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Introduccion

INTRODUCCION

En la medicina tradicional herbolaria de diversos paises, especies del género Senecio
son utilizadas para aliviar infecciones de la piel, reumatismo y dolor de rinones. Por otro
lado, estos vegetales también se han relacionado con intoxicaciones, tanto de personas
como de ganado (Roeder, 1995 y 1999; Stewart et al., 2001). Estudios fitoquimicos

muestran que el género Senecio se caracteriza por sintetizar alcaloides pirrolizidinicos (APs)
y eremofilanos.

Considerando estos antecedentes, algunos grupos de investigacion han realizado
estudios tendientes a establecer si los alcaloides pirrolizidinicos y/o eremofilanos presentan
alguna actividad bioldgica, asi se ha establecido que el eremofilano modificado cacalol
presenta actividad antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans entre otros (Jiménez et al., 1992; Gardufio-Ramirez et a/., 2001). En el
caso de los APs, estudios toxicoldgicos indican que la senecionina, monocrotalina y otros

alcaloides estructuralmente relacionados con ellos, son hepatotoxicos, mutagénicos y

teratogénicos (Liddell, 2001; Mattocks, 1986).

Tomando en cuenta lo anterior y considerando que México es un centro de
diversificacion del género Senecio y que varias de sus especies son endémicas, en el
Instituto de Quimica se realiza la investigacion fitoquimica sistematica de especies
mexicanas de Senecio. Este proyecto que inicid con la seccion Mulgediifolii, se amplié hacia
especies relacionadas filogenéticamente con esta seccion y se ha extendido a taxones de
géneros relacionados con el género Senecio.

En este contexto, el presente tabajo de tesis consistio en el analisis fitoquimico de
dos especies del género Senecio, Senecio flaccidus y Senecio mairetianus, asi como en la
evaluacion de la actividad citotoxica, antiinflamatoria y antioxidante de los extractos y de

algunos de sus principales metabolitos secundarios.
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OBJETIVOS

Contribuir al conocimiento quimico del género Senecio.

Aislar, purificar, identificar y cuantificar los principales metabolitos secundarios de

Senecio flaccidus y Senecio mairetianus.

Evaluar la actividad antiinflamatoria, antioxidante y citotoxica de los extractos vy

metabolitos aislados.
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ANTECEDENTES

FAMILIA ASTERACEAE (Compositae)

Las plantas de esta familia son herbaceas o arbustivas, rara vez arbéreas o
trepadoras, sus hojas son opuestas o alternadas, en ocasiones todas radicales, sin estipulas,
sus flores por lo general son pequefias, agrupadas en capitulos, dispuestas sobre un
receptaculo y en muchos casos acompanadas cada una por una bractea individual o palea y
el conjunto esta rodeado por una o varias series de bracteas que constituyen el involucro.
Las flores son hermafroditas, unisexuales o estériles. Las cabezuelas pueden llevar un solo
tipo de flor, pero con mayor frecuencia en su periferia se sitian las flores liguladas
(femeninas o estériles), mientras que el resto estd constituido por las “flores del disco”, que
suelen ser hermafroditas o en ocasiones masculinas. Los frutos tienen forma de aquenio y a
menudo lleva en su extremo superior el vilano (Calderén et al., 2001).

Hasta el momento, el nimero de miembros que componen la familia no se ha
definido, por lo que su estimacién a nivel mundial estd sujeta a muy diversos criterios.
Turner (1977), por ejemplo, estima en alrededor de 1300 el nimero de géneros y cerca de
22000 el numero de especies; por su parte, Cronquist (1981) calcula que la familia agrupa
mas de 1100 géneros y unas 20000 especies (Villasefior, 1993).

La familia ocupa un lugar preponderante en la flora de México, tanto a nivel de
géneros como de especies y contribuye en gran nimero a la enorme riqueza floristica de
nuestro pais (Villasefior, 1993). El Cuadro 1 presenta el nimero de tribus, géneros, especies
y variedades o subespecies de la familia Asteraceae que se localizan en México.

Tribus Géneros Especies Variedades o Total
subespecies

Anthemideae 13 26 1 27
Astereae 38 338 42 380
Calenduleae 1 1 0 1
Cardueae 4 47 2 49
Eupatorieae 61 589 51 640
Heliantheae 171 1175 180 1355
Inuleae 15 70 3 73
Lactuceae 25 75 6 81
Liabeae 3 23 0 23
Mutisieae 8 90 11 101
Senecioneae 19 228 15 243
Tageteae 19 128 20° 148
Vernonieae 10 71 11 82
Total 387 2861 342 3203

Cuadro 1. Familia Asteraceae en México
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TRIBU SENECIONEAE

Las plantas de esta tribu son herbaceas o lefosas con hojas alternas y en ocasiones
todas basales. Sus cabezuelas, con o sin flores liguladas fértiles, contienen las bracteas
involucrales a menudo todas del mismo largo, excepto unas pocas exteriores que son mucho
mas cortas y angostas que forman el “caliculo”, receptaculo por lo general sin pdleas ni
cerdas. Las corolas son a menudo amarillas, las ramas del estilo de las flores hermafroditas
con frecuencia se presentan truncadas y peniciladas en el apice, el vilano casi siempre esta

formado de numerosas cerdas capilares (Calderén et al., 2001).

GENERO Senecio

El género es muy vasto, tal vez de unas 1500 especies de distribucion casi
cosmopolita (Calderén et al., 2001). Sus especies son herbaceas o arbustivas, a veces
trepadoras, en ocasiones arborescentes; las hojas son alternas o radicales, o bien,
aglomeradas en el extremo de las ramas; las inflorescencias estan dispuestas en cimas
corimbiformes o paniculado-racemosas; las cabezuelas son radiadas o discoides; el involucro
es cilindrico acampanulado o urceolado en la antesis, sus bracteas son iguales o similares,
dispuestas en 1 6 2 series, generalmente con un caliculo de bracteas exteriores mas
angostas y pequenas; las flores son liguladas y fértiles, pueden estar ausentes y en
ocasiones notablemente reducidas, comunmente son amarillas o anaranjado-rojizas; las
flores del disco son hermafroditas, sus corolas son pentadentadas, tubulosas, amarillas,
blancas, de color crema, purpureas o a veces anaranjado-amarillentas.

En América pocas especies del género Senecio son afines a las temperaturas del
norte y del sur del continente. En México y Centro América crecen en regiones de gran
altitud, alrededor de 1800 m s.n.m. En la region central de México, aquella que abarca el
cinturén volcanico, la parte central y sur de la Sierra Madre Oriental, la Sierra Madre
Occidental y ademas la Sierra Madre del Sur en donde se encuentra la zona montafosa de
Oaxaca, existen 102 especies de Senecio que representan el 62 % del total que se localiza
en América, 50 son endémicas (Figura 1). La zona montafiosa de Guatemala que incluye el
sur de Chiapas, algunas partes de El Salvador y su vecino Honduras, contiene el 22% de las
especies. Las montanas de Costa Rica y el oeste de Panama cuentan con el 16 % de los
senecios. En el caso de Nicaragua a pesar de tener una gran extension de montanas, el
nimero de especies es reducido (Barkley, 1990). En la Figura 2 se muestra la distribucion

de especies de Senecio en México y Centro América.
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Especies de Senecioc endémicas de México (50)

Figura 1. Distribucidon de especies endémicas de Senecio en México (Mapa proporcionado por el Dr.
José Luis Villasenor del Instituto de Biologia, UNAM). 1 =1, 2 = 2-3, 3 = 4-7, 4 = 8-15, 5 = 16-31

Figura 2. Distribucién de especies de Senecio en México y en Centro América.
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Senecio flaccidus Less. Linnaea

Esta especie crece en praderas, cerros
rocosos, barrancas, cerca de arroyos y
bordes de caminos. Se clasifica como maleza
N ° mala hierba porque también crece en
' | terrenos donde pasta el ganado y a orillas de
i_, campos cultivados.

’ Se puede localizar en el suroeste de EUA,
T Sonora, Chihuahua, Durango, Zacatecas,
Aguascalientes, Guanajuato, norte de Jalisco,
i Veracruz (llanos de Perote), Hidalgo (Real del
Monte), San Luis Potosi y Coahuila, a una
altitud de 2000-2400 m s.n.m. Florece de
Junio a Septiembre.

Es una planta arbustiva, perenne, lefiosa en la base, de alrededor de 1 m de altura;
puede ser poco o muy tomentosa; los pedinculos frecuentemente son glabros, excepto
alrededor de los nodos y en la base del involucro; sus hojas son angostas y lineales de 1 a 2
mm de ancho y de 3 a 8 cm de largo; las inflorescencias tienen bracteas angostas
(involucro), el tipo de inflorescencias es corimbiforme de 10 a 20 cm de alto, o puede tener
diversas inflorescencias pequefas que en conjunto forman una terminal difusa con muchas
cabezas; la cabeza central es cominmente sobrepasada por las ramas jévenes laterales; los
pedinculos son de 1 a 4 cm de largo; cabezas radiadas amarillas de 2.5 a 3 cm de ancho a
través de sus rayos extendidos (de un lado al otro); ligulas de 8 a 12 mm de largo y de 2 a
2.5 mm de ancho; las flores del disco son alrededor de 35-55, delgadas en forma de
embudo, con corola de 6 a 7.5 mm de largo, con Iébulos de 0.5 a 0.7 mm de largo. (Mc
Vaugh, 1984).

Los sinbénimos de S. flaccidus son: S. flaccidus var. flaccidus, S. douglasii var.
tularensi, S. douglasii var. jamesii, S. douglasii var. longilobus, S. orthophyllus, S. filifolius y
S. regiomontanus (datos proporcionados por el Dr. Jose L. Villasefior. Instituto de Biologia,
UNAM).
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Senecio mairetianus DC.

" I ol * Esta especie crece a una altitud de 3500-
4150 m s.n.m. en cimas de montafas,
paradas alpinas y en bosque de Pinus

:.;w hartwegii. Florece de Junio a Octubre. La

J{i ;: especie se puede localizar en el Estado de

'\f > México (desde Texcoco a Amecameca y en el

F;\ﬁ%}f;fﬁ Nevado de Toluca), D.F. (Cerro del Ajusco),

X .v..,;,-‘;_ ”r\t:,, Colima (Nevado de Colima), Puebla, Tlaxcala

¢/ 541 (La Malinche), Michoacan, Veracruz (Cofre de

\ }5‘:\\ ' Perote), Chiapas y en su frontera con
Ahzsl\“h; FPa Guatemala (El Tacana).

Es una planta subfrutescente o arbustiva, densamente ramificada desde la base que
cuando se estruje presenta un fuerte olor a resina. El vegetal presenta una altura de 50 cm
a 1 m, es tomentoso en la parte inferior y densamente tomentoso en |la parte superior; sus
tallos son estriados; las hojas son sésiles y coridceas, alternas o dispuestas en fasciculos,
lineal-lanceoladas u oblanceoladas, de 1 a 8 cm de largo y de 2 a 7 mm de ancho, agudas
en el apice, margenes con el borde entero a ligeramente denticulado, revoluto, glabras,
tomentulosas en el haz, densa y blanco-tomentosas en el envés; las inflorescencias son
corimbiformes, o bien los capitulos se encuentran solitarios en la parte terminal de las
ramas; las cabezuelas son radiadas de 1 a 2 cm de alto; el involucro es ancho, campanulado
y tiene de 20 a 25 bracteas tomentosas de forma lineal-lanceoladas u oblongo-lanceoladas
que miden de 5 a 12 mm de largo, las flores liguladas de 18 a 23, de color amarillo brillante,
sus laminas oblongas u oblongo-elipticas, de 8 a 24 mm de largo; las flores del disco son de
69 a 142 de color amarillo, de 8 a 11 mm de largo.

El sindmimo de S. mairetianus es: S. chrysactis Sch. Bip. ex Hemsl| (Calderén et al.,
2001).

METABOLITOS SECUNDARIOS CARACTERISTICOS DE Senecio

Estudios quimicos realizados a diversas especies de Senecio muestran que el género
biosintetiza compuestos formados por la ruta acetato-mevalonato, ejemplo de ello son los
triterpenos derivados del acido ursélico 1, 2 y 3 aislados de S. pseudotites (De Tommasi et
al., 1998); los sesquiterpenos con esqueleto de oplopano 4 y 5 aislados de S. mexicanus
(Joseph-Nathan et al., 1990); los eremofilanos 6, 7 y 8 aislados de S. miscer (Reina et al.,
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2001); los silfinenos 9, 10, 11, 12 y 13, el bisaboleno 14, el cariofileno 15 y el humuleno
16 aislados de S. palmensis (Reina et al., 2002). También se han aislado compuestos que
derivan de la ruta del acido shiquimico como las chalconas 17, 18 y 19 de S. pseudotites
(D’'Agostino et al., 1991). Otros metabolitos secundarios que caracterizan al género son los
alcaloides pirrolizidinicos como la otosenina (20) y la florosenina (21) aisladas de S. glaber

(Villarroel et al., 1997). En el Cuadro 2 se muestran las estructuras de los compuestos

mencionados anteriormente.

1 R=H
2 R=Ac
3 R=
o 4
]
—(‘—Cﬁ:CH@OH
- 4 R=0H
5 R=H
Ry Ry
9 Ry=0 R; = a OSen
6 R=0Ac R;=H R;=0CH; 10 R, =0 R; = a OTig
i e i ey e 11 R,=0  R;=aOAng 14
8 R=0Ang Ry=R;=H 12 Ry = OH, H Ry = u OAng
13 R} =0 R; = a OAC
o
o
S
17 Ry =Ac R; =CH,
15 18 Ry=H R;=H
16
H AcO  CHy
\.
~
ACOH,C oH
—_— ~
mmEE\:v o N AN ™
\OH J |
HO 7 = =
oH o
19

Cuadro 2. Compuestos aislados de algunas especies del género Senecio
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ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS (APs)

Los alcaloides son metabolitos secundarios que contienen uno o mas atomos de
nitrégeno generalmente como amina primaria, secundaria o terciaria. Esta funcion
comunmente les confiere caracter basico y el grado de basicidad varia enormemente
dependiendo de la estructura de la molécula y de la presencia y posicion de otros grupos
funcionales. En la naturaleza también pueden encontrarse como sales cuaternarias de
amonio.

Los alcaloides se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza del nicleo carbonado
que contiene el atomo de nitrégeno, como por ejemplo: pirrolidina, piperidina, quinolina,
isoquinolina, indol, etc. El nitrégeno generalmente proviene de los aminoacidos ornitina,
lisina, tirosina, triptofano e histidina, por lo que en la clasificacion de los alcaloides este
antecedente puede ser considerado. Las rutas metabolicas que participan en la biosintesis
de los alcaloides son: acetato-malonato, acido shiquimico y acetato-mevalonato. (Dewick,
1997). En el Cuadro 3A se muestran algunos alcaloides junto con su estructura base y el
aminodcido precursor. En el Cuadro 3B se muestran ejemplos de alcaloides que no

provienen de aminoacidos (Mata, 2000).

Estructura base Ejemplo Precursor biosintético
CH CHZ0H
COzH
G HN /\/\l/
NH,
pirrolizidina retronecina L-ornitina
HzN COH
N
]
H NH;
piperidina L-lisina
<C0?H
X NH,
H4CO N\
=
" \
H
quinolina quinina L-triptofano

Cuadro 3A. Algunos alcaloides y su precursor
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Continuacion del cuadro 3A.

Estructura base

Ejemplo

Precursor biosintético

CO,H

A
H
=N NCH, HO °
Ho™ _
isoquinolina morfina L-tirosina
Estructura base Ejemplo Precursor biosintético
CO,H
Ny N 2
NH,
2 2
N N
OH
quinazolina peganina acido antranilico

ciclopentanoperhidrofenantreno

solasodina

(2

escualeno

Cuadro 3B. Ejemplos de alcaloides que no provienen de aminoacidos.

Necinas

Son aminoalcoholes biciclicos derivados de 1-hidroximetilpirrolizidina y constituyen el

nucleo principal de los APs.

1-hidroximetilpirrolizidina

CH,0H

estructura general de los APs

acido nécico

necina

Cuadro 4. Estructura general de las necinas
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Las necinas pueden ser saturadas o tener una doble ligadura en las posiciones C-1 y
C-2 (Cuadro 4) y con pocas excepciones el hidrogeno de la fusion de anillos presenta una
orientacion « (H-8). Estas bases pueden tener grupos hidroxilo en las posiciones C-2, C-5,

C-6, C-7 y C-9. El Cuadro 5 muestra las necinas que con mayor frecuencia estan presentes

en los APs.

HO

il

s=alllOH

isorretronecanol platinecina rosmarinecina

CH,0H HO. ,  SHeOH HO CH,OH

il

HO

crotanecina

supinidina retronecina

CH;OH HO o CH,OH

CH,
otonecina

Cuadro 5. Necinas mas frecuentes en los APs

La otonecina es una necina especial ya que no es un auténtico biciclo, pero se
considera como tal debido a la interaccion transanular entre el atomo de nitrégeno y el
grupo carbonilo. Por esta caracteristica, los alcaloides derivados de otonecina se han

considerado como un grupo diferente, pero se tiene evidencia de que derivan de la

retronecina (Roeder, 1995).

