 (1H, d, J= 10.17, H-8},
3.123 (1H, ddd, J=3.8, 11, 17.6, H-2a), 2.681 (1H, m, H-2b), 2.540 (1H, m, H-2b), 2.377
(1H, d, J= 3.3, H-2'a), 2.281 (1H, s, H-3a), 2.277 (1H, m, H-2'b), 2.165 (3H, s, H-2"),
2.014 (1H, m, H-5a), 1.425 (3H, s, H-14), 1.369 (3H, d, J= 6.9, H-15), 0.956 (3H, d, J=
6.06, H-13), 0.806 (3H, d, J= 6.3, H-4"), 0.873 (3H, d, J= 6.9, H-5').

RMN "*C (125 MHz, CDCl, 8): 212.7 (C-1), 176.8 (C-12), 171.8 (C-1"}, 170.3 (C-1), 80.6
(C-10), 77 (C-8), 73.5 (C-9), 68.8 (C-8), 44.8 (C-7), 42.9 (C-2'), 38.8 (C-4), 33.6 (C-5),
32.6 {C-2), 30.8 (C-3), 25.3 (C-11), 24.5 (C-13), 23.6 (C-3'), 23.3 (C-14), 224, (C-4' y C-
5%, 20.4 (C-2"), 12.8 (C-15).

EM m/z (IE. 70 ev): 426 [M'], 341 [M" -(C5sHg0)), 398 (M’ -(CO)], 325 [M" -(CsHO2)], 341
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[" CZH30}. 325 I' C;H;;Oz].

33

intento de la Reaccion de Epoxidacion.

En un matraz de bola de 25 mlL se coloca 3 (50 myg, 0.118 mmol), posteriormente
se adiciona AMCPB {20 mg, 0.115 mmol), y ambos se disuelven en CH,Cl,. Esta mezcla
de reaccion se desoxigena con burbujeo de gas inerte (He;) durante 5 min y se deja en
agitacién, a temperatura ambiente durante 16 h. Transcurrido este tiempo, el crudo de la
reaccion fue lavado con una solucién saturada de sulfito de sodio, luego se procedid a
lavar con una solucién saturada de bicarbonato de sodio, y finalmente con agua. El
producto es secado con Na,S0, anhidro y el disolvente se elimina por concentracion a

presitn reducida. El analisis por CCF mostrd que la materia prima no reacciond.

Intento de la Reaccion de Hidrélisis Acida.

Se prepara una disolucion de 3 (25 mg, 0.059 mmol) en acetona (20 mL). Esta se
desoxigena con burbujeo de gas inerle (He;} durante 5 min. En estas condiciones se
adiciona HCIO, (0.3 mL), y !a mezcla de reaccion se deja en agitacién, a temperatura
ambiente y en atmosfera inerte durante 40 min. En ese momento adquiere una coloracién
amarillenta. €1 analisis por CCF de ésla reaccion permite ver la aparicidn de una mancha
de menor polaridad que la materia prima. La reaccidn se deliene neutralizando con una
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solucion de K,CO4 20% (0.001 M). El crudo de la reaccion se extrajo varias veces con
CHCl;, las fases organicas se reunieron, se secaron con Na,S0O, anhidro, y se concentrd
a presion reducida. El analisis por CCF permite observar que se forma un derivado de
menor polaridad que la materia prima, este producto (23 mg) se aplicd en una
cromatoplaca de 20 x 20 ¢m, misma que fue eluida en una mezcla de hexano-acetato de
etilo a una polaridad 1:1. El procedimiento usual de extraccién del producto permitio la
obtencion de un soélido que resultd idéntico a la materia prima, de acuerdo al andlisis

quimico convencional.
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ENSAYOS BIOLOGICOS.
Bioensayo de lelalidad frente a Artemia salina.

E! bicensayo de toxicidad frente a Artemia salina representa una alternativa para a
deteccion de compuestos con posible actividad biolégica y proveen informacién preliminar
para realizar pruebas posteriores. Es muy utilizado para realizar fraccionamientos dirigidos
de extractos crudos, debido a que la técnica que se emplea es sencilia y produce resultados
rapidos y reproducibles. Si bien no se ha logrado comprobar que la toxicidad para A. salina
correlacione directamente con actividad citotoxica o antimicrobiana, un resullado positivo

puede ser indicativo de estas propiedades [32, 33).

MATERIAL.

+ Huevecillos de A. salina.

« Sal de mar,

« Estufa.

+ Lampara.

+ Jeringas de 5 pL, 10 pL y 100 uL.

« Viales fimpios.

PROCEDIMIENTO,
Se preparan 250 mL de agua de mar de acuerdo a las instrucciones de la caja

(aproximadamente 38 g para 1 L). Esta solucion se calienta en la estufa hasta que alcance
una temperatura de 28 °C, en estas condiciones se colocan los huevecillos de A. salina. y se
dejan incubar a esa temperatura por 48 h para permitir la maduracion de los huevecillos.
Respecto a la preparacion de las muesiras, los viales para el analisis de cada
compuesto deben estar limpios, se preparan 12 viales por cada compuesto, tres para cada

concentracion y tres para los controles.
Se pesan 20 mg de muestra y se disuelven en 2 mL de disolvente (generalmente

acelona). De esta solucion se toman tres muestras de 500 ul, tres muestras de 50 pl y tres
muestras de 5 plL, se colocan en los viales y se etiquetan correctamente, a la par se

preparan tres viales que serviran como blance, mismos que contendran el disolvente en el
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que se disolvié la muestra.

Se deja que el disolvente se evapare por 48 h, una vez transcurrido este tiempo, las
artemias ya han nacido, entonces se colocan 5 mL de agua de mar en cada uno de los
viales. Posteriormente se colocan cuidadosamente con una pipela pasteur 10 artemias en
cada vial y se dejan ahi por 24 h.

A las 24 h transcurridas, se procede a leer la prueba, esto es, se cuenta el nimero de
arlermnias vivas en cada vial. Los datos obtenidos se analizan en el programa Finney de

cdmpulo para determinar el valor de concentracion letal media (CLsg).

RESULTADOS.

. __Compuesto Cls {pg/mL)
Neurolenina B (3) >1000
{11R)-2,3.11,13-Tetrahidro-neurolenina B (35) >1000

Tabla 9. Resultados del bioensayo de letalidad frente a A. salina.

Bicensayo de actividad antiinflamatoria.

Ei proceso inflamatorio incluye una serie de fendémenos que pueden ser
desencadenados por diversos estimulos (agentes infecciosos, isquemia, interacciones
antigenc-anticuerpo y lesiones térmicas o fisicas). A nivel macroscdpico, la respuesta por lo
comn se acompafia de los conocidos signos clinicos como eritema, edema, calor y dolor.

La habilidad para desencadenar una respuesta de esta indole es esencial para la
supervivencia, dados |los innumerables agentes patoldgicos y lesivos ambientales existentes,
aungue en algunas ocasiones puede transformarse en un proceso perjudicial [34].

La evaluacidon de farmacos con actividad antiinflamatoria se lleva a cabo por
diferentes metodos, siendo la prueba de la Carragenina en las patas traseras de rata y el
edema inducido por el TPA los mas usados por ser confiables y reproducibles, ademas de
que no se requiere mucho material [35, 36].

