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INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes en el area de productos naturales, es
comprender la relaciéon entre el conocimiento empirico adquirido a través de
tiempo por diferentes grupos étnicos, en la utilizacion de diferentes especies de
plantas para el tratamiento de enfermedades y la quimica. Este conocimiento
sobre las virtudes curativas de las plantas, es en la actualidad un pilar fundamental
en la busqueda de nuevos compuestos activos, capaces de proporcionar a la
humanidad herramientas que puedan ser utilizadas para combatir la delgada linea
divisoria entre la vida y la muerte.

Con el avance cientifico, novedosas técnicas de purificacion y caracterizacion han
sido un punto clave para poder revelar los secretos de la naturaleza y comenzar a
comprender y relacionar dichas propiedades con su composicidon quimica;
comenzando una nueva etapa en al historia de la quimica en la que el método

cientifico se convirtié en pieza fundamental del rompecabezas.*™

México, es un pais con gran biodiversidad y de una gran historia en medicina
tradicional, adquirida fundamentalmente en la época precolombina. Fue tan
importante este conocimiento, que grandes esfuerzos fueron hechos en la
recoleccion y clasificacion de datos acerca de la flora medicinal en la época de la
colonia, permitiendo asi salvar un legado de la civilizacién indigena.®

En la actualidad, el estudio fitoquimico de especies Mexicanas ha ganado gran

validez como fuente de moléculas con aplicaciones farmacolégicas interesantes.>

Basados en lo anterior, se hace importante el estudio de un género como
Laennecia, el cual estad constituido por 22 especies distribuidas a lo largo del
continente Americano. Cabe anotar que en México hay presentes 10 especies de
este género* y que hasta la fecha solo se ha estudiado fitoquimicamente una
especie.’

Las especies de Laennecia fueron segregadas de Conyza (Asteraceae, Astereae),

debido a diferencias morfolégicas.* Es importante recalcar que especies de



Conyza se han utilizado ampliamente en medicina tradicional Mexicana, tal es el
caso de Conyza filaginoides, comunmente conocida como simonillo. Esta planta
ha sido utilizada desde tiempos inmemoriales en el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales y enfermedades cutaneas principalmente®. Por tal motivo, es de
interés establecer algun patrén quimiotaxondmico entre Laennecia y Conyza, 0

géneros cercanos, ademas de la posible actividad biolégica de sus metabolitos.

El presente trabajo, describe el estudio fitoquimico de la parte aerea de Laennecia
schiedeana, ademas de los resultados de actividad bioldgica de los metabolitos

aislados.



ANTECEDENTES

GENERALIDADES FAMILIA ASTERACEAE

Asteraceae es la segunda familia mas grande en la division Magnoliofita (plantas
con flores). Se divide en 13 tribus las cuales estan conformadas por alrededor de
1300 géneros y 30,000 especies distribuidas en los 5 continentes a excepcion de
la antartica.® Existen alrededor de 380 géneros de Asteraceas con cerca de 3000

especies presentes en México, siendo la familia mas ampliamente distribuida.”

La diversificacion ecolégica de Asteraceae ha permitido que esta familia de
plantas con flores se adapte a diferentes tipos de habitats, como en montafias a
latitudes tropicales y subtropicales, mostrando mayor diversidad en areas
montafiosas que en regiones semiaridas o deseérticas.

Esta flexibilidad ecolégica ha permitido que se desarrollen géneros como
Cuchamatanea (Heliantheae) los cuales se caracterizan por ser reducidos
arbustos anuales de 1 cm de alto, hasta arboles tropicales con 20 m de alto como
Brachylaena (Inuleae) y Montanoa (Heliantheae). Tambien existen géneros como
Erigeron y Coreopsis cuyas especies se han adaptado a regiones desérticas, lo
anterior hace de Asteraceae una de las familias de plantas mas importantes a

nivel mundial.®

De esta forma la familia Asteraceae ha adquirido a través del tiempo una
importancia etnobotanica y quimica, ya que desde tiempos ancestrales se han
utilizado especies de esta familia para el tratamiento de diferentes padecimientos,
tal es el caso de México, en donde la etnofarmacologia ha alcanzado un nivel
importante. México posee una amplia presencia de especies pertenecientes a
Asteraceae (alrededor de 3000)’ lo cual ha hecho que su uso en medicina
tradicional sea extenso, como por ejemplo el estafiate (Artemisia ludoviciana ssp.
mexicana), zoapatle (Montanoa tomentosa) y la arnica Méxicana (Heterotheca

inuloides), entre otros.®



DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LA FAMILIA ASTERACEAE

Las especies de esta familia se caracterizan por ser generalmente herbaceas o
arbustivas, rara vez arbdreas, trepadoras o0 acuéticas. Sus raices son fibrosas, sus
tallos son usualmente erectos, algunas veces ascendentes con rizomas lanosos.
Sus hojas usualmente alternas u opuestas, raramente estipuladas, usualmente
pecioladas, algunas veces sésiles. Inflorescencias primarias constituidas por una
cabezuela pseudantica. Sus frutos tienen forma de aquenio llevando en la parte
superior un vilano, flores en forma de disco o tubulares actinomorfas (radialmente
simétricas).

El caliz de las flores se han modificado para formar un vilano, un mechén de
pelos, que a menudo aparece en la fruta madura. El fruto tiene forma de aquenio

(fruto de paredes delgadas).®

QUIMICA DE LA FAMILIA ASTERACEAE

Como se menciond antes, la importancia de la familia Asteraceae en medicina
tradicional ha hecho que dia a dia aumente el interés en conocer los
constituyentes activos de estas plantas. Distintas clases de especies
pertenecientes a esta familia se han estudiado, encontrando que en general se
encuentran en todas las tribus compuestos de tipo inulina, acidos grasos, lactonas
sesquiterpénicas presentes en hojas, triterpenos pentaciclicos, ésteres de &cido
cafeico y flavonoides, entre otros.

Tambien en muchas de sus tribus se pueden encontrar compuestos acetilénicos
(raices y hojas), monoterpenos fendlicos (hojas y fruto), ciclitoles y coumarinas
(hojas y flores), alcaloides pirrolizidinicos (todos los tejidos, Senecionae),
triterpenos acidos (en flores), amidas de acidos grasos y cromonas (raices) vy
diterpenos presentes en todos los tejidos.?

Sin embargo, con esta informacion aun no es posible hacer una delimitacién clara
basada en la composicion quimica de la familia Asteraceae. Lo que es claro es
que las lactonas sesquiterpénicas son los compuestos de mayor distribucion en la
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familia y que la ausencia de estas en diferentes tribus ha hecho posible una

delimitacién mas clara como es el caso de la tribu Astereae.®
TRIBU ASTEREAE

Astereae es una tribu que comprende 135 géneros y alrededor de 2500 especies
distribuidas a nivel mundial principalmente en regiones tropicales.

Las especies de la tribu Astereae, como por ejemplo las del género Laennecia y
Conyza, se caracterizan por el estilo de las flores bisexuales en forma de disco,
las anteras son obtusas en la base, con el apéndice triangular. Sus hojas son,
enteras o dentadas, ocasionalmente divididas y en zonas secas las hojas se
tornan resinosas. La tribu astereae se conforma de especies arbéreas, arbustos y

hierbas que pueden ser perenes o anuales, de tamafio pequefio a medio.*

La clasificacion y la filogenia de la tribu Astereae ha sido objeto de recientes
estudios morfolégicos y moleculares, demostrando que por ejemplo muchos de
los géneros presentes en el continente americano son monofiléticos.™!

Una serie de estudios subsecuentes conllevaron a que varios grupos o subtribus
fueran redefinidos en otros géneros y por esto la transferencia de especies entre
los mismos basados en caracteristicas morfolégicas, como por ejemplo sus flores,
determinando que grandes géneros como Erigeron, Symphyotrichum y Solidago
son originarios del continente americano y que posteriormente fueron esparcidos

a Europa y Asia.'?

Hasta el momento, es muy limitada la informacién disponible en cuanto a
composicion quimica de los géneros pertenecientes a la tribu Astereae, haciendo
dificil plantear un patrén quimiotaxonémico adecuado. Sin embargo, se ha
estudiado principalmente la raiz de las espécies pertenecientes a diferentes
subtribus, como por ejemplo la Asterinae, en donde se pueden notar que los

compuestos poliacetilénicos y las cumarinas son sus principales constituyentes.



De Astereae, se han aislado monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos, ademas
de triterpenoides y esteroles, flavonoides y otros derivados fendlicos. Sin embargo
la rareza o ausencia de lactonas sesquiterpénicas y alcaloides, parece distinguir

Astereae de otras tribus de Asteraceae.®

En México estan presentes alrededor de 38 géneros de la tribu Astereae con

alrededor de 380 especies identificadas hasta la fecha.’

LA QUIMICA DEL GENERO CONYZA (Asteraceae, Astereae) Y SU RELACION
CON LAENNECIA

Un punto importante para entender adecuadamente la composicion quimica del
género Laennecia, es poder establecer un paralelo con los metabolitos aislados
del género Conyza, debido a que Laennecia fue segregado de Conyza por
Zardini'* en 1981 y complementado por Nesom® en 1990, basandose en
diferencias morfoldgicas y creando desde entonces un género emergente al cual
se le han ido adicionando nuevas especies. Asi que se podria esperar un patron

quimico similar o cercano entre ambos géneros de la tribu Astereae.

El género Conyza (Asteraceae, Astereae) consiste en alrededor de 50 especies
distribuidas principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo.
Son plantas herbaceas perennes, que crecen entre 1-2 m de alto. Los tallos son
erectos y ramificados con hojas alternas dentadas, sus flores son pistiladas
monomorficas, de ligulas ausentes o presentes aunque estas casi nunca exceden

la distancia del involucro.*®

Entre los compuestos reportados en Conyza, aislados principalmente de la parte
aérea, figuran diterpenos de tipo furano aciclicos 1a'*'®, 1b'’, 1c*® y derivados

de geranil geranilo 2a-c aislados de Conyza pyrifolia y C. schimperi.'®
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También se han reportado diterpenos de tipo clerodanos (3a*®?°, 3p*%%°, 3c!8, 4a-
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Se han reportado diferentes sesquiterpenos de especies del Este de Africa, de
Conyza aegyptica (L) se aislaron los compuestos (9%°, 10a-b*®) y de Conyza

schimperi Sch. Bip. se aislé el metabolito 11.*°
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COOH
11
Los derivados acetilénicos de 10 carbonos son otro grupo de compuestos
reportados en Conyza. De C. canadiensis se aislaron los compuestos (12, 13)%,
igualmente de C. bippinata se reportan los metabolitos (14, 15).” También en C.

pallidiflora se reportan compuestos acetilénicos de este tipo, pero no diterpenos.?

MeCH,CH,[C=C],CH=——=CHCOO,Me MeCH——CH[C=—=C],CH——=CHCOO,Me
Cis Cis Cis
12 13
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Tambien se han aislado flavoniodes como rutina (16), 3-O-glucésido de quercetina
(17), y el 5,8-dihidroxi-3',4',7-trimetoxiflavona (18) de Conyza blinii.?®
Recientemente se reporté de C. filaginoides?®’ astragalina (19) y nicotriflorina (20).
De C. bonariensis se aislaron las flavonas 7-O-glucésido de luteolina (21) y 7-O-

rutinésido de luteolina (22).%

De igual forma se ha reportado en C. linifolia el compuesto vitexina (23)* y en C.

stricta el metabolito conizatin (24).*

16 R;= Rs=H R,=Rs=Rg =OH R3= O-Glu-Ram 21 Ri=R3=R;=H Ry= O-Glu Rs=R¢ =OH

17 R;= Rs=H R»,=R5=Rg =OH R3= O-Glu 22 Ri=R3=R;=H R,= O-Glu-Ram Rs=R¢ =OH
18 R,;=OH R,=Rs=R; =OMe R;= R,= H 23 Ry= O-Glu R,= Rs= OH Rs=R,=R; = H
19 R]_: R4: RG =H R2:R5:OH R3: O-Glu 24 R1: R3: R4:R5: Re = OMe R2: OH

20 Ri1= R;=Rg=H R,=Rs=0OH R3= O-Glu-Ram

También se han reportado del género Conyza diferentes cumarinas, a las cuales
se les han atribuido una amplia gama de actividades farmacoldgicas, como
antibacteriales®, antitumorales®® y anti HIV-PR**, entre otras. De C. linifolia®® se
obtuvo escopoletina (25), de C. obscura® se han aislado diferentes cumarinas
(26a-c) y en 1996 de C. bovey*® se reporté el aislamiento de ethuliacumarina A
(27).
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Estudios recientes han revelado la presencia de saponinas triterpénicas (28a-b) en
Conyza blinii*. Esta es una planta herbacea distribuida principalmente en la regién
suroeste de China y es usada en medicina tradicional demostrando tener
propiedades sedativa, antipirética, anitiinflamatoria, entre otras.®’

Dentro de los compuestos menos comunes presentes en el género Conyza se
encuentran los esfingolipidos (29a-b) aislados en 2002 de C. canadiensis,® los

derivados de &cido quinico (30a?®%°,30b-d*®) y derivados de resorcinol (31a-
b17'23).

a R=R;=R,=H b R=OH R;=R,=H
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GENERO LAENNECIA (Asteraceae: Astereae)

El género Laennecia esta constituido de 22 especies distribuidas principalmente
en Norte, Centro y Sur América, las cuales fueron segregadas del género Conyza
por Zardini.** Aunque las relaciones genéricas ain no son claras, se cree que
este género estd mas relacionado a Nidorella o a miembros de la subtribu

Grangeinae que con Conyza o Erigeron, aunque esto es apenas una hipotesis.

Zardini propuso segregar dos especies del genero Conyza a Laennecia basado en
diferencias morfolégicas. Estas primeras especies fueron L. filaginoides D.C y L.

gnaphalioides. Las razones fueron las siguientes:

1 Conyza : Plantas generalmente no lanosas; aquenio con tricomas dobles muy
esparcidos, vilano uniseriado, nervadura principal naranja, corolas naranjas
nervadas

2 Laennecia: Plantas lanosas, aquenio con tricomas dobles densos o cubriendo

solo la parte central y las méargenes; vilano biseriado, nervadura principal algunas

veces amarillas pero no naranjas, corolas nervadas no naranjas.
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Laennecia y Conyza han sido consideradas como co-genéricas por la posesion de
flores con cortas ligulas pistiladas en numerosas series y sus aguenios con vilanos
en forma de cerdas que se elongan hasta la madurez del fruto.

Estas semejanzas puedan ser interpretadas como resultado de una evolucion
convergente o paralela.

Otras diferencias morfoloégicas como la presencia de una resina naranja en la
nervadura principal de los filarios, los cuales son invariablemente presentes en
Conyza y Erigeron, y que estan ausentes en Laennecia. Ademas de las
diferencias en la forma de sus corolas, dando indicio que Laennecia estd mas
relacionado por ejemplo con Baccharis u otros géneros de América del Sur

pertenecientes a la tribu Astereae que con Conyza.*

MORFOLOGIA GENERAL DE LAENNECIA

Todas las especies de este género se caracterizan por ser plantas perenes o
anuales, lanosas, comunmente cubierta de pubescencias muy largas y erectas,
glandulas cortas estipitadas al menos sobre las hojas de muchas especies,
capitulo resinoso naranja, filarios con la region media verdosa, nervadura principal
algunas veces amarillas pero no en forma de resina naranja, corolas en forma de
disco con venas y no naranjas. LObulos lanceolados, aquénios usualmente
glandulares, algunas veces eglandulares, densamente sericeos, vilano uniseriado
o fuertemente biseriado.

El género Laennecia ha sido dividido en dos secciones, estas son Laennecia y
Sophiifolium (Nesom). Esto se debe a que existen pequefias diferencias

morfologicas dentro del mismo género, asi:

Las especies que estan dentro de la seccién Laennecia, se caracterizan por tener
sus hojas mas oblongas-lanceoladas, dentadas, glandulares o eglandulares,
hierbas glandulares o eglandulares, con vestimenta blanca tomentosa muy densa.
Aquenios con glandulas resinosas persistentes, sésiles y eglandulares. Unas de

estas son: Laennecia chihuahuana Nesom, L. confusa, L. eriphylla (A. Gray)

12



Nesom, L. filaginoides, L. gnaphalioides, L. lasseriana (Aristeg) Nesom, L.
microglossa (S. F Blake) Nesom, L. mima (S. F Blake) Nesom, L. pimana Nesom-

Laferriére, L. prolialba (Cuatr.) Nesom y L. schiedeana.(Less.) Nesom.

Las especies que estan en la seccion Sophiifolium (Nesom). Se caracterizan por
poseer sus hojas pinnatifidas o bipinnatifidas (dentadas en L. coultery),
glandulares, con vestimenta hirsuta-pilosa. Aquenos con pequefias glandulas
suavemente levantadas. Algunas de estas son: Laennecia altoandina (Cabrera)
Nesom, L. artemisiifolia (Meyen y Walp.) Nesom, L. sophiifolia, y L. coulteri (A.

Gray) Nesom.*

DISTRIBUCION DEL GENERO

Las 22 especies reportadas hasta el momento en el género Laennecia estan
distribuidas principalmente en el sur de Norte América, Centro y Sur América.

Se pueden encontrar en diferentes habitat como praderas, bosques rocosos, de
pino encino, desérticos, entre otros. Todos estos ubicados a una altitud entre los
1000-4300 m.s.n.m.*

En México estan presentes 10 de estas especies, las cuales se relacionan en la
tabla 1. Cabe anotar que L. schiedeana esta presente ademas de México en
Guatemala ,Costa Rica y en Norte América en los estados de Arizona, Nuevo

México y Colorado.”
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Tabla 1. Distribucién de especies del género Laennecia en México*

Especie

Distribuciéon en México

L. schiedeana (Less.)

Nesom

Baja California Norte, Chihuahua, Sinaloa, Coahuila, Nuevo
Ledn, Michoacan, Guerrero, Guanajuato, San Luis Potosi,

Hidalgo, Ed. México, Morelos, Puebla, Veracruz

L. chihuahuana Nesom.

Chihuahua (Endémica)

L. confusa (Cronq)

Nesom.