Acidos nécicos

Estos acidos estan presentes en la mayoria de los APs, poseen de 5 a 10 dtomos de
carbono y pueden ser mono o dicarboxilicos de estructura lineal o ciclica, ademas suelen
presentar hidroxilos, éteres, epoxidos y carboxilos, entre otros grupos. En el Cuadro 6 se
muestran algunos de los acidos monocarboxilicos que esterifican a las necinas y en el

Cuadro 7 se muestran ejemplos de acidos nécicos con dos funciones carboxilo.
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5-C

7-C

7-C

H4C——COH
Ry Ry
Ry COH

o R, R
/
W™ X e
HC—A M
N

acido acético

Ry R; R3
H CH, CHs
CH3; CH3; H
CH, H CHs
CH,OH H CHs
Ry Rz Ry
H H OH

H OH H
OH OH H
OH OCHs H

Ry Ry

H OH

OH H

acido senecioico
acido tiglico
acido angélico
acido sarracinico

acido(-)-viridiflérico
acido (+)-traquelantico
acido equimidinico
acido lasiocarpico

acido (-)-traquelantico
acido (+)-viridifiorico

10-C

10-C

10-C

acido tricodésmico

CHs; H H
H CHs H
CH: H H

acido senecifilico

Rs

H
OH
OH

acido senécico
acido isatinécico
acido retronécico

Cuadro 7. Acidos nécicos dicarboxilicos

El Cuadro 8 contiene estructuras que ejemplifican las diferentes posibilidades de

esterificacion de las necinas. Las bases pueden estar mono o diesterificadas con acidos

monocarboxilicos como en la amabilina y en la equimidina. Un caso diferente es la

parsonsina, que presenta en uno de sus residuos acidos dos funciones carboxilo, por lo que

su estructura contiene una tercera funcion éster que da lugar a un macrociclo de 14

miembros. La diesterificacion con acidos dicarboxilicos puede dar lugar a macrociclos de 11

a 13 miembros como en el caso de la monocrotalina, senecionina, sinkirkina y doronenina

(Roeder, 1995).
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senecionina

senkirkina

HO CHOH

CHy

doronenina monocrotalina

Cuadro 8. Diferentes posibilidades de esterificacion de las necinas

Distribucion de los APs

Los APs se han aislado de especies de las familias Fabaceae, Boraginaceae y

Asteraceae. En estas familias su existencia esta restringida a nivel de subtribus y de

géneros. En el Cuadro 9 se muestran los géneros de los cuales se han aislado APs (Roeder,

1995), siendo uno de los mas ricos el género Senecio de la subtribu Senecioneae, familia

Asteraceae.
Familia Subtribu Género
Fabaceae Crotalariaceae Crotalaria
(Leguminosae) Chromolaena
Lotononis

Boraginaceae

Asteraceae
(Compositae)

Eupatorieae

Senecioneae

Todos los géneros hasta ahora estudiados con excepcién
de Pulmonaria officinalis

Ageratum

Eupatorium

Adenostyles, Brachyglottis, Cacalia, Chersodoma,
Cineraria, Crassocephalum, Doronicum, Emilia, Erechtites,
Farfugium, Gynura, Homogyne, Jacmaia, Kleinia,
Ligularia, Nardosmia, Notonia, Odontocline, Packera,
Petasites, Senecio, Syneilesis, Tussilago, Werneria

Cuadro 9. Familias, subtribus y géneros que biosintetizan APs.

13
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Clasificacion de los alcaloides pirrolizidinicos
Una de las primeras clasificaciones de los APs fue propuesta por Culvenor y esta basada

en caracteristicas estructurales que relaciona con los géneros y las familias de donde se
aislaron los alcaloides. Partiendo de esta propuesta y considerando a los precursores
biogenéticos de los APs, Hartmann T. y Witte L. proponen la siguiente clasificacion (Cuadro
10) (Hartmann et a/., 1995):

o Tipo senecionina (A).
Incluye alcaloides estructuralmente relacionados con senecionina. Son diésteres

macrociclicos de 12 o 13 miembros cuyos acidos nécicos derivan de isoleucina o leucina. Se
subdividen en los grupos senecionina (Al), senecivernina (A2), nemorensina (A3) y
rosmarinina (A4).

o Tipo triangularina (B).

Las necinas de estos compuestos presentan grupos hidroxilo en los carbonos C-7 y C-9 o

C-2 y C-9, pueden ser acilpirroles o presentar un grupo 5-oxo reducido y acetilado. Los
alcaloides son mono o diésteres, sus residuos de acido contienen 5 atomos de carbono y

provienen del acido angélico, tiglico, seneciodico o de sus hidroxi derivados. Se subdividen en

los grupos triangularina (B1), macrofilina (B2) y senampelina (B3).

o Tipo licopsamina (C).

La necina presenta dos grupos hidroxilo (C-7 y C-9) que pueden estar libres, mono o
diesterificados. Los acidos nécicos son ramificados, contienen 7 atomos de carbono y derivan
del acido 2-isopropilbutanoico hidroxilado por lo que pueden formar una y-lactona. Algunos

alcaloides diesterificados presentan una unién entre sus dos ésteres, misma que da lugar a
un macrociclo de 14 miembros. Se subdividen en los grupos licopsamina (C1),
isolicopsamina (C2), latifolina (C3) y parsonsina (C4).

o Tipo monocrotalina (D).
Estos alcaloides contienen como base a la retronecina que se encuentra diesterificada

formando macrociclos de 11 miembros.
o Tipo falaenopsina (E).
Son ésteres de las bases nécicas (-)-isorretronecanol, lindelofina, laburnina o (-)-

traquelantamidina. Los acidos nécicos que las esterifican son aromaticos, arilalifaticos y

raras veces alifaticos.

o APs diversos (M).
Estos alcaloides no se ajustan a los tipos antes mencionados. Pueden ser ésteres

simples, glicosidos, necinas no esterificadas, o pueden contener atomos de azufre. Algunos
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de los alcaloides incluidos en este grupo pueden ser artefactos o productos de degradacion

postmorten.

grupo C2

OH OH

NHCH;

grupo E grupo L

Cuadro 10. Clasificacion de los APs
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o Tipo lolina (L).

Los alcaloides de este grupo son derivados de 1-aminopirrolizidina y contienen un puente

etéreo entre C-2 y C-7.

Biogénesis de necinas
La ruta propuesta para la biogénesis de las necinas se basa en los resultados

obtenidos de estudios biosintéticos que iniciaron desde hace mas de 30 afios. En estos
estudios los precursores de los alcaloides se adicionaron a cultivos de raices, tallos y en
general a plantas jovenes de diversas especies de Senecio, Heliotropium y Crotalaria, entre
otros géneros. Los precursores fueron previamente marcados con T, D, L y/o 5N, Las
plantas que se seleccionaron biosintetizan alcaloides del tipo senecionina, por lo que se
cuantificé la presencia de los marcadores en la base nécica que correspondié en la mayoria
de los casos a retronecina. Estudios tendientes a establecer las enzimas que participan en la
biogénesis, han contribuido al conocimiento de las caracteristicas de algunas de ellas. El
Cuadro 11 muestra la ruta biogenética propuesta, las substancias que se encuentran en un
recuadro corresponden a los metabolitos que se han identificado plenamente.

El primer paso corresponde a la formaciéon de putrescina, existiendo una controversia
en cuanto a sus precursores, Hartmann y colaboradores sefalan a arginina como su Unico
precursor, pero Birecka y colaboradores proponen que el precursor varia de acuerdo a la
familia de la planta, y sefialan a arginina como precursor de putrescina en especies de
Heliotropium y a ornitina como precursor en especies de Senecio y Crotalaria. Las enzimas
que participan en este paso no se han identificado, aunque se ha propuesto que la
putrescina se forma por la via agmatina.

La presencia del intermediario homospermidina se dedujo al observar que la
retronecina contenia el equivalente a dos moléculas de putrescina, por lo que se propuso un
intermediario equivalente a C4;-N-C,. Este intermediario identificado como homospermidina
se forma cuando un grupo butilamino es transferido a putrescina, proceso catalizado por la
enzima homospermidina sintetasa dependiente de NAD* y que utiliza como fuente del grupo
butilamino a espermidina.

Se ha comprobado la presencia de los intermediarios ion iminio, isorretronecanol y
traquelantamidina, por lo que se ha propuesto que una vez formada la homospermidina,
sufre una desaminacion oxidativa cuyo producto hipotético aminoaldehido forma el ion
iminio. Una segunda desaminacion oxidativa del ion iminio y una ciclizacion, dan lugar a un
endo alcohol (isoretronecanol) y a un exo alcohol (traquelantamidina). Estudios posteriores
han mostrado que la base traquelantamidina es un buen precursor de retronecina y
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heliotridina, mientras que el isorretronecanol es precursor de rosmarinecina. (Dewick, 1997,

Hartmann et a/., 2000, Robins, 1995).

sl T

o NH, NH;
HzN
NH; NH;
2 N
H  CO.H putrescina
L-arginina \l/
NH;
HN
NH,
- H
% N
H CO.H
o homospermidina
L-orniina
CH,OH CHO

v
al

isorretronecanol

V

OH

rosmarinecina

=il OH

ion iminio

retronecina

’

o

traquelantamidina

|

OH OH

A

N
]
CH,

otonecina

heliotridina

Cuadro 11. Biogénesis de necinas
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Biogénesis de acidos nécicos
Estudios realizados con treonina, valina, leucina e isoleucina marcadas con T, D, *Cy

4C, adicionadas a cultivos de diversas especies de Eupatorium, Crotalaria y Senecio entre
otros, han mostrado que estos aminoacidos son los precursores biogenéticos de los acidos
nécicos. Por ejemplo, el acido angélico es biosintetizado a partir de isoleucina, el acido
senécico a partir de dos unidades de isoleucina, y el acido equimidinico es biosintetizado a
partir de valina, aunque no se conoce el origen de dos de los carbonos presentes en este

acido (Cuadro 12) (Robins, 1995).

OH
COOH COOH
COOH
treonina isoleucina acido angélico
o HO, .CHs
NHz NHZ
— \J\’/ — N\ : COOH
1
H
COOH COOH CHy
COOH X2
treonina isoleucina acido senécico
NH, HOOG
—_—
COOH
valina acido equimidinico

Cuadro 12. Precursores de los acidos angélico, senécico y equimidinico

En la biosintesis del acido tricodésmico, se ha establecido que en la formacion de la
parte derecha del acido interviene treonina o isoleucina, y en la formacion de la parte

izquierda interviene valina o leucina (Cuadro 13) (Devlin et al., 1984).
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NH, NH,

COOH COOH

valina \\ / isoleucina
\!

0 COOH

acido tricodésmico
/ OH
Y\‘/ Ve NH,
COOH

COOH

leucina treonina

Cuadro 13. Precursores del acido tricodésmico.

Toxicidad de los APs
Se han reportado numerosas intoxicaciones de ganado y personas por el consumo de

alimentos contaminados con especies de Heliotropium, Crotalaria y Senecio. Por otra parte,
especies de estos géneros son utilizadas en la medicina tradicional herbolaria de diversos
paises para el tratamiento de inflamaciones, cortadas, heridas, Ulceras, enfermedades de los
ojos, dolor de pecho, célicos y mareos.

Estudios quimicos y farmacoldgicos encaminados a la busqueda del origen de la
toxicidad de estas especies, determinaron que los APs son los principales responsables de
los efectos dafiinos. Estas investigaciones han mostrado que los APs esterificados con acidos
ramificados y que presentan un doble enlace entre los carbonos 1 y 2 son hepatotoxicos,
mutagénicos y teratogénicos.

De manera general, el mecanismo de accion de los APs toxicos es el siguiente: los
APs que se encuentran en forma de N-6xido, son reducidos por reductasas de la flora
bacteriana intestinal, posteriormente se absorben y una parte de ellos es hidrolizada por
esterasas no especificas que se encuentran en la sangre; la otra parte de los alcaloides es
trasportada al higado, donde oxigenasas microsomales hepaticas (FMO-P450) los
transforman a N-oxidos. Posteriormente, los Oxidos pueden sufrir una transposicion y
eliminacion de agua produciendo deshidropirrolizidinas. Se ha propuesto que la hidroxilacion
de los carbonos 3 y 8 también puede ocurrir, y que la deshidratacion de estos intermediarios

inestables produce las deshidropirrolizidinas. En el caso de los APs tipo otonecina, después
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de eliminar el grupo metilo, el alcaloide se transforma en el derivado inestable 8-hidroxi y
posteriormente, en la deshidropirrolizidina (Cuadro 14). Las deshidropirrolizidinas pueden
reaccionar con compuestos tales como enzimas, hemoglobina, bases puricas y pirimidinicas,
ya que contienen grupos -OH, -NH 6 -SH, que intervienen en el ataque nucleofilico a la

posicion 7 de la deshidropirrolizidina (Roeder, 1999; Stewart et al., 2001).

N
|
CH,
(o]
[+] /LL (o]
/IL o R, )L o Ry
Ry 0 Ry ]
CQ( = C\&
N
\ !
OH
[ i = i
conjugados de )j\ o Ry esterasas =
DHP glutationa < L >
= NS
N / +
deshidropirrolizidina acido nécico
- R,CO; B
/ \L o
° A,
JJ\ o] Ry
Lo} Ry MNu
—Nu Nu ; NP Ny
== \ > = b R;CO: -:.. ’ > —
N S N / N/

Cuadro 14. Rutas metabdlicas de los APs toxicos

Una intoxicacion ocasionada por APs produce un sindrome que es conocido como
Enfermedad Hepatica Veno-oclusiva y entre sus sintomas estan: dolor repentino en el
higado, vomito, inflamacion y hepatomegalia, con un elevado incremento en las
aminotrasferasas séricas. La toxicidad cronica se presenta con astenia, ascitis progresiva y
otros signos como hipertension portal (Stewart et al., 2001).

Ademas de la hepatotoxicidad, también se ha reportado que algunos APs son

mutagénicos y teratogénicos, por ejemplo se ha demostrado que la heliotridina vy
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monocrotalina son sustancias mutagénicas en Drosophila melanogaster. Los N-Oxidos de
estos alcaloides, también son mutagénicos aunque en un grado menor. Con respecto a la
teratogenicidad se ha demostrado que una sola administracién intraperitonial de heliotrina a

ratas durante la segunda semana de gestacion, causa anormalidades en los fetos (Hartmann

et al., 1995).

EREMOFILANOS

Los eremofilanos son estructuras de 15 carbonos que pueden tener unidos diferentes
grupos funcionales (Cuadro 15). Ejemplo de lo anterior son los compuestos 22 y 23 aislados
de S. suaveeolens (Bohlmann et al., 1979). Asimismo, pueden contener un anillo de furano
dando lugar a los furanoeremofilanos como 24 aislado de S. alatus (Bohlmann et a/., 1980)
y 25 aislado de S. heliopsis (Bohlmann et al., 1985). Una variedad adicional esta

conformada por las eremofilandlidas como 26 y 27 aisladas de S. isatideus (Bohlmann et

al., 1985).

R
1 Ra H
AngO, o

22 R; = OH R;=H 24
23R; =H R; = OH
o] (o] OH
o
(0]
.
OR
26 R = Sen
27 R = Ang

Cuadro 15. Eremofilanos aislados de Senecio

Biosintesis de Sesquiterpenos
Se ha propuesto que en las plantas la biosintesis de terpenos procede por dos rutas

diferentes, una de ellas, la del acetato-mevalonato, se lleva a cabo en el citoplasma y da
lugar a esteroles, sesquiterpenos y triterpenos; la segunda ruta, la de 5-fosfato de 1-desoxi-
D-xilulosa (DOXP), se realiza en los plastidos y da lugar a carotenos, fitol, 9-plastoquinona,
mono y diterpenos. En ambas rutas, el difosfato de isopentenilo (IPP) es el precursor de

todos los terpenos (Lichtenthaler, 1999).
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Formacion del IPP por la ruta acetato-mevalonato

Tres moléculas de acetil-coenzima A (AcCoA) forman el acido mevaldénico (AMV)
(Cuadro 16). Las primeras dos moléculas de AcCoA se combinan mediante una condensacién
de Claisen para dar acetoacetil-CoA, la tercera molécula que se encuentra unida a una

enzima por un grupo tiol, se incorpora via una adicion aldédlica estereoespecifica. La hidrélisis

reaccion alddlica T\L

estereoespecifica

HMG-CoA Reductasa
NADPH HO,C

. HMG-CoA

+  EnzSH

:-‘,,_,

W,
(o}
I

HO,C

SCoA SCoA

tiohemiacetal del acido mevaldico

oA o
\>i/\ S Hozc\>§\/\
HO '
© X0 OH

-
&cido mevaldico acido mevaldnico (AMV)
\L ATP
9 OH
=0 0 oPP

difosfato de isopentenilo (IPP)

isomerasa J/T
)\/\OPP

difosfato de dimetilalilo (DMAPP)

Cuadro 16. Formacion del IPP por la ruta acetato-mevalonato

de la enzima da lugar a B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). La conversion del HMG-
CoA en AMV se lleva a cabo a través de dos reacciones consecutivas en las que el acido
mevaldico y su tiohemicetal participan como intermediarios. Una vez formado el AMV, con
ayuda de dos enzimas dependientes de ATP, sufre una fosforilacion del alcohol primario y
una descarboxilacion/deshidrataciéon formando el difosfato de isopentenilo. Por Gltimo el IPP
se isomeriza a difosfato de dimetilalilo (DMAPP) interviniendo una isomerasa que elimina
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estereoespecificamente el protén pro-R del carbono dos. La isomerizacion es reversible y el
equilibrio estd desplazado hacia el DMAPP que es un reactivo electrofilico, ya que la salida
del grupo difosfato genera un carbocation alilico. Por el contrario el IPP al tener un doble

enlace terminal actia como nucleéfilo (Dewick, 1997).

Formacion del IPP por la ruta 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulosa (DOXP)
De acuerdo a resultados generados en experimentos con sustratos marcados con

isotopos, se ha propuesto el esquema delineado en el Cuadro 17 para la formacion del IPP,

- €0: L CHO
T+
}; on
£ CH,0P
piruvato tiamina pirofosfato hidroxietilidentiamina 3-fosfato de gliceraldehido
CHy '?) \L
+ @ CHs
Y 7 - TPP ™
——OH HO
—0r OH
5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulosa
¢ CH;0P
H0// H04 /
H 3 3
i ¥ |/\r\op
0 OH OH OH
4-fosfato de 2-C-metil-D-eritrosa 4-fosfato de 2-C-metil-D-eritriol
)\/\OP
IPP

Cuadro 17. Formacion del IPP por la ruta DOXP

Inicialmente la descarboxilacion del piruvato origina una unidad de dos carbonos que
probablemente se encuentra formando parte de la hidroxietilidentiamina. Posteriormente, la

condensacion de esta tiamina y el 3-fosfato de gliceraldehido (GA-3P) da lugar a 5-fosfato
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de 1-desoxi-D-xilulosa (DOXP). Se ha propuesto que el DOXP después de una transposicion
intramolecular origina al intermediario 4-fosfato de 2-C-metil-D-eritrosa que se transforma
en 4-fosfato de 2-C-metil-D-eritriol que a su vez da lugar a difosfato de isopentenilo. Se ha
sugerido que en estas dos Gltimas transformaciones intervienen varias enzimas (reductasas,

deshidratasas, cinasas) y cofactores (Lichtenthaler, 1999).

Formacion de sesquiterpenos
La combinaciéon del DMAPP y el IPP con ayuda de la enzima prenil-transferasa, genera

el difosfato de geranilo (GPP) (Cuadro 18). Este proceso involucra la ionizacion del DMAPP a
un catién alilico, la adicién de este cation a la doble ligadura del IPP y la pérdida
estereoselectiva del proton pro-R. La adicion de una unidad de IPP al GPP en una secuencia
similar a la anterior, da lugar al precursor fundamental de los sesquiterpenos, el difosfato de

farnesilo (FPP) (Dewick, 1997).

