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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que tienen una
importancia ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos, defensa contra
herbivoros y microorganismos, proteccion de la radiacion ultravioleta y en la atraccion de
insectos polinizadores y dispersores de semillas.!? Estos metabolitos secundarios son
producidos por ciertos grupos taxondmicos restringidos filogenéticamente, por lo que a
menudo ciertas clases de compuestos sélo son producidos por miembros de una familia o
de un género. Estos compuestos han sido la base de los primeros tratamientos medicinales
desde el principio de la historia humana y este tipo de medicina todavia se practica
extensamente hoy en dia como parte de la llamada medicina tradicional. Muchos de estos
compuestos han probado su eficacia en el tratamiento de ciertos padecimientos, por lo que
un gran nimero de ellos se han tomado como base para desarrollar nuevos farmacos.3
Algunos ejemplos de moléculas activas provenientes de plantas que se utilizan como
farmacos hoy en dia son el analgésico morfina, aislado de Papaver somniferum, la efedrina
de Ephedra sinica, que es un broncodilatador, el agente antipalidico artemisinina aislado
de Artemisia annua* (Figura 1) y el aceite esencial de Cordia verbenacea que es la base de
un nuevo fitomedicamento llamado Acheflan® (analgésico y antiinflamatorio), cuyos efectos

se atribuyen a los sesquiterpenos a-humuleno y trans-cariofileno.®

Efedrina
(Broncodilatador) Artemisinina
(Antipaludico)

Morfina
(Analgésico)

Figura 1. Ejemplos de productos naturales empleados como farmacos.
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En el afio 2013, existian 100 productos naturales o derivados de éstos, que estaban siendo
evaluados en ensayos clinicos para su comercializacion como farmacos, de éstos, 23
estaban en fase Ill y 8 en proceso de registro.® Estas cifras indican claramente que los
productos naturales representan una importante contribucion a la farmacologia moderna, y
es probable que en los préximos afios los farmacos basados en productos naturales

continden aumentando en el mercado.

Por otra parte, México cuenta con una de las floras més ricas, variadas y complejas del
planeta.” Es un pais que combina la quinta flora vascular mas rica del mundo y el sexto lugar
con respecto a endemismos de plantas.®2 Ademas, cuenta con un enorme acervo de
conocimientos etnobotéanicos para tratar diferentes padecimientos, hecho que se manifiesta
en las numerosas especies que son consideradas medicinales y empleadas para dichos
efectos. Entre las plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana son comunes las
pertenecientes a la familia Asteraceae, uno de cuyos géneros es Zinnia. Este género esta

formado por 22 especies, entre las que existen varias que se consideran medicinales.

En este contexto, con el objeto de ampliar los conocimientos sobre el género Zinnia a través
del estudio de sus especies, se realizd el analisis quimico de una poblacién de Zinnia
peruviana proveniente del estado de Guanajuato. Adicionalmente, se presentan los

resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos aislados.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae, es una de las mas diversas del grupo de las plantas con flores
(angiospermas); cuenta con mas de 23,000 especies agrupadas en alrededor de 1620
géneros y distribuidas en casi todo el mundo, principalmente en Centroamérica y en el sur
de Norteamérica (México).% 19 Son plantas herbaceas, anuales o perennes, mas raramente
arbustos o arboles, se caracterizan por tener flores dispuestas en una inflorescencia
compuesta denominada capitulo la cual se halla rodeada de una o més filas de bracteas.
Esta caracteristica explica el antiguo nombre de esta familia, Compositae, en el que se hace
referencia a la estructura floral tipica, que corresponde a un 6rgano que asemeja una flor
pero que, en realidad se compone de decenas de flores pequefias.® Los miembros de esta
familia tienen uso ornamental (margaritas, crisantemos, dalias, zinnias, entre otras),
alimenticio® (girasol, cartamo, lechuga, alcachofa, etc.) y medicinal (Arnica montana L.,
analgésica y antiinflamatoria; Artemisia absinthum L., colerético; Calendula officinalis L.,
afecciones de la piel; Cynara scolymus L., padecimientos hepéticos; Echinacea angustifolia
DC., inmunoestimulante; Tussilago farfara L., expectorante).*?

2.2. Género Zinnia

El género Zinnia L. (tribu Heliantheae, familia Asteraceae) estd compuesto por hierbas o
arbustos anuales o perennes, distribuidos en Norteamérica, principalmente en México, con
una sola especie (Z. peruviana) que crece desde Arizona hasta Per(.! Torres dividié a
Zinnia en dos subgéneros, Diplothrix y Zinnia.'? El primero estd compuesto por seis especies
(Z. acerosa, Z. anomala, Z. citrea, Z. grandiflora, Z. juniperifolia y Z. oligantha). El segundo
subgénero esta dividido en dos secciones, Zinnia con tres especies (Z. elegans, Z.
haageana y Z. peruviana) y Mendezia con ocho especies (Z. angustifolia, Z. bicolor, Z.
greggii, Z. leucoglossa, Z. littoralis, Z. maritima, Z. purpusii y Z. tenella). Posteriormente, las
cinco especies del género Tragoceras fueron incluidas como una tercera seccion del
subgénero Zinnia,!? la seccién Tragoceras (Z. zinnioides, Z. schiedeana, Z. americana, Z.
flavicoma y Z. venusta). SOlo a tres de estas 22 especies se les atribuyen propiedades

terapéuticas y son usadas en la medicina tradicional.!! Por otra parte, algunas especies de
3
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Zinnia tienen un alto valor econémico porque han sido adaptadas al cultivo y son muy

cotizadas como plantas ornamentales.'4

Desde el punto de vista fitoquimico las especies de Zinnia estudiadas hasta ahora muestran
una composicidn quimica que se caracteriza por la presencia de lactonas sesquiterpénicas.
Estos compuestos son terpenos de quince atomos de carbono (sesquiterpenos) que tienen
en su estructura un anillo lacténico, al cual se le atribuyen las diversas actividades biolégicas
que presentan estos metabolitos. Las lactonas aisladas de Zinnia son principalmente
elemendlidas, aunque con menor frecuencia se han aislado guayandlidas, germacranolidas,

eudesmandlidas y eremofilandlidas (Figura 2).1!

o A %

Germacrandlida Guayandlida Elemendlida
0]
o
(o)
o
Eudesmandlida Eremofilandlida

Figura 2. Estructura base de los cinco tipos de lactonas sesquiterpénicas aisladas del
género Zinnia.

2.3. Zinnia peruviana

Zinnia peruviana L. (Figura 3), también conocida con los sinbnimos de Z. multiflora, Z.
pauciflora, Z. tenuiflora, Z. verticillata, entre otros, es una planta anual herbacea de hasta

90 cm de altura.'? Crece por lo regular a la orilla de los caminos durante la época de lluvias.

4
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En México, es un componente comun de la vegetacion ruderal y de pastizales. Crece en
sitios con una altitud de hasta 2500 m y se distribuye en los estados de Aguascalientes,
Chihuahua, Ciudad de México, Coahuila, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro,

San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas.'®

En algunos estados de la Republica Mexicana, Z. peruviana es conocida con el nhombre
comun de “mal de 0jo” y tiene diversos usos en la medicina tradicional. En Nayarit, el té
preparado con tallos y hojas se utiliza en el tratamiento de la diarrea y del dolor de estomago.
En la region cuicateca de Santos Reyes Papalo, situada al norte de Santiago Huauclilla,
Oaxaca, se utiliza para aliviar el dolor de estbmago, para combatir la disenteria y para bafios
después del parto. Los pobladores de Santiago Huauclilla, Oaxaca, la conocen como
“gallito” y usan la decoccion de las partes aéreas para aliviar el dolor y la inflamacién

producida por golpes.16

Figura 3. Imagenes de Zinnia peruviana.

En cuanto a estudios farmacologicos, se han evaluado las actividades antinociceptiva y
antiinflamatoria de los extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y acuoso de las partes
aéreas de Z. peruviana. Los ensayos en que se evaluaron estas actividades fueron el de

estiramiento abdominal (prueba de writhing) y en la prueba de la formalina. Los extractos
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de hexano y acetato de etilo presentaron actividad moderada siendo mas activo el extracto

de acetato de etilo.16

Se ha descrito que las fracciones eluidas con hexano/AcOEt 7:3 y 6:4 de la CC del extracto
de acetona de las partes aéreas de Z. peruviana muestran actividad antibacteriana contra
bacterias patdbgenas gram-positivas (Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Listeria
monocytogenes y Bacillus cereus) y gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli), con actividad mas pronunciada contra gram-positivas.t’

También, se describié que el extracto de diclorometano de las partes aéreas y raices de Z.
peruviana muestra un potente efecto citotoxico en las lineas celulares de cancer. UACC62

(melanoma), MCF7 (cancer de mama) y TK10 (adenocarcinoma renal).'8

2.4. Quimica del género Zinnia

La composicion quimica de Zinnia se caracteriza por la presencia de lactonas
sesquiterpénicas de tipo elemendlida y guayandlida. De forma menos frecuente, se han
aislado y caracterizado germacrandlidas, eudesmandlidas y eremofilanélidas.!! Se ha
documentado el estudio quimico de nueve especies de Zinnia, de las cuales siete contienen

elemendlidas.