Durango, Chihuahua

L. coulteri (A. Gray)

Nesom.

Chihuahua, Durango, Zacatecas, Jalisco, Coahuila, Nuevo

Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas

L. eriophylla (A. Gray)

Nesom

Sonora, Chihuahua

L. filaginoides D.C

Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Durango,
Zacatecas, Michoacan, Jalisco, Guanajuato, San Luis
Potosi, Aguascalientes, Nuevo Leén, Hidalgo, Ed. México,

Veracruz, Oaxaca, Chiapas

L. gnaphaloides (Kunth)
Cass.

Chihuahua, Durango, Jalisco, Aguascalientes, Michoacéan ,

México, San Luis Potosi, Veracruz, Oaxaca, Chiapas.

L. microglosa (S. F Balke)

Nesom.

Chihuahua, Durango, Zacatecas, Jalisco, San Luis Potosi

(Endémica)

L. sophiifolia (Kunth)

Nesom.

Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Durango,
Nayarit, Michoacéan, Zacatecas, Jalisco, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Guerrero, Hidalgo, Ed. México, Puebla,

Veracruz, Oaxaca, Chiapas

L. pimana Nesom-

Laferriere

Chihuahua (Endémica)
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QUIMICA DEL GENERO LAENNECIA

Hasta el momento, la Unica especie del género estudiada fitoquimicamente ha
sido Laennecia sophiifolia® (Kunth) Nesom, aislandose de la parte aérea los
diterpenos de tipo neo-clerodanos (32a-b, 3b, 33b), los furanos aciclicos (34, 1a),

el flavonoide apigenina (35) y el fsitosterol.

32 33b R'=H R?=CH,OH 34
a=12-S 3b R'= OH R’=Me
b =12-R

COOH S

la 35
También, se ha reportado la actividad antiinflamatoria de los extractos de acetona

y cloroformo de la parte aérea de Laennecia sophiifolia (Kunt) Nesom, evaluada en

ratones utilizando el modelo de edema inducido con carragenina.’
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Laennecia schiedeana (Less.) Nesom*

CLASIFICACION

Familia: Asteraceae
Tribu: Astereae
Género: Laennecia

Especie: schiedeana

Esta planta es una hierba anual entre 20 y 50 cm de alto, la mayoria de la planta
esta cubierta moderada o densamente por delgadas pubescencias multicelulares,
los cuales pueden prolongarse filiformes (de forma prolongada y delgada), apices
(punta de la hoja o foliblo) encrespados produciendo una pubescencia (pelos
simples, delgados y rectos) lanosa-arenosa (pelos entrecruzados como una
telarafa).

Los pelos de los filarios son continuos en espesor y estan articulados a lo largo.
Sus hojas son lanceoladas-oblongas (de base mas o menos amplia y atenuada
hacia el apice) de 2-8 mm de ancho, entera o0 someramente dentadas cerca del
apice o algunas veces someramente lobuladas (division redondeada de la lamina),
abrazadora (que rodea parcialmete el tallo), con corto estipitado y con glandulas
resinosas naranjas.

Capitulos usualmente angostos en forma de espiga (inflorescencia definida simple
con las flores sésiles sobre un eje prolongado) como panicula (inflorescencia muy
ramificada). Pétalos pistilados (individuo con flores femeninas solamente) con
ligulas (limbo alargado laminar de las flores gamopétalas) entre 0.3-1.4 mm de
longitud. Aquenios (fruto simple seco, monocarpo, derivado de un ovario supero)
cafés a ligeramente puarpuras, lustrosos, glanduloso cerca del apice o algunas
veces aparentemente eglandular, vilanos como series simples de 15-20 cerdas.
Esta planta se encuentra en alturas entre 1750-4000 m.s.n.m y su época de

floracion se encuentra entre agosto y noviembre.*
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

El género Laennecia comprende un grupo de 22 especies segregadas

recientemente del género Conyza*'®, las que se encuentran distribuidas

principalmente en Norte, centro y Sur América. De todas las especies del género,
diez se encuentran representadas en territorio Mexicano®. Hasta el momento, solo
se ha estudiado quimicamente una especie de este género, de donde se aislaron
diterpenos del tipo neo-clerodanos y furanos aliciclicos, observando cercana
relacién quimiotaxonémica con los metabolitos aislados del género Conyza.>**
Diferentes especies de este Ultimo, han sido investigadas quimicamente

obteniendo principalmente diterpenos de tipo furoclerodanos,'®*®%

18-20 22-24

SecCo-

diterpenos  aliciclicos™*® vy

clerodanos, labdanos  glicosilados,
sesquiterpenos,’® ademas se ha reportado la actividad antiprotozoaria del crudo
de algunos miembros de Conyza que han sido ampliamente usados en medicina
tradicional Mexicana para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales®*°..

Con el fin de contribuir al establecimiento de un patron quimiotaxonémico entre las
especies del género Laennecia y Conyza, y con el objeto de evaluar la posible
actividad bioldgica sus metabolitos, se considerd pertinente el estudio quimico de

la parte aérea de Laennecia Schiedeana.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al estudio fitoquimico de las especies del género Laennecia y establecer
una relaciéon quimiotaxonémica con la Unica especie del género Laennecia
estudiada y su relacién quimica con el género Conyza, ademas de explorar el
potencial famacolégico de la misma con la finalidad de corroborar las propiedades

etnofarmacologicas reportadas para este género.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y purificar los principales componentes de la parte aérea de
Laennecia schiedeana mediante diversos métodos cromatograficos vy

guimicos convencionales.

Identificar los metabolitos aislados mediante técnicas espectroscépicas de
IR, EM y RMN-'H, °C; esta dltima incluye técnicas mono vy
bidimensionales, ademas por comparacion con los datos espectroscopicos

y fisicos con los reportados en la literatura .

Realizar pruebas de actividad bioldgica de los compuestos aislados
mediante el ensayo de citotoxicidad (usando el método colorimétrico de la
sulforrodamina B) frente a seis lineas celulares cancerosas humanas:
mama (MCF-7), leucemia (K-562), pulmon (SKLU-1), sistema nervioso
central (U-251), prostata (PC-3) y colon (HCT-15). Ademas se haran
pruebas de actividad antitinflamatoria (usando el modelo de edema inducido
por TPA), bioensayos con hongos fitopatégenos, bacterias Gram-positivas y

Gram-negativas.
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PARTE EXPERIMENTAL
EQUIPO UTILIZADO

Para la caracterizacion total de los metabolitos secundarios aislados en el

presente trabajo, se utilizaron los siguientes equipos y materiales:

Para la cromatografia en columna se utiliz6 como fase estacionaria gel de silice
60 G (90 %< 45 pm), silica gel 230-400 mesh (37-62 um), sephadex LH-20 y
Resina diaionica HP-20 (200-600 mm, Mitsubishi, Chemical Co., Tokyo, Japan).

En la cromatografia de capa fina se usaron cromatofolios conformados por gel de
silice ALUGRAM SIL G/UV 254 de 0.25 mm de espesor. Para las cromatografias en
placa preparativa se utilizaron placas Macherey-Nagel SIL G 200/UVys4 y G
100/UV3254y G 50/UV2s4.

El monitoreo de las placas se llevo a cabo mediante exposicion de luz UV con una
lampara de UV spectroline CX-20 a dos longitudes de onda (254 nm y 365 nm) y
utilizando como revelador una solucion de sulfato cérico a 3% en acido sulfarico
2N.

Los puntos de fusion no corregidos fueron determinadas en un aparato Fisher-
Jhons serie N°. 591 y las rotaciones épticas en un polarimetro Jasco DIP-360.

Las muestras fueron concentradas un evaporador rotatorio BUCHI R-114 y un
bafio de agua BUCHI B-480

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de impacto electrénico en un
espectrometro JEOL JMS-AX5505HA (70 eV) y FAB en un JEOL MS-SX1102A
(10 KV)

Los espectros en el IR se obtuvieron en los equipos Perkin-Elmer 337 y bruker
Tensor 37, utilizando técnicas de suspension, disolucion y pastilla de KBr.

Los datos espectroscopicos de RMN-'H y RMN-C se obtuvieron en los
espectrofotémetros Varian Unity (300 MHz 'H, 75 MHz **C), Varian-Gemini 200 M
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(200 MHz 'H, 75 MHz C) y Varian-Unity Inova (500 MHz ‘H, 125 MHz *3C),
utiizando en todos los casos disolventes deuterados. Los desplazamientos
guimicos (®) estan dados en ppm con respecto a TMS que se us6 como referencia

interna.
MATERIAL VEGETAL (Laennecia schiedeana)

La especie Laennecia schiedeana (Less.) Nesom se recolecté en el municipio de
Ozumba-Estado de México, el 21 de septiembre de 2004. El material vegetal fue
identificado por el Dr. José Luis Villasefior y una muestra del mismo fue
depositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM, con
namero de registro MEXU 95988.

PREPARACION DE EXTRACTOS
1.872 Kg de ramas, hojas y flores previamente secas y molidas se extrajeron
sucesivamente por maceracién con disolventes de polaridad creciente, usando

hexano, acetona y metanol, obteniéndose 14.89 g, 30.1 g y 170.9 g de cada

extracto respectivamente (Esquema 1).

Hexano Extracto Hexanico
148¢g

Extracto Acetonico
30.19

Extracto Metanolico
170.9¢g

Esquema 1. Preparacion de extractos de la parte aérea.

Material Vegetal
(Hojas, ramas y flores Acetona
secas y molidas)

1.872 Kg

Metanol
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Fraccionamiento del extracto hexanico de hojas.

El extracto hexanico se adsorbid en celita y se colocé sobre una columna
empacada con gel de silice (150 g). La columna se eluyé con mezclas de
polaridad creciente de hexano-acetona y al final se lavé con metanol.

En total se obtuvieron 94 fracciones de 250 ml c/u. De las fracciones 7-32-H
eluidas con hexano-acetona 98:2 se colectaron 0.0201 g (0.0011%) de un
producto cristalino en forma de agujas planas que luego de filtracion y posterior

recristalizacién con metanol, se identific6 como espinasterol (36).***’

Espinasterol (36). Agujas incoloras, p.f 170-172°C, [a]p?®-0.70° (CHCls, ¢ 1.0); IR
(CHCI5) cm™: 3387, 2935, 2870, 1450, 1374, 1041, 969; EM-IE m/z (% intensidad
relativa): 412 (24) [M]*, 369 (15), 271(100), 255 (41), 253 (20); RMN-'H: Espectro
1, Tabla 7; RMN-'3C: Espectro 2, Tabla 7.

Espinasterol (36)

Las fracciones 2-6-H (0.90 g) obtenidas con hexano fueron absorbidas en celita
y sometidas a CC (gel de silice) utilizando mezclas de polaridad creciente de
hexano-acetato de etilo, recolectando un total de 130 fracciones de 5 ml c/u.

Las fracciones 2-6-H-(117-125) (0.060 g) eluidas con hexano-AcOEt 95:5, se
purificaron por cromatografia en placa preparativa (Macherey-Nagel SIL G
200/UV3s4) utilizando benceno-acetona 9:1 (2x), aislando 0.025 g (0.0013 %) de un

aceite amarillo identificado como &cido centipédico (1a).1>*% 387
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Acido centipédico (1a). Aceite amarillo, IR (CHCIl5) cm™: 3500, 2925, 1728,
1688, 1634, 873 (furano); EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 316 (5)[M]", 247
(35),81 (80), 69 (100); RMN-'H: Espectro 3, Tabla 8; RMN-*3C: Espectro 4, Tabla
8.

13 15

\ 16
CO,H 17 o

20 19 18

Acido centipédico (1a)

Las fracciones 7-32H (5.14 g) que fueron eluidas con hexano-acetona 98:2 se
adsorbieron en celita y se sometieron a CC (gel de silice) utilizando mezclas de
polaridad creciente de hexano-acetona-metanol. En total se obtuvieron 81
fracciones de 75 ml c/u. Las fracciones 7-32H-(30-37) (0.3321 g) eluidas con
mezclas de hexano-acetona 99:1, se adsorbieron en celita y se purificaron por CC
(gel de silice) utilizando mezclas de polaridad creciente de hexano-diclorometano,
obteniendo un total de 30 fracciones de 10 ml c/u. Las fracciones 7-32H-(30-37)-
(25-29) (0.2554 g) colectadas con hexano-diclorometano 9:1 se aplicaron sobre 3
placas preparativas (Macherey-Nagel SIL G 200/UV2s4) que fueron eluidas con
benceno-AcOEt 96:4 (1x) y finalmente aislando 0.0635 g (0.0034 %) de un aceite

café identificado como conizaleucélida A (37).1

Conizaleucdélida A (37). Aceite café, [a]p?® +1.70° (CHClI3, ¢ 1.0); IR(CHCIs) cm™:
2922, 2850, 1718 (lactona), 872; EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 314 (10) [M]",
299 (5) [M-Me]", 245 (35), 81 (100), 69 (41); RMN-'H: Espectro 6, Tabla 9; RMN-

13C: Espectro 7, Tabla 9.
1

Conizaleucolida A (37)
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Las fracciones 7-32H-(69-75) (0.2724 g) eluidas con hexano-acetona 8:2 se
aplicaron sobre tres placas preparativas (Macherey-Nagel SIL G 200/UV3s4) y
fueron eluidas 6 veces con diclorometano-hexano 8:2, obteniendose 0.0222 ¢
(0.0012 %) de un sdlido café palido identificado como acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-

nidoresédico (38).%°

Acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38). Sélido café palido, p.f 81-83°C,
[a]o® —131° (CHCls, ¢ 1.0); IR(CHCI3) cm™: 3500-3440, 2924, 1677, 1624, 1262,
1027; EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 314 (4)[ M]*, 299 (363), 95 (34), 81 (66);
RMN-'H: Espectro 10, Tabla 10; RMN-*C: Espectro 11, Tabla 10.

Acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)

Las fracciones 33-84H (primera columna) (5.7481 g) eluidas con hexano-acetona
(98:2, 955, 9:1, 8:2, 7:3y 1:1) fueron adsorbidas en celita y sometidas a CC (gel
de silice) utilizando mezclas de polaridad creciente de hexano-acetona,
obteniendose un total de 49 fracciones de 150 ml c/u. De las fracciones 33-84H-(4-
5) eluidas con hexano-acetona 95:5 se obtuvo nuevamente espinasterol (36)
(0.0236 g) como cristales en forma de agujas planas.

Las fracciones 33-84H-(22-31) (0.7851g) obtenidas con hexano-acetona 8:2 se
fraccionaron mediante CC (gel de silice) empleando mezclas de polaridad
creciente de hexano-acetona, obteniendo en total 30 fracciones de 30 ml c/u.

Las fracciones 33-84H-(22-31)-(17-23) (0.1139 g) colectadas con hexano-acetona

8:2 fueron purificadas por cromatografia de placa preparativa (Macherey-Nagel
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SIL G 100/UV2s4) y eluidas 4 veces en benceno-acetona 8.6:1.4, obteniendo
0.0100 g (0.0005 %) de un aceite amarillo identificado como el &cido 15-metoxi-16-
0x0-15,16H-estrictico (39).>°

Acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39). Aceite amarillo, [a]p*-8.30
(CHCI3, ¢ 1.0); IR(CHCI3) cm™: 3490, 2926, 1768, 1691, 1026; EM-IE, m/z (%
intensidad relativa): 360 (3)[M]+, 149 (98); RMN-'H: Espectro 13, Tabla 11; RMN-
13C: Espectro 14, Tabla 11.

0™ 18 “oH

Acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)

De la misma placa preparativa de la fraccion 33-84H-(22-31)-(17-23)
anteriormente descrita, se aislé 0.0180 g (0.0010 %) de un aceite amarillo de

mayor polaridad el cual se identificé como el acido 15-desoxipulico (40).5%2"

Acido 15-desoxipulico (40). Aceite amarillo, [a]p?>-7.25 (CHCls, ¢ 1.0); IR(CHCI5)
cm™: 3460, 2926, 1738, 1051; EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 330 (2)[M]+, 149
(36); RMN-"H: Espectro 19, Tabla 12; RMN-3C: Espectro 20, Tabla 12.

07 18 “oH

Acido 15-desoxipulico (40)
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Fraccionamiento del extracto acetonico de hojas.

El extracto aceténico (30.1 g) se adsorbid sobre celita y se fraccioné mediante CC
(gel de silice) empleando mezclas de polaridad creciente de hexano-acetona,
obteniendose un total de 138 fracciones de 250 ml c/u. De las fracciones 15-24A
se obtuvo un sdlido blanco (0.0158 g) el cual fue identificado como espinasterol

(36) mediante comparacién con la muestra original.

Las fracciones 73-96A (3.3075 g) se sometieron a fraccionamiento por CC (gel de
silice) utilizando mezclas de polaridad creciente de hexano-acetona, obteniendo
un total de 58 fracciones de 125 ml c/u. Las fracciones 73-96A-(28-45) (1.309 @)
eluidas con hexano-acetona 8:2 fueron sometidas a CC (gel de silice) utilizando
mezclas de polaridad creciente de hexano-acetona. En total se obtuvieron 42
fracciones de 50 ml c/u. Las fracciones 73-96A-(28-45)-(24-39) (0.3815 g) se
fraccionaron en CC (gel de silice) empleando CH,Cl,-acetona 98:2. En total se

obtuvieron 35 fracciones de 10 ml c/u.

