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de Esenbeckia

Resumen

Esenbeckia es un género que se localiza principalmente en el continente
americano que consta de 30 especies, de las cuales 17 se encuentran
ubicadas en las regiones tropicales, principalmente en los estados de Veracruz,

Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Chiapas.

Del estudio realizado a los extractos organicos de las partes aéreas de
Esenbeckia nesiotica se aislaron y caracterizaron sustancias de tipo terpénicas
como son el epdxido de cariofileno, B-sitosterol, e isomultiflorenol asi como la
flavanona hesperidina y B-D-glucopirandsido de [-sitosterilo, es adecuado
mencionar que isomultiflorenol y la hesperidina son metabolitos que no se

encuentran informados como constituyentes quimicos del género Esenbeckia.

En cuanto al estudio realizado a los extractos organicos de las partes aéreas
de E.ovata se logré el aislamiento de sustancias tipo terpénicas como el (-
sitosterol, B-epdxido de cariofileno, cicloneolitsol, ciclobalanona y [B-D-
glucopiranésido de B-sitosterilo, asi como sustancias del tipo cumarinicas que
fueron identificadas como bergapteno e isopimpinelina, las sustancias
identificadas como cicloneolitsol y la ciclobalanona no han sido reportadas

como constituyentes del género Esenbeckia.

Los metabolitos caracterizados en este estudio fueron ensayados como
agentes citotoxicos, donde la mayoria de los compuestos no muestran alta
toxicidad, a excepcion del metabolito isopimpinelina, que mostré actividad
citotoxica moderada a una concentracion de 50 uM (66.74%), especifica para la

linea celular de cancer de prostata (PC-3).

Edgar Eli Vergara Huerta 1
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INTRODUCCION

Los estudios referentes al analisis de los productos naturales presentes en los
organismos vivos (plantas, animales, hongos, entre otras fuentes) constituyen
un campo de investigacion basica que se cultiva en todo el mundo, y a partir de
los hallazgos obtenidos, pueden derivarse numerosas lineas de investigacion,
entre las cuales podemos mencionar (a) las implicaciones taxonémicas de los
productos naturales aislados, (b) el entendimiento de los mecanismos de
interacciéon biolégica (planta — planta y planta — insecto, entre otros), lo cual
deriva en aspectos de interés ecoldgico y agrondmico, (c) pueden identificarse
metabolitos secundarios de interés terapéutico para los seres humanos, o bien
de interés veterinario, (d) aspectos alimentarios, nutricionales, etc. En resumen,
los hallazgos derivados del estudio de la composicion quimica de la vegetacion
pueden coadyuvar a la conservacién y al aprovechamiento racional del recurso.
Asi en nuestro pais, se han realizado investigaciones a lo largo de las ultimas
décadas particularmente de la flora endémica, la cual es una de las mas
variadas del mundo. Se ha calculado que existen aproximadamente 260,000
especies diferentes de plantas superiores que crecen en nuestro planeta,
muchas de las cuales se encuentran actualmente en peligro de extincion. Sin
embargo, se estima que solo el 10% de ellas han sido estudiadas desde el
punto de vista biolégico o quimico. Asi, resulta evidente que numerosas
substancias de interés practico en los aspectos arriba mencionados podran ser

descubiertas mediante la investigacion basica que es necesario llevar a cabo.

Edgar Eli Vergara Huerta 2
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CAPITULO |

Planteamiento del problema y Objetivo de la investigacion

Dentro de la linea de investigacion basica referente al analisis quimico de la
vegetacion, la cual tiene como objetivo generar conocimiento sobre la
estructura molecular de los productos naturales presentes en la naturaleza, se
considero pertinente el estudio de dos especies del género Esenbeckia (familia
Rutaceae), debido a que es un grupo de plantas cuya identificacion botanica ha
presentado cierta complejidad, ya que existe una notable semejanza en los
caracteres morfolégicos entre las especies [1]. Asi, se procedié a realizar
estudios quimicos, con el objetivo de conocer no sélo la estructura molecular
de los metabolitos secundarios, sino también en explorar su actividad biologica

(citotoxicidad).

1.1.- Formulacion del problema

Tomando en cuenta las investigaciones ya existentes de las diferentes
especies del género Esenbeckia, se concluye que el conocimiento quimico
biolégico sobre las especies de este género es limitado, lo cual configura al
problema por resolver. Es indudable la importancia de realizar estudios de
diferentes poblaciones de especies o de especies no analizadas previamente.
El aislamiento y caracterizacibon molecular de los constituyentes de los
extractos organicos de E. nesiotica y E. ovata permitira la disponibilidad
practica de substancias puras que facilitaran la exploracion de la actividad
biolégica de las mismas (especificamente la actividad toéxica frente a ciertas
lineas celulares). Los resultados generados disminuira la falta de conocimiento
arriba mencionado. Adicionalmente, es presumible que este conocimiento

proporcione herramientas de valor taxonomico.

Edgar Eli Vergara Huerta 3
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1.2.- Objetivo General

Generar conocimiento referente a la estructura molecular y bioactividad de los
constituyentes quimicos presentes en las especies Esenbeckia ovata y E.
nesiotica, mediante la extraccidn, el aislamiento, la determinacion de la

estructura molecular y la realizacion de bioensayos particulares.

1.3.- Objetivos Especificos

e Localizacién y coleccidn de las especies vegetales a analizar.

e Preparacion de los extractos organicos a analizar.

e Determinar la estructura molecular de los metabolitos aislados, mediante
el andlisis y la comparacion de datos espectroscopicos, vy
espectrométricos disponibles en la literatura cientifica.

e Aportar informacion sobre las citotoxicidad de los metabolitos aislados
de estas dos especies de Esenbeckia

e Contextualizar los resultados obtenidos con los reportados previamente

en la literatura.

1.4 Justificacion del Estudio

Los productos naturales son las sustancias derivadas del metabolismo
secundario como consecuencia de los mecanismos de defensa vy
supervivencia. Son de gran importancia en el entendimiento de los mecanismos
moleculares que operan en la naturaleza asi como por las diversas actividades
biolégicas que presentan. Estas substancias son caracteristicas de una sola
especie, o bien, estan restringidas a ciertos grupos de plantas.

De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo pretende generar conocimiento
que integrado con la informacion disponible en la literatura, permita enriquecer
el perfil quimico biolégico de las substancias presentes en especies de
Esenbeckia.

Edgar Eli Vergara Huerta 4
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CAPITULO Il

Marco Teorico

2.1 Antecedentes

2.1.1.- Clasificacion Botanica

Las especies vegetales motivo del presente estudio se ubican en:
Familia: Rutaceae
Género: Esenbeckia

Especies: E. nesiotica y E. ovata Kunth.

2.1.2.-Distribuciéon Geografica y Descripcion Botanica de Esenbeckia

Las especies de Esenbeckia se localizan principalmente en las zonas tropicales
de Ameérica, Asia y Australia. En nuestro pais, las especies de este género se
encuentran ubicadas en las regiones tropicales, principalmente en los estados
de Veracruz, Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Chiapas [1,2]. Son arboles o
arbustos de 1-15 m de altura, con tronco de 5 a 50 cm de diametro, hojas
alternadas u opuestas, inflorescencias en forma de panicula y las flores

presentan un diametro de 5-7mm con fruto capsulado.

2.1.3.- Generalidades sobre Rutaceas

Las rutaceas constituyen una numerosa familia de arboles y arbustos que en
algunos casos se presentan como hierbas, de gran importancia econémica por
ser productora de los frutos citricos comerciales (limones, naranjas,
mandarinas, limas, entre otros), también de algunas especies ornamentales,

como algunas especies de Choisya y Skimmia.

Edgar Eli Vergara Huerta 5
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Las rutaceas practicamente tienen distribucidn cosmopolita, pero estan
preferentemente centradas en las regiones templadas y tropicales del
hemisferio sur, en especial de Australia y Africa del sur. Las rutaceas
comerciales se cultivan principalmente en la region del sur de Estados Unidos,
México, Africa del sur y Australia. La familia Rutaceae esta dividida en siete
subfamilias que incluyen ciento cincuenta géneros, el mayor numero de los
cuales pertenecen a las subfamilias Rutoideae, Toddalioideae y Citroideae.
Consta aproximadamente de 1500 a 2000 especies que se localizan
principalmente en las zonas tropicales de América, Asia y Australia.

Esenbeckia pertenece a la subfamilia Rutoideae [3].

Estudios quimicos previos realizados a especies de esta familia han
demostrado la presencia de aceites esenciales, entre los que se han
caracterizados compuestos monoterpénicos y sesquiterpénicos. Sin embargo,
la caracteristica mas distintiva de la familia de la mayoria de los géneros hasta
ahora analizados (en cuanto a metabolitos secundarios) ha sido la presencia de
alcaloides (derivados del acido antranilico, de la fenilalanina, del carbazol, del
imidazol, y los alcaloides inddlicos). Una recopilacion importante de la
informacion sobre los constituyentes quimicos de la misma, es la presentada
por Waterman y Grundon en 1983 y mas recientemente por Hegnauer; quienes
indican que los metabolitos secundarios mas frecuentemente caracterizados,
pueden dividirse en los siguientes grupos: a) alcaloides, b) cumarinas, c)
flavonoides y glicosidos de flavonoides, d) cromonas y acetofenonas, e)
triterpenos pentaciclicos f) triterpenos altamente oxidados (limonoides y
cuasinoides) [4,5]. Mas adelante se describiran sucintamente algunos de los

grupos estructurales mencionados.
2.1.4. Estudios Quimicos de Esenbeckia
Los estudios quimicos realizados para las especies de este género, indican que

los limonoides, las furanocumarinas, los triterpenos y los alcaloides derivados

de la acridona son los productos naturales principales.

Edgar Eli Vergara Huerta 6
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Anteriormente, se ha informado una revisibn de los constituyentes de
Esenbeckia [3], la cual incorporo los datos disponibles hasta 1998. En la tabla 1
se muestran los constituyentes quimicos de las 19 especies de Esenbeckia

hasta ahora estudiadas.

Tabla 1. Constituyentes Quimicos del género Esenbeckia

Especie Constituyente (estructura) Referencia

(parte de la planta)

Esenbeckia febrifuga (1) rutaevina [7,8]
(corteza)

(2) diosfenol de la limonina
(4) eskimianina

(5) maculina

(6) flindersiamina

Esenbeckia hartmanii (1) rutaevina [9]
(2) diosfenol

(3) limonina
(4) esquimianina
(7) maculosidina

Esenbeckia litoralis (semillas (1) rutaevina [10]
y capsulas de las semillas)

(3) limonina

(8) kokusagina

(9) bergapteno
(10) isopimpinelina

(Hojas, tallo y corteza) (8) kokusagina

(10) isopimpinelina

(11) 1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona
(12) 8-hidroxibergapteno

(13) imperatorina

(14) felopterina

(15) alloimperatorina

Esenbeckia litoralis (hojas y (4) esquimianina [10]

semillas)

Edgar Eli Vergara Huerta 7
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(5) maculina

(9) bergapteno
(13) imperatorina
(14) felopterina
(16) dictamina

(17) evolitrina

Esenbeckia berlandieri (1) rutaevina [10]

(semillas y céascaras de

fruto)
Esenbeckia flava (hojas y (1) rutaevina [10]
tallo)

(4) esquimianina

(6) flindersiamina

(7) maculosidina

(16) dictamina

(17) evolitrina

(19) 3,3-di-(3-metil-2-buten)-N-metil-2,4-

quinoldiona
Esenbeckia pilocarpoides (5) maculina [11]
(raiz)

(6) flindersiamina

(8) kokusagina

(11) 1-hidroxi-3-metoxi-N-metilacridona

(18) kokusaginina

(20) isomaculina
Esenbeckia nesiotica (hojas (21) B- sitosterol [12]
y tallo)

(22) B-epodxido de cariofileno

(23) friedelina

(24) (Z,2,Z,2,Z,Z,E,E,E)- decaprenol

(26) lupeol

(25) (2,2,2,2,2,2,Z,Z,Z,E, E,E)-tridecaprenol
(27) 1-(3-metilbutanoil)-3-geranil-floroglucinol
(28) 1-(2-metilbutanoil)-3-geranil-floroglucinol