_)\/K@

B orp

= = =
difosfato de farnesilo (FPP)
Cuadro 18. Formacion de difosfato de farnesilo

OPP

Una vez formado el FPP, éste genera un germacrano cuya ciclizacion da lugar a un
eudesmano que posteriormente se transforma en eremofilano por la migracion de un grupo

metilo (Cuadro 19).

24



Antecedentes

X o

germacrano eudesmano eremofilano
Cuadro 19. Precursores de los eremofilanos

Actividad biolégica de eremofilanos
Se ha descrito la actividad biolégica de algunos eremofilanos (Cuadro 20), como por

ejemplo la actividad antimicrobiana del cacalol (29) contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Candida albicans y Cryptococcus neoformans (Jiménez et al.,
1992), y su capacidad de inhibir la germinacion de Amaranthus hypocondriacus
(Amaranthaceae) y Echinocloa crusgalli (Poaceae) (Anaya et al.,, 1996). La mezcla 1:1 del
par de epimeros 30 y 31 aislados de Psacalium decompositum, tiene actividad
antihiperglicémica (Inman et al., 1999). Otro ejemplo son las eremofilandlidas 32 y 33
aisladas de las partes aéreas de S. miser que presentan actividad antialimentaria y efectos
negativos post ingesta en Myzus persicae y Leptinotersa decemlineata (Reina et a!.,.2001).

OH

o

30R; =0OH R;=CH;s
29 31 R, = CHs Rz = OH

32R;, =0Ac R:=H
33R, = 0OAng R; = OH

Cuadro 20. Eremofilanos con actividad bioldgica
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PARTE EXPERIMENTAL

Analisis cromatograficos

Para los andlisis por cromatografia en columna abierta (CCA) se utilizé como fase
estacionaria gel de silice 60 G para cromatografia en placa preparativa Merck. Los analisis
cromatograficos en capa delgada (CCD) se llevaron acabo en placas de aluminio recubiertas
con gel de silice. 60 G con indicador fluorescente UV,ss Macherey-Nagel de 20 x 20 cm y 0.25
mm de espesor; para visualizar las CCD se utilizé una lampara de luz UV (onda corta 254
nm y onda larga 365 nm) y/o sulfato cérico. Para las cromatografias en placa preparativa
(CPP) se utilizaron cromatoplacas ALUMGRAM SIL 100 G/UV;s4 Yy 200 G/UV;50 de 20 x 20 cm.

Para los analisis por cromatografia en columna de exclusion de peso molecular se utilizé

como fase estacionaria Sephadex™ LH-20.

Determinacion de constantes fisicas
e Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no se corrigieron.

e Los analisis de rotacion optica se realizaron en un polarimetro Jasco DIP-360.

e Los analisis de difraccion de Rayos X se determinaron en un difractometro Bruker Smart
Apex CCD.

* Los espectros en el IR se obtuvieron en los espectrofotometros Perkin-Elmer 337, Nicolet
Magna 750 o en un Bruker Tensor 37.

e Los espectros en el UV se obtuvieron en un espectrofotometro Shimadzu 160U.

e Los espectros de resonancia magnética nuclear se obtuvieron en un equipo Eclipse 300
JEOL.

e« Los espectros de masas por la técnica de impacto electréonico se obtuvieron en un
espectrometro JEOL JMS-AX5505HA a 70 eV. Los espectros por la técnica de FAB se
obtuvieron en un equipo JEOL JMS-SX1102A operado con una aceleracion de voltaje de

10 KV, las muestras se adsorbieron en alcohol nitrobencilico.

Prueba de deteccion de alcaloides con reactivo de Dragendorff
A una pequefia muestra de extracto disuelto en metanol-agua, se le agregaron dos
gotas de H,S0,4 acuoso al 2.5 %, y posteriormente dos gotas del reactivo de Dragendorff. La

formacion de precipitado color naranja indico la presencia de alcaloides.
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Agente cromogénico utilizado para los analisis de cromatografia en capa delgada
Se agregaron 22 ml de H,SO, a 12 g de Ce(S04); ¥ 350 g de hielo molido, la mezcla

se calent6 en bafio Maria hasta obtener una solucion homogénea color anaranjado brillante.

Evaluacion de actividad citotoxica
La actividad citotéxica se evaluo a través del bioensayo colorimétrico de

sulforrodamina B (SBR), en las lineas celulares humanas: cancer de prostata (PC-3), cancer
del sistema nervioso central (U251), leucemia mieloblastica crénica (K562), cancer de colon
(HCT-15) y cancer de mama (MCF-7).

Las lineas celulares fueron adaptadas a un medio compuesto por: medio de cultivo
RPMI-1640, suero fetal bovino (5%), mezcla de antibioticos-antimicéticos al 10% vy
glutamina 2 mM. Con excepcién de la linea celular K562, las lineas restantes se adhirieron a
las botellas de cultivo y para cosecharlas se adicioné 1 ml de solucién de EDTA al 0.05% de
tripsina. Cuando las células se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se
les adicionaron de 5 a 10 ml de medio de cultivo para inactivar a la tripsina. Las células en
suspension se depositaron en tubos conicos y se centrifugaron por 3 min, ya formado el
paquete celular se le adiciond medio de cultivo para resuspender las células. De la
suspension se tomaron 0.05 ml y se adicionaron a 0.45 ml de azul de tripano, colorante que
se utilizo para contar las células vivas. Una vez determinado el nimero de células por ml, se
hicieron los ajustes necesarios para depositar el indculo de células en un volumen de 100

ul/pozo, la densidad de indculo depositado en cada pozo se establecio previamente de

acuerdo al tiempo de duplicacion de cada linea celular.

Linea celular Tiempo de duplicacion (h) Células / pozo
K562 19 5000
HCT-15 18.1 10000
MCF-7 25.6 5000
PC-3 28.7 7500
U251 25.4 7500

Dos placas de ELISA se inocularon con las lineas celulares por triplicado,
posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C en una atmosfera de CO; (5%) y 100% de
humedad relativa, una de las placas se tomé como basal y en la otra se probaron las
sustancias problema.

Para el cernimiento primario de los extractos se empled la concentracion de 100
pug/ml. Todas. las muestras se disolvieron en DMSO y se tomaron 100 ul que se adicionaron a
las lineas celulares (volumen final 200 pl). Posteriormente, las placas se incubaron por 48 h
bajo las condiciones antes mencionadas. Al finalizar el periodo de incubacion las células se
precipitaron (o fijaron) afiadiendo 50 pul de una solucion acuosa fria (4 °C aprox.) de acido
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tricloroacético al 50% para células adheridas o al 80% para células en suspension, después
se incubaron a 4 °C por 60 min, se deseché el sobrenadante y las placas se lavaron 5 veces
con agua desionizada; posteriormente, se secaron a temperatura ambiente. Las células
fijadas al sustrato se tifieron con 100 pl de una solucién de sulforrodamina B (SBR) al 0.4%,
preparada en una soluciéon de AcOH glacial al 0.1%, después se incubaron por 30 min a
temperatura ambiente. Una vez concluida la incubacion las células tefidas se lavaron tres
veces con AcOH al 1%, se secaron a temperatura ambiente, se les agregaron 100 pl de
soluciéon de Tris[hidroximetillJaminometano (Tris) 10 mM, se agitaron por 10 min para
favorecer la solubilidad del complejo y a continuacion se midio la densidad 6ptica (DO) en un
lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nm. Los datos se procesaron
obteniendo el promedio de la DO de los tres pozos/linea correspondientes a cada sustancia
problema (DOT), los tres pozos tratados con el disolvente (DOC) y dos pozos testigo, es
decir aquellos con muestra pero sin células (DOB). El porcentaje de inhibicion del
crecimiento (%IC) se calculd con la siguiente expresion (Skehan et al., 1990):
% IC = (100 - [DOT - DOB/DOC - DOB])100

Evaluacién de actividad antiinflamatoria

La actividad antiinfamatoria se evalué midiendo la inhibicién del edema inducido
topicamente por TPA (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol) en oreja de ratén. El extracto no
alcaloideo de S. flaccidus se disolvié en EtOH-Me,CO 1:1 y el extracto metandlico de esta
misma especie asi como el de S. mairetianus se disolvieron en MeOH. Se utilizaron dos
grupos de tres ratones macho de la cepa CD1 (25-30 g). A uno de los grupos se le aplicé la
sustancia problema y al otro se le aplicé el control positivo, indometacina. A los dos grupos
bajo anestesia general con pentobarbital sédico (3.5 mg/ml), se les aplicé en la oreja
derecha 10 pl de TPA (2.5 ug/oreja) y en la izquierda 10 ul de EtOH. Diez minutos después,
al primer grupo se le aplico en la oreja derecha 20 pul de la solucion del extracto a evaluar y
al grupo control positivo 20 ul de indometacina (0.31-1 mg disueltos en EtOH-Me,CO 1:1).
Los dos grupos recibieron 20 ul de vehiculo (disolvente) en la oreja izquierda. Cuatro horas
después de la aplicaciéon de TPA, los animales se anestesiaron con éter y sacrificaron por
dislocacion cervical para tomar una muestra de 7 mm de didmetro de ambas orejas. El
incremento de peso de la muestra de la oreja derecha con respecto al de la muestra de la
oreja izquierda indico el peso del edema después de aplicar la sustancia de prueba (Pérez-
Castorena et al., 2002; Tallarida et al., 1981). El porcentaje de inhibicion del edema se

calculé con la siguiente férmula:
% actividad = ([mg muestra derecha - mg muestra izquierda]/mg muestra derecha)100
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Evaluacion de la actividad antioxidante
» Capacidad atrapadora del radical libre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo)
Para el cernimiento primario se utilizaron concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm de los

extractos disueltos en MeOH. La concentracion minima inhibitoria (ICso) se calculd con los

resultados de tres experimentos independientes (Tallarida et a/., 1981). Se utilizd como
control positivo el a-tocoferol (Burda et al., 2001).
Tres pozos de una placa de ELISA recibieron cada uno 50 ul de una solucion de extracto

y 150 pl de una solucién etandlica de DPPH 133.33 uM (concentracion final 100 uM). La

mezcla se protegidé de la luz y se dejo reaccionar por 30 min con agitacion constante a
temperatura ambiente, posteriormente se leyo su densidad o6ptica (DO) en un lector de
ELISA a 515 nm (Pérez-Castorena et al., 2002). La actividad antioxidante frente al radical
DPPH se expres6 como porcentaje de inhibicion y se calculé con la siguiente férmula:
% de inhibicion = ([DOcontrot = DOproblemal/DOcontro1) 100
DOcontrot = DPPH 100 uM
DOgroblema = DPPH 100 uM mas sustancia problema

» Lipoperoxidacion inducida con FeSO, y determinacion de sustancias reactivas con el

acido tiobarbiturico (TBARS)
Se evalud la capacidad del extracto metandlico total de la parte aérea de S. mairetianus,

de inhibir en células de cerebro de rata la lipoperoxidacion inducida por FeSO,;. En la
evaluacion primaria se utilizaron 10, 100 y 1000 ppm de extracto disuelto en solucion
acuosa al 15 % de MeOH. La concentracion inhibitoria 50 (ICsq) se calculd con los resultados
de tres experimentos independientes (Tallarida et al., 1981). Se utilizaron como controles
positivos quercetina y 2,6-diterbutil p-cresol (BHT) (Callaway et al., 1998).

Se determind el contenido de proteinas por el método 280/205 (Hirs et al., 1983) al
homogeneizado de cerebro de rata en buffer de fosfatos 4.5 mM (pH 7.4) y después se

ajusto a 2.5 mg de proteinas/ml de homogeneizado. Se agregaron 400 pl del homogenizado
de cerebro y 50 pl de solucion del extracto a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, la mezcla se
incub6 a 37 °C con agitacion constante durante 30 min, posteriormente se agregaron 50 pl
de una solucion salina (0.9 % de NaCl) de FeSO, 100 puM (concentracion final 10 uM) y se

incubd la mezcla a 37 °C con agitacion constante durante 60 min. Después, se agregaron
500 pl de acido tiobarbiturico (TBA) al 1% (mezcla 1:1 de una solucién de NaOH 0.05 N y
solucion de &cido tricloroacético al 30 %), se incubd en hielo durante 5 min, se centrifugd
por 10 min a 10000 rpm a temperatura ambiente, se calenté en bano Maria a 90 °C por 30

min y se tomaron 1000 pl del sobrenadante para determinar su densidad optica (DO) a 532
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nm. Los valores de DO se interpolaron en una curva estandar de malondialdehido (MDA)
para obtener los nmoles de sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico (TBARS) por mg
de proteina (Fernandez et al.,, 1997; Liu et al., 2000). El porcentaje de inhibiciéon de la
lipoperoxidacion se obtuvo empleando la siguiente formula:

% de inhibicién de la lipoperoxidacion = [(TBARS, — TBARS,/TBARS,)]100
TBARS, = nmoles de TBARS por mg de proteina en la reaccion control
TBARS,; = nmoles de TBARS por mg de proteina en presencia del extracto.

Parte aérea de Senecio flaccidus

Esquema general de trabajo

Recoleccion del material vegetal

v

Secado del material vegetal

v

Molienda

v

Extraccién por maceraciéon con MeOH

v

Prueba de deteccion de alcaloides
con reactivo de Dragendorff

AcOEt
Parte soluble en AOEt Parte no soluble en AcOEt
Extracto no alcaloideo (extracto metandlico). Reduccion con Zn/H*
Fraccionamiento primario, secundario, etc. 1) Filtracién
2) Basificacion del filtrado
3) Extraccion con CHCIs

Extracto alcaloideo
Fraccionamiento primario, secundario, etc.

Material vegetal
La planta se recolectd el 12 de Julio de 2000 en el Municipio de Zaragoza, San Luis

Potosi. Fue clasificada por el Dr. Jose L. Villasefor, Instituto de Biologia, UNAM. Se depositd
una muestra del vegetal en el Herbario Nacional (MEXU 892587), Instituto de Biologia,

UNAM. El material vegetal se seco a temperatura ambiente y se molio.
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Preparacion de extractos
El material vegetal seco y molido (466.9 g) se extrajo por maceracion con MeOH. El

disolvente se elimind por destilacion a presiéon reducida en un rotavapor. A una muestra del
extracto se le realizé la prueba de deteccién de alcaloides con el reactivo de Dragendorff
dando un resultado no claro. Al extracto se le agregd AcOEt y la parte soluble en este

disolvente se nombro extracto no alcaloideo (7.87 g).

Extracto alcaloideo
La parte del extracto metandlico (24.88 g) no soluble en AcOEt se acidificé con H,SO,

acuoso al 2.5 % hasta pH 2, se le agregaron 2.56 g de Zn y se dejo a temperatura ambiente
con agitacion constante por una noche. Posteriormente, la mezcla se filtro, el filtrado se
basificdé con hidroxido de amonio hasta pH 10, se extrajo con CHCl;, se secé con Na,SO,

anhidro y se concentré. Se obtuvieron 400 mg de extracto alcaloideo. De este extracto

precipitaron 266 mg de soélidos color blanco.

Aislamiento de retrorsina (1), usaramina (II), senecionina (1II) e integerrimina (IV)
Los sdlidos (266 mg) del extracto alcaloideo se purificaron por CCA eluida con CHCI3-

MeOH. Se obtuvieron 37 fracciones de 5 ml.

Tabla 1
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
CHCl5-MeOH 98:2 1-21 1-2
97:3 22-30 3-36
96:4 31-34
90:10 35-36

Las fracciones 3 a 36 presentaron solidos color beige que se identificaron como una
mezcla de retrorsina (I) y de su isémero 15E, usaramina (II) (Logie et al., 1994; Roeder,
1995), 104 mg, p.f. 197-201 °C.

Las fracciones 1 y 2 (118.8 mg) se purificaron por CPP eluida dos veces con CHCls-
MeOH 90:10. De esta cromatografia se obtuvieron 53 mg de una mezcla de Iy II, p.f. 182-
187 ©C. También se obtuvieron sdlidos color café que se recristalizaron con hexano-Me,CO vy
se identificaron como mezcla de senecionina (III) y de su isomero 15E, integerrimina (IV)
(Logie et al., 1994; Roeder, 1995), 4.5 mg, p.f. 190-193 °C,

Las aguas madres del extracto alcaloideo (314 mg) se analizaron por CCA eluida con
CHCI;, CHCI;-MeOH y MeOH. Se obtuvieron 39 fracciones de 25 ml. De las fracciones 26 a
29 por cristalizacion se obtuvo una mezcla de Iy II, 47.4 mg, p.f. 180-183 °C.
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Tabla 2
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
CHCl; 100 1-14 26-29
CHCl3-MeOH 99:1 15-16
98:2 17-23
96:4 24-26
93:7 27-29
90:10 30-35
85:15 36-38
MeOH 100 39

Extracto no alcaloideo

Aislamiento de [-sitosterol (V), estigmasterol (V1) y glucosido de f-sitosterol (VII)

El extracto se analizé6 por CCA eluida con hexano, hexano-AcOEt, AcOEt, Me,CO y

MeOH. Se obtuvieron 88 fracciones de 75 ml.

Tabla 3
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano 100 1-3 10-14
hexano-AcOEt 95:5 4-8 31-40
90:10 9-27 80-81
85:15 28-45 82-86
80:20 46-62
75:25 63
70:30 64-65
60:40 66-73
50:50 74
40:60 75-76
20:80 77-84
AcOEt 100 85-86
CH5CO 100 87
CHs0H 100 88

Las fracciones 10-14 presentaron sdlidos que se recristalizacion (hexano-Me,CO) e
identificaron como mezcla de B-sitosterol (V) y estigmasterol (VI), 37.1 mg, p.f. 127-135

oC.

Las fracciones 82-86 presentaron sélidos color blanco que se identificaron como
glucésido p-sitosterol (VII), 57.8 mg, p.f. 295-297 oC.
Las fracciones 80, 81, y 87 se reunieron con las aguas madres de VII y el residuo
(1.3238 g) se analizé por CCA utilizando como fase movil CHCl;-MeOH y MeOH. Se

obtuvieron 19 fracciones de 25 ml.