La evaluacion antiinflamatoria de los compuestos se llevé a cabo mediante el ensayo
de TPA,

El ensayo de TPA consiste en tratar una oreja con este agente flogistico y después

probar la actividad antiinflamatoria de la sustancia, ésla se determina comparando el peso
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de la oreja tratada con la no tratada.

Este ensayo involucra
1. Dependencia de la liberacidon de acido araquidénico y metabolitos.
2. Interaccidon con un sitio receptor en la proteina cinasa C.

3. Unincremento en la enzima biosintética poliamina OBC (Ornitina descarboxilasa).

MATERIAL.

+ Ratas macho de 25-30 g.
+ Microjeringas.

« Balanza analitica.

* Anestésico Imalgen.

» TPA,

+ Indometacina.

+ Sacabocado

PROCEDIMIENTC

Se ulilizan tres ralas macho por cada compuesto, los ratones se anestesian con
imalgen, Con una microjeringa se aplican 2.5 nug de TPA disueltos en 10 uL de etanol en la
superficie interna y externa de la oreja derecha. La oreja izquierda se toma como control y
se aplican 10 plL de etanol.

Después de 10 minutos del tratamiento con TPA se aplica topicamente una solucién
de 0.5 mg del compuesto a evaluar en 20 mL de acetona. En la oreja izquierda se aplican 20
mL de acetona.

De manera conjunla se maneja un grupo testigo, en el cual se aplica en la oreja
izquierda Indometacina, cabe sedalar que éste es el fdrmaco de referencia.

Después de 4 h se procede a sacrificar a los animales por dislocacion cervical.
Utilizando un sacabocado se toma una porcion central de ambas orejas (aproximadamente 9
mm de didmetre). Estos fragmentos se pesan y por diferencia de peso se calcula la
respuesta antiedematosa. El porcentaje de inhibicién de la inflamacion se calcula mediante
la siguiente ecuacidn,

% inhibicidon = [ (edema A - edema B )/ edema A ] x 100
En donde
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Edema (mg) = peso de la oreja tratada con TPA - peso de la oreja sin tratar.
Edema A = edema del grupo conlrol.
Edema B = edema del grupo tratado con el compuesto a evaluar.

RESULTADOS.
A continuacion se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad

antiinflamatoria de Neurolenina B y de (11R)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurolenina 8.

______ ___Compuesto L % Inhibicién del edema
(11R)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurolenina B (35} 12.56
Neurolenina B (3} 9.02

Tabla 10. Resultados de actividad anfiinflamatoria.
Bioensayo de la aclividad citoléxica.

Se ensayaron los compuestos: neurolenina B (3) y (11R)-2,3,11,13-tetrahidro-
neurolenina B (35) en cinco lineas celulares: tumor cérvico-uterino (Hel.a), cancer epitelial
nasofaringeo (HEp-2), cancer de proslata (PC-3), cancer dei sistema nervioso central (U251)

y células de leucemia {(K562).
La evaluacidon de la actividad citotoxica se Hevd a cabo mediante el método

colorimétrico de la sulforrodamida [37]. A continuacién se muestran los resultados de los

compueslos ensayados.

Compuesto % De inhibicién del crecimiento en
HelLa | HEp-2 | K562 | PC-3 | U251
Neurolenina B (3) 100 100 96 0 100
(11R)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurclenina B 39 15 3 9 12
(35)

Cuadro 2. Resultados del bicensayo de toxicidad frente a cinco lineas celulares

cancerigenas.
A continuacidon se muestra una grafica de la actividad citotoxica presentada por

neurolenina B (3) y (11R)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (38).
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Clave Linea celular

Hela Tumor cérvico-uterino
HEp-2 Cancer epitelial

K562 Células de leucemia

PC-3 Cancer de prostata

U251 Cancer de sistema nervioso central

ACTIVIDAD CITOTOXICA EN LINEAS CANCEROSAS DE HUMANO

O Hela
B HEp-2
[=} &1-¥
BPC-3
251

INHIBICION DEL CREGMIENTO (%)
-4

=

Grafica 1. Resuitados de actividad citoldxica en lineas cancerosas de humano.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

E! andlisis quimico de los extractos hexanico y de diclorometano de Neurolaena
lobata, permitid el aislamiento y la caracterizacién de varias lactonas sesquiterpénicas, -
sitosterol, estigmasterol, asi como de acidos carboxilicos, ésteres lipidicos y acidos grasos.
La elucidacion de la estructura molecular se logro por medio de los andlisis espectroscopicos

convencionales.
A continuacién se presenta la discusion de la determinacion estructural de los

metabolitos secundarios caracterislicos aislados, asi como de los derivados quimicos

cbtenidos.

Neurolenina B.

De las fracciones Khv y Lhv del extracto hexanico y de la fraccidn Ndm del extracto
de diclorometano, se aisld un solido blanco cristalino.

A continuacion se describen las principales sefales de RMN 'H (espectro 1) que
presenta ia neurolenina B. Se observan dos dobletes caracteristicos de hidrogenos vinilicos
conjugados con y-lactona en 5, 6.320 y & 5.815; un tercer doblete en 8, 6.593 integra para
un hidrégeno y corresponde a H-2; un triplete en 8, 6.008 integra para un hidrégeno y
corresponde a H-3, un singulete en &, 5.560 integra para dos hidrdgenos, y es el cenlro de
un sisterna AB, esta sefal corresponde a los hidrégenos H-8 y H-8, un primer doble de doble
en By 4.550 integra para un hidrégeno y corresponde a H-6, un singulete en &, 4.095
corresponde al protén hidroxilica. En 84 3.110 existe un multiplete, el cual integra para un
hid(’égeno y corresponde a H-4, un sistema A; se presenta en &y 2.100 y corresponde al
metilo de acetato, un segundo sistema A; se presenta en &y 1.330 y corresponde a un
metilo, tres dobletes en §,; 1.135, &4 0.870 y &4 0.870 corresponden también a hidrégenos

metilicos que son H-15, H-4' y H-5’ respectivamente,

Ei analisis de los espectros de RMN 'H modalidad COSY, permitit 1a asignacion de

todos los hidrogenos presentes en esle compuesto. De igual forma, por medio del analisis
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de RMN mullidimensional, en la modalidad HMQC fue posible asignar las sefales

correspondientes a los carbonos protonados, los carbonos cuaternarios se asignaron por

media del experimento HMBC.

Estos valores experimentales fueron comparados con ios informados en la literatura.

De esta forma pudo ser posible ta identificacion de este compuesto como Neurolenina B (3).

En la tabla 11 se muestra datos de los desplazamientos, multiplicidad y constantes de

acoplamiento obtenidos experimentalmente en comparacion con los informados en la

literatura [4].

Datos experimentales

Datos informados en la literatura

5
2

.8_.

6.593
6.008
3.110
1.830
1.427
4.550
2.590
5.560
5.560
6.320
5.815
1.330
1.135
2.090
1.960
1,950
0.87
0.87
210

m J 8 m J .
d 12.5 6.59 d 11.8

t 12 6.00 t 11.8

m - 3.1 m -
ddd 5,13,135 1.83 ddd 4.8,12,13.7
ddd 5.5,13, 13.5 1.42 ddd 54,121,137
dd 5,12 4.56 dd 48,121

s - 2.58 s -

s - 5.55 d* 10

s - 5.55 d* 10

d 1.5 6.31 5 -

d 1.5 5.81 5 -

s - 1.33 5 -

d 6.5 1.14 d 6.28

s - 2.09 -

m - 1.96 m -

m - 1.85 m -

d 6.5 0.87 d 6

d 6.5 0.87 d 6

s - 2.10 s

* centro de un sistema AB.