(29) 1-(2-metilpropanoil)-3-geranil-floroglucinol

Edgar Eli Vergara Huerta 8
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(30) clovandiol

Esenbeckia belizencis (6) flindersiamina [13]
(hojas y tallo)
(18) kokusaginina

(21) B- sitosterol

(22) B-epodxido de cariofileno

(23) friedelina

(25) (Z,2,Z,2,Z,Z,E,E,E)-decaprenol.
(31) espatulenol

Esenbeckia huertana (hojas (9) bergapteno [14]
y tallos)
(10) isopimpinelina

(14) felopterina

(22) B-epodxido de cariofileno
(23) fridelina

(26) lupeol

(32) criptomeridiol

Esenbeckia leiocarpa (5) maculina [15,16]

(6) flindersiamina

(16) dictamina

(18) kokusagina

(34) 4-metoxi-2-(3"-pentenil)-quinolina
(35) 1-metil-2-(3"-pentenil)-quinolin-4-ona
(36) 5-isopentenilindol

(37) 6-isopentenilindol

(38) 7-isopentenilindol

(39) anonidina A

(40) anonidina C

(41) 7-indolcarbaldehido

(42) 7-indolmetanol

(43) leiocarpol

(44) leiocarpadiol

(45) sesamina

(46) metilpiperitol
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Esenbeckia pumilia (raiz)

Esenbeckia almawillia

Esenbeckia grandiflora (raiz)

Esenbeckia almawillia (parte

aérea)

Esenbeckia alata (hojas)

(47) marmesina

(48) 4-isopropeniloxi-trans-cinamato de metilo
(49) leiocarpona

(50) leiocarpatriol A

(51) leiocarpatriol B

(52) 8-metoxi-1-metil-2-tridecilquinolin-4-ona

(53) amida A
(54) amida B
(55) rutina [17]
(10) isopimpinelina [18]

(56) 3-metoxi-4,5-metilen dioxicinamaldehido
(57) 3-metoxi-4,5-metilendioxicinamato de metilo
(58) 8-metoxi-1-metil-2-pentil-4-quinolona

(59) 8-metoxi-1-metil-2-hexil-4-quinolona

(60) 8-metoxi-1-metil-2-heptil-4-quinolona

(5) maculina [18]
(6) flindersiamina

(18) kokusagina

(34) xantotoxina

(61) pimpinelina

(62) 3-(1’,1’-dimetilalil) columbianetina
(63) 4-metoxi-1-metilquinolin-2-ona

(6) flindersiamina [19]

(7) maculosidina

(64) chalepina

(65) 2-(3’-metoxi-2-(3’-metoxi-4,5-
metilendioxifenil)-1-metilenquinolin-4-ona

(66) 8- metoxi-2-(3’-metoxi-4,5-metilendioxifenil)-
1-metilenquinolin-4-ona

(67) Psoraleno [20]
(34) xantotoxina

(68) xantiletina

(4) esquimianina

(26) Lupeol
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Esenbeckia conspecta kunt
(tallo)

E. ovata Kunth (hojas)

Esenbeckia stephani (hojas)

Esenbeckia pentaphylla
(hojas)

(46) Sesamina

(21) B- sitosterol [21]

(69) acido oleico

(70) acido palmitico

(32) espatulenol

(31) clovandiol

(71) aurapteno

(14) felopterina

(72) 8-metoxi-N-metilflindersina

(6) flindersiamina

(7) maculosidina

(73) B-D-glucopiranodsido de (3 sitosterilo

(23) friedelina [22]
(74) lupenona

(22) B-epodxido de cariofileno
(26) lupeol

(21) B-sitosterol

(9) bergapteno

(10) isopimpinelina

(34) xantotoxina

(14) felopterina

(32) criptomeridiol

(21) B- sitosterol [23]
(22) B-epodxido de cariofileno

(23) friedelina
(75) walenol

(13) imperatorina [24]

(16) dictamina

(76) N-metilfliedersina
(6) flindersiamina

(18) kokusaginina
(77) y- fagarina
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(78) escopoletina

(79) 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldehido

R1 OCH3

4R H, R2= R3=DCH3
5 R;=R;=0CH.0, Ry=H
5 R1=R2=OCH20, R:]_:DCHS

\ 7 R1=R3=OCH3=OGH20

8 R,= H,R,=R,= OCH,0Q
R2 N 16 R‘|=H2=R3=H

17 R1=R3= H, R2=OCH3
R3 18 R1=R2=DCH3, R3= H

1
1
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R4

9 R1= OCH3. R2= H
J N 10 R;= Ry= OCH,
12 R-1= OCH3 R2= H
o o g 13 Rq= H, R,= OCH,CH=C(CH3);

14 R;= OCHj, Ry= OCH,CH=C(CHa);

Ro 15 R;= OCH,CH=C(CHg),, Rp= OH
34 Ry=H, R, = OCHj

0 0

F
'“ <Om

e N

CHy CHs

19 20

CHy H o
H3C‘!r;ﬂ N
0
]
/
HO
21 22
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36 C-5 -CH,CH=C(CH3),
37 C-6 -CH,CH=C(CH,),
38 C-7 -CHZCH=C(CH3}2

43
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Ar! M
o: o 45 Ar'= Ar= piperonilo
\ :’ 46 Ar'= piperonilo, Ar®= veratrilo
Ar?
H

HO
0 {i:Ha 0
~ )
| R 0
] (8]
10 R
OCH; H
53 R= OCH;
52 54 R=H

<O S R

OH O R

56 R=R,=H, R,=OMe
55 57 R=R,=OMe, R,=H
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Considerando que en la presente investigacion se aislaron y caracterizaron
flavonoides, terpenoides y cumarinas, a continuacion se describiran algunas

generalidades de estos grupos de substancias naturales.

2.1.5 Generalidades de Flavonoides

Estos metabolitos secundarios del tipo fenil propano se encuentran en fuentes
naturales como O-glicdsidos, agliconas o C-glicosidos. Poseen como unidad
basica un esqueleto de 15 carbonos. Se representan como Cg-C3-Cg y estan
formados por dos anillos aromaticos (A y C) unidos por un heterociclo con

oxigeno (B).
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» Clasificacion

Se clasifican segun la estructura del esqueleto y su nomenclatura es la

siguiente [25]:

O O
Flavonoide Flavanona dihidroflavonol

OH

OH

Flavan-3,4-diol Flavona Flavonol

Derivados de los esqueletos principales anteriormente mencionados, se

identifican grupos adicionales de flavonoides, que son los siguientes:

I C
I
'/DH

Antocianina Isoflavona Meoflavona

Cuando el esqueleto de fenil propanoide no forma un heterociclo, se identifican
las chalconas:

Chalcona
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Cuando a partir del fenil propanoide se genera un heterociclo de 5

miembros, se forman las auronas:

o)

0

Aurona

> Ruta biosintética:

Su biosintesis es a partir de la ruta de acido sikimico, a partir de la cual
principalmente se forman compuestos aromaticos como aminoacidos

aromaticos L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptéfano.

La fenilalanina y tirosina forman unidades basicas de C¢C3 que estan en los
productos naturales. Esta ruta la realizan microorganismos y plantas pero

no animales [26].
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Figura 1. Ruta del Sikimato en la Biosintesis de Flavonoides

Los flavonoides son productos de una unidad iniciadora de cinamoil Co-A con
cadenas que usan tres moléculas de malonil Co-A. Esto inicialmente produce
un policétido como se observa en la figura 1, el cual de acuerdo a la naturaleza
de la enzima responsable, puede dividirse de dos formas diferentes. Esto
permite que procedan reacciones alddlicas o de tipo Claisen, generando anillos

aromaticos [27].
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Actividad biologica

Las funciones bioldgicas que estos metabolitos secundarios tienen en los
organismos que los producen no han sido establecidas claramente. Sin
embargo, existe evidencia de las propiedades protectoras de estos compuestos
en los tejidos vegetales contra la irradiacion UV, como fitoalexinas, como
agentes antibacterianos, ademas de la coloracién y el sabor caracteristico de
las partes vegetales que los poseen. En afos recientes se ha observado la
relacion de los flavonoides con las propiedades defensivas de las plantas,
encontrando por ejemplo, que la presencia de algun O-glicésido evita el ataque
de herbivoros en diferentes variedades de arroz, y en general, cada vez se
encuentran en la literatura mas reportes que informan de las propiedades

alelopaticas de los flavonoides.

Actualmente, se estima que se han caracterizado aproximadamente 6400
flavonoides aislados de fuentes naturales. Entre las actividades bioldgicas que

poseen in vitro [27] se pueden mencionar las siguientes.

e Actividad antiinflamatoria
e Antioxidante

¢ Anticancerigena

e Antibacterial

e Antiviral

e |nhibidores de enzimas
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2.1.6 Generalidades de Terpenos

Son metabolitos secundarios con estructuras compuestas por unidades de

isopreno (Cs). Se encuentran en los diversos 6rganos de todas las plantas a

excepcion de los sesterterpenos (C-25) que se encuentran en ciertos hongos y

en algunos insectos, tales como Ceroplastes albolineatus [28].

s

Unidad de Isopreno

» Clasificacion

Se clasifican segun el numero de unidades de isopreno:

Monoterpenos (C-10) formados por dos unidades de isopreno
Sesquiterpenos (C-15) formados por tres unidades de isopreno
Diterpenos (C-20) formados por cuatro unidades de isopreno
Sesterterpenos (C-25) formados por cinco unidades de isopreno
Triterpenos (C-30) formados por seis unidades de isopreno

Politerpenos (C-n) formados por n unidades de isopreno

La figura 2 muestra algunos ejemplos de la clasificacion de los terpenos.
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éb BN P

a-pineno farnesol

(monoterpeno) (sesquiterpeno)

labdano a-amirina

(diterpenao) (Triterpenc)

> Ruta biosintética:

Las unidades bioquimicas de isopreno pueden ser derivadas de dos rutas,
una es por la ruta de intermediarios de acido mevalénico (AMV) como se
indica en la figura 3 y la otra es 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulosa, que segun
estudios recientes es probablemente el mas usado en la naturaleza.

La ruta del acido mevaldnico consiste en que tres moléculas de acetil-
coenzima A son usadas para formar el acido mevaldnico. Dos moléculas se
combinan inicialmente en una condensacion tipo Claisen para dar
acetoacetil CoA, y una tercera es incorporada via adicién alcohdlica
estereo-especifica dando el éster de cadena ramificada [B-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
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Figura 3. Ruta del acido mevalonico. Biosintesis de terpenos

La ruta del 5-fosfato de 1-desoxi-D-Xilulosa incluye a la ruta glicolitica con
intermediarios de acido piruvico y el 3-fosfato de gliceraldehido, con la pérdida
de carboxil-piruvato. Sin embargo, a pesar de que se tiene elucidada gran parte
de esta ruta de biosintesis, aun hay intermediarios por determinar.

Muchos organismos usan las dos rutas, pero los animales sé6lo usan la ruta de
mevalonato porque aparentemente les falta el fosfato de desoxixilulosa.

Las plantas usan las dos rutas, asi las enzimas de la ruta de mevalonato estan
localizadas en el citosol, mientras que las enzimas de la ruta del fosfato de

desoxixilulosa han sido halladas en los cloroplastos.
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Concordantemente, triterpenos y esteroides (productos del citosol) son
formados por la ruta de mevalonato y otros terpenoides son formados en el

cloroplasto y son derivados del fosfato de desoxixilulosa [28].

» Actividad biologica

Los terpenos tienen varias funciones, entre ellas se puede citar a los
monoterpenos que inhiben la germinacion de otras especies y asi evitar la
competencia. Otros ejemplos son los sesquiterpenos que actuan como
insecticidas y las lactonas sesquiterpénicas que son reguladoras del

crecimiento vegetal [29].