Las fracciones 73-96A-(28-45)-(24-39)-(12-20) (0.0836 g) eluidas con CHCl,-
acetona 98:2 se sometieron a CC (gel de silice) usando el sistema CH,Cl,-acetona
98:2. Obteniendo en total 30 fracciones de 6 ml c/u. En las fracciones 73-96A-(28-
45)-(24-39)-(12-20)-(8-14) eluidas con CH,Cl,-acetona 98:2, se obtuvo 0.0306 g
(0.0016 %) de un sdlido amarillo identificado como 5,7,4’-trihidroxi-3,8,3’-trimetoxi-

flavona (41).%®

5,7,4-Trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41). Sélido amarillo, p.f 220-222°C, IR
(KBr) cm™: 3481, 2929, 1725, 1652, 1509, 1272, 1158, 1020; EM-IE, m/z (%
intensidad relativa): 360 (69) [M]", 345 (100); RMN-'H: Espectro 21, Tabla 13;
RMN-*3C: Espectro 22, Tabla 13.
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5,7,4’-Trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41)

En las fracciones 73-96A-(28-45)-(24-39)-(12-20)-(21-24) eluidas con CH,Cl,-
acetona 98:2, se obtuvo 0.0091 g (0.0005 %) otro sélido amarillo de mayor

polaridad identificado como 5,7,3'-trihidroxi-3,8,4"-trimetoxi-flavona (42).%°

5,7,3-Trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42). Solido amarillo, p.f 220-223°C, IR
(KBr) cm™: 3380, 2927, 1726, 1650, 1506, 1281, 1020; EM-IE, m/z (% intensidad
relativa): 360 (69)[M]*, 345 (100); RMN-'H: Espectro 25, Tabla 14; RMN-'3C:
Espectro 26, Tabla 14.

5,7,3-Trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42)

Fraccionamiento del extracto metandlico de hojas.

El extracto metandlico de hojas (170.9 g) se disolvi6 en MeOH y se adsorbid en
celita. Este fue fraccionado por CC (gel de silice) utilizando mezclas de polaridad
creciente de AcOEt-MeOH. En total se obtuvieron 122 fracciones de 500 ml c/u.

Las fracciones 33-106M (114.8 g) eluidas con AcOEt-MeOH 8:2, 7:3, 1:1y 3.7, se
reunieron y se fraccionaron por CC (gel de silice) empleando mezclas de polaridad
creciente de AcOEt-MeOH, obteniendose un total de 145 fracciones de 500 ml
c/u. Las fracciones 33-106M-(29-38) (2.60 g) eluidas con AcOEt-MeOH 95:5

fueron sometidas a purificaciéon por columna de sephadex LH-20 (60 g) utilizando
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MeOH-H,0 3:1 como sistema de elusion. En total se obtuvieron 25 fracciones de
30 ml c/u.

Las fracciones 33-106M-(29-38)-(12-14) (0.1665 g) eluidas con MeOH-H,0O 3:1 se
sometieron a CC (gel de silice 230-400) utilizando mezclas de polaridad creciente
AcOEt-MeOH. Se obtuvieron un total de 25 fracciones de 10 ml c/u.

De las fracciones 33-106M-(29-38)-(12-14)-(6-8) obtenidas con AcOEt-MeOH 95:5
se obtuvo 0.0217 g (0.0011 %) de un solido amarillo, el cual fue recristalizado de

acetona e identificado como astragalina (19).%"

Astragalina (19). Sélido amarillo, p.f 135-137 °C, [a]p®® +15.2°(MeOH, c 1.0);
IR(Nujol) cm™: 3380, 2923, 1694, 1656, 1455, 1066 ; EM-FAB, m/z (% intensidad
relativa): 154 (100); ); RMN-'H: Espectro 29, Tabla 15; RMN-'3C: Espectro 30,
Tabla 15.

HO™ HO

Astragalina (19)

Las fracciones 33-106M-(68-77) (2.3424 g) eluidas con AcOEt-MeOH 9:1 se
fraccionaron en columna de sephadex LH-20 (60 g), utilizando una mezcla de
MeOH-H,0 3:1. En total se obtuvieron 29 fracciones de 30 ml c/u.

Las fracciones 33-106M-(68-77)-(13-15) (0.1545 g) eluidas con MeOH-H,O 3:1
fueron sometidas a CC (gel de silice 230-400) utilizando un sistema de polaridad
creciente de AcCOEt-MeOH, obteniéndose en total 38 fracciones de 150 ml c/u. Las
fracciones 33-106M-(68-77)-(13-15)-(24-28) (0.0240 g) eluidas con AcOEt-MeOH
9:1 se sometieron a cromatografia en placa preparativa (Macherey-Nagel SIL G
50/uvzss) y eluidas 2 veces en AcOEt-MeOH-H,O 8:1:1. Se obtuvo 0.0062 ¢

(0.0003 %) de un sélido amarillo identificado como nicotiflorina (20)%"%% ",
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Nicotiflorina (20). Sélido amarillo, p.f 183-184 °C, [0a]p® -14.9° (MeOH, c 1.0);
IR(Nujol) cm™: 3383, 2923, 1649, 1606, 1457, 1067; EM-FAB, m/z (% intensidad
relativa): 595 (33) [M*+1], 154 (78); RMN-'H: Espectro 31, Tabla 16; RMN-'3C:
Espectro 32, Tabla 16.

Nicotiflorina (20)

De la anterior placa preparativa descrita, también se aislé 0.0054 g (0.0003 %) de

un sélido amarillo de mayor polaridad e identificado como rutina (16)."*

Rutina (16). Sélido amarillo, p.f 198-200 °C, [a]p* +10.2° (MeOH, ¢ 1.0); IR(Nuijol)
cm™: 3357, 2923, 1650, 1599, 1460, 1069; EM-FAB, m/z (% intensidad relativa):
611 (10) [M*+1], 154 (66); RMN-'H: Espectro 33, Tabla 17; RMN-*C: Espectro 34,
Tabla 17.

Rutina (16)
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Las fraciones 33-106M-(68-77)-(22-26) (0.144 g) eluidas con MeOH-H20 3;1
fueron purificadas por cromatografia en placa preparativa (Macherey-Nagel SIL G
100/UVy54) eluida 4 veces con AcOEt-MeOH-H,O 8:1:1, obteniendose 0.0102 g
(0.0005 %) de un solido amarillo pélido identificado como el acido 3,4-dicafeil-

quinico (30b).28727™

Acido 3,4-dicafeil-quinico (30b). Sélido amarillo, p.f 204-206 °C [a]p>® —295°
(MeOH, ¢ 1.0); IR(Nujol) cm™: 3373, 2922, 1695, 1603, 1282, 1163; EM-IE, m/z
(% intensidad relativa): 154 (100), 136 (62); RMN-'H: Espectro 35, Tabla 18; RMN-
13C: Espectro 36, Tabla 18.

Acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)

Las fracciones 33-106M-(130-145) (32.2 g) eluidas con MeOH fueron fraccionadas
utilizando una columna de resina diaiénica HP-20 (Mitsubishi, Chemical Co. Tokio,
Japon) y usando mezclas de polaridad creciente de H,O-MeOH. En total se

obtuvieron 143 fracciones de 30 ml c/u.

Las fracciones 33-106M-(130-145)-(15-28) (3.3528 g) eluidas con H,O se
sometieron a CC (gel de silice) utilizando un sistema de polaridad creciente de
AcOEt-MeOH-H;0. Se colectaron un total de 46 fracciones de 60 ml c/u. De las
fracciones  33-106M-(130-145)-(15-28)-(10-30) eluidas de AcOEt-MeOH-H,0
8:1:1, se obtuvo 0.0266 g (0.0014 %) de un sdlido amarillo palido luego de

recristalizacion en MeOH, e identificado como el acido clorogénico (30a).222% 7274
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Acido clorogénico (30a). Sélido amarillo, p.f 201-203 °C [a]p®® —=30.1° (MeOH, ¢
1.0); IR(Nujol) cm™: 3171, 2922, 1696, 1629, 1587; EM-IE, m/z (% intensidad
relativa): 154 (100), 136 (61); RMN-'H: Espectro 39, Tabla 19; RMN-*3C: Espectro
40, Tabla 19.

Acido clorogénico (30a)
Las fracciones 33-106M-(130-145)-(71-113) (4.16 g) eluidas con H,O-MeOH 9:1

fueron fraccionadas por CC (gel de silice 230-400) utilizando mezclas de polaridad

creciente de AcCOEt-MeOH-H;0, obteniendo un total de 82 fracciones de 50 ml c/u.
Las fracciones 33-106M-(130-145)-(71-113)-(14-48) (1.6262 g) eluidas con AcOEt-
MeOH-H,0 8:1:1 fueron sometidas a CC (gel de silice) empleando un sistema de
polaridad creciente de AcOEt-MeOH-H,0. En total se obtuvieron 68 fracciones de
30 ml c/u. De las fracciones de 33-106M-(130-145)-(71-113)-(14-48)-(5-6) eluidas
con AcOEt-MeOH-H,O 8:1:1 se obtuvo por recristalizacion en MeOH 0.0900 g
(0.0050 %) de un solido amarillo claro identificado como el acido 3,5-dicafeil-

28,72

quinico (30c).

Acido 3,5-dicafeil-quinico (30c). Sélido amarillo, p.f 201-203 °C [a]p® —180.2°
(MeOH, c 1.0); IR(Nujol) cm™: 3356, 2924, 1688, 1603, 1518, 1405, 1279, 1181 ;
EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 154 (100), 136 (62); RMN-'H: Espectro 42,
Tabla 20; RMN-'3C: Espectro 43, Tabla 20.

Acido 3,5-dicafeil-quinico (30c).
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Con el fin de explorar posibles actividades bioldgicas de los metabolitos aislados
de Laennecia schiedeana, estos se sometieron a pruebas de citotoxicidad en
diferentes lineas celulares de cancer humano (meétodo colorimétrico de la
sulforrodamina B), pruebas de actividad antiinflamatoria usando el modelo de
edema inducido con TPA, bioensayos con hongos fitopatégenos, bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas.

Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano

Determinacion de % de inhibicion de crecimiento por linea celular
Procedimiento

La citotoxicidad en lineas tumorales se determind de acuerdo a los protocolos
establecidos por el Instituto Nacional de Cancer (INC) de Estados Unidos.*

Las células se cultivaron en el medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de SBF
inactivado, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 ug/mL de sulfato de streptomicina, 0.25
pg/mL de anfotericina B (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina (GIBCO). Se
conservaron a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 %.

En una placa de 96 pozos se depositaron 100 pL de cada linea célular. Las
densidades fueron las siguientes: 5x10* células/pozo de K-562 y MCF-7, 7.5X10*
células de U-251, PC-3 y SKLU-1, y 10x10%células/pozo de HCT-15.

Luego la placa se incubd durante 24 h, a 37 °C en atmosfera de CO, al 5 %.
Posteriormente, se agregaron 100 pL de las sustancias de pruebas o farmacos de
referencia. La placa se incubd por 48 h en las mismas condiciones. Las grupos

testigos contenian solo un volumen igual de cada linea celular.

Posteriormente, las células se fijaron con una disolucibn acuosa de acido
tricloroacético al 50 % p/v (50 uL/pozo). La placa se incub6 a 4°C durante 60 min.
Los sobrenadantes se desecharon, la placa se lavo tres veces con agua destilada

desionizada y se dejo secar. Las células se trataron con sulforrodamina B (SBR,
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sigma) al 0.4 % durante 30 min, a tempertura ambiente. Luego, la placa fue lavada
en tres ocasiones con una disolucion de &cido acético al 1 %. El colorante se
extrajo con una disolucibn 10 mM de base Tris (sigma) no amortiguada. Las
absorbancias se determinaron en un lector de placas a una A de 515 nm.

La intensidad del color es directamente proporcional al numero de células vivas,
de esta forma, a menor coloracién mayor porcentaje de inhibicién de crecimiento
célular.

La citotoxicidad se calculé con base en la ecuacién (1), donde A corresponde al
valor de densidad optica (DO) de las células sin tratar y B al valor de densidad

optica (DO) de las células tratadas con la sustancia de prueba o referencia.

% IC = 100 [ B/A x 100] (1)

Se construy0 para algunos casos una curva concentracion-respuesta, donde los
valores de dosis y % IC eran las respectivas variables (X) y (Y). La dosis CEsg se
determindé a partir de los datos relevantes que mostraron un efecto de la
concentracion y un valor de IC superior del 50 % en la ultima concentracion de
ensayo. Los valores obtenidos a una concentracion de 50 yg/mL se muestran en

la seccion de resultados (Tabla 2).%°

Pruebas de actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema
inducido con TPA

Los animales empleados en los ensayos se adquirieron en el bioterio del Instituto
de Fisiologia Célular de la UNAM. Se manipularon de acuerdo a las condiciones
establecidas por el comité de usos y cuidados de animales de experimentacion,
en el proyecto contenido en la ley General de Salud (PROY-NOM 087-ECOL-
SSA1-2000). En esta se establece su colocacion dentro de cajas de polipropileno
traslicidas, con un ciclo de luz / oscuridad de 12 h, y en condiciones ambientales
controladas (20-22 °C de temperatura y humedad entre 50-60 %). Los animales

recibieron agua y dieta estandar de laboratorio ab libitum.
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Procedimiento

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH con un peso comprendido entre 25-
30 g. Los animales se dividieron al azar en los siguientes grupos (n= 3): Control
(recibieron TPA mas el vehiculo), Prueba (recibieron TPA mas las sustancias

problema) y Referencia (Recibieron TPA mas indometacina)

Los ratones se anestesiaron con 0.25 mL de pentobarbital (sedalforte®, 0.063
g/mL) por via intraperitoneal (ip). Luego una solucion etandlica de 2.5 ug/10 pL de
TPA (sigma) se administré en el pabellon de la oreja derecha via topica en todos
los animales (5 uL en cada lado). Las sustancias de prueba y los farmacos de
referencia se aplicaron luego de 10 min (20 pl por oreja). La oreja izquierda sirvié
como control negativo; inicialmente se administraron 10 pL de etanol y luego 20 pL
de acetona:diclorometano 1:1. Al cabo de 4 horas los animales se sacrificaron por
dislocacion cervical y de ambas orejas se obtuvieron las biopsias utilizando un

sacabocados circular de 9 mm de diametro.

El edema inducido por TPA se determiné de la diferencias de pesos (mg) del tejido
tratado (oreja derecha), respecto del tejido no tratado (oreja izquierda).

Los porcentajes de inhibicion del edema se calcularon de acuerdo a la ecuacion
(2). Donde A corresponde al valor promedio del edema en el grupo control y B al

valor promedio del edema en el grupo de prueba o referencia.

% IE = 100 — [ B/A — 100] )

Los datos obtenidos representan el promedio de tres animales * el error estandar
de la media. Los resultados se analizaron mediante una prueba de t student y los
valores de p < 0.05 y p < 0.01 se consideraron como diferencia significativa con
respecto al control (indometacina).*’ Estos valores se muestran en la seccién de
resultados (Tabla 4).
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Bioensayos con bacterias

Método de difusion de agar o de Kirby-Bauer
A continuacion se describe el método cualitativo para determinar la actividad

antibacteriana de los metabolitos aislados en el presente estudio.

Procedimiento

Se utilizé un medio de cultivo estandar el agar Miller-Hinton (Bioxon 110-1) debido
a que facilita la evolucion de la mayoria de los aislamientos bacterianos
significativos.

El proceso de inoculacion se lleva a cabo tocando con un asa de siembra estéril
las superficies convexas de los microorganismos a ensayar (Staphylococcus
aureus, S. epidermidis). Luego esta se sumerge en 10 mL de caldo Muller-Hinton
(Bioxon 260 ), se enjuaga bien y luego se retira el asa de siembra. Posteriormente
se incuba el tubo de cultivo a 37 °C durante 24 horas, hasta que la turbidez del
medio iguale la estandar (N° 5 de MacFarland) siendo esto equivalente a 1.5x10®

bacterias/mL. Este procedimiento se realiza por cada microorganismo a evaluar.

El estandar de MacFarland se prepara adicionando 0.5 ml cloruro de bario en 99.5
ml de &cido sulfarico 0.36 N.*

Una vez que el medio de cultivo haya alcanzado la concentracion requerida de
bacterias por mililitro, se sumerge un segundo hisopo estéril y seco en la
suspension bacteriana. Se retira el hisopo eliminando el exceso de liquido y luego
con este se inocula la superficie de una placa de agar de Miller-Hinton (Bioxon
110-1) mediante forma de estria, al menos en tres direcciones rotando la placa

60° luego de cada estria.

Una vez seco el in6culo, se lleva a cabo la aplicacién de la muestra, la cual se
realiza a través de sensidiscos de 5 mm de diametro y hechos de papel Whatman
N°5. Estos fueron impregnados con soluciones de las muestras a valorar hasta

llegar a la concentracion deseada por disco (2 mg).
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Luego los discos secos son colocados manualmente en la superficie del agar
utiizando unas pinzas esteriles, guardando una distancia de 22 mm entre

sensidiscos y a 14 mm de los bordes de la placa.

Como control negativo se utilizaron discos a los que se les agrego el vehiculo y se
dejaron evaporar durante 12 h. Como control positivo se utilizaron discos de
Kanamicina de 30 ug (Bigaux E-30). Las placas se incubaron a 35 °C usando

siempre control negativo.*!

Interpretacion de resultados

Las zonas de inhibicion se midieron con una regla calibrada en milimetros. En
todos los casos esta prueba se hizo por triplicado y se reportaron los valores

promedio los cuales se muestran en la seccion de resultados (Tabla 5).

Determinacion de la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la

Concentracion Bactericida Minima (CBM).

La solucién con el agente antimicrobiano de trabajo se preparé diluyendo la droga
en el caldo de Miiller-Hinton (Bioxon 260) a la mayor concentracion final deseada.