Tahla 11. Tabla comparativa de los valores espectroscépicos de Neurolenina B (3) obtenidos

experimentalmente con los informados en la literatura [4].
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Neurolenina B (3)

Neurolenina C.

De la fraccion Nom del extracto de diclorometano se aisléd un solido amarillento, y
mediante cristalizaciones sucesivas, se obtuvieron cristales blancos
A continuacion se mencionan las principales sefales presentadas por este

campuesto en el espectro de RMN 'H (espectro 2)

En &, 6.316 y 8, 5704 se observan los dobletes caracterislicos de hidrégenos
vinilicos conjugados con y-lactona. Se observa un sistema ABX en donde en &y 6.598
resuena un hidrégeno vinilico (H-2) acoplado a una sefial en &y 5.986 (H-3), y la cual a su
vez interactia con H-4, que resuena en 54 3.089. Un doblete en &4 5.470 corresponde a un
hidrégeno geminal al oxigeno etéreo de un éster (H-9); un doble de doble en &, 4.487
integra para un hiddgeno, correspondiente a H-6. En &4 4.060 se encuentra un triplete que
integra para un hidrogeno, correspondiente a H-8. Finalmente, un doble de doble en 3,
2.333 integra para dos hidrogenos de metileno, un sisltema Az e! cual se presenta como
singulete en &4 1.328 que corresponde a un metilo, y dos dobletes (en 8y 1.129 y 5, 0.984)
que corresponden también a metilos.

Por medio del analisis de RMN medalidades COSY, HMQC y HMBC fue posible
asignar los hidrogenos, carbonos protonados y carbonos cuaternarios de este compuesto.

Las asignaciones obtenidas experimentalmente fueron comparados con las
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asignaciones informadas en la literatura, identificando a este compuesto como Neurolenina

C (4).

A continuacién se presenta una tabla comparativa en la que se presentan los datos

de desplazamiento, multiplicidad y constantes de acoplamiento de Neurolenina C obtenidas

experimentalmente y los datos informados en la literatura [4].

Datos experimentales

Datos informados en la literatura

B o8 m _J 5§ . m J
2 6.590 d 12 6.52 d 11.8
3 5986 t 115 592 ! 11.5
4 3.089 m - 3.02 m -
5a 1.838 ddd 5,13,13 1.77 ddd 4912,
13.5
Sh 1.439 ddd 6,13, 13 1.37 ddd 54,118,
135
6 4.487 dad 55,115 4.42 dd 4.9 11.8
7 2.498 s - 2.43 d 0.98
8 4.060 t 6.5 3.99 dd 9.4
9 5470 d 9.5 5.40 d 9.4
13a 6.316 d 1.5 6.25 5 -
13b 5.704 d 1.5 5.64 d 0.98
14 1.328 s - 1.26 s -
15 1.129 d 6.5 1.06 d *
2'a 2.333 ad 15,27 2.26 m -
2'b 2.333 ad 15 2,7 2.26 m -
3 2.143 m - 2.05 m -
4 0.984 dd 2,6,75 0.92 o 6.8
5 0.984 dd 2,6,75 0.92 d 6.8

* dato no informado.

Tabla 12. Tabla comparativa de los valores espectroscopicos de Neurolenina C (4) y los

valores informados en la literatura [4].
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Neurclenina C {4)

Neurolenina D.

De la fraccidn Ndm del extracto de diclorometano fue aislado un sélido verdoso, el
cual se purificd por recristalizaciones sucesivas, obteniéndose esta sustancia como cristales
blancos finos. ‘

De acuerdo al analisis del espectro de RMN 'H de este compuesto (espectro 3) se
observan dos dobletes caracteristicos de hidroégenos vinilicos conjugados con la y-lactona, a,
B-insaturada (5. 6.280 y 8y 5. 757); en &, 6.509 se manifiesta un doblele que se asigna a un
hidrégeno vinilico {H-2), un triplete en 84 5.993, el cual se asigna a H-3; un doble de doble en
&4 5.303, el cual integra para un hidrbgeno, corresponde a H-8, el cual es geminal al oxigeno
etéreo de un éster y vecino a hidroxilo. En 8y 4.446 hay otro doble de doble correspondiente
a H-6. En 4 3.896 se observa un triplete correspondiente a H-9, el cual esta geminal a
hidroxifo. Se presenta un sistema A; en &y 1.519, este singulete corresponde a H-14. Tres
dabletes en &, 1.126, &y 0.913 y &y 0813 corresponden a H-15, H-4' y H-5,
respectivamente.

La asignacién de los hidrogenos fue posible mediante el analisis de los espectros de
RMN 'H modalidad COSY. De igual forma, la asignacion de los carbonos protonados se
realizé por medio del andlisis de los espectros de RMN modalidad HMQC, v los carbonos
cuaternarios se asignaron empleando los espectros de RMN modalidades HMBC y DEPT.

La comparacién de los andlisis espectroscopicos oblenidos experimentalmente, con
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los reportados en la literatura, hizo posible la identificacion de este compuesto como

Neurolenina D.
En la siguiente tabla se muestran los andlisis espectroscopicos experimentales de

RMN 'H de Neurolenina D y los datos informados en fa literatura [4].

Datos experimentales Datos informades en ia literatura
H 5 m J 8 m J
2 6.509 d 12 6.44 d 11.9
3 5.993 t 11.5 5.87 t 11.8
4 3.174 m - 3.1 m -
5a 1.799 ddd 5.5, 12.5, 1.73 ddd 4.9, 11.9,
13 13.3
5b 1.421 ddd 5.5,12.5, 1.34 ddd 54,118,
13 13.3
6 4,448 dd 55 11.5 4.28 ad 49,118
7 2621 s - 2.56 d 1.6
8 5.303 dd 25,9 524 dd 16,9.5
9 3.896 t 10 3.82 d 9.5
13a 6.280 d 1.25 6.21 s -
13b 5.757 d 1.5 5.69 d 0.98
14 1.518 s - 1.45 s -
15 1.126 d 6.5 1.06 d 6.3
2a 2.146 m - 2.07 m .
2b 2.146 m - 207 m -
¥ 2.041 m - 1.98 m -
4’ 0.913 d 6.5 0.85 d 6.5
5 0.913 d 6.5 0.85 d 6.5

TFabla 13. Tahla comparativa de los valores espectroscopicos de Neurolenina D y los valores

informados en la literatura [4].

Neurolenina D {5)
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Discusién de resultados de las reacciones quimicas.

Se conocen las estructuras moleculares de numerosos productos naturales, las
cuales se determinan por métodos espectroscopicos, espectrométricos, quiro-opticos y
cristalograficos. Sin embargo, poco se conoce de la reactividad quimica de los mismos,
debido, al menas en parte, a los bajos rendimientos con que se obtienen a partir de las
fuentes naturales.

Con el objetivo de explorar la reactividad quimica de ta neurolenina B en diferentes
medios de reaccion, se procedio a la oblencién de algunos derivados. Por otro lado, una
justificacion adicional para derivatizar la neurolenina B, consiste en la posibilidad de que
los productos de reaccion resullen sustancias con mejor bioactividad.