En las primeras investigaciones quimicas del género Zinnia se analizaron dos colectas de
la especie Zinnia acerosa (DC.) A. Gray. De la primera colecta se aislaron las guayanélidas
zaluzanina C (1) y D (2) (descritas previamente para algunas especies de Zaluzania). De la
segunda colecta soélo se aislaron las elemendlidas zinarosina (3) y dihidrozinarosina (4).1°
La estereoquimica de estos compuestos se establecié mediante el analisis de las constantes

de acoplamiento observadas en los espectros de RMN 1H.

La segunda especie en ser analizada fue Zinnia pauciflora L., la cual se considera sinGnimo
de Zinnia peruviana (L.). Del primer estudio quimico de esta especie, se aislaron tres
elemendlidas denominadas zinaflorinas I, 1l y 1l (5-7), cuya configuracion fue asignada
considerando los valores de las constantes de acoplamiento en el espectro de RMN H 'y

asumiendo una orientacion alfa de H-5y H-7, y beta de C-14.%°
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El andlisis fitoquimico de Zinnia haageana Regel’! condujo al aislamiento de la

germacrandlida haageandlida (8).

HO OiBu

CHO OiBu ™
15 =y 4 Dihidrozinarosina

3 Zinarosina

1 R = H (zaluzanina C)
2 R = Ac (zaluzanina D)

CHO OR
5 R = Ry = Ang (zinaflorina I) o
6 R = Ang, Ry = H (zinaflorina Il) 8 Haageanolida

7 R = Meacr, Ry = H (zinaflorina IIl)

Ang = Angeloil = (Z)-2-metil-2-butenoil
Meacr = Metacriloil = 2-metilpropenoil

Figura 4. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Z. acerosa, Z. pauciflora (sinénimo de Z.
peruviana) y Z. haageana.

En 1979, se publicé el estudio quimico de Zinnia multiflora L., Zinnia peruviana (L.) L. y
Zinnia acerosa (DC.) A. Gray.?? Las tres especies contienen guayanolidas. De Z. multiflora
se aislaron las mezclas de elemendlidas 9-12 (~4:3:1:1) y 15-18 (~4:3:1:1); de Z. peruviana
se aislaron las mezclas de elemendlidas 9-12 (~5:4:1:1) y 12-15 (~4:5:1:1); de Z. acerosa
se aislaron las elemendlidas 20-24. El valor de la J7,13 > 3 Hz de las elemendlidas se tomo
como base para proponer una fusion trans de la lactona y el valor de la Js9 = 2.5 Hz para
proponer una orientacion beta de H-9. Debido a que las zinaflorinas Il y 11l estaban entre los

compuestos aislados, la configuracion que se asigné originalmente a las zinaflorinas I-11l se

7
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corrigié a 19, 15y 16, respectivamente. Los compuestos 13 y 14 se obtuvieron al acetilar la
mezcla 9-12. Sus constantes de acoplamiento fueron diferentes de las de 9-12 y 15-19, lo

que se atribuy6 a cambios conformacionales.

OR, ORy OR;

CHO OR CHO OR CHO OR

9R=Ang, R;=H 15 R = Ang, R4 = H (zinaflorina Il) 20R = Mebu, Ri=H
10 R = Meacr, R; = H 16 R = Meacr, Ry = H (zinaflorina IlI) 21 R=iBu,Ry=H
11R=H’R1=Ang 17R=H,R1=Ang 22R=H,R1=MeBu

12R=H, R, =Meacr 18R=H,R;=Meacr 23R=H,R,=iBu
13 R = Ang, R, = Ac 19 R = R4 = Ang (zinaflorinal)  iBu = Isobutiril = 2-metilpropanoil
14R = Ac, R; = Ang MeBu = 2-metilbutanoil

OH

Figura 5. Elemendlidas de Z. peruviana y Z. acerosa.??

Posteriormente, se estudid la composicién quimica de seis especies de Zinnia: Zinnia
angustifolia, Zinnia elegans, Zinnia haageana, Zinnia linearis, Zinnia tenuiflora y Zinnia
verticillata.?® De acuerdo con Torres, Z. linearis es sinébnimo de Z. angustifolia, mientras que
Z. tenuiflora y Z. verticillata son sinénimos de Z. peruviana.'? El andlisis quimico de Z.
angustiflolia, Z. linearis y Z. haageana demostr6é que su composicion es similar y constituida
por germacrandlidas, guayandlidas, eudesmandlidas y eremofilandlidas. No se encontraron
elemendlidas en estas especies. Las especies Z. elegans, Z. verticillata y Z. tenuiflora
contienen las elemendlidas 9-12, las epoxielemenolidas 15-18 y guayandlidas. Ademas, Z.
verticillata y Z. tenuiflora contienen los diésteres 25-29, a los que se asignd una fusion cis
del anillo lactonico y una orientacion alfa de H-9 con base en los valores de J7,s y Js,9, ambos
de 4 Hz.
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25 R = Ang
26 R = Mebu
27 R =Ac

28 R =iBu
29 R = Meacr

CHO OAng

Figura 6. Elemendlidas de Z. verticillata y Z. tenuiflora (ambas consideradas sinénimos de
Z. peruviana).

La investigacion de una poblacién de Z. peruviana proveniente de Honduras?* resulté en el
aislamiento de una mezcla de acetales de elemendlidas (30 y 31) en una proporcion 4:1'y
de otra mezcla que contenia a la zinaflorina Ill (16) y al compuesto 32 o la mezcla de 18 y
33. Los datos espectroscopicos y constantes de acoplamiento, principalmente la J7,13, fueron
la base para proponer la configuracion que se muestran en la Figura 7 y sugerir que es la

que corresponde a las zinaflorinas.

CHO OR
30 R = Meacr 32R =H, Ry =Tigl
31 R =Tig| 33R=Tigl, R{=H

Tigl = Tigloil = (E)-2-metil-2-butanoil

Figura 7. Elemendlidas de una poblacién de Z. peruviana de Honduras.

El andlisis quimico de Zinnia juniperifolia (DC.) A. Gray?® resulté en el aislamiento de la
primera 6-elemendlida a la que se llamé juniperina (34). La configuracion del compuesto
(excepto en C-1) se dedujo a partir de la magnitud de las constantes de acoplamiento (Js,s
= 3 Hz; J67 = 4 Hz; J7,8 = 3.5 Hz; Js0 = 2.2 HZz), asumiendo una orientacion alfa para H-5 y
H-7y beta para C-14.

De Zinnia. grandiflora Nutt.,?® también se aisl6 una &-elemendlida, su estructura no fue
elucidada satisfactoriamente, ya que no se logré determinar la posicion de los ésteres, por
lo que la estructura probable puede ser 35 0 36. Este compuesto solo difiere de 34 por la

9
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naturaleza de uno de los ésteres en C-6 o C-8. La configuracién asignada fue la misma que

la juniperina.

34 R = a-OHiBu, Ry = Ang (juniperina)
35 R = ¢-OHiBu, Ry = Ac
36 R = Ac, Ry = a-OHiBu

Figura 8. 6-Elemendlidas aisladas de Z. juniperifolia y Z. grandiflora.

El estudio quimico de una poblaciéon de Z. peruviana colectada en la Ciudad de México?’
permitio aislar una nueva elemendlida, denominada zinaflorina IV (37), la cual inicamente
difiere de los acetales 30 y 31 (Figura 7) por el éster en C-6 que en 37 es un angelato (Figura
9). Sin embargo, con base en el analisis de los angulos diedros y de las constantes de
acoplamiento observadas en el espectro de RMN se propuso una fusion cis de la lactona
como la asignada originalmente a las zinaflorinas I-111,%° a pesar de la J7,13 > 3 Hz. Para
aclarar esta controversia se llevé a cabo el andlisis de difraccion de rayos-X de la zinaflorina
IV, el cual confirmé la fusién cis de la lactona y, sorprendentemente, revel6 que en esta
elemendlida H-5 es beta y C-14 alfa. Con base en lo anterior, la estructura de la zinaflorina
IV fue propuesta como 37, también se corrigieron las estructuras de los compuestos 30 y

31, proponiendo las estructuras 38 y 39, respectivamente.

Las zinaflorinas I-11l fueron aisladas nuevamente de esta misma poblacion y se corrigieron
sus estructuras con base en la comparacion de sus datos espectroscopicos con los de 37,
dando lugar a las estructuras corregidas 48, 44 y 45.?7 Las estructuras de las elemendlidas
9-12 y las epoxielemendlidas 20-23, 15-19 y 32-33 (Figuras 5 y 7) fueron revisadas y las

estructuras corregidas corresponden a 40-43 y 44-54.11

10
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H OR,

. .
W K

OR CHO 6 CHO 6
37 R = Ang (zinaflorina IV) 40 R = Ang, R; = H 44 R = Ang, R4 = H (zinaflorina II)
38 R = Meacr 41 R = Meacr, R,=H 45 R = Meacr, R = H (zinaflorina Ill)
39 R =Tigl 42R=H,R,=Ang 46 R = H, Ry = Ang

43 R =H, R;=Meacr 47 R =H, R;=Meacr
48 R = Ry = Ang (zinaflorina I)
49 R = Mebu, Ry =H
50 R=iBu,Ry=H
51 R=H, Ry = Mebu
52R=H, R, =iBu
53 R=H, R, =Tigl
54 R =Tigl, Ry =H

Figura 9. Estructura de la zinaflorina 1V aislada de una poblacion de Z. peruviana de la
Ciudad de México y estructuras revisadas de elemendlidas de Zinnia.
El andlisis quimico de una poblacién de Z. peruviana proveniente del estado de Oaxaca?’
permitié aislar una nueva elemendlida llamada zinaflorina V (55). Este compuesto también
pertenece a la serie H-58, C-14a. Se propuso el nombre de zinndlidas para elemendlidas
que pertenezcan a esta serie. También se identificaron los compuestos 37, 44 y 48.