> Usos

Los monoterpenos y sesquiterpenos se usan principalmente en la industria de
la perfumeria, se aislan de hojas, flores y raices. Los terpenos oxigenados
generalmente de olor agradable aumentan el valor de los aceites esenciales.
Algunos terpenos son intermediarios importantes de sintesis organicas y otros
se usan como disolventes, por ejemplo, el aguarras que es una mezcla de a-y

B- pinenos y se obtienen a partir de la corteza de pinos [29].

2.1.7. Cumarinas

El término cumarina se aplica, colectivamente a un gran numero de
compuestos que existen en la naturaleza y que poseen como nucleo a la 2H-1-
benzopiran-2-ona. Muchas cumarinas que poseen el nucleo del benzopirano
tienen un origen en la ciclizacidn del acido cis-cinamico oxigenado en la
posicion 2. Sin embargo, muchas cumarinas probablemente se formen de la
mezcla acido cinamico/ acetato via (4-fenilcumarina) o totalmente del acetato

(4-n-propilcumarina).
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La cumarina, umbeliferona y herniarina, son cumarinas simples derivadas del
acido cinamico, las cuales han sido aisladas de muchas especies vegetales.

Otras cumarinas presentan la adicion de una unidad de 5 atomos de carbono
originados del acido mevaldnico, generando cumarinas preniladas y sus
derivados furano y piranocumarinas, las cuales son sustancias caracteristicas

de la familia Umbeliferae y Rutaceae [8, 30].

El acido trans-cinamico formado de la desaminacién de la fenilalanina sufre una
oxidacion en la posicion orto, seguida de una glucosilacion e isomerizacion al
correspondiente acido cis-cinamico. Una caracteristica distintiva de las
cumarinas aisladas de rutaceas, es que presentan una funcién oxigenada en el
C-7, lo que sugiere que los acidos trans y cis para-cumaricos son los
precursores de las cumarinas aisladas de rutaceas, como se ilustra en el
esquema 1 [31, 32, 33].

~_.COOH . COOH N
COOH
R — 3 R Oglc g Oglc
Ac. trans-cinamico (R=H) Ag. cis-cinamico (R=H)
(R=0OH)
R=0H
R=H
S S
CUMARINAS
B ———————— -
SIMPLES /C(l @(j
HO o~ 0O 0

8
¢ )
|/

m
o o~ o

7-0O-1ISOPRENIL 8-C-ISOPRENIL 6-C-ISOPRENIL
CUMARINAS CUMARINAS CUMARINAS

Esquema 1. Origen de las cumarinas simples
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Las cumarinas han sido obtenidas de diversos 6rganos vegetales, desde raices
hasta flores y frutos. Su aislamiento se puede lograr a través del empleo
sucesivo de disolventes de polaridad creciente. La mayoria de las cumarinas
presentan fluorescencia azul cuando se les expone a la luz UV, las que tienen
oxigeno en C-7 pueden exhibir fluorescencia con la luz visible. Dentro de las
actividades bioldgicas que presentan las cumarinas, se ha encontrado una
amplia variedad de efectos en animales, incluyendo efectos diuréticos,
vasodilatadores y propiedades anticoagulantes. Finalmente, se ha encontrado
que las furanocumarinas pueden inhibir la germinacion de las semillas, otras

han mostrado estimular el desarrollo de las plantas [30].
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CAPITULO Il

Metodologia

3.1.- Tipo de Investigacion

El presente trabajo es una investigacion experimental de tipo basico. La parte
tedrica consiste en la revision de los antecedentes y el analisis de los
resultados, y la parte experimental se refiere a las actividades practicas en el
laboratorio. Las sustancias que se aislen y eluciden a partir de los extractos
organicos de las especies Esenbeckia nesiotica y E. ovata son sustancias con
actividad bioloégica potencial, por lo que los resultados de esta investigacion

podrian ser utiles para estudios subsecuentes.

3.2.- Material Vegetal

Se colecté el material vegetal en el estado de Michoacan, México en el afio
2007, el material fue colectado e identificado por la Bidl. Clara Hilda Ramos y
depositado en el Herbario Nacional de la Universidad Nacional Autonoma de
México con la clave de Registro E. nesiotica: M-38567 y E.ovata: CH-27

3.3.- Diseiio Experimental

3.3.1.- Diagrama del desarrollo de la parte experimental.

Se llevaron a cabo diversas actividades experimentales de acuerdo a los

procedimientos convencionales sobre el analisis quimico de material vegetal.

Este procedimiento se resume en la figura 4.
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Figura 4. Diagrama del desarrollo de la investigacion

Edgar Eli Vergara Huerta



Metodologia Aislamiento, determinacion de la estructura molecular y
Bioevaluacion de los productos naturales de especies de
Esenbeckia

3.3.2- Cromatografia en columna a presion reducida

Este procedimiento se llevé a cabo en una columna de vidrio y se us6 como
fase estacionaria silica gel MN Kieselgel 60 0.04-0.063mm/ 230-400 mesh y
como fase mévil se usé mezclas de solventes en polaridad creciente n- hexano,
n-hexano/AcOEt, AcOEt/Acetona. La longitud y radio de la columna pueden
variar, de acuerdo a la cantidad de extracto que se requiere separar y el tipo de

silice que se emplee para llevar acabo el fraccionamiento

3.3.3.- Cromatografia en capa fina (CCF)

Esta técnica cromatografica se realizé en cromatofolios de aluminio TLC Silica
gel 60 Fzs4 de marca MERCK de 20 cm y 20 cm y 2 mm de espesor.
Dependiendo del numero de fracciones a analizarse comparativamente se
cortan en dimensiones mas pequefas, las dimensiones utilizadas
generalmente son de 3 cm y 5 cm, se dibujaron los frentes de elucién dejando 5
mm en la parte superior e inferior, se aplicdé la muestra con un capilar y se
introdujo a una camara que contenga el sistema de elucién adecuado para la
resolucion de la mezcla. Las placas se observaron bajo una lampara UV
Spectroline modelo ENF-240 ( A 254 nm y 365 nm), se revelan en una solucién

de sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce(SO4)4] al 1% en acido sulfurico 2N.

3.3.4.- Punto de fusion

Esta determinacion se realiza en un equipo de tipo Fisher-Jones de marca
Cole-Parmer; se colocan unos pocos cristales de la muestra en un
cubreobjetos y se observa el cambio de estado fisico. Se realizan tres

determinaciones en cada muestra a analizarse.
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3.3.5.- Espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros se obtienen en un equipo FT-IR Nicolet Magna 750, la forma de
obtencién se especifica en cada espectro segun la solubilidad de la muestra

analizar.

3.3.6.- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno
(RMN 'Hy 13C)

Este analisis se obtiene de un espectrémetro Varian modelo Unity 300 a 300
MHz y Varian modelo Unity plus 500 a 500 MHz, Se usa como disolvente
CDCl3, piridina, MeOH para pruebas en 1D y 2D.

3.3.7.- Espectrometria de Masas

Estos espectros se obtienen en un espectrometro de marca Jeol modelo JMS-
AX505HA, usando la técnica de impacto electronico con potencial y corriente

de ionizacion de 70 eV y 100pA

3.4.- Parte Experimental del Analisis Quimico de Esenbeckia nesiotica

(Rutaceae)

3.4.1- Obtencion de los Extractos

1.1 Kg. de hojas secas de E. nesiotica fueron sometidas a maceracién con n-
hexano por tres dias, el disolvente fue evaporado a presion reducida en un rota
vapor obteniéndose un total de 45 g de extracto hexanico. La maceracion con
metanol del material vegetal previamente desengrasado permitié la obtencion

de 50.1 g de extracto metandlico.
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3.4.2 Analisis del extracto hexanico de E. nesiotica

Se emplearon 45 g de extracto hexanico el cual se adsorbié en silica gel en
relacion 1:1 (extracto - SiO3) 90 g de esta mezcla se aplicé a una columna (60
cm y 5.5 cm de diametro) empacada con 232.8 g de silica, eluyendo a presién
reducida. El desarrollo de la cromatografia se llevd a cabo usando como
eluyente inicial hexano e incrementando la polaridad de forma gradual con
mezclas de hexano, hexano - AcOEt, AcOEt, AcOEt — Acetona, de acuerdo al
proceso cromatografico. Se colectaron fracciones de 150 ml que

posteriormente se concentraron a presion reducida.

Datos de elucion de la columna de fraccionamiento primario

Fraccionamiento Primario Extracto
Hexanico de E. nesiotica

A 4

Hexano » Hexano/ > AcOEt
AcOEt
\4 \ 4
1-17 Y Lavado de
18 — 33 (95:05) columna.
34 - 60 (90:10)

61— 78 (80:20)
79 -100 (70:30)
101-120 (60:40)
121 - 148 (50:50)
149 - 165 (40:60)
166 — 175 (30:70)

Figura 5. Diagrama del desarrollo de la investigacion del extracto hexanico

Del fraccionamiento primario del extracto hexanico, se identificaron los

siguientes compuestos:
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Fraccion Compuesto identificado
01-22 B-epodxido de cariofileno (22)
30-33 Isomultiflorenol (80)

45 -54 [ - sitosterol (21)

Tabla 2. Componentes mayoritarios del extracto Hexanico de E. nesiotica

Posteriormente, se procedio a reunir las fracciones obtenidas de acuerdo a su

similitud cromatografica y comparacioén directa con sus componentes.

Tabla 3. Fracciones reunidas después del primer fraccionamiento del extracto

hexanico de E.nesiotica

Eluato Fraccion i de%l’:iaf\i/cea?:%n.
01-23 A Cerasy E. nes -
01-23
23-30 B Cerasy
componentes
volatiles
30-35 C E. nes — 30-35
35-44 D Cerasy
componentes
volatiles
45-54 E E. nes —45-54
55-60 F Cerasy
componentes
volatiles
61-67 G pigmentos
68-71 H
71-83 I
84-94 J
94-110 K
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111-119
120-136
137-142
143-153
154-157
158-175

zZ <

T O =2

La fraccion denominada E. Nes 01-23 (1.2 g de muestra) fue analizada
mediante una cromatografia en columna, para lo cual se adsorbid la mezcla en
gel de silice en proporcion 1:1.5 y se aplicd en una columna de 40 cm de
longitud y 1.5 cm de diametro, esta columna fue empacada con 10.8 g de la
SiO,. El desarrollo de la cromatografia se llevd a cabo usando como eluyente
hexano e incrementando la polaridad gradualmente con mezclas de hexano-
AcOEt.

Se colectaron fracciones de 5 ml las cuales se reunieron de acuerdo a su perfil

cromatografico como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Numero de fracciones obtenidas de la fracciéon E.nes -01-23

Eluyente Proporcién % Fracciones

n-hexano 100 01-25
n-Hexano/AcOEt 98:02 26 - 44
n-Hexano/AcOEt 96:04 45 - 66
n-Hexano/AcOEt 95:05 67-88

B-epoxido de cariofileno (22).

De las fracciones 76 — 88, obtenidas de eluir la columna E. nes 01 - 23 con una
mezcla de hexano/AcOEt (95:05), se aislaron 27.5 mg (0.0025%) de una
sustancia que resulto ser soluble en cloroformo, diclorometano y hexano. Esta
sustancia aceitosa con olor dulce e incolora en CCF revelaba de color morado-

azul, cuando se utilizaba como revelador quimico sulfato cérico amoniacal.
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10 9 A
N8 7
H
14

B-Epbxido de cariofileno (22)

e Aceite incoloro (lit: [34, 35 y 36]).
e Rf: 0.32 ( hexano/ AcEOt (95:5))

IRV max (CHCI3 cm™). 2928, 2855, 1718, 1463,1265.

RMN-"H (Espectro 1, 300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz); & 4.86 (1H, d, J = 0.9,
H-14a) ; & 4.85 (1H, d, J = 0.9, H- 14b), 5 2.88 (1H, dd, J = 4.2, 10.65, H-5), &
2.61 (1H, dd, J = 9.9, 9.6, H-9), & 1.20 (3H, s, H-15), 5 1.00 (3H, s, H-12), &
0.98 (3H, s, H-13).