El analisis estructural de la neurolenina B {3} indica varias funcionalidades
presentes {éster, laclona, olefina, cetona, alcohol), las cuales pueden agruparse
colectivamente en
a) la y-lactona a, B-insalurada
b) los ésteres en C{8) y C(9) y

c) la encna conjugada.

Asi, la laclona podria reaccionar en condiciones de adicidn nucledfilica o en
condiciones de reduccion. Los ésteres podrian hidrolizarse en condiciones &cidas o
alcafinas, y la engna conjugada podria ser susceptible a reducirse seleclivamente, o a

aceptar nucledfilos. Esto se muestra en el esquemna 11,

1
]
! Los ésteres pueden
L]
La enona conjugada 4 ser hidrolizados
puede reaccionar '
con nucledfilos y |
con agenles reductores.

_—

La olefina de Ia y-lactona
~——— puede reducirse y reaccionar
con nucledfilos.

Esquema 11. Partes estructurales de neurolenina B (3).
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A continuacion se presentan y discuten las reacciones quimicas efectuadas sobre

neurdlenina B.
Reacciones de hidrolisis basica.

Las reacciones de hidrolisis en medio basico de los ésleres de lactonas
sesquilerpénicas estan bien documentadas en Ia literatura [6. 38, 39]. Generalmente los
rendimientos son moderados y las condiciones de reaccidon deben ajustarse mediante
experimentacion exhaustiva, debido a la variabilidad de los resultados. La hidrolisis
alcalina de |a neurolenina B generaria, presumiblemente, el diol correspondiente, como se

ilustra en el esquema 12,

Esquema 12. Presumible reaccion de hidrdlisis alcalina de neurolenina 8 (3).

Se efectuaron varios ensayos de hidrolisis basica sobre neurolenina B, los cuales

se resefan y se muestran esquematicamente en los cuadros 3-5.
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Ensayo Reaccidn
1
K0, {90 mg/6 mL}
—— No reacciont
MeOH  Tamb
2
#00, (80 mgr6 mi} Varics denvados
MOH, Ral uescmmosnmy L
la maleria pma
3
LS
L0 MO roresccions
THF, Tamd

Cuadro 3. Intentos de hidrdlisis basica realizados sobre neurolenina B

De acuerdo a los resultados mostrados en el cuadro 3, se observa que la reaccion
no procede ulilizando como base K,CO;. Aln variando condiciones tales corno disolvente
y temperatura, no se cbituvo el derivado de hidrélisis. Es evidente que 1a neurolenina B es
estable bajo los tratamientos 1y 3. La elevacion de la temperatura tampoco conduce a fa
obtencion de! derivado esperado.

Por lo anterior, se decidio variar factores tales como el disclvente y el tipo de base.

A continuacion de muestran las reacciones efectuadas.
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Ensayo Reaccidon

Cuadro 4. Reaccion de hidrdlisis basica sobre neurclenina B.

De acuerdo a lo que se presenta en el cuadre anterior, al hacer reaccionar la
neurolenina B con K,COs al 20%, utilizando como disolvente acetona y en condiciones de
reflujo, se forma un isdbmero de neurclenina B (33), en el que el doble enlace exociclico de

la y-lactona se ha transpuesto para estar endociclico en las posiciones 7-11.
Isoneurolenina B (33).

El espectro de IR (espectro 4) muestra dos bandas en vy, 2928 y 2854 em™,
mismas que corresponden a enlaces carbono-hidrégeno alifaticos, y una banda ancha en

1749 cm™ sugiere la presencia de varios grupos carbonilo.

El analisis por espectrometria de masas {espectro 8) muestra un ion molecular en
m/z de 422, que corresponde a la formula molecular C;;H30g. A partir de esle ion se
observa la pérdida de 87 unidades de masa, que corresponden al fragmento [CsHy, O '}
También se observa la pérdida de 47 unidades de masa, que corresponden al fragmento
[C:H;0 ')

El espectro de RMN 'H (espectro 5) muestra una gran similitud con el espectro de
RMN 'H que presenta la neurolenina B (espectro 1). A diferencia del espectro de RMN 'H
que presenta la neurolenina B, en este especlro no se cobservan los dos dobletes
caracteristicos de los hidrégenos vinilicos conjugados con y-lactona, y desaparece la

sefial simple de los hidrogenos 8 y 9, vy en su lugar, se observan dos dobletes para cada
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hidrogeno. En &y 5.593 se cbserva el primer doblete que corresponde a H-9, y en 34
5.487 se encuentra el segundo doblele, que se asigna a H-B. También aparece un

singulete en &, 2.174 correspondiente a fos hidrogenos del metilo vinitico (H-13).

Ensayo Reaccion

Cuadro 5. Reaccidn de hidrosisis basica sobre neurolenina B.

De acuerdo al cuadro 5, el tratamiento con KOH/MeOH de la neurclenina B, forma
un derivado diéter melilico en las posiciones 3 y 13. Es manifiesto que en estas
condiciones fue posible hidrolizar los ésteres de neurolenina B, obleniendo asi el derivado
34. Es interesante notar que adicionalmente a la hidrolisis de ios ésteres en C-B y C-9, la
materia prima sufrid reaccion de adicidn de Michael de metanol en las enonas. Esla
transformacion esta informada en la literatura [40] En este caso, se indica la orientacion
preferente de los centros quirales formades (35S, 11R), dadas las condiciones de

equilibracidn en gue se lleva a cabo la reaccion.
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Bis-desacil-2,3,11,13-tetrahidro-3,13 dimeloxi-neurclenina B (34).

El espectro de IR de este compueslo {espectro 9) muestra bandas en 3041, 2929
y 2854 cm”, las cuales se asignan a enlaces carbono hidrégeno alifaticos; en 1776 em”
se observa una banda que indica la presencia de un grupo carbonilo de éster y finalmente
en 1726 cm’' se observa una banda correspondiente a un carbonilo de cetona.

En comparacién con el espectro de RMN 'H de neurclenina B {espectro 1), el
espectro de RMN 'H de este compuesto (espectro 10) no muestra los dobletes
caracteristicos de los hidrogenos vinilicos conjugados con y-lactona a, fi-insaturada, en
lugar de estas sefales se observan dos dobles de dobles en 54 3.708 y 3.548, que
corresponden a los hidrogenos metilénicos de H-13a y H-13b respeclivamente, también
se observan dos singuleles en &y 3.362 y 3.116 que corresponden a metilos de grupo

metoxilo.

34

Debido a que las condiciones ensayadas no resultaron apropiadas para la
obtencién eficiente de un derivado homogéneo, y dado el consumo ostensible de materia

prima, se optd por ensayar olras reacciones.
Reacciones de reduccion,

Con el objetivo general de saturar selectivamente los enlaces multiples presentes

en neurclenina B (3), se ensayaron distintas condiciones de reduccion, en las que se
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pretendia reducir el grupo carbonile de la posicion 1 a alcoho! v los dos dobles enlaces
presentes en la molécula. A continuacion se muestran los ensayos realizados.

Ensayo Reaccion

[}

. Ao
PC 10%, M
—_— e
C\(Y —

3 35

Cuadro 6. Reaccion de reduccion catalitica sobre neurolenina B.