55 Zinaflorina V

Figura 10. Estructura de la zinaflorina V, aislada de una poblacién de Z. peruviana de
Oaxaca.

Posteriormente, se publicé el analisis de los productos de acetilacion de varias 90-
hidroxieleman-88,12-6lidas, entre ellas las zinaflorinas 1I-1V (44, 45y 37).28 En el articulo se

describe que al acetilar la zinaflorina Il (Ac2O/piridina, T.A., 12 h) que tiene un so6lo grupo

11
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hidroxilo, se obtienen dos productos; el minoritario se identificé como el producto esperado,
9-O-acetilzinaflorina Il (56), mientras que el mayoritario no presenté la banda de y-lactona
(~1775 cm?) en el espectro IR, pero si una banda en 1735 cm?, atribuida a una &-lactona
y al acetato. Su espectro de RMN *H resulté practicamente igual (sin considerar los ésteres)
al de la &-lactona, juniperina, por lo que fue necesario revisar la estructura de esta Ultima.
Para ello se llevd a cabo el estudio de difraccién de rayos-X que mostré que la juniperina
también pertenece a la serie de las H-58, C-14a elemendlidas y su estructura se determiné
como 59. En consecuencia, la estructura del acetato mayoritario es 57, esta é-lactona se
obtiene como Unico producto cuando la acetilacion de zinaflorina 1l (44) se efectia con

calentamiento (Ac20/piridina, 4 h).2®

También, se demostro la formacion de la 6-lactona 61 como producto de acetilaciéon de la
zinaflorina IV (37). Con base en lo anterior y en el analisis de los datos espectroscépicos
reportados para los productos de acetilacion de las y-lactonas 40 y 45,22 se propuso que

sus estructuras corresponden a las 6-lactonas 62 y 58, respectivamente.

En el mismo articulo se ha descrito el aislamiento del compuesto 64 de una poblacion de Z.
acerosa de San Luis Potosi,?® cuya acetilacion produjo los acetatos 63 y 65 en una
proporcion 2:1. Las transposiciones anteriores pueden explicarse con la existencia de un
equilibrio entre y-elemendlidas y &-elemendlidas, siendo favorecidas estas ultimas con el

aumento de la temperatura.

H OR
o, 1 o,

CHO O

CHO O
56 R = Ang, Ry =Ac

(o)

57 R=Ang, Ry =Ac

58 R = Meacr, Ry = Ac

59 R = ¢-OHiBu, Ry = Ang (juniperina)
60 R = ¢-OHiBu, Ry = Ac

12
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.
N
W

CHO OiBu
62 R = Ang 64 R=H
63 R =iBu 65R = Ac

Figura 11. 6-Elemendlidas aisladas de Z. juniperifolia (59) y Z. grandiflora (60), y
productos de acetilacién de y-elemendlidas.

El género Tragoceras (tribu Zinninae) fue incluido como una nueva seccion de Zinnia, por
lo que debe presentar una composicion quimica similar a la de otras especies de Zinnia. Lo
anterior se corroboré con el analisis de Zinnia flavicoma (DC.) Olorode & Torres, mediante
el cual se aislaron ocho nuevas elemendlidas, las zinaflavinas A-H (66-73).2° La estructura
y configuracién de los compuestos se propusieron con base en sus datos espectroscopicos
y se confirmaron mediante el analisis de difraccion de rayos-X de la zinaflavina F.

Una diferencia notable entre las zinaflavinas A-F y G-H es la magnitud de las constantes de
acoplamiento de H-6. En las zinaflavinas G y H los valores de Jss = 12 Hz y Je7 = 9 Hz
establecen una relacién trans de H-6 con los protones vecinos H-5 y H-7; si se asume que
H-7 es alfa, entonces H-6 es beta, H-5 debe tener una orientacion alfa y C-14 es beta. Lo

mencionado anteriormente indica que estos dos compuestos pertenecen a la serie H-5a, C-

14B. Z. flavicoma es la primera especie en la que se reporta que ambas series de

elemendlidas coexisten (H-58, C-14ay H-5a, C-14p).
H OR

68 R = 3-Mebu (zinaflavina C) 72 R = iBu (zinaflavina G)

66 R = 2-Mebu (zinaflavina A) 32 R~ %'Vl'f(’;‘:] ﬁ.‘;‘f.ﬁ!i“;f D)
67 R = Tigl (zinaflavina B) 71R = Ag(zinaflavina F)

Figura 12. Elemendlidas aisladas de Z. flavicoma.

13

73 R = 2-MeBu (zinaflavina H)
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La altima publicacién sobre Z. peruviana, corresponde al estudio quimico de una poblacion
colectada en el estado de Jalisco.° En ella se da a conocer el aislamiento de una nueva
elemendlida (33) nombrada equivocamente zinaflorina 1V, ya que este hombre habia sido
asignado con anterioridad al compuesto 37. Ademas, esta elemendlida (33) ya habia sido
descrita como constituyente de una mezcla de elemendlidas aisladas de otra poblacion de

Z. peruviana.?*

La especie Zinnia citrea Torres contiene una o6-elemendlida conocida como zinacitrina
(74).3! Su estructura fue elucidada mediante la interpretacion de sus datos espectroscopicos
y confirmada por comparacion con los valores de las constantes de acoplamiento de la

juniperina.

74 Zinacitrina

Figura 13. 6-Elemendlida aislada de Z. citrea.

El dltimo articulo sobre el género Zinnia corresponde a una poblacion de Z. grandiflora de
Arizona.?? Este estudio se llevd a cabo con el propésito de aislar compuestos con actividad
citotoxica y condujo al aislamiento de la &-lactona 60 y de tres nuevas &-elemendlidas,

denominadas zinagrandindlidas A, By C (75-77).

76 R = Me (Zinagrandindlida B)
77 R = H (Zinagrandinolida C)

75 Zinagrandindlida A

Figura 14. 6-Elemendlidas aisladas de Z. grandiflora.
14
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2.5. Lactonas sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas son un grupo amplio y diverso de metabolitos secundarios
del grupo de los terpenos. Actualmente se conocen alrededor de 5000, aisladas
principalmente de la familia Asteraceae (antes Compositae).3® Estos compuestos han
recibido un considerable interés debido a la amplia gama de actividades biologicas que
presentan, principalmente analgésica, antiinflamatoria, citotéxica, hipoglucemiante, antiviral,

antiparasitaria, antifingica y antimicrobiana (Figura 15).% 34

H : o
(o)
(0
° Ho

Helenalina o)

(Antiinflamatoria) Artemisinina itinina D

(Antipaludico) 'Tagltlnlna.
(Hipoglucemiante)
0]
o

HO

0

Tamaulipina B
(Citotoxica)

Isoalantolactona
(Antifungico)

Figura 15. Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas con actividad bioldgica.®*

Estos metabolitos secundarios se clasifican en mas de 100 tipos con base en su estructura,
sin embargo, sélo siete de estos tipos (germacrandlidas, eudesmandlidas, elemendlidas
eremofilandlidas, guayandlidas, xantanolidas y pseudoguayandlidas) constituyen el 87% de
las lactonas sesquiterpénicas conocidas.®® La funcionalidad que da nombre a las lactonas
sesquiterpénicas es un anillo y- o 6-lactonico, generalmente a,B-insaturado, al cual se le
atribuyen los principales efectos biolégicos (principalmente la actividad citotoxica) que
presentan estos compuestos. Otros grupos frecuentemente presentes en las lactonas

sesquiterpénicas son dobles enlaces, hidroxilos, ésteres o ep6xidos.3®

Se ha propuesto que la bioactividad de las lactonas sesquiterpénicas es mediada por
alquilacion de nucledfilos a través de carbonilos a,B-, 0 a,8,y,6-insaturados, tales como: a-
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metilén-y-lactonas o ciclopentanonas a,B-insaturadas. Estos grupos funcionales reaccionan
con nucledfilos, especialmente con los grupos sulfhidrilo de aminoacidos azufrados como la
cisteina (presentes en un gran numero de proteinas funcionales y enzimas), a través de
reacciones de adicion tipo Michael,3* lo que provoca la inhibicién o disminucién de actividad
de la biomolécula debida a la formacion de enlaces covalentes.3’

La relacion entre la estructura quimica y la bioactividad de las lactonas sesquiterpénicas se
ha estudiado en las actividades citotdxica,® analgésica®®, antiinflamatoria*® vy
antimicrobiana.** Se ha postulado que el grupo exometileno de la lactona es esencial para
la actividad antiinflamatoria y citotoxica porque modificaciones estructurales a este grupo,
tales como saturacion o adicion, resultan en una disminucion de la actividad. También, se
ha observado que los grupos alquilantes adicionales de tipo O=C-C=CH2 aumentan en gran
medida la citotoxicidad.®®> Otras caracteristicas estructurales también contribuyen a la
bioactividad, por ejemplo, la lipofilicidad del compuesto, la geometria molecular y el entorno

quimico de los grupos sulfhidrilo de la diana molecular.*?