La prueba se realizd en tubos de ensayo de 13 por 100 mm con tapa rosca o con
tapones de algodon. Para un pequefio numero de pruebas se preparan diluciones
al doble, directamente en los tubos, de la siguiente forma: Se colocan 2 mL de
solucién de trabajo de la droga en el primer tubo de la serie de diluciones . En
cada uno de los tubos restantes es afiadido 1 mL de caldo de Miiller-Hinton
(Bioxon 260). Con una pipeta esterilizada se tranfiere 1 mL del primer tubo al
segundo. Despues de mezclar bien el contenido del segundo tubo, se tranfiere 1
mL con una pipeta diferente (en esta tranferencia y en todas las sucesivas) al

tercer tubo. El proceso continua hasta el penultimo tubo, al que se le quita 1 mL, el
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cual se descarta. El ultimo tubo no recibe agente antimicrobiano y sirve de control

de crecimiento.**

Inoculacidon e incubacion de los tubos.

Se prepara el in6culé que contenga de 10° a 10° UFC/mL (unidades formadoras
de colonia/mL) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez
(se emplea el estandar 0.5 de McFarland). Posteriormente se diluy6é 1:200 y se
afadié a cada tubo 1 mL de este inéculo ajustado. Se incuban los tubos a 35 °C
durante 16-20 horas. No se us6é atmosfera de CO, debido a que se trabajaron

bacterias aerdbicas.*

Interpretacion de resultados:

La menor concentracién de antimicrobiano que produce inhibicion completa del
desarrollo visible, representd la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Una
turbidez ligera o un pequefio boton de desarrollo de turbidez definida se considero
como si la droga hubiera sido incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa

concentracion (Tabla 6).

Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Para determinar la capacidad de un antimicrobiano para matar a una poblaciéon de
microorganismos se empled el mismo sistema de la prueba de determinacion de
CMI. Cuando la suspension inicial del microorganismo es inoculada en los tubos
de caldo, se toma una alicuota del tubo de control de crecimiento inmediatamente
despues de ser sembrado, esta se inocula en una placa de agar de Miller-Hinton
(Bioxon 110-1) para determinar el numero de UFC/mL del in6culo. Luego de
determinar la CIM, se siembra una cantidad conocida del in6culo (usualmente 0.1
mL) tomado de cada uno de los tubos de caldos que no presentan turbidez luego

de la incubacion, en placas de agar Muller-Hinton. El nUmero de colonias que se
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desarrolla en estos subcultivos se compara con el numero de UFC/mL del cultivo
original, luego de incubar por 24 horas. La minima concentracién del agente
antibacteriano que permite sobrevivir a menos de 0.1 % del inéculo original, se

denomina Concentracion Bactericida Minima (CBM)** (Tabla 6).
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RESULTADOS

Como resultado del estudio fitoquimico de la parte aérea de Laennecia schiedeana
se lograron aislar 14 compuestos previamente reportados en al literatura.

En el extracto hexanico de hoja se encontraron el triterpeno espinasterol (36)*>*,
los diterpenos acido centipédico (1a)*>*%%"*"  conizaleucélida A (37)*®, acido 5(S)-
8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)%°, &cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico

(39)*° y el &cido 15-desoxipulico (40)%%2®.

Del extracto acetonico se aislaron los compuestos 5,7,4'-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-
flavona (41)°® y 5,7,3'-trihidroxi-3,8,4'-trimetoxi-flavona (42)°°, siendo esta ultima
aislada por primera vez como metabolito vegetal, ya que hasta la fecha solo habia
sido reportada como producto de sintesis.

Del extracto metandlico se lograron purificar las flavonas astragalina (19)%",

218671 v rytina (16)"*. También se aislaron derivados de &cido

28-29,72-74

nicotiflorina (20)
quinico entre los que se encuentran el acido clorogénico (30a) , el acido
3,4-dicafeil-quinico (30b)?®7>" y el &acido 3,5-dicafeil-quinico (30c)®"?, siendo

estos reportados por primera vez para el género Laennecia.

La elucidacion estructural de los compuestos aislados se baso6 en el andlisis de
sus caracteristicas espectroscopicas: IR, EM y RMN-'H, *C; esta ultima incluyé
técnicas mono y bidimensionales, ademas por comparacion de sus datos

espectroscoépicos y fisicos con los reportados en la literatura.
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Extracto Hexanico

Extracto Acetonico

Extracto Metandélico

z =z \ N\
CO,H o]
36 (0.0011 %) 1a (0.0013 %)
R
(o]
N o
=z =z H N N
0”0 z *

COOH COOH

37 (0.0034 %) 38 (0.0012 %) 39 R = OMe
(0.0005 %)

40 R=H(0.0010%)

42 (0.0005 %)

Ry

19 R;=Rs=H, R,=R,= OH, R;=Glu (0.0011 %)
20 R;=Rs= H, R,=R,= OH, R3= Glu-Ram (0.0003 %)
16 R;=H, R,= R4= Rs= OH, R; = Glu-Ram(0.0003 %)

OR;

R3O////' OR;

&
N
[0)

H COOH

30a R;=Cafeil R,=R;=H (0.0014 %)

30b R;=R,= Cafeil R3=H (0.0005 %)
30c R;=R;= Cafeil R,=H (0.0050 %)

Nota: % de Rto. se calcul6 con relacion a el peso de la planta seca (1.872 g)

Figura 1. Metabolitos obtenidos de Laennecia schiedeana
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de las pruebas de actividad
biol6gica de los metabolitos aislados de Laennecia schiedeana, al igual que sus

extractos.

Tabla 2. Rastreo primario de actividad citotoxica en lineas cancerosas humanas.

Compuesto U-251 PC-3 K562 HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1
(50 pg/mL) (SNC) | (Prostata) | (Leucemia) | (Colon) | (Mama) | (Pulmon)
Ext. Hexanico 9.63 6.32 s.a s.a s.a 22.06
Ext. Aceténico 4.8 0.4 s.a s.a s.a 18.6
Ext. Metandlico s.a s.a s.a 4.65 | 23.01 42.26
Espinasterol (36) s.a 2.0 s.a s.a s.a 3.2
Acido centipédico (1a) | 35.13 | 29.02 36.45 29.76 | 43.78 53.02
Conizaleucélida A (37) | 22.6 13.77 84.77 s.a 27.87 43.86
Acido nidoresédico (38) | 44.93 | 28.75 s.a 31.78 | 15.78 73.4
A. 15-metoxi-16-oxo- | 84.08 | 53.22 68.41 86.38 | 22.54 100
15,16H-estrictico (39)
A. 15-desoxipulico (40) | 36.16 | 29.86 s.a s.a s.a 61.27
5,7,4'-Trihidroxi-3,8,3- | 85.93 | 89.85 65.32 93.03 | 81.93 75.54
trimetoxi-flavona (41)
5,7,3-Trihidroxi-3,8,4’- | 82.15 | 70.99 74.91 90.23 | 79.97 100
trimetoxi-flavona (42)
Astragalina (19) 4.6 5.0 12.21 6.0 s.a s.a
Nicotiflorina (20) 10.8 24.4 54.67 s.a s.a s.a
Rutina (16) 13.3 30.5 61.07 s.a s.a s.a
A. clorogénico (30a) 2.8 11.2 34.5 49.7 | 66.88 61.36
A. 3,5-dicafeil-quinico 4.9 6.8 27.8 s.a 29.3 13.7
(30c¢)

Nota: Todos los valores estan dados en (%) de inhibicion de crecimiento celular a una

concentracion de 50 ug/mL. s.a :Sin actividad. Los valores resaltados corresponden a los cuales

se les realiz6 la determinacién de ICsg
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Tabla 3. Concentraciones inhibitorias medias* ICso (ug/mL + E.S) de los

compuestos mas activos

Compuesto U-251 K562 HCT-15 SKLU-1
(SNC) (Leucemia) (Colon) (Pulmaon)
Conizaleucdlida A (37) N.E 21.53+4.1 N.E N.E
A. 15-metoxi-estrictico | 15.05+2.2 | 22.72+2.0 | 54.68 + 0.39 | 35.82 + 0.80
(39)
5,7,4-Trihidroxi-3,8,3- N.E N.E N.E 26.95+2.1
trimetoxi-flavona (41)
5,7,3'-Trihidroxi-3,8,4'- N.E N.E N.E 16.40 +1.3
trimetoxi-flavona (42)
Cisplatino 9.09+0.88 | 15.20+1.4 | 13.83+£0.79 | 7.13 £0.25

* Valores expresados en ug/mL + el error estdndar. N.E: No Evaluado

Tabla 4. Rastreo primario de actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de

edema Inducido por TPA

Compuesto Dosis Edema (mgQ) Inhibicion (%)
Testigo - 13.53+0.93 -
Ext. Hexanico 0.31 mg/oreja 5.17 £ 0.86 61.82
Ext. Acetonico 0.31 mg/oreja 537+1.73 60.34
Espinasterol (36) 1 pmol/oreja 8.27 +£0.03 38.31
Acido centipédico (1a) 1 umol/oreja 5.83+1.48 56.47
Conizaleucdlida A (37) 1 pumol/oreja 7.33+£1.01 45.27
Acido nidoresédico (38) 1 pmol/oreja 443 +0.34 67.24
A. 15-metoxi-16-0x0-15,16H - | 1 umol/oreja 7.93+0.34 41.37
estrictico (39)

A. 15-desoxipulico (40) 1 pumol/oreja 10.20 +1.06 24.63

Nota: Los datos representan el promedio de tres animales + el error estandar de la Media. Via de

administracion: Tépica, Vehiculo: Acetona:diclorometano (1:1), Control Positivo Indometacina
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Tabla 5. Actividad antibacteriana cualitativa utilizando el método de difusion de

Agar o de Kirby-Bauer.

Staphylococcus aureus | Staphylococcus epidermidis
Compuesto (mm) (mm)
A. 3,4-dicafeil-quinico (30b) 8.3+0.5 N.E
A. clorogénico (30a) 9.6 +0.5 12.0+0.5
A. 3,5-dicafeil-quinico (30c) 11.5+05 N.E

Nota: Los datos representan el promedio de tres medidas * el error estandar. N.E: No Evaluado,

Control positivo: Kanamicina.

Tabla 6. Actividad antibacteriana cuantitativa del acido clorogénico (30a)

Bacteria CIM (pg/mL) CBM (ug/mL)
Staphylococcus aureus 500 650
Staphylococcus epidermidis 650 800

Nota: CIM: Concentracioén inhibitoria minima, CBM: Concentracion bactericida minima.

Bioensayo con hongos

Los extractos hexanico, acetonico y metandlico, al igual que los compuestos (30a-

c) fueron evaluados frente a diferentes hongos fitopatdgenos (Aspergillus niger,

Fusarium moniliforme, Fusarium sporotrichum, Rhizoctonia solanii, Trichopyton

mentagrophytes) y al bacteria Gram-negativa Vibrio cholerae, resultando ser

inactivos.
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DISCUSION DE RESULTADOS
Identificacidén de los compuestos aislados en L. schiedeana.
Espinasterol (36)

De la fraccion 21-34H del extracto hexanico se aislé un producto cristalino en
forma de agujas planas, solubles en cloroformo y de punto de fusion 170-172° C.
En el espectro en el IR se observa una banda de absorcién ancha a 3387 cm™
indicando la presencia de un grupo hidroxilo, a 2935 y 2870 cm™ las bandas
correspondientes a metinos alifaticos, y a 1450 cm-* la presencia de una banda
caracteristica de dobles enlaces.

En el espectro de RMN-'3C (Espectro 2, Tabla 7) se observan la presencia de 29
carbonos, de los cuales se pudo identificar con base en el experimento DEPT la
presencia de 6 metilos a campo alto, 9 metilenos, 7 metinos alifaticos, 1 metino
base de oxigeno, 2 carbonos cuaternarios a campo alto, 1 carbono cuaternario y
tres metinos a campo bajo, asociados a dobles ligaduras. Basados en lo anterior y
dado que en el espectro de masas se observa el ion molecular de m/z 412, se
obtiene una férmula molecular de Cy9H4sO y con grado de instauracion de 6,
confirmando que la molécula estda conformada por un sistema tetraciclico
caracteristico de un nucleo esteroidal con dos dobles enlaces adicionales.

Su espectro de RMN-'H (Espectro 1, Tabla 7) muestra a & 0.55 y 0.80 dos sefiales
simples correspondientes a los metilos terciarios Me-18 y Me-19. A 5 0.80 y 0.85
dos sefiales dobles con constante de acoplamiento de 6.3 Hz asignadas a los
metilos Me-27 y Me-26 del grupo isopropilo (estas sefales pueden estar
intercambiadas). A 6 0.81 se tiene una sefal triple correspondiente al metilo Me-29
de un grupo etilo y a 6 1.03 una sefial doble correspondiente al metilo Me-21.

En 6 3.59 se tiene un multiplete que integra para un proton y corresponde H-3, el
cual es base de oxigeno. A 6 5.03 (dd, J= 8.5, 15.5 Hz) se observa la sefial de H-
22 y la cual se acopla con la sefial en & 5.16 (dd, J=8.4, 15.0 Hz) asignada al
protdbn H-23, lo que permite concluir que estos hidrogenos se encuentran en la
doble ligadura con una configuracion (E). A 6 5.15 se observa un multiple que

integra para un proton y que corresponde a H-7.
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Tabla 7. Datos de RMN-'H y **C del espinasterol (36)

Espinasterol (36)

Posicién RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) | RMN-C (75 MHz, CDCl5)
0, mult., J(Hz) 0
1 1.10-2.10 (2H, m) 37.2
2 1.10-2.10 (2H, m) 315
3 3.59 (1H, m) 71.1
4 1.10-2.10 (2H, m) 38.1
5 1.10-2.10 (1H, m) 40.3
6 1.10-2.10 (2H, m) 29.7
7 5.15 (1H, m) 117.5
8 - 139.6
9 1.10-2.10 (1H, m) 49.5
10 - 34.3
11 1.10-2.10 (2H, m) 21.6
12 1.10-2.10 (2H, m) 39.5
13 - 43.3
14 1.10-2.10 (1H, m) 55.2
15 1.10-2.10 (2H, m) 23.0
16 1.10-2.10 (2H, m) 28.5
17 1.10-2.10 (1H, m) 55.9
18 0.55 (3H, s) 12.2
19 0.80 (3H, s) 13.0
20 1.10-2.10 (1H, m) 40.8
21 1.03 (3H, d, J= 6.6 Hz) 21.1
22 5.03 (1H, dd, J= 8.5, 15.5 Hz) 138.1
23 5.16 (1H, dd, J= 8.4, 15.0 Hz) 129.5
24 1.10-2.10 (1H, m) 51.3
25 1.10-2.10 (1H, m) 31.9
26 0.85 (3H, d, J=6.3 Hz) 21.4
27 0.80 (3H, d, J = 6.3 Hz) 19.0 (C-27)
28 1.10-2.10 (2H, m) 25.4 (C-28)
29 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz) 12.1 (C-29)

45



En el espectro de masas por impacto electronico se observa el ion molecular de
m/z 412 (24), ademas de dos fragmentos importantes originados mediante una
ruptura alilica simple sin migracién de hidrégeno; en el primer caso, la ruptura
heterolitica del enlace C17-C20 generan un fragmento de m/z 273 (28) vy en el
segundo caso la ruptura del enlace C24-C25 da un fragmento de m/z 369 (15)*?

(Esquema 2).

m/z 412

m/z 369

Esquema 2. Principales fragmentaciones observadas en el espinasterol (36)

También se observo una fragmentacion en el enlace C17-C20 con migracion de
hidrogeno al doble enlace C22-C23 de la cadena alifatica a través de dos rutas (c,

d, Esquema 3), con transposicion del metilo Me-19 a C-17.

En este proceso de observa la formacion de dos fragmentos de m/z 271 (100), los
cuales contribuyen en el porcentaje de intensidad relativa observado (pico base),*?
confirmando la union de un fragmento de m/z 139 (C,0H1g) a través del carbono
C-17 (Esquema 3).
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m/z 412

m/z 271

Esquema 3. Principales fragmentaciones observadas en el espinasterol (36)

Otros fragmentos importantes, son los iones generados sobre el producto de
eliminacién de una molécula de H,O a partir del grupo 3-hidroxi, en donde a través
de una fragmentacion sin migracion de hidrégeno (Ruta a, Esquema 2) y otra con
migracion de hidrégeno sobre la doble ligadura mencionados anteriormente (ruta c
y d, Esquema 3), son producidos los fragmentos de m/z 255 (41) y 253 (20)
respectivamente, notando que el proceso inicial (Ruta a) es el principal, debido a

su intensidad relativa (Esquema 4).
®

Tl

m/z 255

m/z 412 m/z 394

Tl

m/z 253

Esquema 4. Principales fragmentaciones observadas en el espinasterol (36)
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Teniendo en cuenta lo anterior, se determiné que el compuesto aislado es el
espinasterol (36), el cual ha sido previamente reportado en la literatura.***’
Basados en el punto de fusién reportado® que es de 172-173 °C y la perfecta
correlacion del espectro de RMN-*C* y RMN-'H*" publicados en la literatura, se
pudo diferenciar el 24(S)-espinasterol de su epimero 24 (R)-chondrilasterol (p.f:

168-169).48:4°

El espinasterol ha sido reportado también en el género Conyza, siendo aislado de
C. filaginoides,*®*! de C. blinii°** y C. canadiensis.>®

Recientemente del espinasterol se han reportado propiedades antitumorales*’>*

e
hipoglucemiantes,>® entre otras. Sin embargo no se evidencié actividad citotoxica

preliminar en las lineas celulares evaluadas en el presente trabajo (Ver Tabla 2).
Acido centipédico (1a)

Este compuesto fue aislado como un aceite amarillo soluble en diclorometano, de

las fracciones eluidas con hexano-AcOEt 95:5.