En i{a reaccién de reduccion calalitica sobre neurolenina B en las condiciones
descritas, se obtiene el derivado (11R)-2,3,11,13 tetrahidro-neurolenina 8 (35). Esta
reaccién resultd muy eficiente, ya gue se obtiene un solo producto con un rendimiento

cuantitativo.
(11R)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurolenina B {35).

El espectro de IR (espectro 12), muestra una banda en 3485 cm’,
correspondiente a hidroxilo, tres bandas en 2965, 2932 y 2876 cm’™' indican la presencia
de enlaces carbono-hidrégeno alifalicos. En 1750 cm™ se ve una banda que corresponde
al carbonilo de y-lactona, también se observa una banda en 1749 cm™' que indica la
permanencia de esteres, finalmente se ve una banda en 1707 em™ atribuible al carbonilo
de cetona.

El analisis por espectrometria de masas (espectro 20) mostrd para (11R)-
2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (35) el ion molecular en mvz de 426, que corresponde
a la formula molecular C2HiQg, y a partir de ese ion se observa ia pérdida de 28
unidades de masa, correspondientes al fragmento [CO’), a partir de este ion se observa
la pérdida de 32 unidades de masa, correspondientes a un fragmento [O.'], también se
observa la pérdida de 59 unidades de masa que corresponden al fragmento [C;H50,]. Se

observa la pérdida de 101 unidades de masa, que corresponden al fragmento [CsHg0,'),
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a parlir de esle fragmento se observa la pérdida de un fragmento [C:H,0,
observandose una sefal en 282 m/z, una sefial que aparece en 384 nvz supone de la
pérdida de un fragmento [C;H.0 *].

El espectro de RMN 'H {espectro 13) muestra que hay dos dobletes en & 5779y
5.480, los cuales corresponden a metinos geminales a oxigeno etéreo de éster. A campo
alto se gbservan sefiales en 5, 1.215, 1.085, 1.030, 0.918 y 0.914, las cuales pueden
atribuirse a los metilos presentes. La sefial en &y 2.116 integra para tres hidrogenos y

corresponde al metilo del grupo acetilo.

Se observa un multiplete en &, 1.865, que integra para un hidrégeno y
corresponde al hidrégeno del metino vecino a un metilo.

E) espectro de RMN *°C (espectro 15), muestra que la molécula cuenta con 22
carbonos, lo que concuerda con la farmula molecutar. Medianle el experimento DEPT se
puede identificar el grado de protonacion de cada carbono y de esta forma, en el espectro
de RMN "C en la modalidad DEPT, se cbservan siete melinos, cuatro metilenos y seis
metilos. Ademas aparecen cuatro singuletes en la regidn de carbenilos: en 8 211 se
observa un singulete que corresponde a carbonilo de cetona, en 8 177 aparece la sefial

del carbonilo de lactona y los dos carbonilos de éster se encuentranen 171y 170.

La elucidacion estructural de la molécula se Hevd a cabo mediante el analisis del
espectro de RMN "H modalidad COSY (espectros 16 y 17), el analisis de estos espectros
permite observar la correlacion del doblete en 8., 5.779 con la senal en by 5.480 (d), éste
a su vez correlaciona con un multiplete en 84 2.040. De igual forma, se observa una
correlacion de un ddd en &y 3.069 con un df en 8, 2.581 y con un m en 8§, 2.180, éste a su
vez correlaciona con un m en 5y 1.401 y con otro m en 3y 1.865.

De acuerdo con esle analisis, tas sefales en &4 5.779 (d), 5.480 (d) y 2.040 (m) se
asignan a HB-9, H-8 y H-7 respectivamente. Asimismo, las sefiales en 5y 3.069 (dd), 2.581
(df), 2.180 (m), 1.401 (m), 1.865 (m), se asignan a H-2a, H-2b, H-3a, H-3b y H-4
respectivamente.

Existe una correlacion de un dd en 8 4.934 con un men &4 1.862 y con un { en 5y

1.596. La sefial en 84 2.040 asignada para H-7 correlaciona con un m en 5, 2.699, éste a
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su vez correlaciona con un d en §,1.085, de acuerdo con ésto, las sefales en 5, 4.934,
1.862, 1.596, 2699 y 1.085 corresponden a H-6, H-5a, H-5b, H-11 y H-13
respectivamente. En la figura 1 se muestran algunas correlaciones COSY de 35. La

configuracion del metilo en C-11 sera discutida mas adelante, junto con el compuesto 38.

Figura 1. Algunas asignaciones COSY de 35.

Ei experimento HMQC (espectros 18 y 19) confirma las asignaciones anteriores
correlacionando sefales de metilenos situadas en & 42.8, 40.8, 33.6, 30.2 con las sefnales
para los hidrégenos H-2'a y H-2b, H-5a y H-5b, H-2a y H-2b, H-3a y H-3b
respectivamente.

En esle mismo espectro se observan las correlaciones de las seflales de los
carbonos en & 76.8, 75, 68.8, 39.6, 35.2 y 26.7, con las senales para los hidrogenos H-6,
H-9, K-8, H-7, H-11 y H-4 respeclivamente, estableciendo las asignaciones mostradas en

la figura 2.

Figura 2. Asignaciones de RMN *C de 35 realizadas de acuerdo con el analisis del

espectro HMQC
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Por otro lado, se ensay6 también la reaccion de reduccion quimica con NaBH,,
con lo que se esperaba reducir el grupo carbonilo de la posicién 1 a un grupo hidroxilo, tal
como se informa en la literatura [41} para la caleina A. Esta reaccién se ejemplifica en el

esquema 13.

NaBH,
MeOH

Esquema 13. Reduccion quimica de la caleina A.

Dada la similitud estructural de las caleinas con la neurclenina B, se pensé que la
reaccion podria proceder de igual manera que la descrita en la referencia. A continuacién

se muestran ios resullados de los ensayos realizados.

Ensayo Reaccion

33 36 37

Cuadro 7. Reaccion de reduccién quimica sobre neurolenina B.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la reaccidon de reduccion quimica, que
se muestran en el cuadro 7, se observa gue la reaccion no siguid el mismo camino que se
informa en la literalura para las caleinas [41], sino que se obtuvieron dos compuestos
reducidos: 01,1,2,3.11,13 hexahidro-neurolenina B (36) y O1,1-iso-neurolenina B (37).

Cahe sefialar que esta mezcla no pudo ser separada por CCF, ya que ambos
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compuestos tienen el mismo Rf en varias mezclas de eluyentes. A continuacion se

describen las evidencias especliroscopicas que determinan las estructuras de 36 y 37.
Mezcla de 01,1,2,3,11,13-Hexahidro-neurolenina B (36} y O1,1-lso-neurolenina B (37).

El espectro de IR de esla mezcla (especiro 21), muestra una banda ancha en v
3564 cm™, correspondiente a hidroxilo, tres bandas en 2965, 2929 y 2874 cm’ indican la
presencia de enlaces carbono-hidrégenc alifaticos. También se observa una banda en

1751 em’ que determina la presencia de carbonilos.

El espectro de RMN 'H (espectros 22 y 23 ) da evidencias de que el producto
obtenido en esta reaccion corresponde a una mezcla de dos compuestos, ya que
prevalecen algunas sefales caracteristicas de la materia prima a la vez que aparecen
otras nuevas, esto aunado a que la proporcion de las sefiales sugiere que uno de los
derivados se encuentra en mayor proporcién. En el espectro se observan los dos dobletles
caracleristicos de la y-lactona en &, 6.233 {J =2) y 5.814 (J =2), lo que indica que en uno

de los derivados permanece el doble enlace exociclico a 1a y-lactona.