2.6. Biosintesis de lactonas sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas se forman por la via del acido mevaldnico en el reticulo
endoplasmico de las células de las plantas.®* Estos compuestos derivan del pirofosfato de
farnesilo (FPP), el cual estd formado por tres unidades Cs (pirofosfato de isopentenilo y
pirofosfato de dimetilalilo). Biogenéticamente, la (+)-germacrano A sintasa cataliza la
ciclacion del FPP y forma el cation germacrilo que da lugar al (+)-germacrano A.
Posteriormente, el C-13 de la cadena lateral del germacrano se oxida para formar el 4cido
germatrienoico que puede oxidarse en C-6 o0 C-8y asi generar las lactonas sesquiterpénicas
(+)-costundlida o (+)-inundlida (Figura 16). Lo anterior se ha confirmado en estudios de

biosintesis de (+)-costundlida en raices de Cichorium intybus L. (achicoria).*3 44

La formacion del anillo lactonico implica la oxidacion del metilo vinilico (C-13) del (+)-
germacrano A a acido carboxilico. Este paso comienza con la hidroxilacion de (+)-
germacrano A a germacratrien-12-ol por la enzima (+)-germacrano A hidroxilasa. Esta
enzima del citocromo P450 es dependiente de NADPH. El germacratrien-12-ol es oxidado
posteriormente a acido germacratrien-12-oico a través de germacratrien-12-al por

deshidrogenasas dependientes de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.*®
16
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La conversion del acido germacratrien-12-oico en (+)-costundlida se cataliza por la (+)-
costundlida sintasa. Esta enzima también pertenece al citocromo P450, ya que depende de
NADPH. La biosintesis de (+)-costundlida en presencia de 802 da como resultado la
incorporacion de un atomo de 80. Esto apoya el concepto de que el anillo lacténico se
forma a través de una hidroxilacién en la posicion C-6 del acido germacratrien-12-oico,
después de lo cual el grupo hidroxilo ataca al grupo carboxilo en C-12. No esté claro si la
formacion final del anillo de la lactona estd mediada por la (+)-costundlida sintasa o si se
produce espontdneamente sin intervencion de la enzima. La hidroxilacion en la posicion C-
8, generaria un intermediario de las lactonas sesquiterpénicas cuyo anillo lacténico esta

cerrado hacia C-8 como la (+)-inundlida.*®

\ /
/

1 9 NADPH NADP™*
0o, H,O
@ __/// 13
—_——
12 CH,OH
15 13
(+)-Germacrano A Germacratrien-12-ol

NADPH

>S5y

CHO

Germacratrien-12-al

NADP*

NADPH

(+)-costundlida

O2 COOH
Acido

OH %{3
T

COOH

(+)-inundlida

Figura 16. Ruta biosintética propuesta para la formacién de (+)-costundlida y (+)-
inundlida.*®
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Se han realizado estudios en los que se demuestra que las eudesmandlidas se forman a
partir de germacrandlidas y 1,10-epoxigermacrandlidas, mientras que las guayandlidas se
forman a partir de 4,5-epoxigermacrandlidas (Figura 17). Esto implica que la 4,5-
epoxicostundlida (partendlida) conduciria a guayandlidas, mientras que la 1,10-
epoxicostundlida llevaria a eudesmandlidas.#’ Las germacrandlidas también producen
eudesmanolidas a través de ciclacion promovida por protonacion y elemendlidas por

transposicion de Cope.*>46

Finalmente, existen otras lactonas sesquiterpénicas que tienen como precursor comun a las

germacrandlidas, tal como se muestra en la Figura 18.

o OH
0O
7 N\
o]
\
(@]

Transposicion
de Cope

o)

Figura 17. Modelos de ciclacion de distintos germacranos y formacién de una elemendlida
por transposicion de Cope.*®
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T %

o]
Elemendlida ]
Seco-eudesmandlida

A et

Eudesmandlida Eremofilandlida (FBu?(‘i(r?anr?gI(ij:a)

_b
—_—
Germacrandlida Seco-guayandlida i

\ Guayanélida (Xantandlida) Seco-pseudoguayanolida
@
Seco- germacranéhda Y

Pseudoguayandlida .
Seco-pseudoguayandlida

s

Crimorandlida

Figura 18. Relaciones biogenéticas de las lactonas sesquiterpénicas derivadas de
germacrandlidas.*’

'

N

Cadinandlida
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2.6.1. Biosintesis de elemendlidas

La biosintesis de elemendlidas involucra transposiciones de Cope de germacrandlidas a
través de procesos espontaneos o mediados por enzimas (posiblemente elemano
sintasas).*’ La transposicién de Cope es una reaccion sigmatrépica [3,3] estereoespecifica,
que procede a través de un estado de transicion en forma de silla.** Dado que los
germacranos prefieren la conformacion silla-silla, esta reaccién procede facilmente, sin
embargo, es un proceso reversible y el equilibrio entre 1,5-ciclodecadieno y 1,2-
divinilciclohexano depende de la naturaleza y la configuracion de los sustituyentes. Los
germacranos tienen cuatro posibles isémeros geométricos: (E,E), (Z,E), (E,2) y (Z,Z). Los
(E,E)-germacranos son los mas comunes en la naturaleza, son moléculas relativamente
flexibles, pero en caso de tener un sustituyente voluminoso en C-7, predomina el conférmero
con el sustituyente ecuatorial,*® como en el caso del germacrano A (Figura 19) que adopta
la conformacion a para generar el trans-1,2-divinilciclohexano 1a (8-elemeno), mientras que

el compuesto 1b con H-58 y C-14a no se forma*? (Figura 19).

Germacrano A H
p—elemeno

1a

1b

Figura 19. Conformaciones del germacrano A en la transposicién de Cope y su relacion
con la configuracién de los B-elemenos formados.*?

No obstante, existen ejemplos en los que la reaccion de Cope de un (E,E)-germacrano
puede producir un H-58,C-14a-divinilciclohexano, como la lenta transformacion de
linderalactona a isolinderalactona a temperatura ambiente (Figura 20), que podria sugerir
que los germacradienos oxidados en C-14 y/o C-15 pueden transponerse a temperaturas
bajas en comparacién con los germacradienos no oxidados*’ Lo que también sugiere que
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en las plantas la transposicion de Cope es espontanea y las reacciones oxidativas

posteriores son controladas por enzimas.

(o)

Linderalactona Isolinderalactona

Figura 20. Conversion de linderalactona a isolinderalactona por transposicion de Cope.

Otro ejemplo, son las transposiciones del hedicariol y sus isobmeros geométricos que
demuestran que la configuracion H-58, C-14a (la mayoria de las elemendlidas del género
Zinnia presentan esta configuracién!!) se forma Unicamente del isémero (E,E),* tal como
se observa en la Figura 21 que involucra transposiciones retro-Cope, en la que uno de los

productos es un elemol con configuracién H-58, C-14a.

OH
m — Oy

Hedicariol

Hedicariol

OH

Figura 21. Transposiciones retro-Cope del hedicariol.*®
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3. JUSTIFICACION

El estudio quimico de plantas constituye una herramienta Gtil en la busqueda de compuestos
bioactivos presentes en la naturaleza. Las actividades requeridas para descubrir estos
compuestos estan asociadas con técnicas de separacion, purificacion y elucidacion
estructural, asi como con ensayos de actividad bioldgica. El criterio etnomédico ha servido
para seleccionar plantas que resulten de interés con base en el uso que se les ha dado. Tal
es el caso de Zinnia peruviana, que se utiliza en algunos estados de la Republica Mexicana
para tratar infecciones gastrointestinales y también como analgésico y antiinflamatorio,
ademas esta reportado que los extractos organicos de esta planta tienen actividad
antiinflamatoria, antinociceptiva, citotoxica y antibacteriana. Dentro de este contexto, el
andlisis quimico de una poblacion de Zinnia peruviana proveniente del estado de
Guanajuato contribuird a ampliar el conocimiento de la quimica de esta especie. Ademas,
dado que en la literatura no existen datos de la actividad biolégica de los compuestos que
se han aislado de esta especie, se evaluara la actividad antibacteriana de los metabolitos

secundarios que se aislen de Z. peruviana.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Generar conocimiento relacionado con la quimica del género Zinnia, a través del estudio
quimico de una poblacion de Zinnia peruviana proveniente del estado de Guanajuato, asi
como aportar conocimientos cientificos acerca de la actividad antibacteriana de sus

metabolitos secundarios.

4.2. Objetivos particulares

» Aislar el mayor nimero posible de metabolitos secundarios presentes en la fraccion de
acetato de etilo proveniente del extracto de acetona y metanol.

» Determinar la estructura de los compuestos aislados mediante la interpretacion de sus
datos espectroscopicos.

» Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos obtenidos.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Material y equipo

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fischer-Johns y no estan corregidos.
Las cromatografias en columna (CC) se realizaron con silica gel 60 (Macherey-Nagel
G/UV2s4) como fase estacionaria. Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron sobre
cromatoplacas Macherey-Nagel Sil G/UV2s4 de 0.25 mm de espesor. Las cromatografias en
placa preparativa se realizaron sobre placas Sil G/UV2s4 de 1.0 mm y 2.0 mm de espesor.
Se utilizé una ldmpara de luz ultravioleta Spectroline CX-20 a 254 y 366 nm para visualizar
las cromatoplacas. Como revelador se emple6 una disolucion de sulfato cérico al 3% en

acido sulfurico 2 N.