En el espectro en el IR se observa una banda ancha a 3500 cm™ atribuible a un
grupo hidroxilo, a 1728 cm' una banda correspondiente al grupo C=0 de &cido
carboxilico y a 873 cm™ una banda caracteristica de un grupo furano.>® Ademas de
las bandas caracteristicas de metinos alifaticos y dobles ligaduras a 2925 y 1688
cm™.
En el espectro de RMN-'3C (Espectro 4, Tabla 8) se observa la presencia de 20
carbonos, los cuales de acuerdo con el experimento DEPT-135 corresponden a 3
metilos, 6 metilenos, 6 metinos y 4 carbonos cuaternarios asociados a dobles
ligaduras. La presencia a 6 172.5 de un carbonilo de &cido carboxilico completa

los 20 atomos de carbono.
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Basados en lo anterior, y considerando el peso molécular (316 g/mol) obtenido por
espectrometria de masas, se determind la formula molecular C;oH2303 con grado
de instauracién de 7, lo que concuerda con la presencia de 3 dobles enlaces, un

carbonilo y un furano monosustituido en la molécula.

Un factor concluyente para determinar la presencia de un furano monosustituido
en la molécula, fue el espectro de RMN-'H (Espectro 3, Tabla 8). En este se
observo a 4 6.27, 7.20 y 7.33 la presencia de 3 sefiales simples que integran para
un protén cada uno y que son tipicas de un anillo de furano 3-monosustituido, y
corresponden a los protones H-15, H-17 y H-16, respectivamente. A 6 1.59 se
observa una sefial simple que es atribuible a los metilos Me-1y Me-18,y a 5 1.68

otra sefial simple asignada al metilo Me-20.

Tambien se observan entre 6 2.12-2.64 una serie de sefiales multiples que
integran para 12 protones y que corresponden a los metilenos H-4, H-5, H-8, H-9 y

H-12, H-13, previamente identificados en el experimento DEPT.

Finalmente a 6 5.09, 5.19 y 5.99 se observan 3 sefiales triples (J= 6.9-7.2 Hz) que
corresponden a los metinos H-3, H-11 y H-7 respectivamente, y debido a su
multiplicidad se infiere que cada uno de ellos esta unido a un metileno. Lo anterior

se confirmé por las interacciones en el experimento COSY (Espectro 5).

. 13 15
2 6 10
/ / / 1\4 16
CO,H 17 —0
20 19 18

Acido centipédico (1a)
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Tabla 8. Datos de RMN-'H y **C del acido centipédico (1a)

Posicién RMN-"H (300 MHz, CDCl;, TMS) RMN-C (75 MHz, CDCls))
0, mult., J(Hz) 0
1 1.59 (3H, s) 17.7
2 - 130.6
3 5.09 (1H, ta, J= 6.9 Hz) 123.5
4 2.12 (2H, m) 27.9
5 2.25 (2H, m) 34.6
6 - 132.3
7 5.99 (1H, t, J= 7.2 Hz) 145.4
8 2.60 (2H, dt, J= 7.2, 7.5 Hz) 28.2
9 2.12 (2H, m) 39.1
10 - 134.9
11 5.19 (1H, td, J=1.2, 6.9 Hz) 124.5
12 2.25 (2H, m) 25.0
13 2.45 (2H, ta, J=7.8 Hz) 28.5
14 - 124.9
15 6.27 (1H, s) 111.0
16 7.33 (1H, s) 42.6
17 7.20 (1H, s) 138.8
18 1.59 (3H, s) 15.9
19 - 172.5
20 1.68 (3H, s) 25.6

En el espectro de masas por impacto electronico se observo el ion molecular de
m/z 316, tambien fragmentos de m/z 69 (100), 81 (80), 149 (42) y 247 (35), tipicos

de una ruptura alilica simple (Esquema 5).

=
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CO,H o d o
miz 316 m/z 81
~ N\
e DY
N | N\ m/z 149
miz 316 W/\®
m/z 69
7 7
N [y = & / \
CO,H g CoH \
m/z 316 2 (0]

m/z 247

Esquema 5. Principales fragmentaciones observadas en el &cido centipédico (1a)
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Basados en la informacion anterior y los datos espectroscépicos reportados en la
literatura, se determin6é que el compuesto es el acido centipédico (1a) reportado
por primera vez en Centipeda orbicularis®’, una especie de la tribu Astereae.

El acido centipédico se ha reportado en el género Conyza en las especies C.
welwischii,*® C. coulteri*® y la Gnica Laennecia estudiada hasta ahora (Laennecia

sophiifolia).”
Conizaleucélida A (37)

Este compuesto fue aislado como un aceite marrdon de las fracciones eluidas con
hexano-diclorometano 9:1.

El espectro en el IR se observan a 2922 y 2854 cm™ las bandas tipicas de
absorcion de metinos alifaticos, a 1718 cm™ una banda de absorcién fuerte tipica

de lactona y a 848 cm® la banda de absorcién media de un anillo de furano.*®

Su espectro de RMN-'H (Espectro 6, Tabla 9) mostré al igual que el del acido
centipédico (1a) (Espectro 3), tres sefiales simples a 6 6.27, 7.21 y 7.34
caracteristicas de un anillo furano 3-monosustituido. En 5 4.69 se observa una
sefal doble de dobles (J= 3.6, 12.6 Hz) correspondiente al protén H-9 base de
oxigeno de la lactona, sefal que interacciona en el espectro HMBC (Espectro 9)

con los carbonos 11, 7, 8 y 18.

En 6 5.09 y 5.56 (Espectro 6, Tabla 9) se observan dos sefiales triples anchas (J=
6.9 Hz) que corresponden a los protones H-3 y H-11, respectivamente, y basados
en el experimento COSY (Espectro 8) se pudo observar la correlacion de H-3 con
los metilos Me-1 (6 1.60), Me-20 (5 1.68) y de H-11 con el metilo Me-18 (6 1.60).

A 8 6.55 (Espectro 6, Tabla 9) se encuentra una sefial doble (J= 6.6 Hz) atribuible
al proton H-7 y que estd mas desplazada a campo bajo con respecto a los

protones olefinicos H-3 y H-11, debido al efecto del grupo éster de la lactona.
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Entre 6 2.00-2.60 se tienen sefales multiples que integran para 10 protones y que

corresponden a los metilenos H-4, H-5, H-8, H-12 y H-13.

Conizaleucélida A (37)

Tabla 9. Datos de RMN-H y *3*C de conizaleucdlida A (37)

Posicién RMN-'H (300 MHz, CDCls, TMS) RMN-"3C (75 MHz, CDCl5)
0, mult., J(Hz) 0
1 1.60 (3H, s) 17.8
2 - 132.4
3 5.09 (1H, ta, J = 6.9 Hz) 123.3
4 2.24-2.52 (2H, m) 28.7
5 2.49 (2H, m) 26.7
6 - 132.3
7 6.55 (1H, da, J = 6.6 Hz) 138.5
8 2.26-2.38 (2H, m) 30.9
9 4.69 (1H, dd, J = 3.6 Hz, 12.6 Hz) 82.7
10 - 138.9
11 5.56 (1H, ta, J = 6.9 Hz) 128.5
12 2.17 (2H, m) 24.4
13 2.31 (2H, m) 28.1
14 - 124.4
15 6.27 (1H, sa) 110.9
16 7.34 (1H, sa) 142.7
17 7.21 (1H, sa) 138.5
18 1.68 (3H, s) 12.2
19 - 165.5
20 1.68 (3H, s) 25.7

El espectro de RMN-*C (Espectro 7, Tabla 9) confirma la presencia de 20

carbonos, los cuales corresponden a 5 metilenos, 3 metilos, 6 metinos, 1 carbono
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alifatico base de oxigeno, 4 carbonos cuaternarios a campo bajo y 1 carbonilo de

lactona.

En el espectro de masas por impacto electronico se observo la presencia del ion
molecular de m/z 314, asi como la presencia de otros fragmentos importantes de
m/z 69 (41), 81 (100) y 245 (40) (Esquema 6) de acuerdo con la estructura

planteada.

m/z 314 m/z 245

Esquema 6. Principales fragmentaciones observadas en conizaleucolida A (37)

Basados en la anterior informacion se pudo determinar que el compuesto es la
conizaleucolida A (37) aislada por primera vez de Conyza hypoleuca.'® Los datos
espectroscépicos reportados para este compuesto concuerdan con los del aislado

en el presente trabajo.

Cabe destacar que esta es la segunda vez que se reporta la presencia de este
compuesto en una fuente natural y la primera en el género Laennecia,

confirmando la proximidad taxonémica entre Laennecia y Conyza.
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Acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)

Este compuesto fue aislado como un soélido café palido con punto de fusion 81-

83°C y soluble en cloroformo.

En el espectro en el IR se observa principalmente entre 3500-3440 cm™ una
banda de absorcién ancha debida a un grupo hidroxilo, a 2924 cm™ las bandas
tipicas de metinos alifaticos, en 1677 cm™ una banda de absorcion fuerte debida
al carbonilo de un &cido carboxilico y en 873 cm™ una banda de absorcién débil

tipica de un anillo de furano.>

El espectro de RMN-'H de (38) (Espectro 10, Tabla 10) muestra dos sefiales
simples en & 1.05 y 0.89 carateristicas de los metilos terciarios Me-19 y Me-20, y
en  0.85 (J= 6.6 Hz) una sefial doble correspondiente al metilo secundario Me-17.
En 6 6.16 y 6.19 (Espectro 10) se observa la presencia de dos sefiales doble de
dobles (J=3.0, 5.0 Hz) y en & 6.94 una sefial doble caracteristicas de un sistema
diénico conjugado a un &cido carboxilico y atribuibles a los protones H-1, H-2 y H-

3, respectivamente.

En 6 6.23, 7.18 y 7.33 (Espectro 10, Tabla 10) se observan tres sefiales simples
caracteristicas de un anillo de furano 3-monosustituido, cuyos carbonos aparecen
en el espectro de RMN-**C (Espectro 11, Tabla 10) en & 142.7 (C-15), 138.4 (C-
16), 125.4 (C-13) y 110.9 (C-14).

Entre 6 1.25 y 2.60 (Espectro 10, Tabla 10) se observan una serie de sefiales
multiples que integran para 8 protones y que corresponden a los metilenos H-6,H-

7,H-11 y H-12, confirmados previamente por el experimento DEPT.

Una sefal caracteristica de este tipo de diterpenos, es el singulete en 2.17 ppm
que integra para un proton y que corresponde a H-10 con orientaciéon 3, cuya

sefial del carbono aparece en & 48.4 (C-10) en el espectro de RMN-C*3,
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Tabla 10. Datos de RMN-*H y *3C del &cido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico

COOH
18

Acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)

(38)
Posicion RMN-'H (300 MHz, CDClz, TMS) RMN-"C (75 MHz, CDCl,)
0, mult., J(Hz) 0
1 6.16 (1H, dd, J = 5.0, 3.0 Hz) 133.8
2 6.19 (1H, dd, J = 5.0, 3.0 Hz) 124.5
3 6.94 (1H, d, J = 5.1 Hz) 136.1
4 - 139.5
5 - 38.8
6a 1.43 (1H, dd, J = 6.6, 2.4 Hz) 38.3
6b 2.65 (1H, dd, J = 5.1, 5.1 Hz) -
7a 1.25 (1H, m) 27.3
7b 1.57-1.71 (1H, m) -
8 1.57-1.71 (1H, m) 35.7
9 - 38.5
10 2.17 (1H, sa) 48.4
11a 2.47 (1H, dd, J = 11.4, 4.8 Hz) 34.6
11b 1.57-1.71 (1H, m) -
12a 2.28 (1H, dd, J = 12.0, 5.1 Hz) 18.2
12b 2.18 (1H,dd, J=11.1, 5.5 Hz) -
13 : 125.4
14 6.23 (1H, sa) 110.9
15 7.33 (1H, sa) 142.7
16 7.18 (1H, sa) 138.4
17 0.85 (3H, d, J = 6.6 Hz) 15.4
18 : 172.2
19 1.05 (3H, s) 19.4
20 0.89 (3H, s) 15.6
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La determinacion de la orientacidén de los metilos al igual que la del proton H-10 en
la molécula, fue llevada a cabo por comparacion directa de los espectros de RMN-

20, 57-62

'H, 13C con otros isémeros estructurales, , encontrando que los metilos Me-

17, Me-19 y Me-20 tienen una orientacion a®° y H-10 una orientacién .

Lo anterior, se logr6 debido a que existen pequefias diferencias en el
desplazamiento quimico de los metilos Me-17, Me-19 y Me-20 en los diferentes
isbmeros estructurales, que fueron Utiles para determinar la orientacion de los

metilos. 20, 57-62

En el espectro de RMN-'3C (Espectro 11, Tabla 10) se observa la presencia de 20
carbonos, los cuales de acuerdo con el experimento DEPT corresponden a 3
metilos, 4 metilenos, 6 metinos olefinicos, 2 metinos alifaticos desplazados a
campo alto, 2 carbonos cuaternarios a campo bajo y 2 a campo alto. Ademas se

observé un carbonilo a 6 172.2 tipico de un acido carboxilico.

En el espectro de masas (Espectro 12) por impacto electronico se observa la
presencia del i6n molecular de m/z 314, ademas de otros fragmentos de m/z 81
(66) y 95 (34) que ratifican la presencia del grupo furano y de acuerdo con la

estructura planteada (Esquema 7).

/\
/ m?z 81
/ A\
m/z 314 o
m/z 95

Esquema 7. Principales fragmentaciones observadas en el acido 5(S)-8(R)-9(R)-
10(S)-nidoresédico (38)
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Basados en lo anterior y en sus propiedades fisicas se pudo identificar el
compuesto aislado como el acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico previamente

reportado en Grangea maderaspatana,®® una especie de la tribu Astereae.
Acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)

Este compuesto fue aislado como un aceite amarillo soluble en cloroformo.

En el espectro en el IR se observa una banda de absorciéon amplia en 3490 cm™
de un grupo hidroxilo, en 2926 cm™ se tienen tipicas bandas de metinos alifaticos.
En 1768 y 1691 cm™ se observan dos bandas de absorcion de intensidad fuerte

atribuibles a grupos carbonilo de lactona y de &cido carboxilico conjugado.®®

Las sefiales del espectro de RMN-*C (Espectro 14, Tabla 11) muestran la
presencia de 21 carbonos que corresponden a 2 metilos, 1 grupo metoxilo en &
56.9, 5 metilenos, 1 metileno exociclico en 6 118.2, 4 metinos oleofinicos a campo
bajo, 1 metino alifatico en & 102.4 caracteristico de un acetal y 1 metino alifatico en
d 35.6. Se distinguen ademas, 1 carbonilo de &cido carboxilico en 6 171.4 y uno de
lactona en 6 170.1, también se observa en el experimento DEPT la presencia de 4
carbonos cuaternarios, de los cuales hay tres desplazados a campo bajo y uno en

campo alto.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 13, Tabla 11) se observa una sefial simple
en & 0.72 que integra para tres protones y que corresponde al metilo terciario Me-
20, y en 6 0.76 se tiene una sefial doble (J= 6.5 Hz) que corresponde al metilo

secundario Me-17.
En & 4.86 y 5.08 se tienen dos singuletes asignables al metileno exociclico H-19

y en congruencia con lo observado en el espectro de RMN-*3C (Espectro 14, Tabla

11), cuyo carbono aparece a 5 118.2.
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Entre 6 1.34-1.39 se observa una sefial multiple que integra para un proton y que
corresponde a H-8, y cuyo carbono correlaciona con los metilos Me-17 y Me-20

en el experimento HMBC (Espectro 15).

En el espectro de RMN-'H también se observa un metino en & 5.73 cuyo carbono
asignado utilizando el experimento HSQC (Espectro 17), aparece en ¢ 102.4.

Este es el carbono acetalico del cierre lactonico, el cual correlaciona en el
experimento HMBC (Espectro 15) con el grupo metoxilo (6 3.57) y con el metino H-

14 (56 6.77), confirmando la presencia de la lactona.

También se observa la presencia de una sefial triple de triple doble en & 5.42, una
sefal doble en 6 594 (J= 11.5 Hz) y una simple ancha en & 7.38 ppm
correspondientes a los protones H-1, H-2 y H-3 respectivamente; siendo estas
tipicas sefiales de un sistema diénico conjugados con relacion cis entre ellos. Se
observa ademas en el experimento COSY (Espectro 16) la correlacion entre el
proton H-1 en 5 5.42 y el metileno H-10, confirmando la presencia de un anillo de

10 miembros.

Acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)
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Tabla 11. Datos de RMN-'H y *3C del 4cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico

(39)
Posicién RMN-'H (500 MHz, CDCl3, TMS)  |RMN-C (125 MHz, CDCl,)
0, mult., J(Hz) 0
1 5.42 (1H, ttd, J = 12.0, 4.0, 2.0 Hz) 127.4
2 5.94 (1H, da, J = 11.5 Hz) 127.6
3 7.38 (1H, s) 143.4
4 - 144.6
5 - 136.1
6a 2.09 (1H, td, J = 14.0, 2.5 Hz) 33.8
6b 2.64-2.66 (1H, m) -
7a 0.83 (1H, m) 29.1
7b 1.56 (1H, ta, J = 14 Hz) -
8 1.34-1.39 (1H, m) 35.6
9 - 37.9
10a 1.79 (1H, t, J = 12 Hz) 35.8
10b 2.25 (1H,1,J = 13.0 Hz) -
11 1.47 (2H, m) 34.9
12 2.28 (2H, t, J = 8.5 Hz) 20.3
13 - 139.4
14 6.68 (1H, s) 141.4
15 5.73 (1H, sa) 102.5
16 - 170.1
17 0.76 (3H, d, J = 6.5 Hz) 13.8
18 - 171.4
19a 4.86 (1H, sa) 118.3
19b 5.08 (1H, sa) -
20 0.72 (3H, s) 18.5
OMe 3.57 (3H, s) 56.9

En el experimento NOESY (Espectro 18) se observan interacciones entre H-7b (ta,
d 1.56) con el metilo Me-20, 19a (s, 6 4.86) con H-2 y 19b con H-8. Utilizando el
modelo Dreiding se pudo determinar que la molécula adquiere una conformacion
cercana a forma de bote y que los metilos Me-17 y Me-20 se encuentran en la
molécula con orientacion a (Figura 2). No se pudo determinar la orientacion de H-
15 utilizando este experimento.
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Figura 2. Principales correlaciones NOESY del acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-

estrictico (39)

Basados en lo anterior, se pudo identificar este compuesto como el acido 15-
metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39) aislado por primera vez de Grangea
maderaspatana.®® Cabe anotar que esta es la segunda vez que se reporta este

compuesto de un género de la tribu Astereae y primera en el género Laennecia.