A diferencia del espectro de RMN 'H que presenta la neurolenina B, (espectro 1},
en el que el H-3 presenta un triplete en &, 6.008, en ésle espectro, se cbserva un doble
de doble en &, 5.990, que puede atribuirse, de acuerdo a la comparacion con ia lobatina
A [4], a un hidrégeno vinilico en C(3), por lo que se deduce la presencia de una olefina en
C{3)-C(4). También se observa que, en comparacion con la materia prima, en este
especiro una senal correspondiente a H-15 se desplaza a campo mas bajo y se presenta
como un singulete en &y 2.106, o cual esta de acuerdo con la presencia de la olefina en
C(3)-C(4).

Asi mismo, se observa, en comparacion con la materia prima, la aparicion de una
sefal doble en &, 1.094, la cual se alribuye a un metilo y corresponde a H-13 del
segundo derivado. En 8y 1.286 Y 1.234 se observan dos sefales simples que
corresponden a metilos de grupo acetilo, lo cual hace evidente que en ios dos derivados
formados prevalece el grupo acetato en C(9).

En el espectro de RMN 'H que presenta neurolenina B, se observa una sefial en
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34 1.135 (d, J= 6.5), asignada a H-15, esla misma seial prevalece en 3y 1.032 (d, J=6.3),
lo que concuerda con la hipétesis de que en uno de los derivados no se forma ta olefina
en C(3)-C(4).

El analisis por espectrometria de masas (espectro 24), mostrd para 36 y 37 union
molecular en m/z de 428, que corresponde a fa formula molecular CxHaOs, apartic de
esle ion se observa la pérdida de 101 unidades de masa, que corresponde al fragmento
[CsHeO.'], a partir de este ion, se observa la pérdida de 43 unidades de masa, que
corresponden al fragmento [C;H;Q] y de 44 unidades de masa que corresponden a la
pérdida del fragmento [CO.']. A partir del ion molecular, 1ambién se observa de 343
unidades de masa, que corresponden a! fragmento [CsHsQ'], a parlir de este ion se
observa la pérdida de 59 unidades de masa, que corresponden al fragmento [C;Hs0,'].

En el espectro, no se logra observar con clandad el ion molecular de 37, sin
embargo, el patrén de fragmentacion muestra que si existe. En un ion molecutar de 424
m/z, que corresponde a la formula molecular CpH30s, Se observa la pérdida de 101
unidades de masa, que corresponden al fragmento [CsHeO;'], a partir de este fragmento
se observa la pérdida de ofro fragmento de 43 unidades de masa, que corresponden al
fragmento [C,Hs0°], a partir del ion molecular, también se observa la pérdida de 59
unidades de masa, que corresponden al fragmento [C.H0;').

36 37
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Ensayo Reaccidon

Cuadro 8. Reaccién de reduccion quimica de neurolenina B.

Como se muestra en el cuadro 8, se realizé por segunda ocasion fa reaccion de
reduccion quimica, pero esta vez hubo un cambio de disolvente, ya que se empled THF
(en lugar de MeOH). El resullado fue una mezcla de dos productos reducidos que
pudieron separarse por CCF y se identificaron como (11R)-2,3,1,13-tetrahidro-neurolenina
B (35) y (115)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (38).

El compueslo 35 es el mismo que se obtiene al ensayar la reaccion de reduccion
calalitica sobre neurolenina B, ya que los andlisis de CCF, IR y RMN 'H asi lo

demuestran.
{115)-2,3,11,13-tetrahidro-neurclenina B (38).

El espectro de IR de 38 {espectro 25), muestra una banda ancha en v, 3467 cm’
' que corresponde a hidroxilo, se observan dos bandas en 2962 y 2933 cm”, que
corresponden a enlaces carbono-hidrogeno alifaticos, en vy, 1768 cm’' se presenta una
banda gue se corresponde al carbonilo de lactona, en vy, 1746 cm’' se observa una
banda intensa que corresponde a éster. Finalmente, una banda en v, 1708 cm’
corresponde a carbonilo de celona.

El analisis por espectrometria de masas (espectro 33) mostrd para 38 el ion
molecular en m/z de 426, que corresponde a fa formula molecular CxH3,04, @ partir de
ese ion se observa la pérdida de 28 unidades de masa; correspondientes al fragmento
[CO ‘], se observa también la pérdida de 42 unidades de masa, que corresponden al
fragmento [CH.0 ). En n/z de 341 se observa una sefial que corresponde a la pérdida
del fragmento [CsHO ], otra sefial en 325 m/z corresponde z la pérdida de un fragmento
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1CsHa0; 7).

El espectro de RMN 'H (espectro 26), muestra dos dobletes en &y 5718 y 5.613,
los cuales corresponden a los hidrogenos geminales a los ésteres. Se observan sefiales
en 8y 1.26, 1.236, 1.055, 0.956 y 0.943, las cuales integran para tres hidrogenos y
corresponden a hidrogenos melilicos. Una sefal en 8, 2.133 integra para tres hidrégenos
y corresponde a hidrégenos de un grupo acetilo. Se observa un multiplete en &4 2.251
que integra para un hidrégeno y que corresponde a un hidrégeno de metino geminal a

metilo.
El especiro de RMN "*C (espectro 28) muestra que la molécula cuenta con 22

carbanos, lo que concuerda con la formula molecular. Mediante el experimento DEPT se
logra cbservar que existen siete metinos, cuatro melilenos vy seis metilos, ademas
aparecen cuatro singuletes en la region de carbonilos, en & 212.7 se abserva un singulete
que corresponde a carbonilo de cetona, en § 176.8 aparece la sefial de carbonilo de

lactona, dos carbonilos de éster se encuentran en § 171.8 y 170.3.

E) establecimiento de la vecindad de fos hidrégencs se llevo a cabo medianle el
andalisis de la modalidad COSY del espectro de RMN 'H (espectros 29 y 30). En este
especiro se puede abservar la correlacion de un ddd en 8y 3.192 con un dq en &y 2.449,
asi como con un 5 en & 2.158 y un m en 5y 1.387, ésla ultima sefial, a su vez
correlaciona con un m en &, 2.251. De acuerdo a ésto, las sefiales en 3y 3.192 (ddd),
2.449 (dg). 2.158 (5), 1.386 (m} y 2.251 (m), se asignaren a los hidrégenos H-2a, H-2b, H-
3a, H-3b y H-4 respectivamente.

También se observa la correlacion de la sefal en 8, 2.251, que se asigno a H-4,
con un m en 5y 1.670, esla Ullima seiial, a su vez correlaciona con un men &, 1.875 y
con un dd en 4.583, de igual forma se observa la correlacion de ésta Gllima sefal con un
m en &, 1.629. Dadas las correlaciones mencionadas, las sefiales en &, 1.670 (m), 1.875
(m), 4583 (dd, J=2)} y 1.629 (m), se asignaron para H-5b, H-5a, H-6 y H-7
respectivamente. Se observa ia correlacion de un doblete en &, 1.055 con un multiplete
en &y 1.550, de acuerdo con estas correlaciones, se asignan las sefales en du 1.065 (d,

J=6.5} y 1.550 (m) a H-13 y H-11 respectivamente. En la figura 3 se muestran las
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interacciones COSY mencionadas.