Los espectros de RMN se obtuvieron en espectrometros Bruker Avance Digital (*H a 300
MHz; 13C a 75 MHz), Bruker Avance IIl (*H a 400 MHz; 13C a 100 MHz) y en un Varian Inova
500 (*H a 500 MHz; 13C a 125 MHz). Los desplazamientos quimicos (&) se reportan en ppm
con respecto a tetrametilsilano (TMS) que se us6 como referencia interna. Los espectros de
infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotdmetro Bruker Tensor 27. La rotacion 6ptica
se determind en un polarimetro Perkin Elmer 343. Los espectros de masas (MS-DART) se
obtuvieron en un equipo JEOL AccuTOF JMS-T100LC y los de alta resolucion, por la técnica

de ionizacién por electrospray (EMAR-ESI) en un equipo Agilent 6200 series TOF/6500.

5.2. Material vegetal

El material vegetal se recolect6 en Valle de Santiago, Gto., el 20 de Julio de 2016 y fue
identificado como Zinnia peruviana (L.) L. por el Dr. José Luis Villasefior. Una muestra de la
planta se deposité en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM (MEXU-
1443211).

5.3. Extraccion del material vegetal

Las partes aéreas y raices de las plantas se dejaron secar a la sombra, ya secas se molieron
en un molino de cuchillas. El material vegetal molido (381.21 g) se extrajo con acetona y

después con metanol mediante percolacion. Los extractos se reunieron (54.73 g) y se
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sometieron a particion entre MeOH/H20 (9:1) y acetato de etilo. Se obtuvieron 34.49 g de la

fraccion acuosa 'y 17.47 g de la fraccion de AcOEt.

5.4. Aislamiento y purificacion de los compuestos

El extracto de AcOEt se fracciond (fracciones de 500 mL) por medio de CC, usando un
sistema de elucion hexano/AcOEt;, se empezé a eluir con hexano y se aumento
gradualmente la polaridad del sistema hasta 100% de AcOEt. El orden y la relacion de
disolventes en las distintas fracciones fueron los siguientes: A1-A17 (1:0); A18-A33 (19:1);
A34-A61 (9:1); A62-A68 (4:1); A69-A97 (7:3); A98-A102 (3:2); A103-A117 (1:1); A118-A126
(3:7); A127 (0:1); A128 (acetona) y A129 (MeOH). El progreso de la CC se monitored
mediante CCF y con base en ello se reunieron aquellas fracciones que evidenciaron tener
una composicion similar. Las fracciones se reunieron de la siguiente forma: A1-A17, A18-
A25, A26-A41, A42-A60, A61-A68, A69-A74, A75-A81, A82-A84, A85-A103, A104-A126,
Al127, A128 y A129.

Mediante CC de las fracciones A26-A41 (1.5335 g) se obtuvieron las fracciones B1-B20 y
B21-B34, que fueron eluidas con hexano/AcOEt 96:4 y 93:7, respectivamente. Las
fracciones B17-B24 se cristalizaron de etanol y se obtuvieron 184.5 mg (0.048% respecto
al material vegetal seco) de la mezcla de los compuestos 1y 2.

Las fracciones A69-A74 (1.8727 g) se sometieron a CC, eluida con hexano/acetona,
17:3—7:3. Se obtuvieron las fracciones C1-C79. Las fracciones C4-C20 (825.7 mg) se
sometieron a CC. La columna se eluy6 con hexano/acetona 88:12—73:27, se obtuvieron las
fracciones D1-D31. La fraccién D8 se decolor6 con carbén activado y se cristalizdé de
AcOEt/hexano para obtener 44.5 mg (0.012% respecto al material vegetal seco) del
compuesto 3. Las fracciones D11-D20 se decoloraron con carbon activado y se sometieron
a cromatografia en placa preparativa (eluida con benceno/AcOEt 3:1), de la que se
obtuvieron 13.5 mg (0.004% respecto al material vegetal seco) de la mezcla de los
compuestos 4y 5, mediante cristalizacion de AcOEt/hexano. Las fracciones C38-C50 (174.7
mg) se sometieron a CC, eluida con hexano/AcOEt 3:1, de la que se obtuvieron las
fracciones E1-E21. De la fraccion E8 se obtuvieron 17.0 mg (0.004% respecto al material

vegetal seco) del compuesto 6, mediante cristalizacién de AcOEt/hexano.
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Las fracciones A75-A81 se purificaron mediante sucesivas cristalizaciones de
AcOEt/hexano y se aislaron 303.6 mg (0.080% respecto al material vegetal seco) del

compuesto 7.

Las fracciones A85-A103 (1.5274 g) se cometieron a CC, eluida con hexano/AcOEt, 7:3
—1:1. Se obtuvieron las fracciones F1-F51. Las fracciones F12-F34 se cristalizaron de
AcOEt/hexano y se obtuvieron 5.2 mg (0.001% respecto al material vegetal seco) del

compuesto 8.

Adicionalmente, 300 mg de la elemendlida juniperina (9) se purificaron por medio de CC
eluida con hexano/acetona 3:1. Se obtuvieron las fracciones G1-G15. De la fraccion G7 se

obtuvieron 51.2 mg de juniperina por cristalizacion de acetona/hexano.

B-sitosterol (1) y estigmasterol (2): Cristales incoloros; p.f. 136-138°C (EtOH); RMN H
(CDClIs): ver espectro 1.

Zinaflorina VI (3): Cristales incoloros; p.f. 138-140°C (AcOEt/hexano); [a]3° +140.0 (c. 0.24,
CHCI3); IR (CHCI3): vmax 3598, 1774, 1710 (1714, 1698 22 derivada), 1648, 961 cm™; RMN
'H (CDCI3): ver Tabla 1; RMN 13C (CDCls): ver Tabla 2; EMAR-ESI: m/z 483.1990 [M+Na]*
(calculada para C2sH320sNa, 483.1995).

Mezcla de los compuestos 4 y 5: Cristales incoloros; p.f. 284-285 °C (AcOEt/hexano);
RMN *H (CDClIs): ver espectro 9; RMN 3C (CDCIlz +CD3OD): ver espectro 10; EM-DART:
m/z 377 [M+H]".

Zinaflorina ll (6): Cristales incoloros; p.f. 187-189°C (AcOEt/hexano); IR (CHCI3): vmax 3611,
1772, 1720, 960 cm™*; RMN H (CDCIs): ver Tabla 1; RMN *3C (CDCIs): ver Tabla 2.

Zinaflorina IV" (7): Cristales incoloros; p.f. 192-193°C (AcOEt/hexano); [a]%’ +115.0 (c.
0.22, EtOH); IR (CHCI3): vmax 3613, 1773, 1700, 1649, 881 cm; RMN 'H (CDCI3): ver Tabla
1; RMN 3C (CDCIz): ver Tabla 2; EM-DART: m/z (rel. int.) 377 [M+H]* (100), 359 [M+H-
H20]* (46), 277 [M-H-TigOH]* (59), 259 [277-H20]* (39).

Onopordina (8): Soélido amarillo; p.f. 233-235°C (AcOEt/hexano); RMN H (DMSO-ds): ver
Tabla 3; RMN 13C (DMSO-ds): ver Tabla 4; EM-DART: m/z 317 [M+H]*.

Juniperina (9): Cristales incoloros; p.f. 134-135°C (acetona/hexano); RMN *H (CDCls): ver
Tabla 1; RMN 3C (CDCls): ver Tabla 2.
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Zinnia peruviana
Material vegetal seco y molido
(381.21 9)

Percolacién con acetona y MeOH

Extracto total
(54.73 g9)

Particién con MeOH/H20 9:1 y AcOEt

Fraccién acuosa Fraccion de AcOEt
(34.49 g) (17.47 g)

CC-A (en silica gel)

A26-A41 A69-A74 A75-A81 A85-A103
(1.5335qg) (1.8727 g) (1.5274 g)
CC-C
CC-B Cristalizacion CC-F
\ 4
C4-C20 C38-C50 Comp. 7
B17-B24 (825.7 mg) (174.7 mg) (303.6 mg) F12-F34
Crist. CC-D CC-E Crist
Comp.ly?2 D8 D11-D20 ES8
(184.5 mg) Comp. 8
-Decoloracién “Decoloracion (5.2 mg)

-CCF preparativa

-Cristalizaci6 o bR Cristalizacion
Cristalizacion _Cristalizacién

Comp. 3 Comp.4y5 Comp. 6
(45.7 mg) (13.5 mg) (17.0 mq)

Figura 22. Diagrama del procedimiento experimental para la obtencién de los metabolitos
secundarios de Zinnia peruviana.

27



DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.5. Evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana

Las cepas bacterianas utilizadas en los bioensayos fueron: Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (donadas por el Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan).