Acido 15-desoxipulico (40)

Este compuesto fue aislado como un acetite amarillo soluble en cloroformo.

El espectro en el IR muestra la presencia de una banda de absorcién ancha en
3460 cm™ caracteristica de un hidroxilo, en 2926 cm™ se observa la banda de
metilenos alifaticos y en 1738 cm™ dos bandas de absorcion fuerte sobrepuestas

atribuibles al carbonilo de &cido y de lactona.®

Los espectros de RMN-'H y **C de este compuesto fueron muy similares a los de
39. En el acido 15-desoxipulico (40) no se observé la sefal del grupo metoxilo, ni
el acetal en posicion 15, presentes en el &cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico
(39) (Espectro 13, Tabla 11). En lugar de estas, se observé una sefial simple que
integra para dos protones en & 4.78 (Espectro 19, Tabla 12) y cuyo carbono en &
70.2 (Espectro 20, Tabla 12) confirm6 que esta sefial corresponde a un metileno

base de oxigeno. También se observo una sefal simple en & 7.12 atribuible a H-
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14, desplazada a campo bajo con un Ad (0.35) con respecto al mismo proton en 39
(H-14, 8 6.77).

0™ 18 “oH

Acido 15-desoxipulico (40)

Tabla 12. Datos de RMN-'H y *3C del 4cido 15-desoxipulico (40)

Posicién | RMN-"H (300 MHz, CDCls, TMS) RMN-"C (75 MHz, CDCls)
0, mult., J(Hz) o)
1 5.44 (1H, td, J = 11.4, 3.0 Hz) 127.5
2 5.94 (1H, da, J = 10.2 Hz) 127.5
3 7.39 (1H, s) 143.7
4 - 144.6
5 - 136.2
6a 2.10 (1H, t, J = 15.6 Hz) 33.7
6b 2.64 (1H, m) -
7a 0.88 (1H, m) 29.1
7b 1.61 (1H, m) -
8 1.41 (1H, m) 35.6
9 - 37.9
10 1.48 (2H, m) 35.8
11a 1.81 (1H, da, J = 14.1 Hz) 35.1
11b 2.26 (1H, m) -
12 2.33 (2H, m) 20.4
13 - 135.1
14 7.12 (1H, s) 143.5
15 4.78 (1H, sa) 70.2
16 - 170.8
17 0.77 (3H, d, J = 6.6 Hz) 13.8
18 - 174.4
19a 4.86 (1H, sa) 118.3
19b 5.08 (1H, sa) -
20 0.73 (3H, s) 18.5
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Lo anterior, permitid determinar al compuesto como el acido 15-desoxipulico (40).

63b a

Este fue aislado de Pulicaria angustifolia®® y P. glutinosa,®** especies de
Asteraceae y es la tercera vez que se reporta de un recurso natural y primera en el

género Laennecia.
5,7,4-Trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41)

Este compuesto fue aislado como un sélido amarillo de p.f 220-222°C.

El espectro en el IR se observa una banda de absorcion intensa en 3481 cm™
debida a grupos hidroxilos, en 1725 cm™ una banda carateristica de un grupo
carbonilo, entre 1158-1312 cm™ las bandas de absorcién media de grupos C-O
fendlicos y en 1272 cm™ la absorcién media correspondiente a los grupos
metoxilos.>®

El espectro de RMN-*C (Espectro 22, Tabla 13) confirma la presencia de 18
carbonos, los cuales corresponden a 3 metoxilos, 4 metinos aromaticos, 10
carbonos cuaternarios en campo bajo y la presencia de un carbonilo en 5 178.0.
En el espectro de masas por impacto electrénico se observa la presencia del i6n
molecular de m/z 360 (69) correspondiente a la férmula molecular CigH160s,
ademas del pico base de m/z 345 (100), el cual es producto de la perdida de un
grupo metilo.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 21, Tabla 13) se observan tres sefiales
simples en 6 3.80, 3.82 y 3.85 correspondientes a los grupos metoxilos, los cuales
se ratifican en el espectro de RMN-*C en § 55.5, 59.7 y 60.9. La posicién de estos
grupos en la molécula fue determinada por las correlaciones observadas en el
experimento FLOCK (Espectro 23) entre sus sefiales de hidrégeno y los carbonos

3’, 3y 8, ubicados en & 147.5, 137.7 y 127.5 respectivamente.

En el espectro de RMN-'H tambien se observé una sefial simple en & 6.26, que
integra para un protén y que corresponde a H-6, el cual correlaciona con los

carbonos 7, 5, 8 y 10 en el experimento FLOCK (Espectro 23) y los cuales estan
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ubicados en el espectro de RMN-*C (Espectro 22, Tabla 13) en & 157.1, 155.1,
127.5y 103.9 respectivamente.

Otras correlaciones importantes observadas en el experimento FLOCK fueron
entre H-2'y C-2 (6 111.7), C-4’ (56 149.8) y C-6’ (6 122.1) (Figura 3).

Figura 3. Principales interacciones observadas en el experimento FLOCK de (41)

Ademas se observa en el espectro RMN-'H dos sefiales dobles en & 6.98 (J = 8.4
Hz) y 7.66 (J = 2.1 Hz), una seial doble de doble en 6 7.61 (J = 8.4, 2.1 Hz)
asignada a H-2’, H-6° y H-5 respectivamente, y cuyos desplazamientos y

multiplicidad caracterizan a un sistema aromatico 1',3",4’-trisustituido.®*®’

5,7,4'-Trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41)
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Tabla 13. Datos de RMN-*H y *3*C de la 5,7,4'-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona

(41)
Posicién | RMN-"H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-'3C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) 0
2 - 155.1
3 - 137.7
4 - 178.0
5 - 155.9
6 6.28 (1H, s) 98.8
7 - 157.1
8 - 127.5
9 - 148.5
1 - 103.9
1’ - 120.9
2’ 7.66 (1H, d, J = 2.1 Hz) 111.7
3 - 147.5
4 - 149.8
5 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz) 115.8
6’ 7.61 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz) 122.1
OMe-3' 3.80 (3H, s) 55.5
OMe-8 3.82 (3H, s) 60.9
OMe-3 3.85 (3H, s) 59.7
OH-5 12.31 (1H, sa) -

El experimento NOESY (Espectro 24) muestra interacciones entre H-2' y los
metoxilos 3’y 3, entre H-5" y H-6", y no se observa correlacién alguna entre H-5' y
un grupo metoxilo, lo que confirma la presencia de un OH en posicién 4’ del anillo

B del flavonoide.

Basados en lo anterior y por comparacién directa con los datos espectroscopicos y

67,68

fisicos (p.f: 215-217°C) reportados en la literatura, se determiné que el

compuesto es la 5,7,4’-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41) previamente aislado

8

de Cyanostegia angustifolia,® una especie de la familia Verbenaceae y es la

primera vez que se reporta este compuesto en el género Laennecia.
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5,7,3-Trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42).

Este compuesto fue aislado como un sélido amarillo de p.f 220-223 °C.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 25, Tabla 14) se observa una sefial simple
en 3 6.28 asignada a H-6, la cual correlaciona con los carbonos C-5, C-8 y C-10
en el experimento COLOC (Espectro 27), los cuales aparecen en el espectro de

RMN-C en § 155.9, 127.6 y 104.1 respectivamente.

Ademas en este experimento (Espectro 27) se observa la correlacion entre la
sefial simple en § 3.81 asignada a un metoxilo y el C-8 (6 127.6), lo que indica que
el patron de sustitucion en el anillo A de la flavona es similar que el compuesto
(41).

En el espectro de RMN-'H (Espectro 25, Tabla 14) también se observan una
seflales doble en 6 7.13 (J= 8.7 Hz), una sefial simple en 6 7.57 y una doble de
doble en 6 7.59 (J= 8.7, 2.4 Hz), asighadas a los protones H-5', H-2' y H-6
respectivamente, siendo sefiales tipicas de un anillo aromatico 1’,3’,4’-trisustituido

y pertenecientes al anillo B de una flavona.

5,7,3-Trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42)
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Tabla 14. Datos de RMN-'H y *3*C de la 5,7,3-trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42)

Posicién | RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-'3C (75 MHz, DMSO-ds)

0, mult., J(Hz) o)

2 - 155.1

3 - 138.0

4 - 178.1

5 - 155.9

6 6.28 (1H, s) 98.8

7 - 157.0

8 - 127.6

9 - 148.6

10 i 104.1

1 - 122.4

2’ 7.57 (1H,d, J= 2.4 Hz) 114.8

3 - 146.4

4 - 150.3

5 7.13 (1H,d, J=8.7 Hz) 112.7

6’ 7.59 (1H, dd, J = 8.7, 2.4 H2) 120.3

OMe-4’ 3.78 (3H, s) 55.6

OMe-8 3.81 (3H, s) 61.0

OMe-3 3.85 (3H, s) 59.7
OH-5 12.32 (1H, s) -

Para determinar la ubicacion de los sustituyentes sobre la molécula, se recurrio al
experimento COLOC (Espectro 27), en donde se observa la correlacion de un
metoxilo con el carbono en 6 150.3 asignado a C-4’, confirmando la presencia de

un grupo metoxilo en posicion 4’ del anillo B del flavonoide.

El experimento NOESY (Espectro 28) confirmd lo observado anteriormente, ya
que existen correlaciones espaciales 'H-'H entre H-5' y un grupo metoxilo en
posicion 4, diferencia notable entre esta molécula y la flavona (41), la que por
tener un grupo hidroxilo en la posicién 4’ de anillo no se observa dicha correlacion.
En el espectro de NOESY (Espectro 28) también se observo la correlacion entre

H-2' y un grupo metoxilo (3H, s, & 3.85) ubicado en la posicion 3 del anillo C.
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El espectro de RMN-3C (Espectro 26, Tabla 14) muestra la presencia de 18
carbonos con un patron similar a la flavona (41). En el espectro de masas por
impacto electrénico se observa la presencia del ion molecular de m/z 360 (69) y
pico base de m/z 345 (100), permitiendo identificar a este compuesto como un

isbmero de la flavona (41) y de formula molécular C,1gH160s.

Lo anterior permitié concluir que la diferencia entre este compuesto y la flavona
(41) era la posicion del grupo metoxilo e hidroxilo en el sistema trisustituido del
anillo B de la flavona, identificando al compuesto como la 5,7,3-trihidroxi-3,8,4'-
trimetoxi-flavona (42), la cual solo ha sido reportada como producto sintético®® y es

la primera vez que se aisla de un recurso natural (Laennecia schiedeana).
Astragalina (19)

Este compuesto fue aislado como un sélido amarillo de p.f 135-137 °C.

El espectro en el IR se observa la presencia a 3380 cm™ de una banda de
absorcion ancha debida grupos OH, en 2923 cm™ las bandas tipicas de metinos
alifaticos y en 1655 cm™ una banda de absorcién correspondiente a un grupo

carbonilo de flavonoide.>®

El espectro de RMN-*3C (Espectro 30, Tabla 15) presenta 21 atomos de carbonos
de los cuales 6 metinos aromaticos y 9 carbonos cuaternarios a campo bajo,
incluyendo un carbonilo en & 177.4 corresponden al esqueleto basico de una
flavona. Se observa ademéas un metileno en 6 60.8 y cuatro metinos base de
oxigeno y un carbono anomérico en & 100.9, confirmando una estructura de

flavonoide glicosilado.
En el espectro de RMN-'H (Espectro 29, Tabla 15) entre & 3.08 y 3.56 se

encuentran las sefales multiples de los metinos H-2”, H-3”, H-4” y H-5", y del

metileno H-6". Estas sefales, junto con la sefial a 6 5.44 (J = 7.2 Hz) asignada a
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H-1", corroboran la presencia de una 3 hexosa dada la constante de acoplamiento
diaxial de H-1".

Estas sefiales se ratifican en el espectro de RMN-"*C (Espectro 30, Tabla 15) por
su ubicacion en 6 100.9 (C-1"), 77.4 (C-3”), 76.4 (C-5"), 74.2 (C-2"), 69.9 (C-4") y
60.8 (C-6").%°

En el espectro de RMN-'H (Espectro 29, Tabla 15) también se observa la
presencia de dos sefiales dobles en 6 6.19 (J =21 Hz)y56.42 (J=21Hz)y
asignadas a H-6 y H-8 del anillo A de un canferol y las cuales se caracterizan por
un acoplamiento meta de 2.1 Hz.”® Estas se ratifican en el espectro de RMN-*C

(Espectro 30, Tabla 15) por su ubicacion en 6 98.6 y 93.6 respectivamente.

También se observa dos sefales dobles en 6 6.87 (J = 9.0 Hz) y 8.03 (J = 9.0 Hz)
(Espectro 29, Tabla 15) correspondientes a los protones H-3',H-5 y H-2',H-6’;
caracteristicas de un sistema aromatico para disutituido. Estas sefiales se
confirmaron en el espectro de RMN-*3C (Espectro 30, Tabla 15) en § 115.1 (C-3,
C-5) y 130.8 (C-2’, C-6’). Ademas se observa en & 12.60 un singulete

correspondiente al OH-5.

HO.

Astragalina (19)
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Tabla 15. Datos de RMN-'H y *3C de astragalina (19)

Posicién | RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-'3C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) o)
2 - 156.3
3 - 133.2
4 - 177.4
5 - 161.2
6 6.19 (1H, d, J = 2.1 Hz) 98.6
7 - 164.1
8 6.42 (1H, d, J = 2.1 Hz) 93.6
9 - 156.2
10 - 103.9
1 - 120.9
2’ 8.03 (2H, d, J = 9.0 Hz) 130.8
3 6.87 (2H, d, J = 9.0 Hz) 115.1
4 - 159.9
5 6.87 (2H, d, J = 9.0 Hz) 115.1
6’ 8.03 (2H, d, J=9.0 Hz) 130.8
1” 5.44 (1H,d, J = 7.2 Hz) 100.9
2" 3.16-3.26 (2H, m) 74.2
3” 3.08 (2H, m) 77.4
4" 3.08 (2H, m) 69.9
5" 3.16-3.26 (2H, m) 76.4
6a” 3.56 (1H, dd, J = 11.4, 4.2 Hz) 60.8
6b” 3.32 (1H, m) -
OH-5 12.59 ( 1H, s) :

El desplazamiento de C-3 (6 133.2) y C-2 (6 156) fue clave para determinar la
posicion de la hexosa en C-3, ya que normalmente este carbono se observa en §
136.0 cuando tiene un grupo hidroxilo unido.®®

El espectro de masas FAB" confirma la presencia del pico base de m/z 154 (100),
producto de una fragmentacion tipo Retro-Diels-Alder, caracteristica de

flavonoides que presentan un patrén de sustitucién similar al anillo A de 19.”°

Basados en el anterior analisis y por comparacibn de sus datos

2786 se determiné al compuesto aislado como astragalina (19), el

27, 66

espectroscopicos
cual ha sido previamente reportado en la literatura y siendo la primera vez que

se reporta en el género Laennecia.
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Nicotiflorina (20)

Este compuesto fue aislado como un sélido amarillo de p.f 183-184 °C.

El espectro en el IR se observa la presencia a 3383 cm™ de una banda de
absorcion ancha caracteristica de grupos hidroxilos, en 2923 cm™ se tiene una
banda de absorcién fuerte debida a metinos alifaticos y en 1659 cm™ se observa la

presencia de una banda de absorcién debida al grupo carbonilo de una flavona.*®

El espectro de RMN-'3C (Espectro 32, Tabla 16) confirmé la presencia de 27
carbonos, los cuales de acuerdo con el experimento DEPT corresponden a 1
metilo en & 17.9, 1 metileno en 5 68.6, 8 metinos base de oxigeno y 2 carbonos
anoméricos en 6 105.1 y 102.4. También, se observo 4 metinos aromaticos en &
101.6, 96.1, 116.2 y 132.3, ademas de la presencia de 8 carbonos cuaternarios en
campo bajo y un carbonilo en 5 178.8.

El espectro de RMN-'H (Espectro 31, Tabla 16) muestra la presencia de una sefial
doble en 6 1.13 (J = 6.0 Hz) asignada Me-6" del grupo ramnédsido, ademas se
obseva una sefial multiple entre 5 3.20-3.80 asignada a los protones del grupo
rutinosido.

Tambien se observa una sefial simple en & 4.50 y una sefial doble en 6 5.03 (J =
7.5 Hz) asignadas a los protones anoméricos H-1"" y H-1", confirmandose las
anteriores en el espectro de RMN-'3C (Espectro 32, Tabla 16) por su ubicacién &
102.4y 105.1 e indicando la presencia de dos hexosas en la molécula.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 31, Tabla 16) se observan dos sefiales
dobles en 6 6.10 (J = 2.1 Hz) y 6.27 (J = 2.1 Hz) asignadas a H-6 y H-8, y por su
constante de acoplamiento se deduce que estan en posicion meta una respecto a
el otra, e indicando que esta molécula presenta un patrén de sustitucién igual en el
anillo A que la flavona (19).”