Figura 3. Algunas interacciones COSY de 38.

El experimento HMQC (espectros 31 y 32), confirma lo anterior correlacionando
sefales de melilenos situadas en 5 42.9, 33.6, 32.6 y 30.6 con las sefales para los
hidrdgenos H-2'a y H-2'b, H-5a y H-5b, H-2a y H-2b, H-3a y H-3b respectivamente. De
igual forma, se observa la correlacidon de sefiales de metinos situadas en 8 77, 73.5, 68.8,
44.8, 38.8 y 25.3 con las sefales para los hidrogenos H-6, H-9, H-8, H-7, H-4 y H-11
respectivamente. En la figura 4 se muestran las interacciones anteriormente sefialadas.

Figura 4. Algunas interacciones HMQC de 38.

En el espectro de RMN "H del cornpuesto 38 (espectro 26), se puede apreciar que
tiene caracteristicas espectroscopicas similares al compuesto 35 {espectro 13) teniendo
como diferencia fundamental el desplazamiento de la sefial miitiple asignada a H-11, que
en el compuesto 38 se desplaza (54 1.550) 1.149 ppm a campo mas allo en comparacion
con el desplazamiento del H-11 de 35 (34 2.699).
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Por otro lado, el desplazamiento a campo bajo del CH3-13 en piridina (45=0.05)
(espectro 14) puede explicarse por la interaccidn de la piridina con la cara B de la
estructura, ya que podria interacluar con grupos polares {éster en C-8) y
presumiblemente con el hidroxilo en C-10. Por lo 1anto, el melilo en C-13 en el produclo
de hidrogenacién catalitica (35) tiene orientacion p. En la figuras 5 se muestra la

estereoquimica de los compuestos 35 y 38.

R'= Ac.
R%= Val.
Figura 5. Esterecquimica de los compuestos 35 y 38.

De acuerdo con esto, se observa que los desplazamientos de los hidrogenos H-11
y H-13 de 35 y 38 en CsDsN {(espectros 14 y 27 respectivamente) y en CDCI, (espectros
13 y 26 respectivamente) no indican claramente, qué caras de las moléculas se ven mas
afectadas, por la complejacion de la piridina con las mismas. Por lo que a continuacién se
muestra una labla comparativa de los desplazamientos de los hidrégenos de 35 y 38, en
CsDsN y el CDCl,.
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(11R)-2,3,11,13-Telrahidro-neurolenina B (35). | (115)-2,3,11,13-Tetrahidro-neurolenina B
(38)
5 en CDCly 5 en CsDsN 5 en CDCly 5 en CsDgN

H{ & [ m[ J 5 | m] J 5 Im] J 5 | m] J
2a 3.069 ddd 125 3.194 ddd 38, 3192 ddd 5 3.123 ddd 3.8,

18.5 12.0, 12.5, 1",

17.5 17.5 17.6

2b 2581 dt 25 2630 d 85 2449 dq 25 2540 m

18.5 5.5,

175
3a 2180 m 2892 m 2158 s 2281 s
3b 1401 m 1.320 m 1387 m .
4 1865 m 1.837 m 2251 m 2681 m
52 1862 m 1734 m 1875 m 2014 m
5b 159 t 115 2280 t 71 1670 m -
6 4934 dd 510 5342 dd 66, 4583 dd 2,5 *
104

7 2040 m 2177 m 1628 m -
8 5480 dd 2,9 6073 d 933 5613 d 105 6124 d 101
9 5779 d 9 6294 d 933 5718 d 10 6211 d 101
11 2699 m 2988 q 74 2059 m .
13 108 d 76 1133 d 714 105 d 65 095 d 6.0
14 1215 s 1.410 s 1.236 s 1425 s
t5 1030 d 6 ‘ 1.260 d 7 1369 d 6.8
2a 2023 m 2066 m 2195 d 7 2373 d 33
2b 2047 d 1 2202 d 33 21460 m 2277 m
4" 0914 d 7 0872 d 11 0843 d 4 0873 d 6.8
5 0918 d 65 0894 d 11 095 d 45 0806 d 63
2" 2116 s L2134 s 2133 s 2165 s

*Sedal no observada.

Tabla 14. Comparacion de los desplazamientos en CDCl, y CsDsN de 35y 38
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Reaccién de epoxidacion.

Con la finalidad de observar la reactividad de neurolenina B para formar epéxidos,
se realizo una reaccion de este tipo. De acuerdo con la literatura, se pensd que la
reaccion de epoxidacion podria proceder de manera andloga a como ocurre con la
anhidrociclotagitinina C [42], tal como se muesira en el esquema 14.

Anhidrociclotagitinina C 50% 50%
Esquema 14. Reaccion de epoxidacion de anhidrociclotagitinina C.

Por consiguiente, es predecible, para la neurclenina B, ta formacién del epdxido
correspondiente. En el esquema 15 se muesira el posible producto de epoxidacion de

neurolenina B.

Esquema 15. Posible reaccién de epoxidacion sobre neurolenina B.

En en cuadro 9 se muestra el resultado de la reaccién de epoxidacion efectuada
sobre neurolenina B, y se observa que es evidente la estabilidad de neurolenina B (3} en

estas condiciones de reaccion.
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Ensayo Reaccion

AMCPE CH3;
18h, Tamb o

3

Cuadro 9. Reacion de epoxidacion de neurolenina B.

Reaccién de hidrolisis acida.

Con el fin de ponderar la reactividad de la neurolenina B en medio acido, se
sometlié a tratamiento con HCIO, [43].

Presumiblemente puede formarse el tetrahidrofuranoe mediante la protonacion de
la cetona seguido de la adicion (tipo Michael}) del hidroxilo, para formar el encl
correspondiente, el cual se tautomeriza para formar el sistema ciclico presente en varias

factonas sesquiterpénicas.

Esquema 16. Formacién hipotética de tetrahidrofuranona en medio &cido

Otra posibilidad de reaccién consiste en la epimerizacién de C-4 por medio de un

intermediario endlico y posterior tautomerizacién come se muestra en el esquema 17.
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Esquema 17. Posible epimerizacion de neurolenina B en medio acido.

En el cuadro siguiente se muestra el resultado cbtenido de la reaccion de hidrolisis

acida sobre neuralenina B.

Ensayo

Reaccidon

33

Cuadro 10. Reaccion de hidrélisis acida sobre neurolenina B.

Como se ve en el cuadro 10, en las condiciones descritas sélo se recupera la

materia prima, ain en tiempos largos de reaccion (16 h), lo cual da evidencia de la

estabilidad de neurolenina B en estas condiciones.
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Discusion de resultados de las bioevaluaciones preliminares.

Se realizaron tres bioevaluaciones preliminares:
A} toxicidad frente a Artemia salina,
B) actividad antiinflamatoria y
C) actividad citotaxica frente a cinco lineas celulares [tumor cervico-uterino (Hela), cancer
epitelial nasofaringeo (Hep-2), cancer de prostata (PC-3), cancer del sislema nervioso
central (U251) y células de leucemia (K562})],
para las sustancias: neurclenina B ( 3) y {11R)-2.3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (35).