La actividad antibacteriana de los compuestos se evalué mediante el método de difusidén en
agar de Kirby-Bauer.*° Los in6culos bacterianos se prepararon en 10 mL de caldo Mueller-
Hinton (Bioxon®) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los indculos se ajustaron con solucién
salina estéril hasta obtener la turbidez del estandar No. 5 de McFarland (108 UFC/mL). Sobre
la superficie de placas con agar Mueller-Hinton se sembraron los indculos bacterianos,
posteriormente, se colocaron por triplicado discos de papel filtro (Whatman No. 5) de 5 mm
de diametro, impregnados con 277 ug del compuesto a evaluar. Como control positivo, se
utilizaron discos con 30 pg de cloranfenicol y como control negativo se utilizaron discos con
10 uL del disolvente empleado (DMSO). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los
halos de inhibicion se midieron y se reportaron en mm. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.

5.6. Evaluacién cuantitativa de la actividad antibacteriana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos que inhibieron el crecimiento
de las bacterias ensayadas se determindé mediante la técnica de dilucién en caldo.>® Las
cepas bacterianas se sembraron en caldo Mueller-Hinton y se incubaron a 37 °C durante 24
h. La serie de microtubos con las diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar,
disueltos en DMSO, se prepararon a partir de una solucion patrén de la que se tomaron las
alicuotas correspondientes y se agregaron en caldo Mueller-Hinton. Las concentraciones
finales fueron de 0.035 a 1.120 mg/mL. Como control negativo se empleé el disolvente
DMSO. Cada tubo se inoculé con 10 uL de la suspension bacteriana cuya concentracion se
ajusté a 4 x 108 UFC/mL, posteriormente se incubaron durante 24 h a 37 °C. La CMI se
consider6 como la menor concentracion del compuesto que inhibié visiblemente el
crecimiento de la bacteria ensayada. Para determinar la concentracion bactericida media
(CBM), se sembraron 100 uL de los tubos que no mostraron crecimiento en placas de agar
Mueller-Hinton. Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. Se consider6 que la CBM

corresponde a las placas sembradas en donde no se observé crecimiento bacteriano.
28



RESULTADOS Y DISCUSION

6. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio quimico de una poblacién de Zinnia peruviana, procedente del estado de
Guanajuato, dio como resultado el aislamiento de una mezcla de dos esteroles, cinco
lactonas sesquiterpénicas y una flavona (Figura 23). Una de las lactonas es un nuevo
producto natural. La elucidacion estructural de estos compuestos, junto con los resultados

de la evaluacién de su actividad antibacteriana se presentan en esta seccion.

1 p-sitosterol m

2 Estigmasterol A% 3 Zinaflorina VI

H H

oR :
4R = Tigl g N\ m

5 R = Ang (zinaflorina IV)

8 Onopordina

Figura 23. Estructuras de los compuestos aislados de Z. peruviana.
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6.1. Elucidacién estructural de los compuestos aislados

De las fracciones poco polares del extracto de acetona y metanol de Z. peruviana, se aislo
una mezcla de pg-sitosterol (1) y estigmasterol (2), los cuales se identificaron por
comparacion de su espectro de RMN 'H y de su punto de fusién (136-138°C) con los
descritos en la literatura.5! En apoyo de lo anterior, la CCF comparativa con una muestra de
la mezcla, obtenida previamente en el laboratorio, mostrd los mismos factores de retencion.
El B-sitosterol y el estigmaterol son considerados de interés terapéutico ya que son capaces
de inhibir la absorcion del colesterol y actian como agentes neutralizantes del veneno de
ciertas serpientes,*>>* ademas el B-sitosterol presenta otras actividades bioldgicas, tales

como: antiinflamatoria, moduladora del sistema inmune y citotoxica.>?

Figura 24. Estructuras del B-sitosterol (1) y estigmasterol (2).

El espectro de IR del compuesto 3 indica la presencia de una lactona de cinco miembros
(1774 cm™) y dobles ligaduras (1648 cm™). Este espectro mostré una banda ancha en 1710
cm? cuya segunda derivada mostré bandas para éster conjugado (1714 cm?) y aldehido
conjugado (1698 cm™). En su espectro de masas, EMAR-ESI, se observa el ion de m/z 483,
gue corresponde a la molécula cationizada [M+Na]*, que es congruente con la formula
molecular C2sH320s. El espectro de RMN 13C del compuesto 3 presenta veinticinco sefiales
que corresponden a cinco metilos, cuatro metilenos, nueve metinos y siete carbonos no
protonados (experimento DEPT). El espectro de RMN *H indica la presencia de los grupos
tigloil y 2-metilbutanoil, para el primero se observa la sefal caracteristica de su protén
vinilico en én 6.89 y para el segundo las sefiales de los metilos CHs-5" en én 1.18 (d, J =
7.0 Hz) y CH3-4"" en 61 0.93 (t, J = 7.5 Hz), las del metileno CH2-3"" en én 1.75y 1.53, y la
del metino CH-2"" en én 2.44. Los quince carbonos restantes deben pertenecer al esqueleto
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de 3, por lo que, con base en los antecedentes del género, se pensd que la estructura mas

probable era la de una lactona sesquiterpénica de tipo elemendlida.

Las sefiales en 61 9.42 sy 6c 193.6 indicaron la presencia de un carbonilo de aldehido a,-
insaturado. El aldehido se situ6 en C-15 y el doble enlace entre C-3 y C-4, por las
correlaciones en el espectro HMBC, del protdén del aldehido con el carbono de un metino
(6c 32.6, 61 3.59, CH-5) y con un carbono vinilico (6c 146.4, C-4). El espectro HMBC
muestra también las correlaciones de H-5 con el carbono de un metileno vinilico terminal y
beta al aldehido, CH2-3 (6c 139.5, 61 6.57 y 6.21). Ademas, H-5 correlaciona a dos enlaces
con el carbono cuaternario C-10 (6c 40.2) y con el carbono de un metino (61 5.21, &c 72.9,
CH-6); a tres enlaces con el carbono de un grupo metilo (én 1.03 s, 6c 14.8, CHs-14) y con
el de un metino (6n 2.90, 6c 54.6, CH-1). Este ultimo junto con un metileno (én 2.48 dd, H-
2a, 01 2.36 dd, H-2b; éc 43.6; CH-2) forman parte de un grupo epoxido terminal.

Por otra parte, las interacciones observadas en el experimento COSY (Figura 25)
permitieron asignar las sefiales de H-5 (o1 3.59), H-6 (61 5.21), H-7 (6H 3.46), H-8 (6H 4.97)
y H-9 (61 5.47), asi como la de los protones vinilicos H-13a (6n 6.39) y H-13b (61 5.81). Las
correlaciones en el espectro HMBC de la sefal de H-6 en la del carbonilo del tiglato (C-1")
y H-9 en la del carbonilo del 2-metilbutanoato (C-1"") mostraron que el tiglato esta unido a
C-6 y el 2-metilbutanoato a C-9; mientras que la correlacion de H-8 en el carbonilo de la y-
lactona, C-12 (6c 168.9) y con el carbono vinilico C-11 (6c 134.7) revel6 que el cierre
lacténico es a C-8 y que la y-lactona es a,B-insaturada.

La estereoquimica del compuesto 3 se dedujo de las interacciones observadas en el
experimento NOESY (Figura 25), considerando una orientacion alfa del hidrégeno de C-7,
el cual correlaciona con H-8, que a su vez interacciona con H-9 y con el CHs-14, indicando
gue todos ellos tienen una orientacion alfa. Por otra parte, las interacciones de H-5 con H-1
y H-6 revelaron una orientacién beta de estos hidrogenos. Lo anterior condujo a determinar
la estructura del compuesto 3 como se muestra en la Figura 25. Este compuesto es una

nueva elemendlida a la que se denominé zinaflorina VI.
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R = Mebu
Correlaciones COSY Correlaciones HMBC Correlaciones NOESY

Figura 25. Algunas correlaciones observadas en los experimentos COSY, HMBC y
NOESY para el compuesto 3.

Se aislé una pequefia cantidad de la mezcla de los compuestos 4 y 5. Esta mezcla presento
una mancha homogénea en CCF; sin embargo, sus espectros de RMN 'H y 3C revelaron
que se trata de dos elemendlidas que sélo difieren en el grupo éster unido a C-6, que en 4
es un tiglato y en 5 un angelato. La identidad de estos compuestos se determiné mediante
el analisis de los espectros de RMN gue mostraron que ambas moléculas presentan al igual
que el compuesto 3, un éster en C-6 y una y-lactona-a,B-insaturada cerrada hacia C-8. A
diferencia de 3, en los compuestos 4 y 5 la sefial del proton H-9 se encuentra desplazada
hacia campo alto (6n 3.99) porque pertenece a un proton base de alcohol, las sefiales de
los protones H-1, H-2a y H-2b se encuentran desplazadas hacia campo bajo (6n 4.89, 4.11
y 3.71) y los desplazamientos de las sefiales del metino CH-15 (0n 5.49 s; 0c 104.5) son
caracteristicas para un metino de acetal. Ademas, las sefiales de los protones vinilicos H3a
y H3b (én 5.06/5.05 y 4.61/4.59) aparecen desplazadas hacia campo alto respecto a las de
3. De lo anterior, se dedujo que las estructuras de los compuestos 4 y 5 son las que se

muestran en la Figura 26.