Tabla 4
Eluyente Proporcién (%) Fracciones Fracciones combinadas
CHCl3-MeOH 95:5 1-7 9-11
92.5:7.5 8-18
MeOH 100 19

En las fracciones 9 a 11 precipitaron sélidos color café claro identificados como VII,

1.7 mg, p.f. 289-294 °C.
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Aislamiento de (-)-10-hidroxi-4-oplopanona (VIII)

Las fracciones 31 a 40 (263.5 mg) provenientes de la primera cromatografia en

columna (Tabla 3), se analizaron por CCA que se eluyé como se muestra en la Tabla 5. Se

obtuvieron 11 fracciones de 25 ml.

Tabla 5
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 70:30 1-9 4-7
AcOEt 100 10
Me.CO 100 11

Las fracciones 4 a 7 (146.6 mg) se purificaron por CCA usando como eluyente
hexano-AcOEt. Se obtuvieron 15 fracciones de 25 ml.

Tabla 6
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 80:20 1-14 6-11
75:25 15

De las fracciones 6 a 11 se aislé un compuesto en forma de aceite que se identifico
como (-)-10-hidroxi-4-oplopanona (VIII) (Takeda et al., 1966), [alo?’ -11° (c 0.1,

dioxano), 10.5 mg.

Aislamiento de N-oxido de senecionina (IX), N-oxido de integerrimina (X), N-oxido de
retrorsina (XI) y N-oxido usaramina (XII)
La fraccion 88 (670.5 mg) de la primera cromatografia en columna (Tabla 3) se
purificd por cromatografia de exclusion de peso molecular eluida con Me,CO-MeOH 33:67.

Se obtuvieron 12 fracciones de 20 ml. Las fracciones 4 a 7 se reunieron (349.5 mg) y

purificaron por CCA eluida con CHCl;-MeOH y MeOH. Se obtuvieron 22 fracciones de 15 ml.

Tabla 7
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
CHCl;-CH30H 95:5 1-6 12-16
10:90 7 17-22
20:80 8-17
40:60 18
CH;0H 100 19-22

Las fracciones 12 a 16 (104.07 mg) se purificaron por CPP (CHCI;-MeOH 60:40, x 2),
seguida de una CCA eluida con CHCI3-MeOH 70:30. Se obtuvieron 6.2 mg de una mezcla de
N-oxido de senecionina (IX) y de N-Oxido de integerrimina (X) (Logie et al., 1994; Roeder,
1995).

Las fracciones 17 a 22 (74.8 mg) mostradas en la Tabla 7, se purificaron por CCA
eluida con CHCl;-MeOH y MeOH. Se obtuvieron 12 fracciones de 10 ml.
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Tabla 8
Eluyente Prnporg_lén Fracciones Fracciones reunidas
CHCl3-MeOH 60:40 1-12 7-10
MeOH 100 13

Las fracciones 7 a 10 presentaron sélidos color blanco que se identificaron como una
mezcla de N-oxido de retrorsina (XI) y N-oxido usaramina (XII) (Logie et al., 1994; Roeder,

1995), 16.4 mg, p.f. 140-144 ©°C.

Oxidacion de senecionina
A una solucién de senecionina (III, 30 mg) en CH,Cl, (4ml) se le agregaron 20 mg

de acido meta-cloroperbenzoico. Después de 10 min la mezcla se purificé por CCA eluida con

CH,Cl,-MeOH 80:20. Se obtuvieron 12.6 mg de soélidos color blanco identificados como N-

oxido de senecionina, p.f. 133-135 ©C.

Raiz de Senecio mairetianus

Esquema general de trabajo

Recoleccién de material vegetal

v

Secado del material vegetal

v

Molienda

v

Extraccion por maceraciéon con MeOH

v

Prueba de deteccién de alcaloides
con reactivo de Dragendorff

v

[ Acidificacion del extracto I

‘ Particion
¢ CHCl; l H,0/MeOH
Extracto no alcaloideo Reduccién con Zn/H*
Fraccionamiento primario, secundario, etc.
1) Filtracion

2) Basificacion del filtrado
3) Extraccion con CHCl;

Extracto alcaloideo

Fraccionamiento primario, secundario, etc.
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Material vegetal
La planta se recolecté el 11 de Octubre de 2000, camino a la primera laguna del

Nevado de Toluca, Estado de México y fue clasificada por el Dr. José L. Villasefor, Instituto
de Biologia, UNAM. Se deposité una muestra del vegetal en el Herbario Nacional (MEXU
1045508), Instituto de Biologia, UNAM. La raiz (576.96 g) se sec6é a temperatura ambiente y

se molio.

Preparacion de extractos
La raiz se someti6 a un proceso de extraccion por maceracién utilizando como

disolvente MeOH. Después de eliminar el disolvente por destilacion a presion reducida en un
rotavapor, se realizd la prueba de deteccién de alcaloides (reactivo de Dragendorff) que
resulto positiva. Posteriormente, el extracto se acidificé con una solucién acuosa de H,S0O, al
2.5 % hasta pH 2 y se extrajo con CHCI;, la eliminacion del disolvente dio el extracto no
alcaloideo (10.46 g). La fraccion acuosa acida junto con 57 g de Zn se mantuvo con
agitacion constante a temperatura ambiente por 12 h. Después de filtrar la mezcla de
reaccion, el filtrado se basificé con hidréxido de amonio hasta pH 10 y se extrajo con CHCl;

obteniendo el extracto alcaloideo (44.9 g).

Extracto alcaloideo
Aislamiento de retrorsina (1), usaramina (Il), senecionina (IIl) e integerrimina (IV)

Directamente del extracto se obtuvieron sélidos de color blanco identificados como
mezcla de III y IV, 182 mg, p.f. 195-227 oC; 340.7 mg, p.f 158-163 °C. Las aguas madres
(3.724 g) se purificaron por CCA eluida con CHCl; y CHCI;-MeOH. Se obtuvieron 45

fracciones de 75 ml.

Tabla 9
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
CHCly 100 1-20 1-36
CHCIl;-MeOH 99:1 24 37-43
98:2 25 44-46
96:4 26-35
94:6 36
90:10 37-45
50:50 46

En las fracciones 1 a 36 precipitaron sélidos de color blanco identificados como

mezcla de III y IV, 1.704 g, p.f. 181-183 °C.

Las fracciones 37 a 43 (85 mg) se purificaron por CPP (CHCI3-MeOH 10:90, x 4 ). Se
obtuvieron 23.7 mg de sdlidos color café claro, p.f. 201-208 ©°C, identificados como mezcla

de Iy II.
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Las fracciones 44 a 46 (183.4 mg) se analizaron por CCA eluida con CHCI3-MeOH. Se
obtuvieron 30 fracciones de 25 ml. De las fracciones 16 y 17 se aislaron sélidos color café

identificados como mezcla de Iy II, 17.3 mg, p.f. 198-200 °C.

Tabla 10
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones
CHCI5-MeOH 97:3 1-6 16-17

95:5 7-11

92:8 12-14

88:12 15-17

85:15 18-22

82:18 23-25

80:20 26-29

50:50 30

Extracto no alcaloideo
Aislamiento de [-sitosterol (V) y estigmasterol (VI)

El extracto no alcaloideo (10.46 g) se fracciond por CCA eluida con hexano, hexano-
Me,CO, Me,CO y MeOH. Se obtuvieron 56 fracciones de 75 ml.

Tabla 11
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano 100 1 4-7
hexano-Me,CO 97.5:2.5 2-12 20-25
95:5 13-15 27-32
92.5:7.5 16
90:10 17-34
85:15 35
80:20 36-45
Me,CO 100 46-55
MeOH 100 56

De las fracciones 20 a 25 se obtuvieron cristales que se identificaron como mezcla de

Vy VI, 109 mg, p.f. 135-137 °C.

Aislamiento de 1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-olida (XIII) y 8-hidroxi-1(10)-epoxieremofil-
7(11)-en-8(12)-olida (XIV)
Las fracciones 4 a 7 (1.639 g) se purificaron por CCA eluida con hexano, hexano-

CHCI3, CHCI; y CHCI;—-AcOEt. Se obtuvieron 60 fracciones de 25 ml.

Tabla 12
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones
hexano 100 1-3 39-46
hexano-CHCl; 95:5 4-7 57-59
90:10 8-13
85:15 14-17
80:20 18-37
70:30 38-46
60:40 47-48
40:60 49-50
20:80 51-58
CHCl3 100 59
CHCIl;-AcOEt 65:35 60
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El componente principal de las fracciones 39 a 46 se purificé por CPP (hexano-AcOEt
20:80). Se obtuvieron 11.5 mg de sodlidos color blanco identificados como 1(10)-

epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida (XIII), p.f. 77-87 ©°C.

EM-FAB™* de alta resoluciéon: m/z 249.1491 [M+H]*, calculado para C;sH,;03 m/z 249.1491
EM-FAB*: m/z 137 (100), 107 (32), 89 (25), 77 (28)

[a]p?® -193° (c 0.2, CHCl3)

UV Lpmax: 219 nm, £ =14589 (THF)

IR vmax: 1747 (lactona) y 1686 cm™ (doble enlace) (CHCIs)

El componente principal de las fracciones 57-59 (103 mg) se purifico por CPP
(hexano-AcOEt 70:30, x 2). Se obtuvieron 21 mg de sélidos color blanco identificados como
8-hidroxi-1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida (XIV), p.f. 122-129 ©°C.

EM-IE: m/z 264 [M]* (CysH3004), 121 (100), 95 (39), 126 (39), 264 (10)
[«]o?® -149.5° (c 0.2, MeOH)

UV Lpax: 220 nm, & = 12192 (MeOH)

IR vmax: 3566 (alcohol), 1765 (lactona) y 1698 cm™ (doble enlace) (CHCls)

Aislamiento de 8-metoxi-1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-olida (XV)
Las fracciones 27 a 32 (386 mg) de la primera cromatografia en columna (Tabla 11)
se purificaron por CCA eluida con hexano-AcOEt, AcOEt y MeOH. Se obtuvieron 21 fracciones

de 15 ml.
Tabla 13
Eluyente Proporcién Fracciones
hexano-AcOEt 85:15 1-17
60:40 18-19
AcOEt 100 20
CH;0H 100 21

En la fraccion 5 se formaron cristales identificados como 8-metoxi-1(10)-

epoxieremofil-1(11)-en-8(12)-6lida (XV) (Urones et al., 1987), 44.1 mg, p.f. 140-143 °C.

EM-FAB* alta resolucion; m/z 279.1591 [M+H]*, calculado para CygH,304 m/z 279.1596
EM-IE: m/z 232 (20), 218 (78), 173 (22), 140 (100), 95 (27)

[«]p2>® -215° (c 0.2, CHCI;)

UV Amax: 220 nm, £ =12267 (EtOH)

IR vmax: 1760 (lactona) y 1694 cm™ (doble enlace) (CHCIs)
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Parte aérea de Senecio mairetianus

Esquema general de trabajo

Recoleccidon de material vegetal

v

Secado del material vegetal

v

Molienda

v

Extraccion por percolacion
con MeOH

v

Prueba de deteccién de alcaloides
con reactivo de Dragendorff

2 extracto l 2 extracto

Extracto no alcaloideo Reduccién con Zn/H*
Fraccionamiento primario, secundario, etc.

1) Filtracién
2) Basificacion
3) Extraccién con CHCly

Extracto alcaloideo
Fraccionamiento primario, secundario, etc.

Material vegetal
La parte aérea (3.765 Kg) se seco a temperatura ambiente y se molio.

Preparacion de extractos
El material vegetal se percolé utilizando como disolvente MeOH. El disolvente se

eliminé por destilacion a presion reducida en un rotavapor y se le realizo la prueba de
deteccion de alcaloides con el reactivo de Dragendorff, que resulto positiva. Posteriormente,
el extracto se dividié en dos partes, una de ellas se nombré extracto no alcaloideo (271 g).
La segunda parte se sometié a un proceso reductivo con Zn/H* y se traté de manera similar

al extracto metandlico de S. flaccidus. Se obtuvieron 26.59 g de extracto alcaloideo.

Extracto alcaloideo
Aislamiento de senecionina (1Il) e integerrimina (1V)

El extracto alcaloideo (26.59 g) se analizd por CCA eluida con CHCl;, CHCl;-MeOH y

MeOH. Se obtuvieron 79 fracciones de 200 ml.
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Tabla 14
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
CHCl3 100 1-4 2-8
CHCl;-MeOH 99:1 5-18 17-24
96:4 19-29 25-30
93:7 30-38
90:10 39-53
85:15 54-64
75:25 65-77
50:50 78
MeOH 100 79

Mezclas de XI y XII se obtuvieron por cristalizacion, de las fracciones 25 a 30 (481.5
mg, p.f. 210-219 °C) y de las fracciones 31 a 33 (98.1 mg, p.f. 163-172 °C).

Aislamiento de 10-hidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-olida (XVII)
Las fracciones 2 a 8 (3.28 g) se purificaron por CCA eluida con hexano-CHCl;, CHCl3,
CHCIl3-Me,CO, Me,CO y MeOH. Se obtuvieron 34 fracciones de 100 ml.

Tabla 15
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
hexano-CHCl3 10:90 1-12 4-8
CHCl3 100 13-16 10-11
CHCl3-Me,CO 99:1 17-21 22-25
97:3 22-24
95:5 25-26
90:10 27-29
80:20 30-32
Me,CO 100 33
MeOH 100 34

El componente principal de las fracciones 10 y 11 (81. 9 mg) se purificé por CPP
(CH,Cl,-Me,CO 60:40). Se obtuvieron 15.3 mg de cristales identificados como 10-hidroxi-1-
metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida (XVII), p.f. 165-170 °C.

EM-FAB* alta resolucién: m/z 281.1753 [M+H]*, calculado para CysH2504 m/z 281.1753
EM-IE: m/z 231 (15), 137 (57), 107 (17), 89 (15), 77 (15)

[«]152°® -106.5° (c 0.2, MeOH)

UV Amax: 224 nm, £ =16806 (MeOH)

IR vimax: 3594 (alcohol), 1740 (lactona) y 1682 cm™ (doble enlace) (CHCl3)

Aislamiento de 1,10-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIII), 10-hidroxi-1,8-dimetoxieremofil-
7(11)-en-8(12)-olida (XVI), 8,10-dihidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-olida (XVIII) y
1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-olida (XIX)

Las fracciones 4 a 8 (1.54 g) de la anterior cromatografia en columna se purificaron
por CCA eluida con hexano-AcOEt, AcOEt, Me,CO y MeOH. Se obtuvieron 54 fracciones de

25 ml.
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Tabla 16
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 95:5 1-17 10-17
92:8 18-40 26-28
88:12 41-50

AcOEt 100 51

Me,CO 100 53

MeOH 100 54

De las fracciones 10 a 17 se obtuvieron 63.5 mg de cristales identificados como 10-
hidroxi-1,8-dimetoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XVI), p.f. 165-169 °C.

EM-FAB™ alta resoluciéon: m/z 311.1862 [M+H]*, calculado para C;7H;s0s m/z 311.1858

EM-IE: m/z 278 (82), 155 (100), 127 (59), 95 (85), 71(41)

[«1p22> -130.5° (c 0.2, CHCl5)

UV Amax: 225 nm, £ = 11829 (MeOH)

IR vmax: 3510 (alcohol), 1759 (lactona) y 1688 cm™ (doble enlace) (CHCls),

De las fracciones 26 a 28 se obtuvieron 20.6 mg de XIII, p.f. 97-99 °C.
Las fracciones 22 a 25 (270 mg) que se muestran en la Tabla 15, se purificaron por

CCA eluida con hexano-AcOEt. Se obtuvieron 17 fracciones de 25 ml.

Tabla 17
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 90:10 1-7 7-11
85:15 8-15
30:70 16-17

En las fracciones 7 a 11 se formaron cristales que se recristalizaron con hexano-
AcOEt y se identificaron como 8,10-dihidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida

(XVIII), 76.4 mg, p.f. 170-173 °C.

EM-FAB* alta resolucién: m/z 297.1709 [M+H]*, calculado para Ci¢H2505 m/z 297.1702

EM-IE: m/z 278 (41), 155 (81), 127 (52), 95 (100), 71 (41)

[2]p2" -111° (c 0.2, CHCl3)

UV Amax: 224 nm, £ = 8014 (MeOH)

IR vmax: 3539 (alcohol), 1762 (lactona) y 1687 cm™ (doble enlace) (CHCIs),

Las fracciones 17 a 24 (4 g) de la primera cromatografia en columna (Tabla 14) se

analizaron por CCA eluida con hexano-AcQOEt. Se obtuvieron 30 fracciones de 50 mi.

Tabla 18
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 60:40 1-15 4-12
55:45 16-20
50:50 21-29
30:70 30
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Las fracciones 4 a 12 (1.88 g) se purificaron por CCA eluida con hexano-AcOEt, AcOEt

y MeOH. Se obtuvieron 46 fracciones de 25 ml.

Tabla 19
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
Hexano-Acetato de etilo 70:30 1-21 14-20

67:33 22-27

64:36 28-33

60:40 34-43
50:50 44
Acetato de etilo 100 45
Metanol 100 46

De las fracciones 14 a 20 se obtuvieron 316.3 mg de sdlidos color blanco
identificados como 1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIX), p.f. 176-178 °C,

EM-FAB* alta resoluciéon: m/z 267.1600 [M+H]*, calculado para C;sH,304 m/z 267.1596

EM-IE: m/z 248 (100), 230 (58), 163 (55), 125 (84), 110 (73), 95 (69), 83 (40), 69 (27), 43 (38)
[2]p?%% -120° (c 0.2, MeOH)

UV Amax: 224 nm, £ 15890 (MeOH)

IR vmax: 3614 (alcohol), 1738 (lactona) y 1679 cm™ (doble enlace) (CHCIs)

Oxidacién de 1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIX)

El compuesto XIX (120 mg) se disolvié en la minima cantidad de Me,CO y la solucién
se colocé en un bafio de hielo. Posteriormente, se agregé reactivo de Jones gota a gota
hasta obtener una coloracién naranja. Después de 15 min se agregé 1 ml de MeOH, la
mezcla se dejé reposar 10 min, se le agregaron 5 ml de agua y se extrajo con CHCIls. La fase
organica se secé con Na,SO,4 anhidro y se concentré. Se obtuvieron 44 mg de XXI, p.f. 236-

243 °C, 37 % de rendimiento.