RMN *C (Espectro 2, 75 MHz, CDCls,), & (ppm), 50.7 (C-1), 27.2 (C-2), 39.1
(C-3), 59.8 (C-4), 63.7 (C-5), 30.1 (C-6), 39.7 (C-7), 151.8 (C-8), 48.7 (C-9),
29.8 (C-10), 34.0 (C-11), 29.7 (C-12), 21.6 (C-13), 112.8 (C-14), 17.0 (C-15).

Isomultiflorenol (80).

De las fracciones nombradas como E. nes — 30 — 35, obtenidos al eluir la
columna principal con una mezcla de hexano / AcOEt (90:10) se aislaron por
medio de cristalizacion por par de disolventes (CH,Cl, - MeOH) 58.6mg. (0.130
%) de un solido cristalino de color blanco, soluble en CH2Cl, y CHCI3 y que
presentd un pf. 180 — 182 °C ademas de que esta sustancia revelaba en el
cromatofolio de color rojo utilizando como revelador quimico sulfato cérico

amoniacal.
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23 24 Isomultiflorenol (80)

e Sdlido cristalino en forma de agujas de color blanco. Pf.: 180-182°C,
(lit. [37,38]).
e Rf: 0.48 ( hexano/ AcEOt (80:20))

IR v max. (Espectro 3, KBr pastilla cm'1). 3288, 2919, 2850, 1467, 1376.

RMN-"H (Espectro 4, 300 MHz, CDCls), 8 (ppm), J (Hz); & 0.80 (3H,s), 8 0.95
(9H,s), 5 0.98 (3H,s), 5 1.00 (3H,s), & 1.05 (3H,s), & 1.07 (3H,s), 5 3.23 (1H, dd,
J = 4.2,11.4, H-a, H-3a).

RMN ®C (Espectro 5, 300 MHz, CDCls), 8 (ppm), 34.38 (C-1), 26.29 (C-2),
79.03 (C-3), 38.81 (C-4), 50.69 (C-5), 19.24 (C-6), 27.50 (C-7), 135.08 (C-8),
133.50 (C-9), 37.60 (C-10), 20.81 (C-11), 30.67 (C-12), 37.28 (C-13), 40.99 (C-
14), 27.92 (C-15), 36.70 (C-16), 30.79 (C-17), 44.11 (C-18), 34.18 (C-19), 28.32
(C-20), 36.7 (C-21), 35.02 (C-22), 28.05 (C-23), 15.60 (C-24), 19.82 (C-25),
18.98 (C-26), 24.67 (C-27), 31.50 (C-28), 34.54 (C-29), 32.98 (C-30).

EM: (Espectro 6) m/z (int.rel.) 426 [M]" (65), 411 (42), 393 (10), 259 (100), 247
(55), 241 (48), 229 (52), 218 (42), 205 (85), 191 (34), 95 (75).

B-sitosterol (21)

De los eluatos nombrados como E. nes — 45 — 54, obtenidos de eluir la

columna principal con una mezcla de hexano / AcOEt (90:10) se aislaron por

Edgar Eli Vergara Huerta 38



Metodologia Aislamiento, determinacion de la estructura molecular y
Bioevaluacion de los productos naturales de especies de
Esenbeckia

medio de cristalizacion por par de disolventes (CH2Cl, y Acetona) 0.3989g.

(0.85 %) de una sustancia cristalina de color blanco, soluble en hexano, CHCl,

y CHCI3; y que presentd un punto de fusién de 130 — 132 °C.
29

ity 27

p-sitosterol (21)

e Sdlido cristalino en forma de escamas de color blanco, pf. 130-132 °C.,
(lit.: [39, 40,41])
e Rf: 0.45 ( hexano/ AcEOt (85:15))

IR v max (CHCI3 cm™). 3423, 2937, 2860, 1462, 1376,1053.

RMN-'H (Espectro 7, 500 MHz, CDCls), d (ppm), J (Hz); 3 0.68 (3H, s, CH3-18),
6 1.00 (3H, s, CH3-19), 6 0.82 (3H, t, 6.5 Hz, CH3- 29), 6 0.85 (3H, d, 7.5 Hz,
CHs-21), 6 0.92 (6H, d, 6.5 Hz, CH3-26, 27), 6 3.52 (1H, m, H-3), 6 5.35 (1H, m,
H-6).

RMN-"3C (espectro 8, 75 MHz, CDCls), & (ppm), 37. 25 (C-1), 31.66 (C-2),
71.81 (C-3), 42.33 (C-4), 140. 77 (C-5), 121.71 (C-6), 31.92 (C-7), 32.00 (C-8),
50.15 (C-9), 36.52 (C-10), 21.09 (C-11), 39.77 (C-12), --- (C-13), 56.78 (C-14),
24.30 (C-15), 28.24 (C-16), 56.08 (C-17), 11.86 (C-18), 19.39 (C-19), 36.14 (C-
20), 18.78 (C-21), 33.95 (C-22), 26.12 (C-23), 45.86 (C-24), 29.19 (C-25), 19.80
(C-26), 19.04 (C-27), 23.08 (C-28), 11.80 (C-29).

EIMS: m/z (rel.int) 414 [M]* (100), 396 (40), 303 (50), 273 (29), 255 (34), 213
(37), 159 (31), 145 (38), 107 (42), 95 (37), 55 (42), 43 (52)
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3.4.3 Analisis del Extracto Metanodlico de Esenbeckia nesiotica

El extracto metandlico (44.1 g) se adsorbié en silica gel en relacion 1:1
(extracto - SiO;). Este sdlido (100 g) aplicé a una columna (33 cm de longitud y
6.5 cm de diametro) empacada con 220 g de silica y eluyendo a presion
reducida. El desarrollo de la cromatografia se llevd a cabo usando como
eluyente inicial hexano e incrementando la polaridad de forma gradual con
mezclas de hexano — AcOEt, AcOEt, AcOEt — Acetona, de acuerdo al proceso
cromatografico. Se colectaron fracciones de 125 ml que posteriormente se

concentraron a presion reducida y se colocaron en viales de 10 ml.

Fraccionamiento Primario Extracto
Metanolico de E. nesiotica

Y AcOEt /
n- Hexano »  n- Hexano/ » AcOEt »  Acetona » Acetona
AcOEt
v
1-21 (100) v
22-60 (50:50)
v

61-104 (100)

v
105-151 (50:50)

\ 4

152-206 (100)

Figura 6. Diagrama del desarrollo de la investigacion del extracto metandlico

Del fraccionamiento primario del extracto metandlico, se identificaron los

siguientes compuestos:
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Fraccion Compuesto identificado
103 - 111 B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo (73)
144 - 206 Hesperidina (81)

Tabla 5. Componentes mayoritarios del extracto Metandlico de E. nesiotica

Terminado el fraccionamiento primario de este extracto se procedié a reunir los
eluatos obtenidos en base a su similitud cromatografica y comparacion directa

con sus componentes.

Tabla 6. Fracciones reunidas después del primer fraccionamiento del Extracto

Metanolico de E. nesiotica

Eluato Fraccion i dgr:ﬁ;?ga%?én
01— 31 A
32 -47 B
48 — 57 C
58 - 59 D
60 — 67 E

68 - 92 F E.nesMeOH —

70-95

93 -102 F
103 — 111 F
112 - 117 G
118 — 123 H
124 — 130 I
131 -137 J
138 — 144 K
145 — 151 L

166 M E.nesMeOH -

166

167 — 180 M
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181 — 206 M

B-D-Glucopiranésido de B-sitosterilo (73).

De las fracciones nombradas como E. nesMeOH — 70 — 95, obtenidos de eluir
la columna principal con AcOEt (100 %) se aislaron por medio de cristalizacion
con Acetona 50mg (0.11%), de una sustancia de aspecto polvoriento de color
blanco, soluble en una mezcla de CHCI;-MeOH que presentd un punto de

fusién de mayor a 300 °C.

e Sdélido amorfo de color blanco amarillento, pf. >300 °C, lit.: ([40, 42, 43])
e Rf:0.52 (AcEOt/ MeOH (90:10))

IR v max (Espectro 9, KBr pastilla cm™). 3390, 2936, 2872, 1462, 1375,1072,
1023.

RMN-"'H (Espectro 10, CsDsN, 500 MHz) & (ppm), J (Hz); 8 0.64 (3H, s, CHs-
18), 6 0.92 (3H, s, CH3-19), 6 0.84 (3H, t, 7.0 Hz, CH3- 29),  0.98 (6H, d, 6.5
Hz, CH3-26, 27), 6 4.42 (dd, H — 6’a, 5.5 Hz, 11.75 Hz), 8 4.56 (dd, H — 6'b, 2.5
Hz, 11.75 Hz), 8 5.0 (1H, d,5.0 Hz, H-1°), 8 5.33 (1H, d, 5.0 Hz, H-6).

RMN C (CsDsN, 125 MHz) & (ppm) 37.52 (C-1), 30.30 (C-2), 78.15 (C-3),
39.99 (C-4), 140. 98 (C-5), 121.95 (C-6), 32.11 (C-7), 32.21 (C-8), 50.39 (C-9),
36.98 (C-10), 21.32 (C-11), 39.39 (C-12), 42.54 (C-13), 56.87 (C-14), 24.55 (C-
15), 28.57 (C-16), 56.30 (C-17), 12.01 (C-18), 19.46 (C-19), 36.43 (C-20), 19.05
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(C-21), 34.26 (C-22), 26.46 (C-23), 46.09 (C-24), 29.53 (C-25), 19.25 (C-26),
20.00 (C-27), 23.44 (C-28), 12.19 (C-29), 102.63 (C-1"), 75.39 (C-2'), 78.52 (C-
3'), 71.76 (C-4’), 78.66 (C-5'), 62.90 (C-6).

Hesperidina (81)

De las fracciones nombradas como E. nesMeOH — 166, obtenidos de eluir la
columna principal con acetona (100 %) y subsecuentemente de las fracciones
167 — 206 se aislaron por medio de cristalizacion con acetona 0.2303g (0.53%)
de una sustancia de aspecto polvoriento de color blanco, soluble en piridina

que presentd un punto de fusién de mayor a 300 °C.

e Solido blanco de aspecto polvoriento, pf. > 300°C lit.: [44, 45,46].
e Rf:0.75 (AcEOt / MeOH (60:40))

IR v max (KBr, cm™) 3474, 3422, 2920, 1647, 1132, 1071 cm™,

RMN 'H (Espectro 11, CsDsN, 500 MHz). & 1.54 (4H, d, J= 6.0 Hz, H-5"), & 2.84
(1H, dd, J= 17.0, 3.5 Hz, H- 3 ax), & 3.2 (1H, dd, J=4.0, 17.0 Hz, H- 3 eq.), 5
3.71 (3H, s, CH3-O-C-4'), & 4.59 (1H, d, J=10.5 Hz, H-1") 5 4.64 (1H, d, J = 2.0
Hz, H-1"), 8 5.55 (1H, dd, J= 7.5, 2.5 Hz, H-2), & 6.48 (1H, d, J=2.0 Hz, H-8), &
6.59 (1H, d, J=2.5 Hz, H-6), 8 6.96 (1H, d, J=8.0 Hz, H-2’), 5 7.08 (1H, dd, J =
1.5, 8.0 Hz, H-6"), 8 12.46 (1H, s, 5-OH).
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RMN 13C (Espectro 12, CsDsN. 500 Hz). & (ppm) 197.03 (C-4), 164.45 (C-5),
166.46 (C-7) 163.45 (C-9), 149.08 (C-4’), 148.40 (C-3'), 132.14 (C-1’), 118.09
(C-6), 115.27 (C-2’), 112.33 (C-5'), 101.52 (C-1”), 104.32 (C-10), 97.69 (C-6),
96.43 (C-8), 79.45 (C-3”), 78.41, (C-2), 77.51 (C-5"), 74.56 (C-2”), 74.06 (C-4"),
72.73 (C-3"),102.43 (C-1"), 72.07 (C-2"), 71.26, (C-4"), 69.77 (C-5"), 67.36 (C-
6”), 43.13 (C-3), 18.54 (C-6"), 55.90 (OCHj).

EIMS miz (int. rel.): (Espectro 13), 594 [M]+ (5), 516 (2), 439 (15), 395 (30),
313 (56), 277 (93), 265 (100), 220 (72), 200 (39), 188 (35), 137 (20).