Al revisar la literatura se encontr6 que los compuestos 4 y 5 habian sido aislados
previamente, el primero se obtuvo como componente de una mezcla de 4* y 4a* de una
poblacion de Z. peruviana recolectada en Honduras y se les asignd la configuracion
mostrada en la Figura 26.2* El compuesto 5 se aislé de una poblacién recolectada en la

Ciudad de México y se le dio el nombre de zinaflorina IV. Su estructura se confirmé por
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difraccion de rayos-X.2’ La similitud de los datos de RMN de estos tres compuestos permitié

corregir las estructuras 4* y 4a* que quedaron establecidas como 4 y 4a.

OH

H :
OR
4 R = Tigl 4* R =Tigl 4 R =Tigl
5R =Ang 4a* R = Meacr 4a R = Meacr

Figura 26. Estructuras del compuesto 4 y de la zinaflorina IV (5), y estructuras revisadas
de los compuestos 4* y 4a*.

El espectro de IR del compuesto 6 mostré bandas para grupo hidroxilo (3611 cm™?), y-lactona
a,B-insaturada (1772 cmt), éster conjugado (1720 cm™), y dobles enlaces (960 cm™). En el
espectro de RMN H del compuesto 6, con excepcion de H-9, las sefiales que corresponden
a los hidrégenos H-1 a H-15 son practicamente iguales a las del compuesto 3; o mismo
sucede con las sefales de los carbonos C-1 a C-15 (ver Tablas 1 y 2). De hecho, la
diferencia entre 3 y 6 reside en los sustituyentes unidos a C-9 y C-6, que para el caso del
compuesto 6 el sustituyente unido a C-9 se identific6 como un grupo hidroxilo por la sefal
ancha en 06n 2.81 y el sustituyente en C-6 se identific6 como angelato por la sefial
caracteristica de su protén vinilico en 6n. 6.18. La correlacion en el experimento HMBC, de
la sefial de H-6 en la del carbonilo del angelato (C-1") confirmé que este grupo esté unido a
C-6. Asi, la estructura de este compuesto se determiné como la que se muestra en la figura
27. Este compuesto ya ha sido aislado anteriormente de otras poblaciones de Z. peruviana

y se le dio el nombre de zinaflorina 11.20 27

Figura 27. Estructura de la zinaflorina 1l (6).
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El espectro de IR del compuesto 7 indica la presencia de un grupo hidroxilo (3434 cm?),
lactona de cinco miembros (1773 cm), aldehido conjugado (1700 cm™) y dobles ligaduras
(1649, 881 cm™). En su espectro de masas se observa el ion de m/z 377, correspondiente
a la molécula protonada [M+H]*, que es congruente con la formula C20H2407. El espectro de
RMN *3C del compuesto 7 presenta veinte sefiales que corresponden a tres metilos, tres
metilenos, ocho metinos y seis carbonos no protonados (experimento DEPT). La presencia
de un tiglato en 7 se dedujo de la sefial para un proton vinilico en én 6.88 (H-3"), asi como
las de dos grupos metilo en 61 1.87 y 1.88 (H-4" y H-5"). Su presencia se confirmo por las
sefales en 6c 166.8 (C-1"), 128.3 (C-27), 138.7 (C-37), 14.7 (C-4") y 12.2 (C-5"), en el
espectro de RMN 13C.

Los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento de los hidrogenos H-1 a
H-15, fueron similares a las de los compuestos 3 (con excepcion de la sefal de H-9) y 6,
esto es, las sefales de los hidrégenos del epoxido terminal forman un sistema ABX con
sefales en 6n 3.11 (H-1), 2.64 (H-2a) y 2.60 (H-2b), la sefal del hidrégeno del aldehido se
observé como singulete en éu 9.48 y las de los protones del metileno conjugado con el
aldehido en 61 6.62 (H-3a) y 6.24 (H-3b). La sefial en én 4.06 que pertenece a H-9, a
diferencia del compuesto 3, esta desplazada hacia campo alto debido a que pertenece a un
protén base de alcohol.

Las constantes de acoplamiento de las sefiales de H-5 a H-9 del compuesto 7 y las de los
compuestos 3 y 6 son practicamente iguales, lo que indica que estos compuestos presentan
la misma configuracién. Lo anterior condujo a determinar la estructura del compuesto 7
como se muestra en la Figura 28.

El compuesto 7 ya habia sido descrito como constituyente de dos poblaciones de Z.

peruviana, una recolectada en Honduras y la segunda en el estado de Jalisco, México.?4 30

Figura 28. Estructura de la zinaflorina IV*
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Tabla 1. Datos espectroscopicos de RMN *H de las elemendlidas 3, 6, 7y 9 (CDCls, d en

Posicién

H-1
H-2a
H-2b
H-3a
H-3b

H-5

H-6

H-7

H-8

H-9

H-13a
H-13b

H-14
H-15

OH
6-OR

H-3’

H-4"
H-5
9-OR
H-2"
H-3a™"

H-3b™

H-4"
H-5"

3a
290sa
2.48'1 (4.5)
2.36 dd (4.5, 2.5)
6.57 s
6.21s
3.59d (3.5)
521sa
3.46m
4.97 dd (8.0, 4.0)
5.47 d (4.0)
6.39 d (3.5)
5.81 d (2.5)
1.03s
9.42s
Tigl
6.89 ca(7.0)

1.87 d (7.0)
1.88sa
Mebu
2.44 ¢ (7.0)
1.75 ddc (7.5, 7.5,
7.0)

1.53 ddc (7.5, 7.5,
7.0)
0.93t(7.5)
1.18 d (7.0)

ppm, J en Hz).
(o
6° 7°
3.08dd (4.2,2.7)  3.11dd (4.2,3.0)
2.62m 2.64 dd (4.2, 4.2)
2.60m 2.60 dd (4.2, 3.0)
6.61s 6.62 s
6.23 s 6.24 s
3.86d (3.9) 3.88d (4.2)
5.44 dd (3.9, 2.7) 5.43 dd (4.2, 2.7)
3.43m 3.42m
4.87 dd (8.1, 3.6) 4.90 dd (8.1, 3.9)
405sa 406sa
6.31 d (3.3) 6.32 d (3.6)
5.73 d (3.0) 5.74 d (3.3)
1.02s 1.05s
945s 9.48s
28lsa 2.87sa
Ang Tigl
6.18 c a (6.9) 6.88 dc (7.2, 1.5)
2.00 d (6.9) 1.87da(7.2)
192sa 1.88sa

aLos espectros se determinaron a 500 MHz.
blos espectros se determinaron a 300 MHz.

02
3.10 dd (4.0)
2.54 t (4.0)
2.47 dd (4.0, 2.5)
6.71s
6.26 s
3.44 d (3.5)
4.94 dd (3.5, 3.5)
3.37m
5.56 dd (3.5, 2.0)
4.67 dd (3.5, 2.5)
6.79s
5.86s
1.17s
9.38s
2.83sa
a-OHiBu
1.58s
1.56s

Ang (8-OR)

6.19 cc (7.0, 1.5)

1.94 dc (7.0, 1.5)
1.84m

35



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 2. Datos espectroscopicos de RMN 3C de las elemendlidas 3, 6, 7y 9 (CDCls, d en

Posicién

c-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
c-14
c-15
6-OR
c-1
c-2
C-3
C-4
C-5
9-OR
c-1”
c-2”
c-3”
c-4”
C-5"

aLos espectros se determinaron a 125 MHz.
blos espectros se determinaron a 75 MHz.

3a
54.6 CH
43.6 CH:
139.5 CH:
146.4 C
32.6 CH
72.9 CH
43.2 CH
73.7 CH
72.1 CH
40.2C
134.7 C
168.9 C
122.4 CH;
14.8 CHs
193.6 CH
Tigl
166.8 C
128.1 C
139.3 CH
14.7 CHs
12.2 CHs
Mebu
175.1C
41.1 CH
24.4 CH;
11.5 CHs
15.8 CHs

ppm).

6b
55.7 CH
44.3 CH;
139.2 CH>
146.5C
32.3CH
70.7 CH
43.0 CH
74.4 CH
72.1 CH
40.1C
1349 C
169.8 C
120.2 CH:>
13.7 CH3
193.8 CH
Ang
166.3 C
126.3 C
141.4 CH
15.8 CH3
20.7 CHs

7b
55.6 CH
44.3 CH;
139.4 CH:>
146.4 C
32.0CH
71.4 CH
43.0 CH
74.4 CH
72.1 CH
40.2C
1348 C
169.7 C
120.2 CH:>
13.6 CH3
193.8 CH
Tigl
166.8 C
128.3C
138.7 CH
14.7 CH3
12.2 CH3

92
55.0 CH
44.0 CH>
139.0 CH>
1454 C
29.5CH
77.9 CH
43.1 CH
63.6 CH
82.2C
43.1C
131.2C
162.2C
134.0 CH:>
13.7 CH3
192.8 CH
a-OHiBu
176.1 C
72.3C
27.6 CHs
27.0 CHs

Ang (8-OR)

166.4 C
126.6 C
141.0 CH
15.9 CHs
20.3 CHs
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De las fracciones mas polares, se aislé un flavonoide de tipo flavona (8), el cual con base

en los datos espectroscépicos obtenidos por RMN se identific6 como onopordina.