Acetilacion de 1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIX)

A 119 mg de XIX se les agregd 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de piridina. La
reaccion se dejo 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 2 ml de
agua y la mezcla se extrajo con CHCl;. La fase orgdnica se acidifico hasta pH 6 con una
solucién acuosa de HCI al 10 %, se lavé con agua, se basificé hasta pH 8 con una solucion
saturada de NaHCO; y se lavo nuevamente con agua. Por Ultimo, la fase organica se secé

con Na,S04 anhidro y se concentrd. Se obtuvieron 40 mg de XXII, p.f. 165-168 °C, 19 %

de rendimiento.
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Extracto no alcaloideo
Aislamiento de glucosido de [-sitosterol (IIT)

El extracto no alcaloideo (274.19 g) se analizé por CCA eluida con CH,Cl;, CH,Cl,-
MeOH y MeOH. Se obtuvieron 39 fracciones de 250 ml.

Tabla 20
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
CH,Cl; 100 1 2-16
CHxCl;-MeOH 95:5 2-13
90:10 14-21
85:15 22-26
75:25 27-32
50:50 33-38
MeOH 100 39

De las fracciones 2 a 16 se aislaron sdlidos color ambar identificados como glucésido
de B-sitosterol (VIII), 1.032 g, p.f. 280-285 ©°C,

Aislamiento de 1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIX) y 1,8, 10-trihidroxieremofil-
7(11)-en-8(12)-olida (XX)

Las aguas madres de VIII correspondientes a las fracciones 2 y 3 (20.05 g) fueron

nuevamente analizadas por CCA eluida con CHCl;-Me,CO y Me,CO. Se obtuvieron 42

fracciones de 150 ml.

Tabla 21
Eluyente Proporci6n Fracciones Fracciones reunidas
CHCl;-MeCO 85:15 1-17 8-17
80:20 18-23
75:25 24-29
50:50 30-39
Me,CO 100 40-42

Las fracciones 8 a 17 (4.42 g) se analizaron por CCA eluida con CHCl3-MeOH. Se

obtuvieron 13 fracciones de 25 ml.

Tabla 22
Eluyente Proporci6n Fracciones Fracciones reunidas
CHCl;-MeOH 97:3 1-12 6-8
95:5 13 9-12

Las fracciones 6 a 8 (1.554 mg) se purificaron por CCA eluida con hexano-AcOEt y

AcOEt. Se obtuvieron 21 fracciones de 25 ml.

Tabla 23
Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 70:30 1-17 7-9
65:35 18-19
50:50 20
AcOEt 100 21

De las fracciones 7 a 9 se obtuvieron cristales que se identificaron como 1,8,10-

trihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XX), 63 mg, p.f. 234-238 ©oC,
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EM-FAB* alta resolucién: m/z 283.1548 [M+H]*, calculado para C;sH;305s m/z 283.1545
EM-IE: m/z 264 (25), 246 (18), 124 (100), 113 (32), 95 (44)

[«1o2°5 -95° (c 0.2, MeOH)

UV Lpax: 224 nm, £ = 17636 (MeOH)

IR vmax: 3481 y 3397 (alcohol), 1761 (lactona) y 1687 cm™ (doble enlace) (Nujol)

Se realizé una CCA con las fracciones 9 a 12 (915.8 mg) que se muestran en la Tabla

22. La cromatografia se eluyé con hexano-AcOEt. Se obtuvieron 21 fracciones de 25 ml.

Tabla 24
Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones reunidas
hexano-AcOEt 70:30 1-17 7-17
65:35 18-21

De las fracciones 7 a 17 se obtuvieron 253.1 mg de cristales identificados como XX,
p.f. 231-235 OC. Sus aguas madres (395.5 mg) se purificaron por CPP (hexano-AcOEt
50:50) y se obtuvieron 71.5 mg de XIX, p.f. 182-185 °C.

Oxidacién de 1,8,10-trihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XX)
El compuesto XX (74.5 mg) se oxidé con el reactivo de Jones siguiendo la
metodologia descrita en la oxidacién de XIX. Se obtuvieron 38.5 mg de XXIII, p.f. 235-239

oC, 48 % de rendimiento.

Acetilacion de 1,8,10-trihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XX)

El compuesto XX (67 mg) se acetildé con anhidrido acético (1ml) y piridina (1ml)
siguiendo la metodologia utilizada en la acetilacion de XIX. Se obtuvieron 25.6 mg de XXIV,
p.f. 156-159 °C, 29.46 % de rendimiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el siguiente cuadro se muestran los compuestos aislados de S. flaccidus.

I A'Y%? Z retrorsina
II A% £ usaramina
Rendimiento 4.38 x 107 %

XI 4'%2° 7 N- 6xido de retrorsina
XII 4'52° F N-éxido de usaramina
Rendimiento 3.51 x 107 %

IIT A'>?° Z senecionina
IV 4*%?° E integerrimina
Rendimiento 1.35 x 107 %

IX A% Z N-6xido de senecionina
X A'%2° F  N- 6xido de integerrimina
Rendimiento 1.33 x 107 %

VR=H f—sitosterol
VIR=H A% estigmasterol

Rendimiento 7.95 x 1023 %

VII R= Gluc glucésido de g-sitosterol
Rendimiento 1.27 x 102 %

VIII (-)-10-hidroxi-4-oplopanona
Rendimiento 2.25 x 1073 %
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Del extracto no alcaloideo se aislaron los compuestos esteroidales B-sitosterol (V)
estigmasterol (VI), y glucésido de B-sitosterol (VII). También se aislo el sesquiterpeno (-)-
10-hidroxi-4-oplopanona (VIII) (Takeda et al., 1966) y los APs N-6xido de senecionina
(IX), N-6xido de integerrimina (X), N-oxido de retrorsina (XI) y N-6xido de usaramina

(XII). Del extracto alcaloideo se aislaron los mismos APs pero en su forma reducida (I-IV).

La identidad de los compuestos esteroidales y la del sesquiterpeno se establecieron
por comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos con los de muestras originales. Los
APs se identificaron por comparacion de sus datos espectroscopicos con los descritos en la
literatura (Logie et al., 1994; Roeder, 1990). Ademas, se realiz6 una oxidacion de una
muestra auténtica de senecionina con el objeto de comparar directamente los datos

espectroscopicos de N-6xido de senecionina con los obtenidos de las mezclas alcaloideas.

En 1979 y 1985 se describieron estudios fitoquimicos de S. flaccidus recolectado en el
sudeste de Estados Unidos, aunque en ellos se le denomina con uno de sus sinénimos, S.
longilobus (Johnson et al., 1985; Molyneux et al., 1979). Estos trabajos describen el
aislamiento de senecifilina, retrorsina, senecionina y riddellina.

Una comparacion entre el contenido alcaloideo que se describe en esta tesis y los

sefialados en 1979 y 1985 indican lo siguiente:

- retrorsina y senecionina son los alcaloides que coinciden en los tres estudios,

- todos los alcaloides aislados presentan la misma base nécica, retronecina,

- todos los alcaloides aislados presentan un macrociclo de 12 miembros,

- las diferencias estructurales residen en la presencia o ausencia de una instauracion

en C-12 (C-18) y en la estereoquimica del doble enlace C-15 (C-20).

Lo sefnalado anteriormente muestra que las tres colectas presentan una gran similitud en

el contenido alcaloideo. Las pequenias diferencias pueden ser consecuencia del habitat en el

que se desarrolla la especie.
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En el siguiente cuadro se muestran los compuestos aislados de S. mairetianus.

I A% Z retrorsina
II A'Y™?° E usaramina
Rendimiento 8.84 x 107 %

III A'S2° Z senecionina
IV A% F£ integerrimina

Rendimiento:
- raiz 2.44 x 10" %
- parte aérea 3.08 x 102 %

VR=H sitosterol
VIR =H a? estigmasterol

Rendimiento 1. 89 x 102 %

VII R= Gluc glucésido de g-sitosterol
Rendimiento 5.49 x 102 %

‘\\\\

il e}

“atll 3

XIIIR =H
1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida
Rendimiento a partir del extracto no alcaloideo
de raiz 1.99 x 1073 %
Rendimiento a partir del extracto alcaloideo de
la parte aérea 1.38 x 107 %

XIV R = OH
8-hidroxi-1(10-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-odlida
Rendimiento a partir del extracto no alcaloideo
de raiz 3.64 x 102 %

XV R = OCH;
8-metoxi-1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida
Rendimiento a partir del extracto no alcaloideo
de raiz 7.64 x 1073 %
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Continuacion del cuadro anterior

XVI R; = OCH3s, R; = OCH3;
10-hidroxi-1,8-dimetoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida
Rendimiento a partir del extracto alcaloideo de
la parte aérea 3.37 x 107 %

XVII R, = OCHs;, R, = H
10-hidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida
Rendimiento a partir del extracto alcaloideo de
la parte aérea 8.13 x 1072 %

XVIII R; = OCHs, R; = OH
8,10-dihidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida
Rendimiento a partir del extracto alcaloideo de
la parte aérea 4.06 x 1072 %

XIXR; =0H,R;=H
1,10-dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-dlida
Rendimiento a partir del extracto alcaloideo de
la parte aérea 1.68 x 1072 %
Rendimiento a partir del extracto no alcaloideo de
la parte aérea 4.12 x 10 3

XXR1=0H,R2=OH
1,8,10-trihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida
Rendimiento a partir del extracto no alcaloideo de
la parte aérea 1.68 x 10 %

De los extractos alcaloideos de raiz y de la parte aérea, se aislé6 una mezcla de APs
conformada por senecionina (III) e integerrimina (IV). Ademas, del primer extracto se aislo
una mezcla de retrorsina (I) y usaramina (II). Adicionalmente, del extracto no alcaloideo de
raiz se aislaron B-sitosterol (V) y estigmasterol (VI). Del extracto no alcaloideo de la parte

aérea se aisld glucoésido de B-sitosterol (VII).

EREMOFILANOLIDAS
De la raiz de esta especie se aislaron dos nuevas epoxieremofilandlidas, XIII y XIV, y una
ya conocida, XV (Urones et al., 1987). La diferencia estructural entre estos tres compuestos
radico en el grupo unido a C-8. De la parte aérea se aislaron otras cinco nuevas
eremofilandlidas, XVI a XX, que a diferencia de las anteriores no presentan una funcion

epoxido entre los carbonos 1 y 10.

1(10)-Epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-06lida (XIII)
La epoxieremofilandlida XIII mostro en su espectro en el IR (Espectro 1) bandas de
absorcién en 1747 y 1686 cm™ que indicaron la presencia de la funcion y-lactona «, B

insaturada. Esta funcion se corroboré en el espectro de RMN '3C (Espectro 3) donde se
observaron tres sefales simples, una en § 174.61 correspondiente al carbonilo de la funcién
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lactona y las otras dos en la zona de los carbonos vinilicos, § 160.38 y 122.26, por lo que se

asignaron a C-7 y C-11, respectivamente.

11

g
(o]

7

Figura A

En el espectro de RMN 'H (Espectro 2) se observaron a campo alto tres sefiales que
integraron cada una para tres hidrégenos, un singulete en § 0.82 asignado al metilo 14, un
doblete en & 0.83 asignado al metilo 15 y un doble de doble en & 1.85 correspondiente al
metilo 13. La multiplicidad de la Gltima senal indicé la existencia de dos acoplamientos que
con base en el espectro bidimensional homonuclear COSY (Espectro 4) se identificaron como

aquellos entre el metilo 13 y uno de los hidrégenos de C-6 y entre el mismo metilo y H-8.
8§ O

-

14
15 13

En el espectro de RMN °C se observaron tres sefiales a campo bajo, un doblete en §
77.43 asignado al carbono del cierre lacténico, un doblete en & 59.94 y un singulete en §
63.68 correspondientes a los carbonos 1 y 10, respectivamente. El desplazamiento quimico
de las dos ultimas sefales, junto con la correlaciéon observada en el espectro heteronuclear
COLOC (Espectro 5) entre el singulete y la sefial del metilo 14, asi como la presencia en
RMN 'H de un doblete en & 3.05, J= 3.51 Hz (H-1), indicaron la existencia de una funcién
epoxido entre los carbonos C-1 y C-10. Aunado a lo anterior, el peso molecular obtenido por
espectrometria de masas de alta resolucion (m/z 249.1491, C,;sH,;03;) corroboré que el

compuesto presentaba tres oxigenos. Dos de ellos participan en la funcién lactona y el

O
8§ O
0
S
14

tercero en el grupo epéxido.
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RMN 'H (CDCl5), Espectro 2

8: 3.05; d; J=3.5 Hz, H-1; 1.95, m, H-2a; 1.95, m, H-2b; 1.25, m, H-3a; 1.25, m, H-
3b; 1.9, m, H-4; 2.76, d, J=13.5 Hz, H-6a; 2.21, d ancho, J=13.8 Hz, H-6b; 4.91, dd
ancho, J= 7.0 y 10.8 Hz, H-8; 2, m, H-9a; 1.85, dd, J=7.0 y 12.6 Hz, H-9b; 1.85, dd,
J=1.5y 1.8 Hz, H-13; 0.82, s, H-14; 0.83, d, J=7.0 Hz, H-15.

RMN *3C (CDCls), Espectro 3

8: 59.94, d, C-1; 24.87, t, C-2; 22.18, t, C-3; 33.47, d, C-4; 38.83, s, C-5; 34.98, t,
C-6; 160.38, s, C-7; 77.43, d, C-8; 38.48, t, C-9; 63.68, s, C-10; 122.26, s, C-11;
174.61, s, C-12; 8.14, c, C-13; 15.22*%, ¢, C-14; 14.93*, c, C-15. *Senales

intercambiables.

Con respecto a la estereoquimica, en el espectro NOESY (Espectro 6) se observaron
interacciones entre el metilo 14 y los hidréogenos 3a, 6a y 9a. Si se considera que
biogenéticamente los metilos 14 y 15 presentan una orientacion B, los hidrogenos H-3a, H-
6a y H-9a deben de presentar la misma orientacion (B). Por lo tanto, la interaccion

observada entre H-8 y H-9b indicé que ambos hidréogenos se encontraban en la cara o del

compuesto.

XIII

La configuracién o propuesta para H-8 también se baso en espectro bidimensional
COSY donde se observaron acoplamientos del metilo 13 con H-6 y H-8. Estos acoplamientos
solo son posibles cuando la fusién de los anillos A y B del esqueleto de eremofilano es trans,
lo que permite un angulo dihedro cercano a 90° entre el metilo 13 y los hidrogenos H-6b y
H-8. Cuando las caracteristicas de estereoquimica antes mencionadas (fusion trans de
anillos A/B, orientacion o del grupo unido a C-8) se cumplen, se ha observado que la senal
del metilo 15 se localiza a campo mas bajo que la sefial del metilo 14, ademas, la rotacion

especifica de los compuestos es negativa (Naya et al., 1975 y 1977). Ya que el compuesto
XIII presentoé la sefial del metilo 15 en & 0.83 y la del metilo 14 en & 0.82, y una rotacién

especifica negativa ([a]p?’ —193°), se propuso para esta nueva eremofilandlida la estructura

y estereoquimica mostradas en XIII.
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8-Hidroxi-1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIV)

El espectro en el IR (Espectro 7) de este compuesto mostrd las bandas caracteristicas
de la funcién y-lactona a, B insaturada (1765 y 1698 cm™). El espectro de RMN 'H (Espectro
8) presentd una gran similitud con el del compuesto XIII, siendo practicamente la Unica
diferencia la ausencia de sefial atribuible a H-8. De igual manera, en el espectro de RMN **C
(Espetro 9) la diferencia principal residié en la sefial de C-8 que se observé como un
singulete en & 103.08, lo que junto con el ion molecular (m/z 264) con 16 unidades de masa
adicionales a las de XIII, indicaron la presencia de un grupo hidroxilo unido a C-8. La
funcién alcohol se corroboré por la banda en 3566 cm™ observada en el espectro en el IR.

Como consecuencia de la cantidad pequefa que se obtuvo de este compuesto, los

espectros bidimensionales no se adquirieron, pero basandose en su rotacién especifica

negativa ([a]p?®® -149.5°) y en la gran similitud de sus espectros de RMN 'H y *3C con los

del compuesto XIII, se propuso para esta eremofilandlida la estereoquimica mostrada en la

siguiente estructura:

o o

RMN *H (CDCl; + DMSO-dg), Espectro 8
§: 2.95, d, J=3.6 Hz, H-1; 2, m, H-2a; 2, m, H-2b; 1.27, m, H-3a; 1.27, m, H-3b;

1.98, m, H-4; 2.61, d, J=13.0 Hz, H-6a; 2.38, d ancho, J=13.0 Hz, H-6b; 2.32, d,
J=14.1 Hz, H-9a; 1.94, d, J=14.1 Hz, H-9b; 1.83, d, J=1.5 Hz, H-13; 0.81, s, H-14;
0.82, d, J=6.6 Hz, H-15.

RMN *3C (CDCl; + DMSO-dg), Espectro 9
5: 57.55, d, C-1; 24.34, t, C-2; 21.31, t, C-3; 32.60, d, C-4; 39.17, s, C-5; 33.12, t,

C-6; 158.51, s, C-7; 103.08, s, C-8; 41.90, t, C-9; 62.87, s, C-10; 123.20, s, C-11;
171.99, s, C-12; 7.83, ¢, C-13; 14.90, ¢, C-14; 14.26, c, C-15.

8-Metoxi-1(10)-epoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XV)
En el espectro en el IR se observaron las sefales caracteristicas de la funcién y-

lactona «, B insaturada (1760 y 1694 cm™). El espectro de RMN 'H (Espectro 10) presento
una gran similitud con el de XIV y la tnica diferencia significativa fue un singulete en § 3.2
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atribuido a un grupo metoxilo. Ya que la sefial de C-8 se observé en & 105.81 en el espectro

de RMN 3C (Espectro 11), se propuso el grupo metoxilo unido a él.

RMN 'H (CDCls), Espectro 10
5; 2.95, d, J=3.8 Hz, H-1; 1.93, m, H-2a; 1.92, m. H-2b; 1.29, m, H-3a; 1.28, m, H-

3b; 2.0, m, H-4; 2.65, d, J=12.9 Hz, H-6a; 2.23, d, J=12 Hz, H-6b; 2.27, d, J=14.4
Hz, H-9a; 1.93, d, J=14.4 Hz, H-9b; 1.89, d, J=1.5 Hz, H-13; 0.81, s H-14; 0.82, d,
J=6.7 Hz, H-15; 3.2, s, MeO.

RMN 3C (CDCl;), Espectro 11
§: 57.79, d, C-1; 24.63, t, C-2; 21.54, t, C-3; 32.87, d, C-4; 39.90, s, C-5; 33.62, t,

C-6; 157.04, s, C-7; 105.81, s, C-8; 40.78, t, C-9; 62.75, s, C-10; 126.20, s, C-11;
171.56, s, C-12; 8.24, ¢, C-13; 15.18, ¢, C-14; 14.63, ¢, C-15; 50.58, ¢, MeO.