También se observan dos sefales dobles en 5 6.87 (J = 9.3 Hz) y 8.05 (J = 9.3 Hz)
asignadas a H-3', H-5" y H-2’, H-6’, y caracteristicas de un sistema aromatico para

disustituido.

70



Nicotiflorina (20)

Tabla 16. Datos de RMN-'H y *3C de nicotiflorina (20)

Posicién | RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) 0
2 - 158.9
3 - 135.4
4 - 178.7
5 - 158.7
6 6.10 (1H, d, J = 2.1 Hz) 101.6
7 - 171.1
8 6.27 (1H, d, J = 2.1 Hz) 96.1
9 - 162.7
1 - 104.2
1’ - 122.8
2’ 8.05 (1H, d, J = 9.3 Hz) 132.3
3 6.87 (1H, d, J = 9.3 Hz) 116.2
4 - 161.7
5’ 6.87 (1H, d, J = 9.3 Hz) 116.2
6’ 8.05 (1H, d, J = 9.3 Hz) 132.3
1" 5.03 (1H, J = 7.5 Hz) 105.1
2" 3.20-3.80 (1H, m) 75.7
3” 3.20-3.80 (1H, m) 78.2
4" 3.20-3.80 (1H, m) 73.9
5" 3.20-3.80 (1H, m) 77.2
6" 3.20-3.80 (2H, m) 68.6
1" 4.50 (1H, sa) 102.4
2" 3.20-3.80 (1H, m) 72.1
3" 3.20-3.80 (1H, m) 72.2
4" 3.20-3.80 (1H, m) 71.4
5 3.20-3.80 (1H, m) 69.7
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| 6" | 1.13 (3H, d, J = 6.0 Hz) | 17.9 \
La posicion de C-3 en 6 135.4 y C-2 en 8 158.9 confirman que el grupo rutinésido

esta unido en el C-3 a través de el grupo glucésido.®®"?

Basados en el anterior andlisis y por comparacion de sus datos espectroscépicos,
se determind que el compuesto aislado es nicotiflorina (20) previamente reportado

en la literatura.?” %62

Rutina (16)

La rutina (16) fue aislada como un sélido amarillo con p.f 198-200 °C y de las
mismas fracciones que nicotiflorina (20).

El espectro de IR mostré bandas similares que para nicotiflorina (20), en 3357 cm™
(OH), 2923 cm™ (metinos alifaticos) y 1650 cm™ (C=0).

El espectro de RMN-'H (Espectro 33, Tabla 17) mostré sefiales similares para el
anillo A y el grupo rutinésido observadas en nicotiflorina (20), a diferencia del

patrén de sustitucion en el anillo B de la flavona.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 33, Tabla 17) se observaron dos sefiales
dobles en 6 6.84 (J = 8.7 Hz) y 7.65 (J = 2.1 Hz) asignadas a H-5’ y H-2', ademas
de una sefal doble de doble en 6 7.62 (J = 8.4, 2.1 Hz) atribuida a H-6".

Lo anterior indic6 que el anillo B es 1',3’,4'-trisustituido, lo cual se confirmé en el
espectro de RMN-'3C (Espectro 34, Tabla 17) por las sefiales en § 150.4 (C-4),
146.0 (C-3), 123.5 (C-6"), 122.9 (C-1'), 117.4 (C-5"), 116.1 (C-2") pertenecientes al

anillo B de la flavona.
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Rutina (16)

Tabla 17. Datos de RMN-'H y *3C de rutina (16)

Posicién | RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) 0
2 - 158.9
3 - 135.4
4 - 178.6
5 - 158.6
6 6.08 (1H, d, J = 2.1 Hz) 101.9
7 - 166.1
8 6.23 (1H, d, J = 2.1 Hz) 96.3
9 - 162.6
1 - 103.8
1’ - 122.9
2’ 7.65 (1H, d, J = 2.1 Hz) 116.1
3 - 146.0
4 - 150.4
5’ 6.84 (1H, d, J = 8.7 Hz) 117.4
6’ 7.62 (1H, dd, J=2.1, 8.4 Hz) 123.5
1" 4.98 (1H, d, J = 7.8 Hz) 105.5
2" 3.20-3.80 (1H, m) 75.7
3” 3.20-3.80 (1H, m) 78.3
4" 3.20-3.80 (1H, m) 74.0
5" 3.20-3.80 (1H, m) 77.2
6" 3.20-3.80 (2H, m) 68.6
1" 4.50 (1H, s a) 102.5
2" 3.20-3.80 (1H, m) 72.1
3" 3.20-3.80 (1H, m) 72.2
4" 3.20-3.80 (1H, m) 71.4
5 3.20-3.80 (1H, m) 69.7
6" 1.13 (3H, d, J = 6.0 Hz) 17.9
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Basados en lo anterior y en la comparacion de sus datos espectroscopicos, se
identific6 a este compuesto como rutina (16), previamente reportada en la

literatura.”
Acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)

El &cido 3,4-dicafeoil-quinico fue aislado como un soélido amarillo pélido y de p.f
204-206 °C.

El espectro en el IR mostré en 3373 cm™ una banda de absorcién fuerte debida a
grupos hidroxilos fenélicos y de acido carboxilico. En 1696 cm™ se tiene una banda

de absorcion intensa debida a C=0 y en 1603 cm™ otra debida a C=C.*°

En el espectro de RMN-'H (Espectro 35, Tabla 18) se observaron dos sefiales
doble de doble en 6 1.76 (J = 14.4, 3.6 Hz) y 6 2.10 (J = 14.4, 3.6 Hz) asignados
a H-6a y H-6b, ademas de dos sefiales doble de doble en 6 1.93 (J = 12.9, 4.5 Hz)
y 2.06 (J = 12.9, 4.5 Hz) asignadas a H-2a y H-2b, las anteriores se confirmaron
en el experimento DEPT en 38.4 (C-2), 37.6 (C-6) y estan en congruencia con la

presencia de dos metilenos en la molécula.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 35, Tabla 18) se observé una sefial doble de
doble de doble en & 5.42 (J = 9.4, 9.4, 4.5 Hz) asignada a H-3, la cual muestra
acoplamiento en el experimento COSY (Espectro 37) con las sefales del metileno
H-2a y H-2b. De igual manera, se observo una sefial doble de doble de doble en &
4.13 (J = 4.5, 4.5, 3.0 Hz) asignada a H-5 y la cual muestra acoplamiento en el
experimento COSY con las sefiales del metileno H-6a y H-6b, y ademas con la
sefial doble de doble en 4.92 (J = 9.4, 45 Hz) asignada a H-4. En este
experimento también se observo correlacion entre H-4 y H-3.

Basados en lo anterior, se determiné que la molécula estaba conformada por un
anillo alifatico 6 de miembros como nucleo principal, siendo esto congruente con la
presencia de 3 metinos base de oxigeno en 8 74.7 (C-4), 68.0 (C-5), 67.6 (C-3), 2
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metilenos previamente descritos, ademas de 1 carbono cuaternario base de

oxigeno en & 74.2 (C-1) y el cual esta unido un carbonilo (6 175.1, C-7) de &cido.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 35, Tabla 18) también se observaron dos
sefales dobles en § 6.14 (J = 15.9 Hz) y 6.21 (J =15.9 Hz) asignadas a H-2' y H-
2”, mismas que correlacionaron en los experimentos COSY (Espectro 37) y
NOESY (Espectro 38) con las sefiales dobles en 6 7.46 (J = 15.9 Hz) y 7.40 (1H,
d, J = 15.9 Hz) atribuidas a H-3' y H-3”. Los valores de las constantes de
acoplamiento indican que estas sefiales hacen parte de una doble ligadura con

configuracion (E) y caracteristicos de un sistema o, B-insaturado.”®*"

También se observaron dos sefiales dobles en 6 6.71 (J = 8.4 Hz) y 6.71 (J = 8.4
Hz) asignadas a H-8' y H-8"”, ademas de dos sefales doble de doble en 6 6.93 (J =
8.4, 2.1 Hz) y 6.96 (J = 8.4, 2.1 Hz) asighadas a H-9' y H-9”, y una sefial simple en
d 7.00 que integra para dos protones y asignadas a H-9’ y H-9”.

Siendo las anteriores, sefiales caracteristicas de dos sistemas aromaticos de 6
miembros trisustituidos.”*"® Estas se confirmaron en el espectro de RMN-C
(Espectro 36, Tabla 18) por su ubicacion en 6 148.5 (C-7"), 148.5 (C-7"), 145.4 (C-
6', C-6"),125.4 (C-4’, C-4"), 121.4 (C-9’), 121.3 (C-9”), 115.8 (C-8', C-8"), 114.9
(C-5', C-5").

Acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)
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Tabla 18. Datos de RMN-'H y *3C del &cido 3,4-dicafeil-quinico (30b)

Posicién | RMN-"H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) | RMN-'3C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) o)
1 - 74.2
2a 1.93 (1H, dd, J = 12.9, 4.5 Hz) 38.4
2b 2.06 (1H, dd, J = 12.9, 4.5 Hz) -
3 5.42 (1H, ddd, J = 9.4, 9.4, 4.5 Hz) 67.6
4 4.92 (1H, dd, J = 9.4, 4.5 Hz) 74.7
5 4.13 (1H, ddd, J = 4.5, 4.5, 3.0 Hz) 68.0
6a 1.76 (1H, dd, J = 14.4, 3.6 Hz) 37.6
6b 2.10 (1H, dd, J = 14.4, 3.6 Hz) -
7 i 175.1
1’ - 165.8
2’ 6.14 (1H, d, J = 15.9 Hz) 113.7
3’ 7.46 (1H, d, J = 15.9 Hz) 145.6
4 - 125.4
5’ 7.00 (1H, sa) 114.9
6’ - 145.4
7’ s 148.5
8’ 6.71 (1H,d, J = 8.4 Hz) 115.8
o’ 6.93 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz) 121.4
1” - 166.1
2" 6.21 (1H, d, J =15.9 Hz) 113.8
3” 7.40 (1H, d, J = 15.9 Hz) 145.6
4" - 125.4
5” 7.00 (1H, s) 114.9
6” - 145.4
7" - 148.5
8” 6.72 (1H,d, J=8.4 Hz) 115.8
9” 6.96 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz) 121.3

El espectro de RMN-'3C (Espectro 36, Tabla 18) confirmé la presencia de 25
carbonos, y de acuerdo con el experimento DEPT corresponden a 2 metilenos, 3
metinos base de oxigeno, 10 metinos olefinicos a campo bajo, 7 carbonos
cuaternarios, de los cuales 6 a campo bajo y uno base de oxigeno. Ademas se

observa la presencia en 6 175.1 de un carbonilo de acido carboxilico y en 5 166.1

y 165.8 dos carbonilos de ester o,p-insaturados.
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El experimento NOESY (Espectro 38) mostré correlaciones entre los protones
aromaticos (H-9',9"), (H-5',5") y los protones (H-3’,3” y H-2',2"), siendo mas fuerte
la interaccion con H-3’,3”, demostrando que la molécula estaba conformada por
dos grupos cafeilos” y los cuales estaban unidos al nicleo alifatico de 6 miembros

en las posiciones 3y 4.

La orientacion B de H-4 y H-5, se determind debido a la interaccion de tipo NOE
(Espectro 38) presente entre estos protones. No se observd correlacion espacial
entre H-3 y H-4 o H-5, indicando que H-3 tiene una orientacién o en la molécula,
tambien confirmado por sus valores de constante de acoplamiento, en donde se
observa la presencia de 2 acoplamientos axiales de 9.4 Hz entre H-3 con H-4 y H-
2.

Basados en los anterior, y por comparacion con los datos espectroscépicos

reportados en la literatura’™ "

y una muestra disponible en el laboratorio, se
identific al compuesto aislado como el acido 3,4-dicafeil-quinico (30b).

Esta molécula es derivada de &cido quinico, el cual es un intermediario en la
biogénesis de los flavonoides.”® El acido 3,4-dicafeoil quinico ha sido reportado en
el género Conyza,?’ y es la primera vez que este tipo de compuestos se reporta en

el género Laennecia.

Acido clorogénico (30a)

El &cido clorogénico (30a) fue aislado como un sélido amarillo palido y de p.f 201-
203 °C. El espectro en el IR muestra un banda de absorcion fuerte debida a
grupos OH en 3171 cm™. En 1696 cm™ se tiene una banda de absorcién fuerte
debida a C=0y en 1629 cm™ otra debida a C=C.>®

El espectro de RMN-'3C (Espectro 40, Tabla 19) confirma la presencia de 16
carbonos, y de acuerdo con el experimento DEPT corresponden a 2 metilenos, 3
metinos base de oxigeno, 5 metinos en campo bajo, 3 carbonos cuaternarios a

campo bajo y uno a campo alto. Ademas de dos carbonilos en 6 175.6 y 165.9.
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En el espectro de RMN-'H (Espectro 39, Tabla 19) se observé una sefial simple
en 6 1.88 y dos sefiales dobles anchas en 6 1.72 (J = 12.3 Hz) y 2.00 (J = 12.3
Hz) asignadas a los metilenos H-2, H-6a y H-6b respectivamente, y confirmadas
en el espectro de RMN-*C (Espectro 40, Tabla 19) por las sefiales en & 38.1 (C-6)
y 37.6 (C-2).

En el experimento COSY (Espectro 41) se observaron las correlaciones entre el
metileno H-2 con la sefial doble de doble de doble en & 5.14 (J = 8.7, 8.7, 6.0)
asignada a H-3, y la cual a su vez esta acoplada con una sefial doble de dobles en
8 3.51 (J = 8.7, 2.7 Hz) correspondiente al protén H-4. En el espectro de RMN-'H
(Espectro 39, Tabla 19) también se observa una sefal simple en 6 3.93 asignada
a H-5.

Las sefales atribuidas a H-3, H-4 y H-5 son confirmadas en el espectro de RMN-
13C (Espectro 40, Tabla 19) por la presencia de tres carbonos base de oxigeno en
§ 72.0 (C-3), 71.1 (C-4) y 69.9 (C-5),”*" los cuales conforman el anillo alifatico de

6 miembros.

El espectro de RMN-'H (Espectro 39, Tabla 19) también se observan dos sefiales
dobles en 6 6.18 (J = 15.9 Hz) y 7.43 (J = 16.2 Hz) asignadas a H-2' y H-3', y las
cuales son carateristicas de un sistema a,fB-insaturado. Ademas de las sefales
dobles en 6 6.76 (J =8.1 Hz) y 7.04 (J = 2.1 Hz) asignadas a H-8' y H-5’, y la sefial
doble de doble en & 6.96 (J = 8.1, 1.8 Hz) asignadas a H-9’, Siendo las anteriores

sefiales caracteristicas de un sistema aromatico trisustituido.”> "

La presencia del grupo cafeilo se confirma en el espectro de RMN-'3C (Espectro
40, Tabla 19) por las sefales en & 148.2 (C-7’), 145.5 (C-6’), 144.4 (C-3’), 125.5
(C-4"), 120.9 (C-9"), 115.7 (C-8"), 114.7 (C-5") y 114.5 (C-2'). Los carbonilos en &
175.6 y 165.9 corresponden a C-7 (COOH) y C-1’ (C=0).
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Acido clorogénico (30a)

Tabla 19. Datos de RMN-'H y **C del 4cido clorogénico (30a)

Posicion | RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds, TMS) | RMN-"3C (75 MHz, DMSO-ds)
0, mult., J(Hz) o)
1 - 74.5
2 1.88 (2H, sa) 37.6
3 5.14 (1H, ddd, J = 8.7, 8.7, 6.0 Hz) 72.0
4 3.51 (1H, dd, J = 8.7, 2.7 Hz) 71.1
5 3.93 (1H, sa) 69.9
6a 1.72 (1H, da, J = 12.3 Hz) 38.1
6b 2.00 (1H, da, J = 12.3 Hz) -
7 - 175.6
1’ - 165.9
2’ 6.18 (1H, d, J = 15.9 Hz) 114.5
3 7.43 (1H, d, J = 16.2 Hz) 144.4
4 - 125.5
5’ 7.04 (1H, d, J = 2.1 Hz) 114.7
6 - 145.5
7’ - 148.2
8 6.76 (1H, d, J = 8.1 Hz) 115.7
9’ 6.96 (1H, dd, J = 8.1, 1.8 Hz) 120.9

Por comparacién con los datos espectroscopicos reportados,” se determiné que
el grupo cafeilo estaba unido en la posicion 3 del anillo base y que la configuracion

de la molécula era igual que para el acido 3,4-dicafeil-quinico (30b), identificando

al compuesto aislado como el &cido clorogénico (30a).”* "

28-29

Este compuesto ha sido previamente reportado en el género Conyza y es la

primera vez que se reporta en el género Laennecia.
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Acido 3,5-dicafeil-quinico (30c)

El acido 3,5-dicafeil-quinico fue aislado como un sélido amarillo pélido de p.f 201-
203 °C. El espectro en el IR mostré en 3356 cm™ una banda de absorcién intensa
debida a grupos hidroxilos fenélicos y de &cido carboxilico, en 1688 cm™ una

banda de absorcién fuerte debida a C=0 y en 1603 cm™ otra debida a C=C.*°

En el espectro de RMN-'H (Espectro 42, Tabla 20) se observé una sefial doble de
dobles en & 3.97 (J = 8.0, 3.3 Hz) asignada a H-4 y la cual correlaciona en el
experimento COSY (Espectro 44) con la sefal multiple que integra para dos
protones en 6 5.41 y asignadas a H-3 y H-5, y estas a su vez se acoplan con la
sefial multiple en 6 2.17-2.29 (Espectro 42, Tabla 20) asignadas a los metilenos H-
2 y H-6, las cuales se confirman en el espectro de RMN-"3C (Espectro 43, Tabla
20) en § 37.9 (C-2), 36.1 (C-6).