El espectro de masas (EM-DART) muestra el ion correspondiente a la molécula protonada,
m/z 317 [M+H]*, que es congruente con la férmula molecular C1sH1207. El espectro de RMN
13C (ver Tabla 4) muestra dieciséis sefiales que corresponden a un metilo, cinco metinos y
diez carbonos no protonados. Estas sefiales son caracteristicas de un flavonoide de tipo
flavona,®® ya que doce de ellas corresponden a dos anillos aromaticos, una a la del metilo
de un grupo metoxilo y las tres restantes corresponden al anillo C, esto es, la sefial en éc
181.8 pertenece al carbono C-4 de la cetona; las sefales en 6c 163.7 (C-2) y en 6c 102.7
(CH-3) corresponden a los carbonos vinilicos C-2 y C-3, respectivamente. El experimento
HSQC permitié localizar la sefial de H-3 en 61 6.68.

En el espectro de RMN !H (ver Tabla 3) se observa un sistema formado por tres sefiales
asignadas al anillo B en 61 7.42 (dd, J =2.3,8.3 Hz), 7.44 (d,J =2.2Hz) y 6.90 (d, J = 8.3
Hz). Las constantes de acoplamiento indican que este anillo esta sustituido en C-3" y C-4"
y que la sefial en 6n 7.42 corresponde a H-6", ya que muestra una Joro (8.3 Hz) con H-5" (6n
6.90) y una Jmeta (2.3 Hz) con la sefial en 6n 7.44 que pertenece a H-2". La sefial en 6n 12.63
es caracteristica de un hidroxilo en C-5 que por formar un puente de hidrogeno con la cetona
en C-4 esta desplazada hacia campo bajo. El anillo A tiene un hidrégeno aromatico cuya
sefial se observa en 61 6.27, el cual muestra correlacion en el espectro HSQC con la sefial
de carbono que aparece en d6c 98.9, este desplazamiento quimico del carbono es
caracteristico de C-6 cuando en C-7 y C-5 existen grupos hidroxilo y C-8 esta unido a
oxigeno, por lo que este hidrégeno aromético se asigné a H-6. Finalmente, la sefial simple
en ox 3.84 pertenece a un grupo metoxilo, ya que integra para tres hidrogenos. La sefial
ubicada en 6c 127.7 debe pertenecer al carbono que esta unido al metoxilo por lo que se
asignd a C-8 y la sefial en dc 157.0, por estar desplazada hacia campo bajo, indica que este

carbono esta sustituido por un hidroxilo por lo que se asigné a C-7.

Asi, se propuso la estructura que se muestra en la Figura 29. Este flavonoide, ya ha sido
aislado de otras plantas pertenecientes a la familia Asteraceae y se le conoce como

onopordina.®-58 Esta es la primera vez que se aisla como constituyente de Z. peruviana.

37



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 29. Estructura de la onopordina (8).

Tabla 3. Datos espectroscopicos de
RMN *H de la onopordina (8) (DMSO-
ds, 6 en ppm, J en Hz)?

Tabla 4. Datos espectroscépicos de
RMN 3*C de la onopordina (8)

(DMSO-ds, 6 en ppm)®

Posicion OH
H-3 6.68 s
H-6 6.27 s
H-2 7.44d (2.2)
H-5 6.90 d (8.3)
H-6 7.42 dd (2.3, 8.3)
Ce-OCHs 3.84s
Cs-OH 12.63 s

aE| espectro se determiné a 400 MHz.

Posicion 6c
C-2 163.7C
C-3 102.7 CH
C-4 181.8C
C-5 156.2 C
C-6 98.9 CH
C-7 157.0C
C-8 127.7C
C-9 1494 C
C-10 1035C
C-1 1216 C
Cc-2 113.3CH
C-3 1458 C
c-4 149.8 C
C-5 116.1 CH
C-6 118.9 CH

Cs-OCHs 61.1 CHs

bE| espectro se determiné a 100 MHz.
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Con base en los antecedentes de que el principal uso medicinal de Z. peruviana es para
tratar infecciones gastrointestinales'® y de la actividad antibacteriana de algunas fracciones
del extracto de AcOEt,!” se decidid determinar si las elemendlidas 3-7 pudieran ser
responsables de esta actividad. También, se decidi6 complementar el estudio incluyendo en
él a la juniperina (9) una &-elemendlida aislada de Z. juniperifolia en nuestro laboratorio.?®
Para ello se purificé el compuesto y se obtuvieron sus espectros de RMN para determinar
gue no hubiera sufrido alguna transformacion durante su almacenamiento. Los datos de

RMN 'H y 13C se incluyen en las Tablas 1y 2.

6.2. Actividad antibacteriana

En los dltimos afios se ha incrementado la incidencia de enfermedades infecciosas debido
a que los microorganismos patdgenos que las causan han desarrollado resistencia a la
mayoria de los antibiéticos conocidos. Este hecho es un problema de salud muy serio, ya
gue las enfermedades infecciosas son una de las principales causas de muerte en pacientes
inmunosuprimidos, en los que un alto porcentaje de infecciones se debe a bacterias muy
resistentes como Staphylococcus aureus y Escherichia coli.>® Esta situacion ha incentivado
la busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana que sean eficientes en el
tratamiento de estas infecciones. En este contexto, se decidi6 evaluar la actividad
antibacteriana de las y-elemendlidas 3-7 y de la 6-elemendlida 9, contra una bacteria gram-
positiva (S. aureus) y una gram-negativa (E. coli), ambas de importancia clinica. Los

resultados se muestran en las Tablas 5y 6.
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Tabla 5. Resultados cualitativos de la actividad antibacteriana de los compuestos 3, 4/5, 6,
7 y 9 mediante el método de difusion en agar Kirby-Bauer.

OR, H ~OH

H : :
OHC  OR OR
3R =Tig, Ry = MeBu g E : er?l
6 R = Ang, R, = H 9
TR=Tig,Ry=H 9 Juniperina
Compuesto (ug/disco) Halo de inhibicion (X en mm)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 29213 ATCC 25922
3 (277) 10.6 NA
Mezclade 4y 5 (277) NA NA
6 (277) 13.6 NA
7(277) 14.0 NA
9 (277) 16.0 NA
Cloranfenicol (30) 23.6 22.5

NA: No present6 actividad

Tabla 6. Resultados cuantitativos de la actividad antibacteriana de los compuestos 3, 6, 7
y 9 mediante la técnica de dilucion en caldo.

3 H é
CHO OR

3 R =Tig, Ry = MeBu
6 R=Ang,R;=H
7R =Tig,R{=H

9 Juniperina

Compuesto Staphylococcus aureus ATCC 29213
CMI (ug/mL) CBM (ug/mL)
Zinaflorina VI (3) 280 >280
Zinaflorina 1l (6) 280 >280
Zinaflorina IV* (7) 280 >280
Juniperina (9) <35 <35
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Los resultados de la actividad antibacteriana que se presentan en las Tablas 5 y 6 muestran
gue estos compuestos son activos solo contra bacterias gram-positivas, lo que concuerda
con lo reportado en la literatura.** Una posible explicacién al hecho anterior es que las
elemendlidas tienden a ser lipofilicas y, por lo tanto, pueden ser retenidas en el
lipopolisacéarido de la membrana externa de las bacterias gram-negativas, sin la posibilidad

de afectar a la bacteria.t°

En cuanto a la relacion estructura-actividad, se observa que el aldehido conjugado es
esencial para que se presente la actividad, ya que la mezcla de 4 y 5 que carecen de este
grupo no fue activa. La geometria del éster (E/Z) en C-6 no tiene efecto en la actividad,
mientras que el hidroxilo en C-9 parece contribuir a la misma, como se deduce de la
comparacioén de la actividad de los compuestos 6 y 7 contra 3. El compuesto 9 fue el méas
activo, lo que podria indicar que el tipo de anillo lacténico y/o el cambio conformacional que

produce en la molécula tienen una influencia importante en la actividad antibacteriana.

Este trabajo es el primero en el que se evalla la actividad antibacteriana de y y 6-
elemendlidas aisladas de Zinnia. Los resultados permiten proponer que las elemendlidas

son los compuestos activos en estas plantas.
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7. RESUMEN

El estudio quimico realizado a la fraccién de acetato de etilo de las partes aéreas y raices
de una poblacion de Zinnia peruviana L. del estado de Guanajuato, dio como resultado el
aislamiento de cinco lactonas sesquiterpénicas de tipo elemendlida, una de ellas, la
zinaflorina VI, nueva. Ademas, se aislaron dos fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol) y
un flavonoide de tipo flavona (onopordina). Con excepcion de la zinaflorina VI y la
onopordina, los demas compuestos ya habian sido descritos como componentes de esta
especie. Exceptuando a la mezcla de acetales, todas las elemendlidas evaluadas,
mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus; el compuesto mas activo fue la &-

elemendlida juniperina.

8. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié determinar que los principales metabolitos de la poblacion de
Zinnia peruviana analizada son lactonas sesquiterpénicas de tipo elemendlida y que estas
lactonas, incluida la nueva elemendlida, zinaflorina VI (3), pertenecen a la serie H-58, C-
14a.

La composicién quimica de esta poblacion resulté semejante a la de las poblaciones de Z.

peruviana analizadas anteriormente.

En los ensayos de actividad antibacteriana, resultaron activas las elemendlidas que poseen
un aldehido a,B-insaturado (3, 6, 7 y 9); la mezcla de los acetales 4 y 5 que no poseen esa
funcionalidad, no mostraron actividad. La mayor actividad de la juniperina (9), parece indicar
gue la &-lactona contribuye de manera importante a la actividad.
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