La prueba de toxicidad frente a A. salina muestra baja toxicidad para neurolenina B
{CLso= >1000 ) y para (11R)-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B (CLg= >1000 ).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion antiinflamaltoria, se observo
que fa aclividad manifestada por el extraclo de diclorometano fue considerablemente alta
(95.22%), al contraric de Ja actividad presentada por el extracto hexanico, que no resulto
muy alta {32.86%). La actividad presentada por 3 (12.56 %} y por 35 {9.02 %) no fue

relevante, aunque comparalivamente, fue mayor la actividad presentada por 3.

Los extraclos de diclorometano y hexanico fueron evaluados contra varias especies
de microorganismos (E. coli, S. aureus, M. esmegmatis, T. viride y A. niger), pero la
actividad inhibidora del crecimiento que manifestaron ambos extractos, fue practicamente
nula.

Los resultados de la prueba de citotoxicidad frente a las cinco lineas celulares
ensayadas, indican que el compuesto mas activo fue 3, que presentd una irthibicion del cien
por ciento en el crecimiento en cuatro de las cinco lineas celulares {no manifestd inhibicién
del crecimiento en las células cancerigenas de prostata (PC-3)], con esto se observa que
existe cierta especificidad en la actividad cilotoxica de neurolenina B. En cambio, (11R)-
2.3,11,13-tetrahidro-neurolenina B, exhibié una minima aclividad citotdxica en todas las

lineas celulares ensayadas.
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Aungue no fue posible bioevaluar las neuroleninas C y D, asi como los demas
derivados quimicos obtenidos; debido a la ausencia de material, con los resultados de las
bioevaluaciones realizadas, se observa que la bioactividad esta ligada a la presencia del
doble enlace exociclico a Ia y-lactona y a la olefina en C(2)-C(3), ya que sin estos elementos,
ta bioactividad disminuye considerablemente. Estos resultados son congruentes con otros
oblenidos previamente, los cuales indican Ia estrecha relacion entre los sitios aceptores de
Michael de las lactonas sesquiterpénicas (C-3 y C-13) para neuralenina B y la actividad
biologica (8, 40].

De acuerdo con la informado en la literatura, Neurolaena lobata, es utilizada por las
comunidades indigenas como infusién para curar diversos padecimientos, pricipalmente
malaria, amibiasis, resfriados, e infecciones. La aclividad principal manifestada por
neurclenina B {principal componente de N. /obata), fue citotdxica, con lo que se observa que

efectivamente existe una correlacion de ios resultados obtenidos con ef uso popular.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El analisis quimico de Neurolaena lobata, permitid el aislamiento y caraclerizacion de
tres lactonas sesquiterpénicas del lipo de las germacrandlidas: neurolenina B (3},
neurolenina C (4) y neurolenina D {5}, ademas de otros constituyentes no caracleristicos de
la planta como acidos carboxilicos, ésteres lipidicos y acidos grasos. Estos resultados
muestran la variabilidad que existe en los conslituyentes de esta especie, ya que varios
metabolitos aislados previamente, no se aislaron en esta ocasidon, tales como
furanoheliangdlidas, flavonocides y derivados del timol. Este cambio en el contenido
metabdlico puede deberse a variaciones tales como el estado de maduréz, climaticas,

geograficas, factores ecoldgicos, entre otros.

El componente mayoritario de N. lobata fue neurolenina B (3), mismo que se somelid
a varias condiciones de reaccidn (hidrélisis basica y acida, reduccidn quimica y catalitica,
epoxidacion) con el fin de ponderar su reactividad quimica. De ésta forma se obtuvieron los
siguientes derivados: isoneurclenina B (33), bis-desacil-2,3,11,13-tetrahidro-neurolenina B
{34), (11R)-2,3.11,13-tetrahidro-neurclenina B (35), 01,1,2,3,11,13-hexahidro-neurolenina B
{36), O1,1-iso-neurclenina B (37), (118)-2,3,11,13-tetrahidro-neurclenina B (38).

Los rendimientos en los que se obtuvieron los derivados 33, 34, 36, 37 y 38, fueron
muy bajos (del 1.5-24 %]); el Unico compuesto que pudo ser obienido con un rendimiento
cuantitativo, fue 35 (100 %). De acuerdo con esto, puede decirse que, dado que los
rendimientos son bajos, deben ajustarse las condiciones de reaccidn mediante
experimentacion exhaustiva.

En base a los resultados oblenidos, se observa qgue la neurclenina B cuenta con
varios sitios de reactividad, que bajo ciertas condiciones, son susceptibles de reaccionar,

En el siguiente esquema se muestra un resumen sobre la reactividad manifestada

por neurglenina B (3).
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1
! Los ésteres no se
) hidrolizan facilmente
La enona se reduce '
selectivamente, '
i . |
Pueden adicionarse
nucledfilos,

La olefina de la y-lactona se

«——— reduce cataliticamente (H2-Pd-C)
¥ quimicamente {NaBH4-THF, MeOH).
Pueden adicionarse nucledfilos.

El metilo C-15 no se
epimeriza facilmente

Esquema 18. Resumen sobre la reactividad quimica de neurolenina B (3).

Como va se ha mencionado, fa mayoria de los derivados fueron obtenidos con bajo
rendimiento, al igual que las neurcleninas C (4) y D (5), por lo que se sometieron a una

evaluacion bicldgica preliminar dnicamente los compuestos 3 y 35.

El estudio de letalidad frente a Artemia salina, mostré que la actividad exhibida tanto
por la neurolenina B (3), como por (11R)-2,3,11,13-letrahidro-neurolenina B (335}, fue poco
relevante, ya que ambos compueslos exhibieron una Clsp mayor a 1000 ppm, con o que

puede afirmarse que ninguno de los dos compuestos ensayados es oxico.

En cuanto a la aclividad antiinfiamatoria manifestada, se cbservo que ninguno de los
dos compuestos ensayados {3 (9.02 %) y 35 (12.56)) manifesté una alta actividad, aunque

neuralenina B exhibid una actividad relativamente méas baja.

La neurclenina B (3) fue ei compueslo mas cilotéxico frente a las lineas celulares
cancerigenas utilizadas: tumor cervico-uterino (Hela), tumor epitelial nasofaringeo {Hep-2},
células de leucemia (K562) y cancer de sistema nenvioso central (U251).

Con estos resultados, se puede concluir que la estructura de neurolenina B (3), es
fundamental para manifestar actividad biolégica, ya que, como se observd, sin el doble

enlace exociclico a la y-lactona y la olefina presente en C{2)-C(3), la actividad biolégica
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disminuye considerablemente.

Se ha informado previamente en la literatura [4, 10-12, 14, 18, 19, 25-26] que N.
lobata es utilizada por las comunidades indigenas para curar diversos padecimientos,
pricipalmente malaria, amibiasis e infecciones. De acuerdo con los resultados de aclividad
bioldgica presentados por N. Jobata, se cbserva que su principal componente; neurclenina B,
manifiesta una alta actividad citotdxica y una relativamente baja aclividad antiinflamatoria, 1o
que indica que la planta efectivamente debe manifestar cierta aclividad medicina! y por ello
es ulilizada por las comunidades indigenas.

En el conocimiento de que N. lobata cuenta con una lactona sesquiterpénica
citotoxica frente a algunas lineas celulares anticancerigenas (neurolenina B), es conveniente
conocer la aclividad citotoxica de éste compuesto en otras lineas celulares, asi como
bioevaluar otras lactonas sesquiterpénicas presentes en ésta especie, para poder eslablecer

una relacién entre la estructura molecular y la actividad biologica.
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