Por otro lado, los datos fisicos y espectroscopicos de XV concordaron con los
descritos para la eremofilandlida XVa, aislada de Senecio gallicus (Urones et al., 1987) y de

la que solo se propuso la estereoquimica de un estereocentro (C-8).

XVa

Una estructura idéntica a XV se propuso para otra lactona aislada de Senecio flavus

(Torres et al., 1999), sin embargo, las caracteristicas fisicas y espectroscopicas de la

eremofilandlida descrita en este trabajo, no concordaron con las reportadas en aquel

estudio.
En virtud de lo anterior, un monocristal de XV se analizo por difraccion de rayos-X

confirmandose asi la estereoquimica propuesta en esta tesis.
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Por lo tanto, la estructura de la lactona aislada de Senecio gallicus se debe de
representar como XV y por consiguiente, la estereoquimica propuesta para la lactona aislada

de Senecio flavus es erronea.

10-Hidroxi-1,8-dimetoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XVI)

En su espectro de RMN 'H (Espectro 12) adicional a las sefiales correspondientes a
los tres metilos del esqueleto de eremofilano (6 1.87, H-13; 0.78, H-14; 0.82, H-15), se
observaron dos singuletes en & 3.15 y 3.24 que se asignaron a dos grupos metoxilo. Las
sefiales de los carbonos de estos grupos se observaron en el espectro de RMN *C (Espectro
13) como cuartetos en & 50.10 y 57.27. En el espectro de resonancia proténica no se
observo ninguna sefal que indicara la presencia de H-8, mientras que en el espectro de RMN

13C la sefal de C-8 se observé como un singulete en § 106.20. Lo anterior llevé a proponer

un grupo metoxilo unido a C-8.

RMN *H (CDCls), Espectro 12
§: 3.08, t, J=2.6 Hz, H-1; 1.87, dddd, J=3.2, 5.3, 14.3 y 13.5 Hz, H-2a; 1.75, dddd,

J=2.3, 2.3, 4.1 y 14.1 Hz, H-2b; 1.40, dddd, J=4.8, 13.5, 13.5 y 13.5 Hz, H-3a; 1.29,
m, H-3b; 2.15, m, H-4; 2.40, d, J=12.9 Hz, H-6a; 2.24, d, J=13.7 Hz, H-6b; 2.46, d,
J=14.3 Hz, H-9a; 2.05, d, J=14.4 Hz, H-9b; 1.87, d, J=1.5 Hz, H-13; 0.78, s, H-14;
0.82, d, 1=7.0 Hz, H-15; 3.23, s, MeO; 3.15, s, MeO.

RMN *3C (CDCl5), Espectro 13
5: 84.57, d, C-1; 22.89, t, C-2; 25.65, t, C-3; 34.58, d, C-4; 45.10, s, C-5; 33.61, t,

C-6; 156.99, s, C-7; 106.20, s, C-8; 41.82, t, C-9; 73.90, s, C-10; 126.40, s, C-11;
171.27, s, C-12; 8.31, ¢, C-13; 14.14, c, C-14; 15.27, c, C-15; 57.27, c, MeO; 50.10,
c, MeO.
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Como la senal de H-1 se observé como un triplete con constante de acoplamiento de
2.64 Hz, se propuso su orientacion ecuatorial, dando lugar asi a una interacciéon ecuatorial-
ecuatorial y a otra ecuatorial-axial con los hidrégenos del metileno de C-2. En el mismo
espectro de RMN 'H, la sefal del metilo 14 (5 0.78), se observé a campo alto con respecto a
la del metilo 15 (5 0.82), y como la rotacion especifica de esta eremofilandlida fue negativa
([«]o?®° -130.5°), se propuso una fusién de anillos A/B trans.

Por otro lado, las sefales de los carbonos 1 y 10 se localizaron en & 84.57 y 73.9,
respectivamente, lo que junto con lo mencionado en el parrafo anterior, indujo a proponer al
segundo grupo metoxilo (o grupo hidroxilo) unido a C-1 con una orientacién Ba, y a un
grupo hidroxilo (o grupo metoxilo) unido a C-10 con orientacion aa.

Con el objeto de corroborar la estructura propuesta, se llevo a cabo un analisis de
difraccién de rayos-X de un monocristal de XVI. El resultado confirmo tanto la estructura

como la estereoquimica relativa propuesta para esta nueva eremofilandlida.

10-Hidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XVII)

La eremofilandlida XVII al igual que los compuestos anteriores presentd en su
espectro en el IR (Espectro 14) bandas caracteristicas de la funcién y-lactona a, B insaturada
(1740 y 1682 cm'). La presencia de esta funcién se corrobord en su espectro de RMN **C
(Espectro 16) que mostro tres sefiales simples en § 161.92, 121.49 y 175.26 asignados a C-
7, C-11 y C-12 respectivamente.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 15) H-8 se observé como un triplete ancho en §

5.07 (J= 9.1 Hz) y las sefales de los metilos del esqueleto de eremofilano se observaron en
5 1.81, H-13; 0.80, H-14 y 0.87, H-15. En el mismo espectro se observé un singulete en &
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3.26 que se asigné a un grupo metoxilo, cuya presencia se comprobo por el cuarteto en &
57.63 observado en el espectro de RMN *3C. Los desplazamientos quimicos de las sefiales de
C-1 (6 85.23) y C-10 (6 75.85) indujeron a proponer que dichos carbonos se encontraban
unidos a funciones oxigenadas diferentes a epdxido. Como la seiial de H-1 se observé como
un triplete en & 3.07, se propuso unido a este carbono el grupo metoxilo, y por consiguiente,
un grupo hidroxilo unido a C-10. La presencia de estos dos grupos concordd con el ion
molecular (m/z 281.1753, C;sH,504) obtenido por espectrometria de masas de alta
resolucion.

Debido a la cantidad pequefia aislada de este compuesto no fue posible obtener los
espectros bidimensionales, asi que su estructura y estereoquimica relativa se propusieron

con base a la similitud de sus espectros de RMN 'H y 3C con los del compuesto XVI.

XVII

RMN 'H (CDCl;), Espectro 15
8: 3.07, t, J=2.0 Hz, H-1; 2.1, m, H-2a; 1.82, m, H-2b; 1.47, m, H-3a; 1.30, m, H-3b;

1.94, m, H-4; 2.46, d, 1=13.2 Hz, H-6a; 2.39, d, J=13.5 Hz, H-6b; 5.07, dd, J=8.8 y
9.1 Hz, H-8; 2.11, dd, J=7.6 y 13.2 Hz, H-9a; 2.06, dd, 1=10.3 y 13.2 Hz, H-9b; 1.81,
s ancho, H-13; 0.80, s, H-14; 0.87, d, J=6.8 Hz, H-15; 3.26, s, MeO.,

RMN *3C (CDCl;), Espectro 16

6: 85.23, d, C-1; 23.37, t, C-2; 25.48, ,t C-3; 35.39, d, C-4; 43.07, s, C-5; 34.81, t,
C-6; 161.92, s, C-7; 79.19, d, C-8; 40.07, t, C-9; 75.85, s, C-10; 121.49, s, C-11;
175.26, s, C-12; 8.12, ¢, C-13; 14.27, ¢, C-14; 15.47, ¢, C-15; 57.63, ¢, MeO.

8,10-Dihidroxi-1-metoxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XVIII)

El compuesto XVIII present6 espectros de RMN 'H (Espectro 17) y '3C (Espectro 18)
muy similares a los del compuesto XVI. Los espectros de XVIII mostraron la presencia un
solo grupo metoxilo (84 3.24, 8¢ 57.36) y su posicion se dedujo del espectro bidimensional

COLOC (Espectro 19) que mostro la correlacion de H-1 con el carbono del grupo metoxilo. El
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desplazamiento de la sefial de C-8 (5 103.66) en el espectro de RMN 3C sugirié que este

carbono se encontraba unido a un alcohol.

RMN 'H (CDCls), Espectro 17
8: 3.10, dd, J=2.3 y 2.6 Hz, H-1; 1.88, dddd, J=3.2, 5.3, 14.4 y 14.6 Hz, H-2a; 1.79,

m, H-2b; 1.41, dddd, 1=5.0, 13.5, 13.5y 13.5 Hz, H-3a; 1.27, m, H-3b; 2.11, m, H-4;
2.40, s ancho, H-6a y H-6b; 2.48, d, J=14.4 Hz, H-9a; 2.05, d, J=14.4 Hz, H-9b; 1.79,
s, H-13; 0.77, s, H-14; 0.84, d, 1=6.7 Hz, H-15; 3.24, s, MeO.

RMN *3C (CDCl;), Espectro 18
5: 84.37, d, C-1; 22.93, t, C-2; 25. 56, t, C-3; 34.65, d, C-4; 44.90, s, C-5; 33.37, t,

C-6; 159.84, s, C-7; 103.66, s, C-8; 41.75, t, C-9; 74.55, s, C-10; 123.46, s, C-11;
172.67, s, C-12; 8.05, c, C-13; 14.13, c, C-14; 15.30, ¢, C-15; 57.36, ¢, MeO.

Basandose en lo anterior se propuso para XVIII la estructura mostrada en la
siguiente figura y que concuerda con los efectos NOE observados en el espectro
bidimencional NOESY (Espectro 20).

1,10-Dihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XIX)

El compuesto XIX al igual que el compuesto XVII presenté en su espectro de RMN
'H (Espectro 21) un triplete ancho en & 5.1 atribuido al hidrégeno del cierre lacténico (H-8),
cuyo carbono dio lugar a un doblete en § 79.35 en la resonancia de *°C (Espectro 22).

La formula molecular CysH,304, obtenida por espectrometria de masas de alta
resolucion, indico la presencia de cuatro atomos de oxigeno en la molécula. De éstos, dos
deben participar en la funcién lactona y los otros en dos funciones alcohol.

El espectro en el IR mostré una banda en 3614 cm™ que corroboré la funcién alcohol.
En el espectro de RMN 'H se observé la sefial de H-1 en & 3.67 que junto con la sefal
observada en RMN *C en § 75.65 (C-1 y C-10), indujeron a proponer los carbonos 1 y 10

unidos cada uno a un grupo hidroxilo.
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RMN *H (CDCls), Espectro 21
§: 3.67, dd, J=2.3 y 2.6 Hz, H-1; 2.08, m, H-2a; 1.66, m, H-2b; 1.60, dddd, ]=4.1,

13.5, 13.5 y 13.5, H-3a; 1.34, m, H-3b; 2.01, m, H-4; 2.46, s ancho, H-6a y H-6b;
5.1, dd, J=8.2 y 9.7 Hz, H-8; 2.19, dd, J=7.3 y 12.9 Hz, H-9a; 2.04, dd, 1=10.8 y 12.9
Hz, H-9b; 1.81, d, J=1.5 Hz, H-13; 0.88, s, H-14; 0.89, d, J=6.7 Hz, H-15.

RMN '3C (CDCls), Espectro 22
5: 75.64, d, C-1; 29.07, t, C-2; 25.25, t, C-3; 35.27, d, C-4; 42.92, s, C-5; 35.04, t,

C-6; 162.23, s, C-7; 79.35, d, C-8; 39.92, t, C-9; 75.64, s, C-10; 121.45, s, C-11;
175.49, s, C-12; 8.09, c, C-13; 15.48, ¢, C-14; 14.60, c, C-15.

La fusion trans de los anillos A y B, y la orientacion a de H-8, se propusieron a partir
de sus espectros de RMN 'H y °C, de los efectos NOE observados en el espectro

bidimensional NOESY y de la rotacion especifica negativa de este compuesto.

XIX

La presencia del alcohol secundario se comprobd al obtener el derivado XXI, mismo
que dio lugar a un singulete en & 211.54 en el espectro de RMN 3C, asignado al carbono del

grupo ceto.

XXI
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RMN *H (CDCl5)

8: 3.16, ddd, J=7.6, 13.5 y 13.5 Hz, H-2a; 2.17, ddd, ]J=1.5, 5.3 y 13.8 Hz, H-2b;
1.85, dddd, J=1.7, 4.1, 7.6 y 13.8 Hz, H-3a; 1.53, dddd, J=5.2, 13.8, 13.5 y 13.5 Hz,
H-3b; 2.64, m, H-4; 2.55, s ancho, H-6a y H-6b; 5.03, dd, J=7.9 y 10.3 Hz, H-8; 2.52,
dd, J=7.0 y 13.8 Hz, H-9a; 1.70, dd, J=11.4 y 13.8 Hz, H-9b; 1.80, s ancho, H-13;
0.54, s, H-14; 0.92, d, 1=7.0 Hz, H-15.

RMN *3C (CDCl5)

5: 211.54, s, C-1; 36.51, t, C-2; 30.54, t, C-3; 33.59, d, C-4; 46.39, s, C-5; 33.05, t,
C-6; 160.82, s, C-7; 79.02, d, C-8; 35.58, t, C-9; 79.46, s, C-10; 122.08, s, C-11;
175.31, s, C-12; 8.05, ¢, C-13; 12.73, ¢, C-14; 14.50, c, C-15.

La orientacion B del alcohol en C-1 y la orientacion o de H-8 se comprobaron a través

del analisis del espectro bidimensional NOESY del derivado acetilado XXII. El espectro
mostré efectos NOE del metilo 14 con el grupo acetilo y el hidrégeno 98 y entre H-8 y H-9a.

OAc

salllll

XXII

RMN *H (CDCl3)

8: 4.82, dd, J=2.6 y 2.9 Hz, H-1; 2.09, m, H-2a; 1.66, dddd, J= 2.3, 2.3, 4.4 y 14.9 Hz,
H-2b; 1.44, dddd, J=4.1, 13.77, 13.8 y 13.8 Hz, H-3a; 1.38, m, H-3b; 2.09, m, H-4;
2,50, s ancho, H-6a y H-6b; 5.03, dd, J=7.3 y 9.1 Hz, H-8; 2.17, dd, J=7.6 y 12.9 Hz,
H-%9a; 1.77, dd, 1=10.8 y 12.9 Hz, H-9b; 1.81, d, J=1.7 Hz, H-13; 0.86, s, H-14; 0.90,
d, J=6.7 Hz, H-15; 2.03, s, AcO.

RMN *3C (CDCl5)

8: 75.91, d, C-1; 25.60, t, C-2; 25.74, t, C-3; 34.63, d, C-4; 43.02, s, C-5; 34.69, t, C-
6; 161.65, s, C-7; 78.83, d, C-8; 39.45, t, C-9; 74.60, s, C-10; 121.63, s, C-11; 175.18,
s, C-12; 8.09, ¢, C-13; 14.34, c, C-14; 15.40, ¢, C-15; 170.06, sy 21.22, ¢, AcO.

57



Resultados y discusion

1,8,10-Trihidroxieremofil-7(11)-en-8(12)-6lida (XX)

La diferencia estructural entre este compuesto y la eremofilandlida XIX se hizo
evidente en el espectro de RMN '3C (Espectro 24) de XX. El espectro mostré la sefial de C-8
como un singulete en § 105.22 lo que indicé la naturaleza hemicetdlica de dicho carbono. El
peso molecular (m/z 283.1548 [M + H]") obtenido por espectrometria de masas de alta

resolucion presenté 16 unidades de masa adicionales con respecto al peso de XIX,

confirmando asi lo anterior.

RMN 'H (CD;OD), Espectro 23
6: 3.53, dd, J=2.4y 2.9 Hz, H-1; 2.15, m, H-2a; 1.51, m, H-2b; 1.58, m, H-3a; 1.28, m,

H-3b; 2.15, m, H-4; 2.48, d, J=13.2 Hz, H-6a; 2.41, d, J=13.2 Hz, H-6b; 2.38, d,
J=13.8 Hz, H-9a; 1.95, d, J=14.1 Hz, H-9b; 1.80, d, J=1.2 Hz, H-13; 0.87, s, H-14;
0.87, d, J=6.7 Hz, H-15.

RMN 3C (CD;0D), Espectro 24
5: 75.85, d, C-1; 29.55, t, C-2; 26.98, t, C-3; 36.07, d, C-4; 46.07, s, C-5; 34.64, t,

C-6; 161.46, s, C-7; 105.22, s, C-8; 43.12, t, C-9; 75.64, s, C-10; 124.41, s, C-11;
174.17, s, C-12; 8.25, ¢, C-13; 15.01, ¢, C-14; 15.90, ¢, C-15.

La posicion del alcohol secundario se corroboré al obtener el derivado oxidado XXIII.

Su espectro bidimensional COLOC mostré una correlacion entre el carbono del carbonilo (C-

1) y los hidrégenos de C-3.

XXIII
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RMN H (CD;0D)
§: 3.13, ddd, J=7.6, 13.5 y 13.5 Hz, H-2a; 2.09, ddd, J=1.7, 5.3 y 13.5 Hz, H-2b; 1.52,

dddd, J=1.8, 5.3, 7.6 y 12.0 Hz, H-3a; 1.52, dddd, J=5.3, 13.5, 13.5 y 13.5 Hz, H-3b;
2.67, m, H-4; 2.60, d, J=14.6 Hz, H-6a; 2.5, d, J=13.2 Hz, H-6b; 2.18, d, J=14.6 Hz, H-
9a; 2.04, d, J=14.7 Hz, H-9b; 1.81, d, J=1.2 Hz, H-13; 0.54, s, H-14; 0.94, d, J=7.0 Hz,
H-15.

RMN *3C (CD;0D)
§: 212.10, s, C-1; 37.49, t, C-2; 31.76, t, C-3; 34.83, d, C-4; 48.97, s, C-5; 32.45, t, C-

6; 159.65, s, C-7; 104.67, s, C-8; 39.21, t, C-9; 79.99, s, C-10; 125.39, s, C-11;
173.70, s, C-12; 8.26, ¢, C-13; 12.86, ¢, C-14; 14.83, c, C-15.

La formacion del derivado diacetilado XXIV confirmd la existencia del alcohol

secundario y del alcohol hemicetalico en la eremofilandlida XX.

OAc

Lo
i ]

XXIV

RMN *H (CDCl)

5: 4.76, dd, J=2.6 y 3.2 Hz, H-1; 2.12, m, H-2a; 1.64, dddd, J=2.3, 2.3, 4.1 y 14.6 Hz,
H-2b; 1.40, dddd, ]J=4.4, 13.8, 13.8 y 13.8 Hz, H-3a; 1.40, m, H-3b; 2.19, m, H-4;
2.49, d, J=13.2 Hz, H-6a; 2.44, d, J=14.1 Hz, H-6b, 2.37, d, J=14.1 Hz, H-9a; 2.12, d,
J=14.9 Hz, H-9b; 1.88, s, H-13; 0.85, s, H-14; 0.88, d, J=6.7 Hz, H-15; 2.06, s, AcO;
2.03, s, AcO.