3.5.-Parte experimental de Esenbeckia ovata Kunth (Rutaceae)

3.5.1.- Obtencion de los Extractos

1.2 Kg de hojas secas de E. ovata Kunth fueron extraidas por maceracion con
n-hexano por tres dias, sucesivamente por tres ocasiones. El disolvente fue
evaporado a presion reducida obteniéndose 28 g de residuo. Terminada la
maceracion con hexano se procedio a la obtencion del extracto de acetato de
etilo por medio del mismo procedimiento, obteniéndose 31.3 g de extracto
correspondiente. Posteriormente, se procedid a realizar una cromatografia en
placa fina comparativa entre los extractos de hexano y de AcOEt para observar
su similitud. Este analisis permitié concluir que practicamente se trataba de
extractos de composicion muy similar, por lo que se decidié reunirlos. El peso
total del extracto fue de 59.3g. Finalmente al material vegetal se le realizaron
dos maceraciones con metanol obteniéndose 50.1 g de extracto metandlico.

3.5.2 Analisis del extracto hexanico- acetato de etilo de Esenbeckia ovata

El extracto (59 g) fue adsorbido en silica gel en relacion 1:1 (extracto - SiO3), y
el solido se aplicé a una columna de 35 cm de longitud y 6.5 cm de diametro,
empacada a presion reducida con 280 g de silica. El desarrollo de la
cromatografia se llevd a cabo usando como eluyente inicial hexano y se

incremento la polaridad de forma gradual con mezclas de hexano - AcOEt, para
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concluir con AcOEt como eluyente, de acuerdo al proceso cromatografico. Se
colectaron fracciones de 120 ml que posteriormente se concentraron a presion
reducida.

Datos de elucion de la columna de fraccionamiento primario de las hojas de

E. ovata Rutaceae

Fraccionamiento primario extracto
hexanico-AcOEt de E. ovata.

hexano > hexano/ > AcOEt
AcOEt
\ 4 \ 4
1-135 ¥ 349-375
136-218 (90:10

219-286 (80:20
287-313 (70:30
314-348 (50:50

~— N S SN

Figura 7. Diagrama del desarrollo del fraccionamiento del extracto de hexano-
AcOEt.

Del fraccionamiento primario arriba descrito, se identificaron los siguientes

compuestos:

Fraccion Compuesto identificado
22 - 96 B-epodxido de cariofileno (22)
22 -55 Ciclobalanona (82)

110 - 135 Cicloneolitsol (83)

150 - 153 B — sitosterol (21)

175 - 200 Isopimpinelina (10)

175 - 200 Bergapteno (9)

Tabla 7. Componentes mayoritarios del extracto de n-hexano-AcOEt de E.

ovata.
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Las fracciones obtenidas del fraccionamiento primario fueron reunidas en base

a su similitud cromatografica y comparacion directa con sus componentes.

Tabla 8. Fracciones reunidas después del primer fraccionamiento del extracto
hexano-AcOEt de E.ovata

Eluato Fraccion Clave de identificacion.
1-5 A

6-10
11-16
22-55
56-70
71-80
81-93

94-109
110-140 I E.ova-110-135
141-149
150-166
167-171
172-202

E.ova-22-55

T @ m m OO W

E.ova-150-153

= rr X «

E. ova-175-188
E.ova-175-200

203-208
207-211
215-244
229-250
251-264
266-290
291-296
297-316
317-325
326-347

S < CcCc4HdwxxmOH WO Z
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Ciclobalanona (82)

De las fracciones nombradas como E. ova-22-55, obtenidos de eluir la
columna principal con hexano (100 %) se obtuvo un residuo, el cual, por
adicioén de acetona, se precipitd un solido de naturaleza lipidica, y en las aguas
madres permanecio la substancia por aislar. Esta substancia fue cristalizada
par de disolventes (CH,Cl,-MeOH), obteniéndose 0.125 g (0.21%) de una
sustancia en forma de agujas de color blanco, soluble en CH,Cl,, CHCl3, y

piridina, pf 166-168°C que corresponde a 82.

e Sdlido cristalino en forma de agujas de color blanco, pf.: 166-168°C. lit.:
[47,48]
e Rf: 0.5 (hexano/ AcEOt (70:30))

IR v max (Espectro 13, CHCI; cm™). 2959, 2867, 1709, 1450, 1378, 1111, 887.

RMN-'H (Espectro 14, 300 MHz, CDCl3), & (ppm), J (Hz);  0.57 (1H, d, 3.9 Hz,
H-19), 8 0.78 (1H, d, 3.9 Hz, H-19), 5 0.86 (3H, d, 6.9 Hz, 21-CH3), 5 0.89 (3H,
s, 30-CH3), 5 0.98 ( 3H, s, 18-CHs), 5 1.02 (3H, s, 31-CH3), 5 1.04 (3H, s, 32-
CHs), 5 1.10 (3H, s, 28-CH3), 5 1.25 (3H, s, 29-CHs), 8 1.69 (3H, s, 27-CH3), &
2.32 (1H, m, H-2B), & 2.71 (1H, m, H-2a), & 4.66 ( 1H, brs, H-26), 5 4.72
(1H,brs, H-26).
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RMN "3C (Espectro15, 125 MHz, CDCl3), & (ppm), 33.41 (C-1), 37.30 (C-2),
216.67 (C-3), 50.23 (C-4), 48.42 (C-5), 21.49 (C-6), 28.10 (C-7), 47.88 (C-8),
21.08 (C-9), 25.94 (C-10), 25.86 (C-11), 35.55 (C-12), 45.25 (C-13), 48.49 (C-
14), 32.71 (C-15), 26.70 (C-16), 52.09 (C-17), 18.03 (C-18), 29.69 (C-19), 36.56
(C-20), 18.43 (C-21), 30.67 (C-22), 37.48 (C-23), 38.70 (C-24), 152.37 (C-25),
109.30 (C-26), 19.41 (C-27), 22.16 (C-28), 20.76 (C-29), 19.29 (C-30), 27.23
(C-31), 27.52 (C-32).

EIMS: m/z (int.rel.) (Espectro 16) 452 [M]" (87), 437 (25), 313 (50), 175 (30),
147 (35), 121 (50), 95 (82), 83 (75), 55 (100), 41 (54).

La cromatografia comparativa de las aguas madres de las fracciones 22-55 y
de los eluatos 56-96 determind que la mayoria de los componentes de estas
fracciones eran semejantes entre si, por lo que se procedio a reunirlas. Estas

fraccion fue denominada E.ova-22-96.

E.ova-22-96 (2.0 g de muestra) fue separada en sus componentes mediante
una cromatografia en columna, para lo cual se adsorbié la mezcla en gel de
silice en proporcion 1:1.5 y se aplicé en una columna de 15 cm de longitud y
1.0 cm de diametro empacada con 12.6 g de la SiO,, como se describiod
anteriormente. El desarrollo de la cromatografia se llevé a cabo usando como
eluyente hexano e incrementando la polaridad gradualmente con mezclas de
hexano-AcOEt.

Se reunieron fracciones de 5 ml las cuales fueron analizadas por cromatografia

en capa fina. EI numero de fracciones realizadas se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Eluatos obtenidos de la fraccion E.ova -22-96.

Eluyente Proporcion % Fracciones

hexano 100 01-28
hexano/AcOEt 98:02 29 -43
hexano/AcOEt 96:04 44 - 52
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hexano/AcOEt 95:05 67-88

hexano/AcOEt 90:10 89-109
hexano/AcOEt 80:20 109-123
hexano/AcOEt 70:30 124-155

B-epoxido de cariofileno (22)

De las fracciones 23-49, obtenidas de eluir la columna E. ova-22-96 con una
mezcla de hexano/AcOEt (98:02), se aislaron 31.3 mg (0.053%) de una
sustancia soluble en cloroformo, diclorometano y hexano. Es una sustancia
aceitosa con olor dulce e incolora en CCF, la cual muestra una mancha color
morado-azul al revelar la cromatoplaca analitica con sulfato cérico amoniacal.

Esta sustancia fue identificada como el 3-epoxido de cariofileno (22).

Cicloneolitsol (83)

De las fracciones 110 -135 de la columna principal (obtenidas al eluir la
columna principal con hexano), se obtuvo de un sélido blanco en forma de
agujas (50 mg, 0.084%), soluble en CH,Cl,, CHCI3, e insoluble en acetona.
Este metabolito fue purificado mediante cristalizacion por par de disolventes

(CH2Cl,-Acetona) y presentd punto de fusion de 170-172 °C.

28 29

H,C CHs Cicloneolitsol (83)

e Sdlido cristalino de color blanco, pf.: 166-168° C. (lit.: [47,48])
e Rf: 0.45 (hexano/ AcEOt (70:30))
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IR v max, (Espectro 17, CHCI; cm™), 3397, 2958, 2927, 2858, 1451, 1378, 1009,
739.

RMN 'H (Espectro 18, CDCls, 300 MHz ), 8 0.32 (1H, d, J= 4.2 Hz, H-19), 0.55
(1H, d, J= 4.2 Hz, H-19), 0,80 (3H, s, 28-CH3), 0.85 (3H, d, J= 6.6, 21-CHs),
0.88 (3H, s, 30-CH3), 0.95 (3H, s, 18-CHs), 0.96 (3H, s, 29-CHs), 1.010 (3H, s,
31-H3), 1.014 (3H, s, 32-CHs), 1.68 (3H, dd, J = 0.6, 2.1 Hz, 27-CH3), 3.28 (1H,
dd, J = 4.5, 10.8 Hz, H-3), 4.65 (1H, dd, J = 1.8, 0.6 Hz, H-26), 4.71 (1H, m, H-
26).

RMN *3C (CDCIs, 300 Hz), 152.41 (C-25), 109.26 (C-26), 78.86 (C-3), 52.16 (C-
17), 48.81 (C-14), 47.95 (C-8), 19.39 (C-9), 47.13 (C-5), 45.27 (C-13), 40.49 (C-
4), 38.72 (C-24), 37.41 (C-23), 36.60 (C-20), 35.58 (C-12), 32.89 (C-15), 31.97
(C-1), 30.77 (C-22), 30.40 (C-2), 29.68 (C-19), 28.11 (C-7), 27.50 (C-31), 27.22
(C-32), 27.22 (C-16), 26.51 (C-10), 26.14 (C-11), 25.43 (C-28), 21.11 (C-6),
20.05 (C-27), 19.31 (C-30), 18.45 (C-21), 17.96 (C-18), 13.98 (C-29).

EIMS m/z (int. rel.) (Espectro 19), 454 [M]+ (30), 421 (72), 314 (37), 175 (58),
107 (64), 83 (98), 55 (100), 30 (60)

B-sitosterol (21)

De las fracciones 150—153 de la columna principal (obtenidas con una mezcla
de n-hexano/AcOEt (90:10)), se aislo un sdlido blanco cristalino, con pf. 130-
132°C. Los datos espectroscopicos permitieron confirmar que se trataba de g —
sitosterol (21)

Isopimpinelina (10)

De las fracciones 175-200 de la columna principal (eluidas hexano-Acetato de
etilo (80:20)) se obtuvo (0.105 g (0.117%)) de un sdélido de color amarillo que
revela del mismo color cuando se le hace incidir luz ultravioleta de onda corta.

Este sdlido fue purificado por medio cristalizacion por par de disolventes
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(CHCl,-éter isopropilico). Esta substancia muestra una mancha roja en
cromatoplaca analitica al ser revelada con sulfato cérico amoniacal, la cual se
transforma a amarillo con el paso del tiempo. p.f. 186-187° C. esta substancia

fue identificada como isopimpinelina (10).

Isopimpinelina
OCH3;

OCH,
10

e Solido cristalino en forma agujas de color amarillo, pf. 186-187° C. (lit.:
[49,50])
e Rf: 0.47 (hexano/ AcEOt (70:30))

IR v max. (Espectro 20, CHCl; cm™), 2945, 2846, 1727, 1591, 1477, 1400, 1148,
1101, 1001, 866.