En el espectro de RMN-'H (Espectro 42, Tabla 20) también se observaron cuatro
sefales dobles en 5 6.26 (J = 15.9 Hz), 6.35 (J = 15.9 Hz), 7.56 (J = 15.9 Hz) y
7.61 (J = 15.9 Hz) asignadas a H-2', H-3’, H-2” y H-3"” respectivamente. Ademas
de la sefal doble en 56 6.78 (J = 8.1 Hz) que integra para dos protones y asignada
a H-8'y H-8".

También se observan dos sefiales doble de dobles en 6 6.94 (J = 8.1, 2.1 Hz) y
6.97 (J = 8.1, 2.1 Hz) asignadas a H-9' y H-9"respectivamente. Ademas se
observd una sefial doble en 7.06 (J = 1.8 Hz) que integra para dos protones y
atribuida a H-5" y H-5".

Lo anterior, confirmé la presencia de dos grupos cafeilos en la molécula ubicados

en la posiciones 3 y 5 del anillo alifatico de seis miembros.”
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Acido 3,5-dicafeil-quinico (30c)

Tabla 19. Datos de RMN-'H y **C del 4cido 3,5-dicafeil-quinico (30c)

Posicién | RMN-'H (300 MHz, CD;0D, TMS) RMN-*3C (75 MHz, CD;0D)
0, mult., J(Hz) 0
1 - 74.9
2 2.10-2.40 (4H, m) 37.9
3 5.41 (1H, m) 72.1
4 3.97 (1H, dd, J = 8.0, 3.3 Hz) 70.8
5 5.41 (1H, m) 72.7
6 2.10-2.40 (4H, m) 36.1
7 - 177.6
1’ : 168.4
2’ 6.26 (1H, d, J = 15.9 Hz) 115.2
3’ 7.56 (1H, d, J = 15.9 Hz) 147.2
4 - 127.8
5’ 7.05 (1H,d, J= 1.8 H2) 115.1
6’ - 146.8
7’ - 149.6
8’ 6.78 (1H, d, J = 8.1 Hz) 116.4
o’ 6.94 (1H, dd, J = 8.1, 2.1 Hz) 123.0
1" - 168.9
2" 6.35 (1H, d, J = 15.9 Hz) 115.6
3” 7.61 (1H, d, J = 15.9 Hz) 147.0
4" - 127.9
5” 7.06 (1H,d, J= 1.8 Hz) 115.1
6” - 146.8
7" - 149.5
8” 6.78 (1H, d, J = 8.1 Hz) 116.4
9” 6.97 (1H, dd, J = 8.1, 2.1 Hz) 123.0

El espectro de RMN-3C (Espectro 43, Tabla 20) confirmé la presencia de 25

carbonos, y de acuerdo con el experimento DEPT corresponden a 2 metilenos, 3

metinos base de oxigeno, 10 metinos olefinicos en campo bajo, 7 carbonos
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cuaternarios, de los cuales se tiene 6 a campo bajo y uno base de oxigeno.
Ademas en & 177.7 un carbonilo de &cido carboxilico y en & 166.9 y 168.4 dos

carbonilos de éster o,B-insaturados.

Basados en lo anterior y por comparaciéon de los datos espectroscopicos
reportados en la literatura,” se identifico la molécula aislada como el &cido 3,5-

dicafeil-quinico (30c), isémero del compuesto (30b).”

Este compuesto ha sido aislado también en el género Conyza® y es la primera

vez que se reporta en el género Laennecia.

PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Con el fin de explorar posibles actividades bioldgicas de los metabolitos aislados
del estudio fitoquimico de Laennecia schiedeana, estos se sometieron a pruebas
de citotoxicidad en diferentes lineas celulares de cancer humano utilizando un
protocolo establecido por el Instituto Nacional de Cancer (INC) de los Estados
Unidos.*

En una primera etapa, se sometieron los compuestos (Ver Tabla 2) a un rastreo
primario de citotoxicidad en diferentes lineas cancerosas humanas, encontrando
que la lactona diterpénica conizaleucdlida A (37)*® presentd una actividad
citotdxica considerable en la linea cancerosa K562 (leucemia) con 84.77 % de
actividad inhibitoria y un valor de ICspde 21.53 + 4.1

Conizaleucolida A (37)
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Hasta le fecha no hay reportes de actividad citotoxica contra leucemia de furano
diterpenos como conizaleucdlida (37), lo que hace a esta molécula un objetivo
interesante desde el punto de vista sintético, ya que se podria hacer
transformaciones quimicas sobre la misma con el objetivo de establecer una
relacion de estructura-actividad y asi poder aumentar su citotoxicidad en esta
linea cancerosa.

La leucemia es un grupo de enfermedades de la médula 6sea (Céancer
hematol6gico) que implican un aumento incontrolado de glébulos blancos
(leucocitos). La leucemia es el cancer mas frecuente en la infancia, con 3-4 casos
por cada 100,000 nifios menores de 15 afios. En México existen alrededor de 80
mil personas con este padecimiento.””

Los productos naturales han resultado ser una fuente importante de agentes
citotoxicos contra esta enfermedad, siendo reportados al afio numerosas
aplicaciones que abarcan los diferentes tipos de leucemia. De esta forma, se han
aislado recientemente un gran numero de diterpenos con variados arreglos
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estructurales, siendo estos, un grupo de compuestos con gran futuro en el

desarrollo de un tratamiento mas adecuado para la leucemia.

Otra de las moléculas que resultd ser activa en el rastreo primario de citotoxicidad
fue el diterpeno &cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39),>° alcanzando un
valor de 100 % de inhibicion y un valor de ICso de 35.82 £ 0.80 ug/mL en la linea
cancerosa de pulmén (SKLU-1). En la linea cancerosa de sistema nervioso
central, este compuesto alcanzé un porcentaje de inhibicion del 84.08 % pero su
ICso fue mucho menor, con 15.05 + 2.2 pyg/mL. El patrén anterior también se
observé para las lineas cancerosas de leucemia (K562) y de colon (HCT-15)
(Tabla 3).

Al comparar los valores obtenidos anteriormente para el acido 15-metoxi-16-0xo-

15,16H-estrictico (39)*° con el acido 15-desoxipulico (40),%%*® de estructura similar;

se observa que este ultimo sufrid un descenso considerable de actividad en el
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rastreo citotoxico primario (Tabla 2), lo que es atribuible a la ausencia del grupo

metoxilo en la estructura (40), Unica diferencia entre ambas moléculas.

Lo anterior, permitio establecer una relacién de estructura-actividad entre ambas
moléculas, concluyendo que la presencia del grupo metoxilo en el acido 15-

metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39) contribuye en la actividad mostrada.

COCH COOH
Acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39) Acido 15-desoxipulico (40)
Pulmon (SKLU-1) 100 % de inhibicién 61.27 % de inhibicidon
ICs0 35.82 + 0.80 ug/mL ICs0 NoO evaluado

Figura 4. Actividad bioldgica de las lactonas diterpénicas (39) y (40)

Los anteriores resultados, abren una puerta interesante hacia posibles
modificaciones estructurales que permitan determinar que grupo presente en la
molécula, como el lactonico o el anillo de 10 miembros, brindan la mayor

contribucién a los valores de actividad citotoxica (Tabla 2 y 3).
Otros compuestos interesantes en donde se logré observar una relacion de

estructura-actividad fue en las flavonas isoméricas 5,7,4’-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-
flavona (41)°®y 5,7.3-trihidroxi-3.8.4"-trimetoxi-flavona (42).%°
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Al comparar los resultados de la flavona (41) con la flavona isomérica (42), se
observo que esta Ultima presenta valores de porcentaje de inhibicion similares
para todas las lineas, excepto para la linea de pulmén, en donde la flavona (42)
alcanzé un valor del 100 % de actividad inhibitoria y un ICso de 16.40 = 1.3 pg/mL.
Comparando los valores de actividad de la flavona (42) (100 % de inhibicion, 16.40
+ 1.3 pyg/mL ) con el valor de 75.24 % e ICso de 26.95 £ 2.1 pg/mL de (41), se
observa que existe una diferencia significativa entre los valores de ICso y que son

atribuidos a la posicion de los sutituyentes en el anillo B de la flavona.

(41) (42)
Pulmon (SKLU-1) 75.54 % de inhibicion 100 % de inhibicién
ICs0 26.95 + 2.1 pg/mL ICs0 16.40 £ 1.3 pg/mL

Lo anterior, podria significar que la posicion para del grupo metoxilo y meta de el
hidroxilo en el anillo B de la flavona (42), es importante en la actividad citotoxica

preeliminar mostrada en la linea cancerosa de pulmoén (SKLU-1).

Esto es un resultado interesante, ya que posibles transformaciones sobre los
grupos en los anillos Ay C de la flavona puedan generar sistemas mas activos en

esta linea celular.

Estos resultados son congruentes con las actividades citotoxicas in vitro
mostradas por flavonoides como la apigenina, luteolina, genisteina y quercetina,
entre otros. Los cuales han sido objeto de recientes estudios de estructura

actividad, llegando a ser productos de importancia farmacolégica.®
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Rastreo primario de actividad antiinflamatoria

El extracto hexanico, el acetonico y los compuestos (36), (1a), (37-40) fueron
sometidos a un rastreo primario de actividad antitinflamatoria utilizando el modelo
de edema inducido por TPA,* encontrando valores no muy altos (Tabla 4). El
acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38) fue el compuesto con mayor
porcentaje de inhibicién alcanzando un valor de 67.24 %.

Actividad antibacteriana

Fue determinada la actividad antibacteriana cualitativa de los derivados de acido
quinico (30a), (30b) y (30c) aislados del extracto metandlico, sobre la bacteria
Gram-negativa Vibrio cholerae vy las bacterias Gram-Positivas Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis, empleando el método de difusion de Agar o
de Kirby-Bauer* (Tabla 5).

En este, se encontré que los derivados de acido quinico presentan actividad solo
en bacterias Gram-positivas y no en Gram-negativas, siendo consistente con lo
reportado para este tipo de compuestos.®® Fue cuantificada la actividad
antibacteriana del acido clorogénico (30a), encontrando valores bajos de actividad
(Tabla 6).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, la cual vive en las
membranas nasales, en las mucosas y la piel. Esta puede causar forunculosis,
celulitis, neumonia, supuracion de heridas e intoxicacion alimentaria.

S. epidermidis suele hallarse por abscesos ocasionados por cortes pequefios y
otras heridas de la piel. Suelen causar infecciones de acceso vascular y en el
tracto urinario femenino.®*

Es interesante determinar que moléculas como los derivados de &cido quinico
confieren propiedades antibacterianas al género Laennecia y Conyza, lo que

concuerda con la utilizacion en medicina tradicional Mexicana de emplastes de
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este tipo de plantas, en diferentes padecimientos cutaneos y en heridas

superficiales, entre otras.!

Bioensayo con hongos

Los extractos hexanico, acetonico y metandlico, al igual que los compuestos (30a),
(30b) y (30c) fueron evaluados frente a diferentes hongos fitopatbgenos

(Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Fusarium sporotrichum, Rhizoctonia

solanii, Trichopyton mentagrophytes), resultando ser inactivos.
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CONCLUSIONES

Laennecia schiedeana es la segunda especie estudiada fitoquimicamente del
género Laenneciay la primera estudiada en México.

En el presente trabajo se lograron aislar e identificar de la parte aérea 14
compuestos, los cuales ya han sido reportados previamente en la literatura.

Cabe destacar que todos los metabolitos aislados a excepcion del &cido
centipédico (1a), se reportan por primera vez en el género Laennecia.

La lactona diterpénica conizaleucdlida A (37) presentd una actividad citotdxica
considerable en la linea cancerosa K562 (leucemia) con 84.77 % de actividad
inhibitoria preliminar y un valor de ICso de 21.53 + 4.1, siendo este el primer
reporte de este tipo de estructura con actividad citotéxica en esta linea celular.

Se pudo establecer una relacion de estructura-actividad entre los diterpenos (39) y
(40), observando que la ausencia del grupo metoxilo en la posicion 15, afecta
notablemente la actividad citotoxica preliminar del compuesto (40) con respecto a

la de (39), siendo esto mas notorio en la linea cancerosa de pulmon (SKLU-1).

Se aisla por primera vez de un recurso vegetal (L. schiedeana) la flavona (42), la
cual solo habia sido reportada como un producto sintético.

Tambien se logré establecer una relacion de estructura-actividad entre las
flavonas isoméricas (41) y (42), determinando que la posicion para del grupo
metoxilo y meta del hidroxilo en el anillo B de la flavona, es importante en la
actividad citotoxica mostrada por la flavona (42).

Los derivados de &cido quinico (30a-b) mostraron tener actividad antibacteriana
frente a bacterias Gram-positivas (S. aureus y S. epidermidis), siendo mas activo
el &cido clorogénico (30a) (Tabla 6) y en congruencia con los usos dados a
especies de este género o cercanos como Conyza (simonillo), en el tratamiento de

diferentes padecimientos cutaneos en medicina tradicional Mexicana.
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Los compuestos aislados en Laennecia schiedeana guardan similitud estructural
con los reportados en el género Conyza y la Unica especie estudiada de
Laennecia, ademas de otros géneros de la subtribu Astereae como Grangea,

Centipeda y Pulicaria, encontrando cercano parentesco entre las mismas.
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ESPECTRO 1. RMN-'H (300 MHz, CDCls;, TMS) de espinasterol (36)
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ESPECTRO 2. RMN-*C (75 MHz, CDCl5) de espinasterol (36)
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ESPECTRO 3. RMN-'H (300 MHz, CDClz;, TMS) del 4cido centipédico (1a)
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ESPECTRO 4. RMN-*3C (75 MHz, CDCl5) del 4cido centipédico (1a)
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ESPECTRO 5. Experimento COSY del acido centipédico (1a)
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ESPECTRO 6. RMN-'H (300 MHz, CDClz;, TMS) de conizaleucélida A (37)
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ESPECTRO 7. RMN-**C (75 MHz, CDCl5) de conizaleucélida A (37)
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ESPECTRO 8. Experimento COSY de conizaleucdlida A (37)
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ESPECTRO 9. Experimento HMBC de conizaleucdélida A (37)
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ESPECTRO 10. RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS) del 4cido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)
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ESPECTRO 11. RMN-*3C (75 MHz, CDCls) del acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)
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ESPECTRO 12. MASAS del acido 5(S)-8(R)-9(R)-10(S)-nidoresédico (38)
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ESPECTRO 13. RMN-'H (500 MHz, CDCl;, TMS) del &cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)
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ESPECTRO 14. RMN-**C (125 MHz, CDCls) del &cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)

108



15

ESPECTRO 15. Experimento HMBC del acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)
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ESPECTRO 16. Experimento COSY del acido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)
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ESPECTRO 17. Experimento HSQC del acido 15-metoxi-16-o0x0-15,16H-estrictico (39)
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ESPECTRO 18. Experimento NOESY del 4cido 15-metoxi-16-0x0-15,16H-estrictico (39)
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ESPECTRO 19. RMN-'H (300 MHz, CDCls, TMS) del 4cido 15-desoxipulico (40)
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ESPECTRO 20. RMN-*3C (75 MHz, CDCls) del acido 15-desoxipulico (40)
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ESPECTRO 21. RMN-"H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) de 5,7,4-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41)
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ESPECTRO 22. RMN-**C (75 MHz, DMSO-d;) de 5,7,4'-trihidroxi-3,8,3"-trimetoxi-flavona (41)
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ESPECTRO 23. Experimento FLOCK de 5,7,4’-trihidroxi-3,8,3’-trimetoxi-flavona (41)
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ESPECTRO 24. Experimento NOESY de 5,7,4'-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxi-flavona (41)
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ESPECTRO 25. RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) de 5,7,3'-trihidroxi-3,8,4'-trimetoxi-flavona (42)
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ESPECTRO 26. RMN-'C (75 MHz, DMSO-dg) de 5,7,3'-trihidroxi-3,8,4'-trimetoxi-flavona (42)
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ESPECTRO 27. Experimento COLOC de 5,7,3-trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42)
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ESPECTRO 28. Experimento NOESY de 5,7,3'-trihidroxi-3,8,4’-trimetoxi-flavona (42)
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ESPECTRO 29. RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) de astragalina (19)
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ESPECTRO 30. RMN-*3C (75 MHz, DMSO-dg) de astragalina (19)
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ESPECTRO 31. RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) de nicotiflorina (20)

125



ESPECTRO 32. RMN-3C (75 MHz, DMSO-dg) de nicotiflorina (20)
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ESPECTRO 33. RMN-*H (300 MHz, DMSO-ds, TMS) de rutina (16)
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ESPECTRO 34. RMN-3C (75 MHz, DMSO-ds) de rutina (16)
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ESPECTRO 35. RMN-*H (300 MHz, DMSO-ds, TMS) del acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)
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ESPECTRO 36. RMN-**C (75 MHz, DMSO-d) del &cido 3,4-dicafeil-quinico (30b)
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ESPECTRO 37. Experimento COSY del acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)
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ESPECTRO 38. Experimento NOESY del acido 3,4-dicafeil-quinico (30b)
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ESPECTRO 39. RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, TMS) del acido clorogénico (30a)
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ESPECTRO 40. RMN-*3C (75 MHz, DMSO-d;) del acido clorogénico (30a)
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ESPECTRO 41. Experimento COSY del acido clorogénico (30a)
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ESPECTRO 42. RMN-'H (300 MHz, CD;0OD, TMS) del 4cido 3,5-dicafeil-quinico (30c)
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ESPECTRO 43. RMN-*3C (75 MHz, CD50D) del acido 3,5-dicafeil-quinico (30c)
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ESPECTRO 44. Experimento COSY del acido 3,5-dicafeil-quinico (30c)
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