RMN 3C (CDCl5)
§: 73.48, d, C-1; 25.42, t, C-2; 25.58, t, C-3; 33.98, d, C-4; 44.53, s, C-5; 33.19, t, C-

6; 155.24, s, C-7; 104.34, s, C-8; 41.95, t, C-9; 75.39, s, C-10; 126.31, s, C-11;
170.92, s, C-12; 8.41, c, C-13; 14.26, ¢, C-14; 15.21, c, C-15; 21.92, ¢, AcO; 21.24, c,
AcO; 167.42, s, AcO; 169.73, s, AcO.

La estereoquimica relativa propuesta para XX se corroboré a través del andlisis de

difraccion de rayos-X de un monocristal.
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EVALUACION DE ACTIVIDAD BI GICA

Actividad antioxidante (DPPH)

Muestra Concentracién % de reduccién ICso ppm
ppm del DPPH
DPPH 100*

100 16.96 + 0.84
Extracto no 177.82 27.28 + 1.65

S. flaccidus alcaloideo 316.22 45.18 + 2.24 369.87 + 25.26
562.34 64.93 + 2.39
1000 79.56 + 2.49
31.62 7.65 + 0.38
Extracto metandlico, 56.23 16.41 + 0.72

100 28.86 + 0.53 160.41 + 1.62
177.82 51.58 + 0.92
316.22 84.52 + 0.37
17.78 11.61 + 1.12
Extracto metandlico 31.62 20.61 + 1.53

S. mairetianus 56.23 36.22 + 1.90 68.48 + 2.42
(parte aérea) 100 67.89 + 2.08
177.83 90.59 + 0.39
5.75 25.37 + 1.72
7.66 29.52 + 2.53
10.21 41.86 + 3.23

a-tocoferol 13.62 53.86 + 3.86 11.37 + 0.67
18.16 72.43 + 5.26
24.22 87.94 + 2.99
31.93 94.74 + 0.28
43.07 95.04 + 0.25

consideraron como diferencia significativa con respecto al control. *uM

Inhibicién de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata del extracto metanélico

de S. mairetianus (parte aérea)

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett; los valores p < 0.01 se

Tratamiento TBARS % ICsp ppm
(nmol/mg proteina) inhibicién
Basal 0.92 +0.13
FeSO, (10 pM) 8.34 + 0.46
Extracto (ppm)
31.62 7.41 + 0.25 10.68 + 3.25
56.23 5.94 + 0.27* 28.61 + 1.57* 90.91 + 8.15
100 3.62 + 0.47* 56.49 + 5.03*
177.83 1.43 + 0.65* 84 + 6.89*
316.23 1.05 + 0.47%* 88.26 + 4.99*
Quercetina (ppm)
1 8.33 + 0.33 11.70 + 2.1
1.78 7.64 + 0.47%* 19.29 + 3. 32""" 1.39 + 0.09
3.16 6.21 + 0.24** 34.16 + 3.05%*
5.62 3.20 + 0.55** 66.05 + 5.62%*
10 1.27 + 0.29** 86.61 + 2.92**
BHT
2.20 5.86 + 0.78** 23.98 + 6.41**
2.94 3.90 + 0.71%* 54.99 + 7.25%* 2.83+0.14
3.92 1.09 + 0.21** 82.15 + 6.98**
5.22 0.79 + 0.18** 90.27 + 2.51**
6.97 8.74 + 0.39** 91.56 + 1.93**

p < 0.05 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett; los valores con p < 0.01 (*) y
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Actividad citotéxica

Muestra (100 pg/ml) | U251%* PC-3* K562* HCT-15* MCF-7*
Extracto no alcaloideo de
S. flaccidus 52.58 27.51 80.3 SA 11.07

Extracto metandlico de
S. flaccidus SA SA SA SA SA

Extracto metandlico de
S. mairetianus 49.08 46.76 32.02 24.38 31.99

(parte aérea)
*Porcentaje de inhibicién del crecimiento (%IC)

Actividad antiinflamatoria

Muestra (1 mg/oreja) Vehiculo % de inhibicion
Indometacina EtOH:Me,CO (1:1) 70.51*
Extracto no alcaloideo de
S. flaccidus EtOH:Me,CO (1:1) 40.36*%*

Extracto metandlico de
S. flaccidus MeOH 26.02%*

Extracto metandlico de
S. mairetianus MeOH 33.46%*

(parte aérea)

Los datos se analizaron mediante una prueba t de Student, los valores con P< 0.01
(*) y P<0.05 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

En las pruebas de actividad antioxidante se utiliz6 como control positivo a-tocoferol
que es considerado un buen atrapador del radical libre DPPH (Burda et al., 2001). Los
resultados mostrados en la primera tabla indican que solo el extracto metandlico de S.
mairetianus presento actividad antioxidante aunque moderada. Considerando este resultado,
se decidié evaluar su capacidad de inhibir la peroxidacion de lipidos. Los resultados de la
segunda tabla sefalan que la actividad de este extracto es menor a las actividades
mostradas por los controles positivos, quercetina y BHT. Se evalud también la actividad
antioxidante frente al radical DPPH de las eremofilandlidas XIII, XIX y XX pero se
obtuvieron resultados negativos.

En cuanto a la evaluacion de la actividad antiinflamatoria, ninguno de los extractos
presento inhibicion apreciable de la inflamacién inducida en oreja de ratén con TPA.

Aunque las especies estudiadas (S. flaccidus y S. mairetianus) contienen alcaloides
pirrolizidinicos téxicos como lo son senecionina, integerrimina, retrorsina y usaramina, los
extractos no presentaron actividad citotoxica apreciable, lo que puede ser consecuencia de
que las células empleadas en las evaluaciones no tienen la capacidad metabdlica de

transformar a los APs a sus metabolitos toxicos.
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Resumen y conclusiones

RESUMEN Y CONCLUSIONES

De S. flaccidus se aislaron dos mezclas de alcaloides, una conformada por
senecionina e intergerrimina, y la otra por retrorsina y usaramina. Se aislé también
(-)-10-hidroxi-4-oplopanona, compuesto que pertenece a la familia de los oplopanos

poco frecuentes en el género Senecio.

El extracto no alcaloideo y el extracto metandlico de S. flaccidus no mostraron

actividad apreciable en ninguna de las pruebas biolégicas en las que se evaluaron.

De S. mairetianus se aislaron ocho eremofilandlidas de las cuales siete

correspondieron a nuevos metabolitos (XIII, XIV, XVI-XX).

El extracto metandlico de la parte aérea de S. mairetianus presentd actividad
antioxidante moderada frente al radical libre DPPH y en el modelo de inhibicion de la
lipoperoxidacién inducida con FeSO4 en homogenizado de cerebro de rata.

La estructura de los nuevos metabolitos se determind por el andlisis de sus datos
espectroscépicos en el IR y UV, asi como de los espectros de: EM, RMN 'H y RMN *3C,
mono y bidimensionales como COSY, HETCOR, COLOC y NOESY.

La comprobacion de las estructuras se llevo a cabo por transformaciones quimicas y
por el andlisis de difraccién de rayos-X de monocristales de algunos de los nuevos

metabolitos.

La eremofilandlida XV, aislada previamente de S. gallicus, contaba sélo con la
propuesta de la configuracion de un estereocentro. En el presente trabajo se

establecio la estereoquimica relativa total de este sesquiterpeno.

El perfil quimico de S. flaccidus y S. mairetianus fue andlogo con el de otras especies

de Senecio descritas previamente.

63



Bibliografia

BIBLIOGRAFIA

Anaya A. L.; Hernandez-Bautista B. E.; Torres-Barragan A.; Ledn-Cantero J.; Jiménez-
Estrada M. Phytotoxicity of cacalol and some derivatives obtained from the roots of
Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob & Brettell (Asteraceae), Matarique or
Maturin. J. Chem. Ecol. 1996, 22, 393-403.

Barkley T. M. A geo-historical perspective on the distribution and variation in Senecio s. |.
(Asteraceae, Senecioneae) in México and C. America. P/. Syst. Evol. 1990, Suppl 4,
113-119.

Bohlmann F.; Koll K.-H. Zwei neue eremophilan-derivate aus Senecio suaveolens. Liebigs
Ann. Chem. 1979, 470-472.

Bohlmann F.; Zdero C.; Jakupovic J.; Misra L. N.; Banerjee S.; Singh P.; Baruah R. N.;
Metwally M. A.; Schmeda-Hirschmann G.; Vincent L. P. D.; King R. M.; Robinson H.
Eremophilane derivates and other constituents from Senecio species. Phytochemistry
1985, 24, 1249-1261.

Bohlmann F.; Ziesche J. Eremophilane derivatives from Senecio especies. Phytochemistry
1980, 19, 2681-2684.

Burda S.; Oleszek W. Antioxidant and antiradical activities of flavonoids. J. Agric. Food
Chem. 2001, 49, 2774-2779.

Calderdn R. G.; Rzedowski J. Flora fanerogamica del Valle de México. Segunda edicion. Ed.
Conabio. Instituto de Ecologia A. C. D.F., 2001.

Callaway J. K.; Beart P. M.; Jarrott B. A reliable procedure for comparison of antioxidants in
rat brain homogenates. J. Pharmacol. Toxicol. Methods 1998, 39, 155-162.

D’Agostino M.; De Feo V.; De Simone F.; Pizza C. Three chalcones from Senecio pseudotites.
Phytochemistry 1991, 30, 2440-2441.

De Tommasi N.; Rastrelli L.; Lauro M. R.; Aquino R. Polyhidroxylated triterpenes from
Senecio pseudotites. Phytochemistry 1998, 49, 1123-1125.

Devlin J.; Robins D. Pyrrolizidine alkaloids. Biosynthesis of tricodesmic acid. J. Chem. Soc.
Perkin Trans. I 1984, 1329-1332.

Dewick P. M. Medicinal Natural Products. A biosynthetic approach. Ed. John Wiley & Sons.
Chichester, 1997.

Fernandez J.; Pérez-Alvarez J. A.; Fernandez-Lopez J. A. Thiobarbituric acid test for

monitoring lipid oxidation in meat. Food Chem. 1997, 59, 345-353.

64



Bibliografia

Gardufio-Ramirez M. L.; Trejo A.; Navarro V.; Bye R.; Linares E.; Delgado G. New modified
eremophilanes from the roots of Psacalium radulifolium. J. Nat. Prod. 2001, 64, 432-
435.

Hartmann T.; Ober D. Biosyntheses and metabolism of pyrrolizidine alkaloids in plants and
specialized insect herbivores. Topics in current chemistry. Ed. Springer-verlag. Berlin.
2000, vol. 209.

Hartmann T.; Witte L. Chemistry, biology and chemoecology of the pyrrolizidine alkaloids.
En Alkaloids: Chemical and biological perspectives. Pelletier S. W. lera edicién. Ed.
Pergamon. Gran Bretafia, 1995, vol. 9, capitulo 4, 155-195.

Hirs C. H. W,; Timasheff S. N. Methods in enzymology. Peterson G. L. Determination of total
protein. Ed. Academic. Orlando, 1983, vol. 91, 107-108.

Inman W. D.; Luo J.; Jolad S. D.; King S. R.; Cooper R. Antihyperglycemic sesquiterpenes
from Psacalium decompositum. J. Nat. Prod. 1999, 62, 1088-1092.

Jiménez E. M.; Cruz L. R.; Valdés M. J.; Ledn C. J. R.; Alarcon G.; Sueshtarova P. B.
Actividad antimicrobiana del cacalol y sus derivados. Rev. Latinoamer. Quim. 1992,
23, 14-17.

Johnson E. A.; Molyneux R. J.; Merrill G. B. Chemistry of toxic range plants. Variation in
pyrrolizidine alkaloid contest of Senecio, Amsinckia, and Crotalaria species. J. Agric.
Food Chem. 1985, 33, 50-55.

Joseph-Nathan P.; Villagomez J. R.; Roman L. U. y Hernandez J. D. Oplopanes from the
leaves of Senecio mexicanus. Phytochemistry 1990, 29, 977-979.

Lichtenthaler H. K. The 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate pathway of isoprenoid biosyntheses
in plants. Ann. Rev. Plant Mol. Biol. 1999, 50, 47-65.

Liddell J. R. Pyrrolizidine alkaloids. Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 441-547.

Liu F. y Ng T. B. Antioxidative and free radical scavenging activites of selected medicinal
herbs. Life Sciences 2000, 66, 725-735.

Logie C. G.; Grue M. R.; Liddell J. R. Proton NMR spectroscopy of pyrrolizidine alkaloids.
Phytochemistry 1994, 37, 43-109.

Mata E. Curso teodrico de farmacognosia. Segunda version. Facultad de Quimica.
Universidad Nacional Auténoma de México. D.F., 2000.

Mattocks A. R. Chemistry and toxicology of pyrrolizidine alkaloids. lera edicion. Ed.
Academic Press. Orlando, 1986.

McVaugh R. Flora Novo-Galiciana. A descriptive account of the vascular plants of western

México, 1984, vol. 12, 820.

65



Bibliografia

Molyneux R. J.; Johnson A.; Roitman J. N.; Benson M. E. Chemistry of toxic range plants.
Determination of pyrrolizidine alkaloid content and composition in Senecio species by
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. J. Agric. Food. Chem. 1979, 27, 494-499.

Pérez-Castorena A. L.; Arciniegas A.; Ramirez A. M. T.; Villasefior J. L.; Romo de Vivar A.

Evaluation of anti-inflammatory and antioxidant activities of the plastoquinone
derivatives isolated from Ro/dana barba-johannis. Planta Medica 2002, 68, 645-647.

Reina M.; Gonzalez-Coloma A.; Gutiérrez C.; Cabrera R.; Rodriguez M. L.; Fajardo V.;
Villarroel L. Defensive chemistry of Senecio miser. J. Nat. Prod. 2001, 64, 6-11.

Reina M.; Nold M.; Santana O.; Orihuela J. C.; Gonzalez-Coloma A. C-5-Substituted
antifeedant silphinene sesquiterpenes from Senecio palmensis. J. Nat. Prod. 2002,
65, 448-453.

Robins D. J. Biosynthesis of pyrrolizidine and quinolizidine alkaloids. Cordell G. The alkaloids.
Chemistry and pharmacology. Ed. Academic Press. E.U.A, 1995, vol. 46, 3-36.

Roeder E. Analysis of Pyrrolizidine Alkaloids. Current Org. Chem. 1999, 3, 557-576.

Roeder E. Carbon-13 NMR spectroscopy of pyrrolizidine alkaloids. Phytochemistry 1990,

29, 11-29.

Roeder E. Medicinal plants in Europe containing pyrrolizidine alkaloids. Pharmazie 1995, 50,
83-98.

Skehan P.; Storeng R.; Monks A.; McMahon J.; Vistica D.; Warren Jonathan T.; Bokesch H.;
Kenney S.; Boyd M. R. New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug
screening. J. Nat. Cancer Inst. 1990, 28, 1107-1112.

Stewart M. J.; Steenkamp V. Pyrrolizidine poisoning: A neglected area in human toxicology.
The Drug Monit. 2001, 23, 698-708.

Takeda K.; Minato H.; Ishikawa M. Studies on sesquiterpenoids-XII. Structure and absolute
configuration of oplopanone, a new sesquiterpene from Oplopanax japonicus (Nakai)
Nakai. Tetrahedron, Supplement 1966, 219-225.

Tallarida J. R. y Murria B. R. Manual of pharmacologic calculations with computer programs.
Segunda edicién. Ed. Springer-Verlag. New York, 1981, 14-19,

Torres P.; Ayala J.; Grande C.; Anaya J.; Grande M. Furanoeremophilane derivatives from
Senecio flavus. Phytochemistry 1999, 52, 1507-1513.

Urones J. G.; Teresa J. P.; Marcos 1. M.; Fernandez M. R. y Basabe B. P.; Cuadrado M. J. S.
Acetophenones and terpenoids from Senecio gallicus. Phytochemistry 1987, 26,
1113-1115.

66



Bibliografia

Villarroel V. L.; Torres R.; Urzta A.; Modak B.; Henriquez J.; Salgado 1. Secondary
Metabolites from genus Senecio and Heliotropium. Rev. Latinoamer. Quim. 1997, 25,

3, 109-116.

Villasefior J. L. La familia Asteraceae en México. Rev. Soc. Mex. Hist. Nat. 1993, Vol. Esp.
(XLIV), 117-124.

67



Instituto de Quimica,UNAM Laboratorio de Infrarrojo

%Transmittance

89

100 ‘
E ‘__——’\—'\fv—x
] 1297.
i | 316.6'
80 7.2
’ 9
70 g 1337.1
s 3 .
60
50 —
] : 29735 p—
40 : |
B INSTITUTO DE QUIMICA
30— Dra.A.Pérez SMO4
y " SollCHCIZ
| No: de Registro:1720
1 22-05-03 '
20 =] MAB
10
5 1747.4
0— s
1000. _ ' 3000 2000 1000
Wavenumbers {cm-1)

T o4309ds3



apg

UNAM, INSTITUTO DE QUIMICA,

M. C. Ana Lidia Perez C. / Laura Guzman

Espectro 2

14

91Z80 —__

0s¥8'0 —

MIE'T —— =

IR

1T f—
350t ——
6998°T ——

L) \\\\

st

113140 g—
™ et —

BT T —

Lzt
€66E°T — d
zs06°1 \-m\j

. \

EGBT'Z ——

T6ET L ———

43784 II'K

1.9

2.0

1.311.29 1,27 1.25 1,211,231

1.2

A

)

198L°L ||nlﬂ
-
e

0TS0
LE9'f — —

s
B
-
39 .8
E S 4nm 8
“ § §8 8
b 2 dp 1
: 8 83
Cazd 8

/

-

X': parts per Million : 18

: parts par Million

i parts

/S

69

2 1

L el

Tt ————

T e et e

B e SRR ot T S

1.0

3.0

4.0

50

6.0

JER——

7.0

1H

parts per Million :

x



UNAM, INSTITUTO DE QUIMIER, dpg

M. C. Ana Lidia Perez C. / Laura Guzman
Clave: Sm 04’

76.9988
76.5712

Disolvents: CDCI3 §
Carbono—13 <
Eclipse 300 jeol (5) - N
26-11-2003 AN H \
3
15
[=]
(]
- -]
m
Py
e o
=
<
= 7 i
) 11|
hed
l‘_"-' I
12 |
| s — R
=
190.0. 180.0. 170.0 160.0. 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0

X : parts per Million : 13C

59.9433

— 38.4750

— — 349784

T 33.4667

30.0

— 24.8703

22.1829

Y I -

5]

14

14.9301

— 152202

200

15

8.1354

10.0

€ oJ430ads3



(l\d.i.l.uo.m!}

1H

Y : parts per Million

13

!
o‘ v !
g
o‘ ~
ok 8 6b »
e e e SRS s : T e e e
i | | £ |1
" i
2 : 4 =
(=] = g 1]
t‘i- % [] [ ——
| 1 q L
]
I
] i |
| |
! |
} |
|
/ [ & e : =
LNAM, msTITUTO DE QUdCa, g . |
o M C. Ana Lidia Perez C. /|Laurs Guzman |
™ Flave: Sm 04° I
Disolvente: CDC13 i & o | S
posy | & I "
pse 300 jeol (5) | (
1I~2003
| |
| ]
! I
| I
| I
' I
! I
| \ :
- f
-« 1 I
] t I
{ I
L] |
' i
' |
\
: |
' I
' |
3 L'...-___...-.......___..__....__......-_...__..____....__._..__-___-ggﬁ.m 3
wi
|
< !
o A L R T . PIRTT T e AT R SR TTL L T 0 F T P PR R Wy PESLEES  re iray ol SR T At G A PR
5.35.25150494.84.‘?464.544434.2414.03.93837363.53.4.133.231302.92.82.72.62.52.42_‘52.22120191.8170 200 40.0

X : parts per Million : 1 H

(Millions)

¢ o430adsy



(Billions)

1H

parts per Million :

Y

!