RMN-"H (Espectro 21, 300 MHz, CDCls), 8 (ppm), J (Hz);  4.16 (6H, s, O-CHj
X2),066.28 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-3), 8 6.99 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-3’), 6 7.62 (1H,
d,J=24Hz H-2"),58.12 (1H, d, 9.6 Hz, H-4).

RMN "*C (125 MHz, CDCls), & (ppm), 160.38 (C-2), 150.01 (C-7), 145.09 (C-2)),
144.29 (C-5), 143.74 (C-9), 139.31 ( C-4), 128.30 (C-8), 114.89 (C-6), 112.92
(C-3), 107.72 (C-10), 105.05 (C-3’), 61.68 (C-8-OMe), 60.85 (C-5-OMe).

EIMS (Espectro 22) m/z (int. rel.) 246 [M*] (100), 231 (95), 203 (15), 188 (15),
175 (14), 160 (13), 147 (10), 104 (5), 76 (4).
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Bergapteno (9)

Las aguas madres obtenidas del aislamiento de la isopimpinelina (10) fueron
reunidas y el andlisis por cromatografia en capa fina mostré6 una mancha azul
bajo luz ultravioleta (onda corta y larga). A partir de este material se obtuvo
bergapteno (9, 0.147 g, 0.25%) como un solido que soluble en CH,Cl,, CHCIs,
e insoluble en metanol, por lo que su purificacion se realizé con CH,Cl>-MeOH.
El bergapteno (9) presenté p.f. 189-191 °C.

e Sdlido cristalino de color blanco, pf. 189-191° C.(lit.: [49,50)
e Rf: 0.4 (hexano/ AcEOLt (70:30))

IR v max. (Espectro 23, CHCI3 cm™). 3036, 2949, 2850, 1726, 1628, 1584, 1472,
1351, 1153, 1129, 1077, 827.

RMN-'H (Espectro 24, 300 MHz, CDCl3), 5 8.16 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-4), 7.59
(1H, d, J = 2.4 Hz, H-2'), 7.13 (1H, s, H-8), 7.03 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-3'), 6.27
(1H, d, J = 9.0 Hz, H-3), 4.27 (3H, s, 5-OMe)

RMN "3C (125 MHz, CDCls), 5 (ppm), 5 161.25 (C-2), 152.7 (C-9), 149.57 (C-5),
144.78 (C-2'), 139.27 (C-4),112.65 (C-6), 112.54 (C-3), 106.40 (C-10), 105.03
(C-3'), 93.84 (C-8), 60.08 (C-5-OMe).

EIMS (Espectro 25) miz (int. rel.): 216 [M*] (100), 201 (30), 188 (15), 173 (55),
145 (28), 89 (10), 28 (25).
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3.5.3.- Fraccionamiento del extracto metandlico de Esenbeckia ovata

El extracto metandlico (560 g) fue adsorbido en silica gel (50 g). El sélido se

aplicd a una columna (50 cm de longitud y 6.5 cm de diametro) empacada con

silice (400 g). El desarrollo de la cromatografia se llevd a cabo a presion

reducida usando como eluyente hexano e incrementando la polaridad con

mezclas de hexano — AcOEt, AcOEt y AcOEt — Acetona, de acuerdo al proceso

cromatografico. Se colectaron fracciones de 150 ml que posteriormente se

concentraron a presion reducida.

Fraccionamiento primario del
extracto metandlico de E. ovata

1-20 (100)

A\ 4

A 4

AcOEt /

Hexano/ AcOEt

AcOEt

A 4

21-45 (50:50)
46-78 (30:70) v

79-100 (100)

A\ 4

Acetona

A 4

100-120 (90:10)

Figura 8. Diagrama del fraccionamiento del extracto Metandlico.

Del fraccionamiento primario del extracto metandlico, se identificaron los

siguientes compuestos:

Fraccion Compuesto identificado
21-28 Isopimpinelina (8)
89-111 B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (73)
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Tabla 10. Componentes mayoritarios del extracto metandlico de E. ovata

Tabla 11. Fracciones obtenidas del primer fraccionamiento del Extracto

Metanolico de E. ovata

Eluato Fraccion Clave de identificacion
1-5 A

6-15
16-20
21-28
29-31
32-38
39-48
49-52
54-56
57-63
64-68
69-73
74-80
81-82
83-86

89-113
114-120

Isopimpinelina

T @ m m OO w

E.ovaOH-89-113

O T O Z2Z < rmr X «

B-D-Glucopiranésido de B-sitosterilo (73).

De las fracciones E. ovaOH — 89 — 100, obtenidas de la columna principal (al
eluir con AcOEt (100 %)) se aislé por medio de cristalizacion de acetona un
sélido blanco de aspecto polvoriento, soluble en una mezcla de CHCI3-MeOH y
en piridina, p.f. > 300 °C, que corresponde a 73 (65 mg, 0.130%).
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3.6 Actividad citotoxica

Se realizaron pruebas de citotoxicidad con diferentes lineas celulares
cancerosas humanas U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3 (prostata),
HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), SKLU (pulmén), de acuerdo a los
procedimientos aceptados para este ensayo. Especificamente se empled la
prueba del colorante sulforrodamina B, el cual es un colorante aniénico que se
une a proteinas previamente precipitadas con acido tricloroacético de células
que se cultivan controladamente. Los resultados obtenidos se muestran en la

parte de discusion de resultados.
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CAPITULO IV

4. Discusion de resultados.

En este capitulo de describira la elucidacién estructural de los metabolitos
secundarios aislados, mediante la integracion de los resultados de los analisis
fisicos, espectroscopicos y espectrométricos. Las estructuras caracterizadas se
encuentran informadas en la literatura, y se incluyen las referencias
pertinentes. Para facilitar esta discusion, se dividieron las estructuras en grupos
de terpenos, glucésidos y cumarinas. Los detalles del aislamiento y los
rendimientos obtenidos de cada substancia se encuentran descritos en el

capitulo correspondiente a metodologia y parte experimental.

4.1 TERPENOS

4.1.1 B-Epoéxido de cariofileno.

En el espectro de RMN 'H de esta substancia se observan sefales que
determinan la presencia de hidrogenos vinilicos (6 4.97 (1H, s) y 4.85 (1H, d, J
= 0.9 Hz)) que corresponden presumiblemente a un exometileno, ya que se
observan las sefiales correspondientes en RMN '°C (5 151.8 y 112.7). También
se aprecia una sefal doble de doble en & 2.88 (1H, dd, J = 4.2, 10.6), y este
desplazamiento a campo bajo sugiere que se trata de un metino unido
tentativamente a oxigeno. Esto se comprueba por el espectro de RMN '3C, el
cual muestra las sefales en & 59.8 y 63.7, definiendo la presencia de un
epoxido trisustituido. También se deduce la presencia de 3 metilos, ya que se
observan tres singuletes (6 0.98, 1.0, 1.20), donde este ultima sefal es
atribuible a un metilo unido a un carbono de epoxido. Esta discusion permite
establecer los siguientes fragmentos estructurales (Esquema 2)
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% O 2 CHa—

Esquema 2. Fragmentos estructurales propuestos.

El espectro de RMN "*C mostré la presencia de quince atomos de carbono, de
los cuales tres son metilos, seis metilenos, tres metinos y tres cuaternarios, lo
cual establece la férmula molecular C1sH240, la cual tiene cuatro grados de
insaturacion, y confirma los fragmentos arriba descritos. Considerando que el
doble enlace y el epdxido constituyen dos insaturaciones, la estructura debe
poseer dos ciclos para cumplir con cuatro insaturaciones. Estas evidencias
sugieren al epdxido de cariofileno, una substancia frecuentemente encontrada
como producto natural, como una estructura plausible. Se encuentran
reportados en la literatura los dos esterecisdmeros: B- y o- epoxido de
cariofileno. La comparaciéon directa de los de los datos disponibles en la
literatura [34] permiten confirmar que esta substancia se trata del -epdxido de
cariofileno. La tabla 13 muestra la comparacion de los datos de RMN 13C, los

cuales confirman la estructura.

Tabla 13. Datos de RMN "*C del compuesto 22 (B-epoxido de cariofileno) con

los informados en la literatura [34].

carbono 75 MHz (CDCls) 67.5 MHz [34]
1 50.7 50.9
2 27.2 27.3
3 39.1 39.2
4 59.8 59.7
5 63.7 63.7
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6 30.1 30.3
7 39.7 39.8
8 151.8 151.8
9 48.7 48.8
10 29.8 29.9
11 34.0 34.0
12 29.7 29.9
13 21.6 21.6
14 112.7 112.8
15 17.0 17.0
13
cHy H 15
HaCu, 1 N
N CE Y
10 |9 A
ENe 7
14

B-Epo6xido de cariofileno (22)

4.1.2 B-Sitosterol

Esta substancia se aislé de E. nesiotica y E. ovata, y mostro el aspecto fisico
usual en los fitoesteroles, que es un soélido de p. f. 131-133 °C en forma de
agujas o escamas. A continuacion se mencionan las principales bandas en su
especto de IR y datos espectroscopicos en RMN 'H y *C. Su espectro de IR
(CHCI3) presenta como bandas en 3423 cm™ correspondiente al hidroxilo y
bandas en 2937 y 2860 cm™ correspondientes a metilos y metilenos. También
se observa una banda en 1462 cm™ que puede atribuirse como caracteristica a
ciclohexano, y que también es localizable en los espectros de infrarrojo de

otras substancias aisladas en este trabajo.
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El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs,) muestra el perfil tipico de un
fitoesterol. En particular, se observa en & 3.23 una sefial multiple que integra
para un hidrégeno, correspondiente al hidrégeno geminal al hidroxilo (H-3); en
O 5.35 se observa una senal amplia que integra para un hidrégeno que
corresponde al hidrogeno vinilico H-6. A campo alto (0 0.68 - 1.00) se pueden
apreciar sefales singuletes que corresponden a los metilos H-18, H-19, y el
perfil del espectro muestra gran similitud con los espectros de muestras de -
sitosterol aisladas en nuestro laboratorio. La comparacion con los datos
informados en la literatura [39,40,41] esta de acuerdo con esta propuesta
estructural. En el espectro de RMN '3C se observan las 29 sefiales esperables,
de las cuales seis son metilos, once son metilenos y nueve metinos. Mediante
el experimento DEPT es posible la identificacion de tres 3 carbonos
cuaternarios. El espectro de masas muestra el ion molecular en m/z 414,
correspondiente a la formula molecular Cy9H500, lo cual confirma, sin lugar a

dudas, de que esta substancia es el B-sitosterol (21).

29

27

HO p-sitosterol (21)

4.1.3 Isomultiflorenol

Esta substancia se aislé de E. nesiotica como un sélido blanco pf. 180-182°C.
El espectro de IR (KBr, pastilla) de esta sustancia presenta absorcion en 3288
cm™, lo cual establece la presencia de un hidroxilo. También se observan

bandas en 2919 y 2850 cm™' de metilos y metilenos.
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Otra banda que se identifica en el espectro es la que aparece en 1467 cm™, la
cual, como se mencioné anteriormente, es atribuible a ciclohexanos.

El espectro de masas muestra el ion molecular en m/z de 426, lo cual define la
férmula molecular de Cj3Hs00 que corresponde presumiblemente a un
triterpeno pentaciclico con una insaturacion adicional. Esta presuncion se
confirma por los analisis que a continuacién se describen. El espectro de RMN
'H de esta substancia muestra una sefial doble de doble en & 3.24 (1H,dd, J =
4.2, 1.4, H-3a), la cual es caracteristica de un metino de carbinol en C-3 de
triterpenos. El espectro muestra numerosas senales a campo alto, las cuales
se pueden identificar como ocho metilos singuletes, lo cual confirma que se
trata de un triterpeno pentaciclico con una insaturacién adicional,
presumiblemente de un doble enlace tetrasubstituido, ya que no se observan
protones vinilicos en el espectro de resonancia magnética nuclear de
hidrégeno.

El espectro RMN '®*C muestra un total de 30 atomos de carbono. Uno de ellos
es base de oxigeno, ya que resuena en 6 79.0. Asi, la ubicacion del hidroxilo se
localiza en C-3, como es frecuente en los triterpenos pentaciclicos. Asimismo,
se confirma que la insaturacién adicional corresponde a un doble enlace
tetrasustituido, ya que se aprecian las sefiales correspondientes en & 135.0 y
133.5 de carbonos cuaternarios.

Las anteriores afirmaciones se confirman mediante la modalidad DEPT del
espectro de RMN *C, donde se contabilizan ocho metilos, once metilenos, tres
metinos y ocho carbonos cuaternarios, lo cual permite proponer la estructura de
un triterpeno del esqueleto de oleanano, y el doble enlace se ubica en los
carbonos C-8/C-9, ya que es la unica posicion posible que esta de acuerdo con
el numero de metinos y metilenos.

Esta estructura corresponde a una substancia denominada isomultiflorenol
(80). La comparacién de los datos fisicos y espectroscopicos de esta
substancia con los informados en la literatura, permitieron confirmar la
identidad de esta substancia [37,38].
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4.1.4 Cicloneolitsol

El espectro de masas de esta substancia mostrd el ion molecular en m/z 454, lo
cual sugiere una férmula molecular de C3,Hs40, que estaria de acuerdo para
un triterpeno o a un esterol.

En su espectro de IR (CHCl3) muestra bandas de absorcion en 3397 cm™ de
grupo hidroxilo, y se observan bandas correspondientes a metilos y metilenos
2958 y 2927 cm™. En 1450 cm™ se observa la absorcién de una vibracién
caracteristica de ciclohexanos, ya mencionada anteriormente.

En el espectro de RMN 'H se observa la presencia de ocho singuletes a campo
alto correspondientes a grupos metilo; asi como dos sefales doble de doble
(dd) en & 055 (J =42 Hz) y & 0.33 (J = 4.2 Hz), las cuales, por su
desplazamiento quimico, corresponden a los hidrégenos que forman parte de
un ciclopropano. La presencia de este anillo de tres miembros permite
circunscribir las posibilidades estructurales a los esqueletos analogos al
cicloartano, lo cual se comprob6 como se describe a continuacion. En el
espectro de RMN 'H también se observa la sefial del hidrégeno carbindlico
como un doble de doble centrado en & 3. 32 (J = 10.8 y 4.5 Hz), la cual se
atribuye a un hidroxilo en C-3 de los cicloartanos. Las sefales centradas en 0
4.71 (multiplete) y d 4.65 (J = 1.8 Hz) corresponden a hidrégenos vinilicos de
un doble enlace disubstituido geminalmente, lo cual estd de acuerdo con la

presencia de una cadena carbonada de un cicloartanol (es decir, con una
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cadena alquilica unida a C-17), donde el doble enlace disubstituido
geminalmente puede ubicarse en C-27.

La substancia denominada cicloneolitsol puede considerarse como una
hipétesis estructural, ya que cumple con los fragmentos estructurales hasta el
momento descritos. El experimento de RMN C en la modalidad DEPT
establece que esta substancia posee cinco metinos, ocho metilos, doce
metilenos y siete carbonos cuaternarios, lo cual esta de acuerdo precisamente

con la estructura del cicloneolitsol (83).

H,C CHs Cicloneolitsol (83)

Cabe senalar que esta substancia habia sido aislada anteriormente de

Neolitsea aciculate [48].
4.1.5 Ciclobalanona

Esta substancia se aisl6 de E. ovata, como un sdlido blanco en forma de
agujas pf. 166-168°C.

La férmula molecular C3;Hs5,0 fue establecida por el espectro de masas, que
mostro el ion molecular m/z 452, lo cual sugiere que esta substancia es un
triterpeno o un esterol.

El espectro de IR (pelicula) de esta substancia presenta absorcion intensa en
1709 cm™' lo cual determina la presencia de un carbonilo. También se observan
bandas en 2959 y 2935 cm” de metilos y metilenos. Otra banda que se
identifica en el espectro es la que se identifica en 1450 cm™ atribuible a

ciclohexanos.
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En el espectro de RMN 'H se observa la presencia de ocho metilos a campo
alto; asi como, dos sefiales doble de doble (dd) en 6 0.57 (J=4.2Hz)y 6 0.78
(J = 4.2 Hz), dicho desplazamiento corresponde a hidrégenos que forman parte
de un ciclopropano (H-19). La presencia de este ciclo, como en el caso arriba
mencionado, permite circunscribir las posibilidades estructurales a los
esqueletos analogos al cicloartano, lo cual se comprobé como se describe a
continuacion. En el espectro de RMN H se aprecian sefiales en o 4.71
(multiplete) y & 4.65 (d, J = 1.8 Hz), las cuales corresponden a hidrégenos
vinilicos del C-27, sugiriendo con ello que se trata de una doble ligadura
disubstituida ubicada en la cadena alquilica unida al C-17. Esta descripcion
permite deducir que la substancia denominada ciclobalanona puede
considerarse como una hipétesis estructural, la cual es confirmada mediante la
comparacion del los datos reportados en la literatura.

Del espectro de RMN '3C se contabilizan 32 4tomos de carbono en la molécula,
uno de ellos se identifica como un carbono base de oxigeno en base a su
desplazamiento quimico (carbonilo,  216). El experimento de RMN °C en la
modalidad DEPT establece que esta substancia posee cuatro metinos, ocho
metilos, doce metilenos y ocho carbonos cuaternarios, lo cual esta de acuerdo
con la estructura de la ciclobalanona. La comparacion de los datos fisicos y
espectroscopicos de la substancia aislada, con los informados en la literatura
para ciclobalanona [47,48], confirman inambiguamente la identidad de esta

substancia.

Ciclobalanona (82)
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La comparacién detallada de los datos obtenidos de los espectros de RMN '*C
de cicloneolitsol (83) y ciclobalanona (82), con los reportados con la literatura
[47], confirman sus identidades estructurales, ya que las diferencias

observadas son atribuibles a las diferencias experimentales.

Tabla 14. Datos de RMN 'C de los compuestos aislados (82 y 83) con los

reportados en la literatura [47].

Carbono Datos Datos Datos Datos
observados reportados observados reportados
125 MHz 125 MHz 125 MHz 125 MHz
Cicloneolitsol  Cicloneolitsol Ciclobalanona Ciclobalanona
(83) (83) (82) (82)
C1 31.9 31.9 334 33.5
C2 30.4 30.0 37.3 37.4
C3 78.8 78.8 216.7 217.3
C4 40.4 40.4 50.2 50.3
C5 471 47.0 48.4 48.5
C6 211 21.1 21.5 21.5
C7 28.1 28.1 28.1 28.1
C8 48.0 48.0 47.9 47.9
C9 19.4 19.9 211 21.1
C10 26.5 26.4 26.0 26.0
C11 26.1 26.1 25.9 25.9
C12 35.5 35.5 35.5 35.6
C13 45.2 45.2 45.2 45.3
C14 48.8 48.7 48.5 48.7
C15 32.8 32.8 32.7 32.8
C16 27.2 27.2 26.7 26.7
C17 52.1 52.1 52.1 52.1
C18 18.0 18.0 18.0 18.1
C19 29.7 29.7 29.7 29.6
C20 36.6 36.5 36.5 36.6
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C21 18.4 18.4 18.4 18.5
C22 30.7 30.7 30.7 30.7
C23 37.4 37.3 37.5 37.5
C24 38.7 38.7 38.7 38.7
C25 152.4 152.4 152.4 152.4
C26 109.2 109.3 109.3 109.3
C27 20.0 19.9 19.4 19.6
C28 25.4 254 22.2 22.2
C29 14.0 14.0 20.8 20.8
C30 19.3 19.4 19.3 19.3
C31 27.5 27.5 27.2 27.3
C32 27.2 27.2 27.5 27.6

4.2 Glucésidos
4.2.1 B-D-glicopiranésido de B-sitosterilo (73).

Esta substancia se aislo de E. nesitoica y E. ovata, como un solido amorfo de
color blanco con pf. mayor a 300°C, soluble en piridina y CHCI3-MeOH.

El espectro de IR (pelicula) de esta substancia presenta absorcion amplia e
intensa en 3385 cm-1 de grupo hidroxilo; también se observan bandas en 2936
y 2872 cm™ de metilos y metilenos, adicionalmente se identifican bandas en
1072y 1023 cm’' correspondientes a una vibracion tipo C-O.

En el espectro de RMN "H (CsDsN, 500 MHz) a campo bajo se observa un
doblete que integra para un hidrogeno & 5.33 (J = 5.0) que se asigna al H-6
vinilico. Ademas se observan una serie de sefiales alrededor de & 3.9 a 4.2
correspondientes a hidrégenos geminales a hidroxilos, lo cual sugiere la
presencia de un glucopirandsido. En & 5.0 resuena una sefal doble que integra
para un hidrogeno J = 7.5 Hz asignada al hidrogeno anomérico del
glucopiranésido H-1". A campo bajo se observan dos senales doble de doble, la
primera resuena en 6 4.56 (dd, H — 6’b, 2.5 Hz, 11.75 Hz) que corresponde al
H-6'b y la segunda en & 4.42 (dd, H — 6’'a, 5.5 Hz, 11.75 Hz) asignada al H-6’a
del glucopiranésido. A campo alto se observan sefales entre & 0.98 y 0.64
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correspondientes a seis absorciones asignables a metilos, los cuales
proporcionan evidencia que esta sustancia presenta sefales caracteristicas de
un esterol, lo que esta de acuerdo con la estructura de un glicosido de b-

sitosterilo.

29

HO

Tabla 15. Datos de RMN '*C del compuesto aislado (73) con los reportados en

la literatura [42].

Posicion del Datos observados Datos reportados

carbono RMN ®C (CsDsN RMN C
(25.2 MHz CsDsN)

125 MHz)
C1 37.52 37.6
C2 30.30 30.4
c3 78.15 78.1
c4 39.99 40.0
C5 140.98 140.8
C6 121.95 121.9
c7 32.11 32.2
c8 32.21 32.2
c9 50.39 50.4
C10 36.98 37.0
C11 21.32 21.4
C12 39.39 39.4
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C13 42.54 42.6
C14 56.87 56.9
C15 24.55 24.6
C16 28.57 28.6
C17 56.30 56.3
C18 12.01 121
C19 19.46 19.5
C20 36.43 36.5
C21 19.05 19.1
C22 34.26 34.3
C23 26.46 26.5
C24 46.09 46.1
C25 29.53 29.6
C26 19.25 19.3
Cc27 20.00 20.1
C28 23.44 23.5
C29 12.19 12.3
cr 102.63 102.6
Cc2 75.39 75.3
C3 78.52 78.5
C4’ 71.76 7.7
C5’ 78.66 78.6
C6’ 62.90 62.9

En el espectro de RMN *C (125 MHz, CsDsN) se observan 35 sefiales, seis
corresponden a metilos, doce metilenos, catorce metinos de los cuales uno se
encuentra en la zona de carbonos sp? & 121.95 (C-6), el otro se encuentra en la
zona de carbonos base de oxigeno & 102.6 que corresponde al carbon
anomeérico del glucopirandésido (C-1’), y tres carbonos cuaternarios, uno vinilico
en ® 140.98 asignado al C-5 del esterol. Esta descripcién permite confirmar la

estructura 73 para esta substancia.
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Glucosido de Flavonoide
4.2.2 Hesperidina (81)

Esta substancia se aisl6 de E. nesiotica, como un solido blanco, soluble en
piridina con pf. > 300 °C.

El espectro de RMN 'H, muestra sefales que sugieren una estructura de tipo
flavonoide glicosilado, ya que se observan sefales correspondientes a
sistemas aromaticos y a unidades de azucares presentes en la estructura. Se
puede apreciar en d 12.46 una senfal tipica de OH en la posicién C-5, cuyo
hidrégeno se encuentra quelatado con el carbonilo de C-4 de un flavonoide.