0

1.0

2.0

4.0

2.0 4.0

3.0

1

|

UM?fC. a Lidia 935: L ca'ml%%uzmnn
Clave: Sm 04'

Disolvente: CDCI3

CoLoC

Eclipse 300 jeol (5)

28-11-2003

i
i
i
)
Yoo sanpuaney
1

80.0 170.0 160.0 150.0 140.0
X : parts per Million : 13C

e e e

1——--———-—-—1--.——-.-—-’--—-1.

L] . .
[ o0 (] :
[] [} [ ] [
' 0

R LA N N R T N R T

110.0 1000 90.0 80.0 700 * 60.0 50.0 40.0 30.0 20.0 10.0

T

L (R T TP

0 30.0
(Millions)

e

60.0

90.0

14

G o4302ds3



Espectro 6

100.0

A

Vo
(saormmAD

— -
-3
|
= t
! 8
3 .
| L
} L
I L
| L
| L
I i
I !
I L
a — IM
1 a0 Q - |
e I
I
I
i
1
I
!
- _ lo.
1 -
i
|
i
I
g5 1
I
: _
m---: SO SRR — & :
Q -~
a8, &
T
o9
A%
t __u_n. W _ohv ......... oun ...... .ﬂw

(Millions)

X : parts per Million : 1H



Instituto de Quimica,UNAM

Laboratorio de Infrarrojo

%Transmittance

2 3 o & ®8 8 & 8
TN (1N U M AU AN A O O O O O N O WA O

[P I 1 2 1 T T i T U O A A I

3

&

-
]
[

&

3566.00

INSTITUTO DE QUIMICA
Dra.Ana Lidia SmO5
Sol/CHCI3

27-01-03

RPM

2882.00

932.21
2963.01

““\\Q:l

oo
I

1696.04

1764.67

1005.74

14
g L

Wavenumbers (crt-1)

2000

L od3deds3



Instituto de Quimica UNAM RG
M.C. A.Parex

BM05

CDC13+DMBO

Varian Unity 300

21-01-03

Pulse Bequence: s2pul

u\\\\\-.

autii||fe}

A GO0
\ER-A

14

15

SL

g o130ads3



Instituto de Quimica UNAM RG

H.C. A.Perez
8MO05

CDC13+DMBO
Varian Dnity 300
21-01-03

Pulse Sequence: s2pul

12

awt

11

10

14

15

13

9L

6 04303ads3



UNAM, INSTITUTO DE QUIMICA, apg

M. C. Ana Lidia Perz C. / Laura Guzman

Clave: sm 07
Disolvente: CDCI3

Hidrogeno—1
[Eclipse 300 jeol (5)
R8-1-2003
o
4
-
283
RARR \ {K
L

2.08%7

h .

P —

% E 1.3358

nnnnnn
nnnnnn
mmmmmm
nnnnnn
nnnnnn

0.8177
0.8157
0.8124

— 0.8353

'3.2004

MeO A\

‘\\\\

Ulll|[e}
Q
&

a

oy et ' - i
i
2.3 2.2.1 el 5 === —— T
; , 1.1 2.0 1.9 1:, e 0.85 0.83 0.810.7%
: par z i114 .

X : parts per Million : 1H % : parts per Million : 1§ I ¢ parts per

- J
-]
........ R L T T i
7.0 6.0 5.0 4.0

X : parts per Million : 1H

3.0 2.0

0T 04302ds3



M. C. Ana Lidia Perez C. / Laura Guzman

Clave: sm 07

UNAM,INSTITUTO DE QUIMICA, apg

Espectro 11

. oM x‘
SEpT8 — _—
. n ;
09Z9°FT — =
LSLT'ST — F w
—
6zvsrz
TLTOPT —— J
o
STLY'TE 5
L0Z9EE — = J
T968°6E —__ = AP 3
8I8LOY — — j
9p85°05 —
o
e ‘-
9T6L'LS —— = J
—
OPSLTY —— wn 4
i o
STLS'OL J
WLl —= ————= === ==t

E€TIV'LL

gy —
’ o0

8961971 - — |.h

—
—_—
£0PO°LST — ———— &
~
TI9S° 1LY —— - —
(]
—
™
o =
2 8
8 .
RS
1i0
add s

10.0

60.0 50.0 40.0 30.0 200 =

70.0

+80.0

e g
100.0

160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0

170.0

180.0
parts per Million : 13C

190.0

x



Espectro 12

|

IUNAM, INSTITUTO DE QUIMICA, apg

M. C. Ana Lidia Perez C. / Laura Guzman

pezpey e’ L9789 ~T
SI8L0 \ =
) SEBLO —
11720 — osys8'0 — - VN
0TLE'T il
LTIBZ'T
9L8z°1
s062°1 5 St
¥S62T - 3
E66L°T /
STSPL'S
1
) N
. LPL8T
ssLe't — L A Vl:lymﬂm
96L8°T P
(T30 S— m .JI. =) -
) [~ 2 - |1._N
C L3 J— g ve63eZ 0 ==
A {12 S— H 1 bb
. o Oe——
sttt i %
LTRSS [ o
o L%
m BLTIST'T
EEOTT 6~ IIAL
90ST'E —— - .ma -
9SETE —— |.U|J
BEET'T
F.J 1810°% 1.||L
. =

Clave: Sm 09
[Disolvente; CDCI3

.
Ca
! =
0T e -
g
LT1 S S— 3
wov't . _ =3 fF0 32
:w«.m _—— -
9zi1’ Y i H
Snce o &
6L == a
529T°2 =Z% il m
LIt =
§stz'y  —— ﬂ. e
169272 |A
; d ]
ey - &
111 S . L
(L S— = =
[ 41 | i S— IllJ L
-
A R-T
$690°€ ” m
{311 5 S— s .
T80 e L
-
L% "

parts per Million :

——
70
TRoT QAT QAT Y
A 1 EDLS (NS ,:thdw
) ™ >»Y Y4 ‘JM.J =
LA BIBLIOTECA

faate nbe B0 4

4.0

P iy

5.0

Ty m—— e

6.0

2]

7.0

X : parts per Million : 1H



«¥3TITUTO DE QUIMICA, apg
s, Ana Lidia Perz C. / Laura Guzman

Clave: Sm—09

Disolvente: CDCI3

ICarbono—13

Eclipse 300 jeol (5)
Rs-11-2003

Espectro 13

v90€'8 ——

I6ET'PT —  _

13

14

I697T'ST —

£888'7C ——

7o)
—i

2

0T89°ST —

TLO9EE —

PP8SPE — —

9 4|6 3

61Z8' Ty —

LL60OS ——

TPLTLS ——

MeO

P

Z961'90T -—
(=]

1L6E9TT — —
p—f

7966'9ST —— IJ_..,.. 4

STLTILT -

1

(2]
—

80

0

Py e ey
10.0

ey
20.0

PITTOY T A T sy e e e
40.0 30.0

P
50.0

llif"vl'!I'rl|‘l||l-‘ tse e na s
60.0

70.0

s o nast R R R T
100.0 90.0 - 80.0

110.0

120.0

hia R e R A N LR

e

SR ey e
160.0 150.0 140.0 130.0

1700

13C

X : parts per Million :



Instituto de Quimica,UNAM

Laboratorio de Infrarrojo

%Transmittance

100 —
90~ '3593.7
. 946.8
80 ~ 990.6
70— OH H
60 960.5
) 1682.0
] 110.0
50 2935.0 —_
] 1034.8
40 INSTITUTO DE QUIMICA
i DraAPérez SMOB 1089.1
i Sol/CHCI3
30 - No. de Registro:1755
3 23-05-03
: MAB
20
10—
i 1740.1
4000 3000 - 2000 1000

Wavenumbers {cm-1)

T o430ads3



INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS
M. en C. Ana Lidia P./Laura G.

Clave: sm08
Disolvente: CDCI3
rlidrogeno—1
Eclipse 300 MHz Jeol
18-11-03
g
g ]
W W :
g MeO
| L £ga
prhepea 0 \0 &
! < Qo
g seao
& 8 l”‘ s SEmunose
e I § =S223RR58 V/
' Wil g L4
)\ A . IR g
i A bk 0 . Al 3 k
5251 8.0 31 3.0 25 B 1 3.0 A |
X : pa I pa I : parts per X : parts per Million : 1B o«
[ E
"’!
a0
N
o
&
15 &
f-g // /
- AT 3
i J§8 J 3 | ¥5
1 9a9b
6b 2
A y WA
o0 - : J )
i R PSR N PRY s Sle b n onrmmmen s S & e g 5 on e g BT o o e e
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

X : parts per Million : 1H

GT 04303ads3y



™. en C. Ana Lidia P/Laura G.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS
<’lave: sm08

F'.clipsc 300 MHz Jeol

Disolvente: CDCI3
18-11-03

Carbono—13

Espectro 16

8SIT'8 —

69T PT
LLOP'ST —— —

14{[15 |13

T69€'€EC — :
BEBV'ST — —————————— -
o i

6ZISPE
IE6ESE ———

s ~F =

0CLOOY — e

zeLoey — 20 :

¥

8IE9’LS e e S w
Q

o :
TLYE'SL i ~ i

I08S9L —== s I

0000°LL - — ;
SLIV'LL I E
OT61°6L _ :

867758 — —

13

0S8 IZT — —
—
—

ol [T TTTTED

14

2
Ol

OCHj
15

916191 .. — [ °

609zsLT — ) :
o o
—

T R T ——
20.0 10.0

30.0

60.0  50.0

70.0

180.0  170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 1100  100.0

1%0.0
X : parts per Million : 13C



Espectro 17

~T
80LLO =
p878'0 ——
61S8°0 —
98LET'S
117755 S— A 8S8LT -\
SR s i SLEL'T
|
8
MEETT 3
0LEE"T Z
Nt -3
0on° T m.
"

3

{ ™

BSEL°T

WAL'] == e

SeeL T ——

€808 T

O IR
§528°1
sTre’l
£250°T
TR
6698°T

yoEe'T - ——
06T ——
oLos’t ——

LLTE'T

1w —— lm

05t ——

o
Ollttes

I
Ol

OCH,4

o'z ——

0z60° € ll&

SSA.,..I...Ii
9|OT'E  —

M. en C. Ana Lidia Perez C./Laura G.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS
Clave: sm10

No. de orden: 2036

g
3
£
8
3
g

Disolvents: CDCI3
Hidrogeno—1
2-1v-03

=

=

w

4

1.8

Vg

1 parts per Milliem : 18

1.9
I

a
/8

parte per Millioom : 1H

I

parts per Million : 1H

7.0

x




«TITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS

No. de orden: 2036
M. en C. Ana Lidia Perez C./Laura G.

LClave: sml0
wsisolvente: CDCI3

» arbono-13
=iclipse 300 MHz Jeol (E)
§-1V-03
nNomwT
S
0 FRER
%
@]
g ©
g H sg 5o
: ” » g8 38 g% ¥,
g | Qg q o
o ST .
% g 1 ! MeO '9 15|14 |l3
8 | " 8 10 s 4lle 3|
i |
‘ 11
12
53 e e ) LJ__._L _JL___LJL_.___JLL. LL A

8T 04303ds3

T YT IBARAAREERE RALEE .S, T

: e e T = T e ;
190.0 180.0 1700 1600 1500 1400 130.0 1200 1100 100.0 900 80.0 70.0 60.0 50.0 40.0 30.0 200 10.0

X : parts per Million : 13C



(Billions)
2.0 4.0

W

1.0

Y : parts per Million : 1H

oo TR

L | | l l

STITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS

o. de orden: 2036 z L
| i\ﬁ‘:(a::i: a Lidia/ Laura G. \
| i ' vente: CDCI3 ’ 'I [ | .
43&% 300 MHz Jeol d H | [ | , %
|
{
|
| E
! ¢
]
(] ]
1 |
|
i
b f ‘3 l : :
|
|
' ‘ ' | : '
. ' |
‘ | ‘ ' t : ( ' |
|
|
l
|
|
3 i

3.0

) t———. —————— p————— = il

6T 04303ds3

’ =

98

 REAARAREAS RAAARASASS AARSLALES URARAREERL: [T |BAAARRSSL T [T [T Y T T

™Y T | Bd T T Y |  RRALBEASLY | | RARAS | Wﬂ"“!‘f‘!ﬂ‘!ﬂ"ﬁr‘r"‘w
180.0 170.0 1600 150.0 140.0 130.0 120.0 1100 1000 90.0 80.0 70.0 °60.0 50.0 40.0 30.0 20.0 100 0 100.0 200.0
X : parts per Million : 13C (Millions)



(Millions)

Y : parts per Million : 1R

1

s
= |

T

I

|

I
_ [
qwm%ﬂmhﬂw'
M.enC. Anauaapehul_ﬁ:ic
O%pciz |

174
=)

L &~

|
I
$
i
%

3.0

Y W“ﬂrw W ]

L8

YT ARAERARAS Ao ns

363.5 34 3.3 3.2 31 30 29 2.8 2.7 2.62.5 1.4 2.32.22.1 2.0 19181.7 L6 1..5 1.4 1.3 1.2 II. 10 09 0.807 060—50
X : parts per Million : 1H

FrereTTy
1000 2000
(Millions)

0z 04303ds3



INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS

No. de orden: 2738

M. en C. Ana Lidia P./Laura G.

Clave: sm13

Disolvente: CDCI3

Hidrogeno—~1

1411 ]

Eclipse 300 MHz Jeol (E)

Espectro 21

\.

m. 00000 — - o
k 1
§506°0 !J < x
< 8IYST'Y L
7€88'0 SRS = ——
9506'0 — wy -5
—
oive-t b~ PLITOT L
i - e oo
Lzt
SIEE'T 65T60°T
TsheE'T o
0sSE°T /
8951
e [ 8Ep9T6 ~
0 LS
> Mo
L.« o L
- 9 |
LTLLST 5 i
. b f|||.- 1
0695°1 1 o
9285° T = = L
Lot —— m...
B8199°1 vo
9T —— -
»wey'rT ——
SEPO'T i I
f —_ |
(o
598871 &
LT G
PHE'T —
e =
LEOD L \'
Mnio't h = [
BEED L
o't . it
dedor —— L 1 . ke
EO'L —— = o0 L
e —— e / AW
i
(Y T) 4 S— 2 L
el W -
0c0z°2 @ L
nwz't r
- 1*0.
st v
¥ |I|-..J b
1985 ¢ w I
T R A — = o H
IR —
|
e
e
r
It
88

pS-v-03

1H

parts per Million

b. 4



JNAM. INSTITUTO, DE QUIMICA, apg

M. C."Anh Lidia Perez C. / Laura Guzman
Clave: sm 13

-
-
Disolvente: CDCI3 3% ?} 3
Carbono—13 NN
Eclipse 300 jeol (5) /
12-111-2003 }(

OH

aulliife]

— 162.2318

;
|

— 175.4853

G6

r Lt b R R Y Rk s SR alaaAdnabs nuant Lo S8 SERY T

700 600 500  40.0

U R R " AR 54505 e
190.0 180.0 170.0 160.0 150.0 1400 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 -+ 80.0
X : parts per Million : 13C

ZZ o43oads3

35.0407
— 29.0705
— 25.2532

39.9268

£ — 35.2697
— 15.4811

- 14.5954

[#%]
—
Ln
—
o~

8.0908




INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM/ EHS.

No. de orden: 2301
M. en C. Ana Lidia P./Laura G.

Clave: sm15 b4
Disolvente: CD30D §§§
Hidrogeno—1

Eclipse 300 MHz Jeol (E) H I
23-Iv-03

2.23 2.21 2.19 2.17 2.15 2.13 1.11 2.0% 13.07

| X : parts par Milllon : 18

X : parts per Million : 1H

€z oJ43dadsy



Eclipse 300 MHz Jeol (E)

p3-Iv-03

Carbono—13

INSTITUTO DE QUIMIGA, UNAM/EHS -

No. de orden: 2301

M. en C. Ana Lidia P./Laura G.

Clave: sm15

Disolvente: CD30D

Espectro 24

0500°05

13

e
Ol

=
Ol

OH

OTP9'SL — E
wyssL —0—

o
"
Iest8 — ———
s

S600°ST —_ —
IS68°ST —

917501 — —
B o]

880p Pzl — — |

089" 19T — ——
~

169T°pLT —— —f
e~
—

30.0 20.0 10.0

40.0

AR R R LR R e L L B L B L e S S
100.0 990.0 80.0 700 60.0 50.0

© 110.0

1400 1300 1200

170.0 160.0 1500

AR EEARERLLLS ARRRARRARE B

180.0

X : parts per Million : 13C



	Portada

	Índice

	Introducción

	Objetivos

	Antecedentes

	Parte Experimental
	Resultados y Discusión
	Resumen y Conclusiones
	Bibliografía