Se observan sefiales correspondientes a un metilo de ramnosa en & 1.5 que se
presenta como un doblete (4H, d, J = 6.0 Hz, H-5""), también se observa una
sefal atribuible a metoxilo en & 3.70 (3H, s, CH3-O-C-4’). Adicionalmente se
observa la presencia de dos dobles de dobles en & 2.84 (1H, dd, J =17.0, 3.5
Hz, H-3 ax) y & 3.20 (1H, dd, J=4.0, 17.0 Hz, H- 3 eq.) respectivamente, los
cuales, conjuntamente con el doble de doble observado en 5.55 (H-2) indica la
presencia de una estructura de tipo flavanona (hidrégenos en C-2 y en C-3).
Las senales centradas en 6 4.58 (1H, d, J = 0.5 Hz, H-1") y en & 4.64 (1H, d, J

=2.0 Hz, H-1"") se atribuyen directamente a los hidrégenos anoméricos,

correspondientes al hidrogeno 1” de la glucosa y al 1" hidrégeno de ramnosa,

respectivamente.
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En el espectro de RMN *C se pueden contabilizar veintiocho carbonos, y de
acuerdo a la modalidad DEPT se identificaron dos metilos, dos metilenos vy
dieciséis metinos, obteniendo con ello por diferencia en comparacion con el
espectro de 3C ocho carbonos cuaternarios. El analisis comparativo de los
datos de RMN '3C de esta substancia con los informados en la literatura para la
hesperidina (81) permitieron confirmar la identidad de ambas substancias
(Tabla 16). Las diferencias observadas en los desplazamientos quimicos son

atribuibles a las diferencias experimentales.

Tabla 16. Datos de RMN '*C del compuesto aislado (81) con los reportados en

la literatura [45].

Posicién Datos observados RMN  Datos reportados

del carbono  "®C (CsDsN 125 MHz) RMN *C
(DMSO-ds)

C2 78.41 78.4
C3 43.13 42.0
C4 197.03 196.7
C5 164.45 163

C6 97.69 96.7
C7 166.46 165.2
C8 96.43 95.8
C9 163.45 162.5
C10 104.32 103.5
ok 132.14 131.2
C2 115.27 114.3
C3 148.40 146.7
c4’ 149.08 148.1
C5’ 112.33 112.7
C6’ 118.09 117.8
C1” 101.52 100.7
c2” 74.56 73.3

C3” 79.45 76.6
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C4” 71.26 69.9
C5” 77.51 75.8
C6” 67.36 66.4
c1” 102.43 99.8
cz2” 72.07 70.6
C3” 72.73 71.0
Cc4” 74.06 72.4
C5™ 69.77 68.6
ce™ 18.54 18.2
OCH3; 55.90 56.0

4.3 Cumarinas
4.3.1 Isopimpinelina (10)

Esta substancia se aislé de E. ovata, como un sélido amarillo en forma de
agujas pf. 186-187°C.

El espectro de IR (CHCI3), muestra una banda de absorcion intensa en 1721
cm™ de un grupo carbonilo de cumarina. En 1129 cm™ se observa una banda
definida que corresponde a una vibracién C-O, y en 1351 c¢cm™ se puede
apreciar una banda atribuible a una lactona a,  insaturada.

El espectro de RMN 'H, muestra sefiales que sugieren una estructura de tipo
furanocumarina lineal, donde se observan senales que corresponden a
sistemas aromaticos presentes en la estructura. Se aprecia en 6 4.18 una sefial
caracteristica para un grupo metoxilo, esta sefial integra para 6 atomos de
hidrogeno, lo que permite afirmar que son dos metoxilos, los cuales se ubican
tentativamente en las posiciones C-5 y C-8. En el mismo espectro se observan
las senales de un sistema AB centradas en 6 6.30 y en 6 8.13 (d, J = 9.6 Hz)
correspondientes a los hidrégenos H-3 y H-4 caracteristicos de una cumarina.
Se observa la presencia de dos sefales dobletes centradasen 7.0y en 6 7.6
(J= 2.4 Hz), las cuales corresponden a H-3’ y H-4’ del anillo de furano presente

en la estructura.
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El espectro de RMN "*C confirma las asignaciones anteriores, ya que se
aprecian las sefiales correspondientes a trece atomos de carbono, donde dos
de ellos corresponden a metilos de metoxilo (6 61.6 y & 60.8). También se
observa en 0 160 la sefal correspondiente al grupo carbonilo. De la espectro
de RMN *C en la modalidad DEPT se deduce que la estructura incluye dos
metilos, cuatro metinos y por diferencia con los atomos contabilizados en el

espectro de RMN 3C siete carbonos cuaternarios.

OCH3

OCH3

EL espectro de de masas presenté el ion molecular en m/z 246, lo cual
confirma la formula molecular C42H10Os correspondiente a la isopimpinelina
(10).

4.3.2 Bergapteno (9)

Esta substancia se aislé de E. ovata como un solido de color blanco y pf. de
189-191° C.

La férmula molecular C12HgO4 de esta substancia se determiné por el espectro
de masas, el cual muestra el ion molecular en m/z 216.

El espectro de RMN 'H, muestra sefiales similares a las de la isopimpinelina
(10), descritas anteriormente, y sugieren que se trata de una estructura de tipo
furanocumarina lineal. Efectivamente, se observan sefiales que corresponden a
los hidrogenos aromaticos presentes en la estructura. Asi se observa la
presencia de dos hidrogenos dobletes en 8 70 y en & 7.5 (J= 2.4 Hz)
correspondientes a H-3’ y H-2’, respectivamente, del furano de la cumarina, y
una sefal singulete en & 7.13 que integra para un hidrogeno, correspondiente a
H-8. Se observa la sefial de un metoxilo en ® 4.18, el cual se ubica en la
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posicion 5. Finalmente, en el espectro se observan los hidrogenos dobletes
centradas en & 6.27 y en 0 8.16 (J= 9.6 Hz) caracteristicos de H-3 y H-4 del
compuesto aislado. Esta discusion permite determinar que esta estructura

corresponde al bergapteno (9).

4.4 Pruebas de citotoxicidad

Con el objetivo de explorar la actividad biolégica de las substancias aisladas de
Esenbeckia (9,10, 21, 73, 80-83) fueron ensayadas como agentes citotdxicos
frente a las lineas celulares cancerosas humanas U251 (glia de sistema
nervioso central), PC-3 (préstata), HCT-15 (colon), MCF-7 (pecho), SKLU
(pulmon). Se evalud la actividad citotdéxica de los metabolitos aislados de las
dos especies de Esenbeckia, usando el método de evaluacién de citotoxicidad
de la sulforodamina B sobre diferentes lineas celulares tumorales, encontrando
que la mayoria de los compuestos ensayados no muestran alta toxicidad, a
excepcion de la isopimpinelina (10), que desplegd actividad citotoxica
moderada (66.74%), especifica para la linea celular de cancer de prostata. Los

resultados obtenidos experimentalmente se muestran en la tabla 12.

Con respecto a otras actividades bioldgicas, es interesante mencionar que las
furanocumarinas se han usado en el tratamiento de ciertas enfermedades de la
piel como psoriasis y vitiligo . El bergapteno (9) es usado como protector solar
en formulaciones cosméticas [51]. En el capitulo 3 se mencionaron algunas

actividades bioldgicas de los triterpenos y flavonoides.
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Tabla 12. Resultados de la prueba de citotoxicidad de los metabolitos aislados

Ensayo: Citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas

Tipo de ensayo: Concentracion 50 uM/ vehiculo: DMSO

% de inhibiciéon del crecimiento por la linea

celular
Muestra Caédigo U251 PC-3 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
EO-1 DLG-5 10.87 17.77 SA 5.15 3.7
(Ciclobalanona
82)
EO-2 DLG-6 34.99 5.93 5.51 SA 2.5
(Cicloneolitsol, 83)
EO-3 DLG-7 2719 66.74 22.88 31.3 15.18
(Isopimpinelina,
10)
EO-4 DLG-8 13.12  25.34 5.33 9.16 443
(Bergapteno, 9)
EN-1 DLG-10 4474  24.84 1.46 SA 3.6
(Isomultiflorenal,
80)
EN-2 DLG-11 3.72 9.45 SA SA SA
(B-sitosterol, 21)
EN-3 DLG-12
(Hesperidina, 81) 5.31 25.34 SA 19.85 7.59
EN-4 (B-D- DLG-13

glucopiranésido
de B-sitosterilo,
73)
15.84 43.25 24.06 SA 20.38

U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3 (préstata), HCT-15 (colon), MCF-
7 (pecho), SKLU (pulmdn). SA: sin actividad citotoxica.
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CAPITULO V

Conclusiones

5.1 Conclusiones respecto a Esenbeckia nesioticay E. ovata.

De los extractos organicos de las partes aéreas de E. nesiotica se aislaron e
identificaron B-sitosterol (21), B-epdxido de cariofileno (22), isomultiflorenol (80),
B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (73) y hesperidina (81). 80 y 81 no habian
sido reportados anteriormente como constituyentes de Esenbeckia.

De los extracto de las partes aéreas de E. ovata se aislaron e identificaron (-
sitosterol (21), B-epdxido de cariofileno (22), cicloneolitsol (83), ciclobalanona
(82), isopimpinelina (10), bergapteno (9) y B-D-glucopirandsido de [(-sitosterilo
(73). 82 y 83 no han sido reportadas con anterioridad en la literatura cientifica

como constituyentes de Esenbeckia.

5.2 Conclusiones basadas en la actividad citotoxica

En cuanto a la actividad citotoxica que presentan los metabolitos aislados se
concluye que isopimpinelina (10) es la unica substancia que presenta actividad

media frente a la linea celular (PC-3) de cancer de prostata.

5.3 Conclusion General

La presencia de substancias no aisladas con anterioridad en el genero
Esenbeckia, tales como el isomultiflorenol (80), hesperidina (81), ciclobalanona
(82) y cicloneolitsol (83), asi como los terpenoides y las cumarinas,
proporcionan evidencias de la variabilidad en el contenido metabdlico en
Esenbeckia, no soélo entre especies diferentes, sino que diferentes colectas de
la misma especie generan resultados variables. Es ya conocido que dicha
variabilidad puede ser atribuida a condiciones climaticas, ecolégicas, a la edad

y época del afio en que es recolectado el material vegetal.
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Finalmente puede concluirse que existe notable variacion en el contenido
metabalico en este grupo de plantas por lo que es necesario analizar especies
adicionales para generar mayor conocimiento referente a este grupo de
plantas.
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Espectro 2: RMN- °C (75 MHz, CDCls) B-ep6xido de cariofileno
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Espectro 3: IR (KBr Pastilla) Isomultiflorenol
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Espectro 4: RMN-"H (300 MHz, CDCls) Isomultiflorenol
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Espectro 5: RMN - "*C (75 MHz, CDCIs) Isomultiflorenol
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Espectro 7: RMN — "H (300 MHz, CDCls), B-sitosterol
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Espectro 8: RMN — *C (75 MHz, CDCls) B-sitosterol
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Espectro 9: IR (pelicula) B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo
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Espectro 10: RMN — "H (500 MHz, CsDsN) B-D-glicopirandsido de B-sitosterilo
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Espectro 11: RMN — "H (500 MHz, CsDsN) Hesperidina
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Espectro 12: RMN — "°C (125 MHz, CsDsN) Hesperidina
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Espectro 13: IR (pelicula) ciclobalanona
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Espectro 14: RMN — "H (CDCls, 300 MHz) Ciclobalanona
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Espectro 15: RMN — "*C (125 MHz, CDCls) Ciclobalanona
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Espectro 16: EM (impacto electrénico) Ciclobalanona
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Espectro 17: IR (Pelicula) Cicloneolitsol
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Espectro 18: RMN — "H (CDCls, 300 MHz) Cicloneolitsol
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Espectro 19: EM (Impacto electrénico) cicloneolitsol
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Espectro 20: IR (CHCI3) Isopimpinelina
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Espectro 21: RMN — "H (300 MHz, CDCls) Isopimpinelina
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Espectro 22: EM (Impacto electrénico) Isopimpinelina
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Espectro 23: IR (CHCI3) Bergapteno
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Espectro 24: RMN 'H (300 MHz CDCls), Bergapteno
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Espectro 25: EM (Impacto electrénico) Bergapteno
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