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1.INTRODUCCION

'



Los productos naturales han sido utilizados desde la antigliiedad en la
medicina tradicional de muchas culturas, siendo las plantas el principal recurso
disponible para el hombre.* Por ejemplo, en el continente americano, las plantas
se han utilizado desde tiempos precolombinos por diferentes culturas, como la

maya para aliviar diferentes padecimientos.?

Durante las ultimas décadas se ha observado un creciente interés de la
poblacion en el uso de plantas como medicina complementaria o alternativa para
prevenir o mejorar muchos padecimientos® como cutaneos, gastrointestinales,

respiratorios, renales, diabéticos y dolorosos, etc.?

[ Enfermedades cutaneas
Enfermedades gastrointestinales

[ Enfermedades respiratorias
Dolor

[ Padecimientos de filiacién cultural

[l Articulaciones y huesos

B Enfermedades renales

[ Enfermedades gineco-obstétricas
Mordedura de vibora

[ Diabetes

Figura 6: Principales enfermedades y padecimientos para los que se
emplean plantas medicinales.

De acuerdo con lo anterior, hoy en dia, las plantas constituyen un amplio
campo de investigacion en la busqueda de nuevas moléculas con actividad

biolégica.t
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2.ANTECEDENTES

'



2.1Generalidades de la familia Boraginaceae

La familia Boraginaceae comprende 2740 especies y 148 géneros
distribuidos en zonas tropicales y templadas de Europa, Asia, Africa, Australia y
América.® Entre los géneros mas estudiados de la familia Boraginaceae se
encuentran: Borago, Cordia, Cynoglossum, Hackelia, Heliotropium, Moritzia,
Myosotis y Tournefortia,® siendo el género Cordia el mas representativo de esta

familia con mas de 300 especies.?

La familia Boraginaceae se ha dividido en cuatro subfamilias basdndose en
las caracteristicas de su fruto, y cuatro de éstas se encuentran en el continente
americano:

e Cordiodeae Link
e Ehretiodeae (Mart. Ex Lindl.) Arn.
e Heliotropiodeae (Schrad) Arn.

e Boraginoideae Arn.°

Algunas especies son de importancia econémica,” principalmente como:

o Plantas medicinales: diuréticas, desinfectantes, hemostaticas, etc.
o Ornamentales

o Maderables

o Frutos comestibles

——
I
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2.2 Generalidades del género Cordia

El género Cordia est4 conformado por aproximadamente 300 especies que
comprenden principalmente arbustos y arboles que se distribuyen en regiones

célidas, como C. dodecandra y C. dentata.®

2.2.1 Taxonomia del género Cordia®

o ~

o D 1N

I-[ Subreino ] « Traqueobionta (p!

L’[ Superdivision ] Spermathophyta (

|-[ Division | « magnoliophyta

T vy

» Magnolio

Familia @+ Boraginaceae
I-» Geénero Cordia

.
S S St s g
a—— 54,&%-;‘ N L \L\‘l

Figura 7: Taxonomia del género Cordia.
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2.2.2 Cordia dodecandra

Cordia dodecandra DC (ciricote) es un arbol de hoja caduca que llega a
medir hasta 10 m de altura, sus flores son hermafroditas, de color rojo-naranja y
tipo gamopétala con 11 a 18 I6bulos.” Es una especie de distribucién restringida
que crece principalmente en los estados de Veracruz, Chiapas, la Peninsula

Yucatan, Guatemala y Belice.?

FiguriFigura 9: Flores de C. dodecandra.

2.2.3 Cordia dentata

Cordia dentata (zazamil, gulabere o uavos) es un
arbol que llega a medir hasta 7 m de altura, y su corteza
es de color gris a pardo; las hojas son simples, elipticas
de color verde oscuro, de 3al8cmdelargoyde 3all

cm de ancho; las flores son de color amarillo. Cordia

dentata es nativa de México y se encuentra distribuida

Figura 10: llustracién de la

hasta Panamé, Colombia y Venezuela.’ ; o
especie C. dentata.
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2.3 El género Cordia en la medicina tradicional

Muchas especies de la familia Boraginacea se han utilizado
tradicionalmente por sus propiedades diuréticas, anti-inflamatorias, diaforéticas y
sedantes, asi como para el tratamiento de la tos, bronquitis e infecciones de
garganta, para aliviar el dolor reumatico y como cataplasma en quemaduras.*

Asi mismo, diferentes especies de este género como C. dichotoma, C.
myxa, C. obliqua, C. verbebacea, C. martinicensis, C. salicifolia, C. spinescens, C.
latifolia y C. ulmifolia se han utilizado también por sus propiedades como
cicatrizantes, astringentes, antiinflamatorias, antihelminticas, anti maléricas,
diuréticas, febrifugas, supresoras del apetito, supresoras de la tos y contra

infecciones en el tracto urinario, pulmonares y lepra.®

2.3.1 Cordia dodecandra en la medicina tradicional.
Cordia dodecandra en el sureste de la Republica Mexicana se emplea
popularmente como una decoccién o un jarabe de las hojas para tratar la tos, el

catarro y los escalofrios.®

2.3.2 Cordia dentata en la medicina tradicional
Cordia dentata se usa en el oriente del pais como infusion de las hojas la
cual se aplica como ténico para el tratamiento de enfermedades pulmonares. En
Perl, se emplea como cicatrizante mediante el uso de cataplasmas de la

decoccién de las hojas.®




2.4 Actividad bioldgica de especies del género Cordia.

Diferentes actividades farmacoldgicas han sido evaluadas en varias

especies del género Cordia, principalmente aquellas relacionadas con el dolor y la

inflamacién, como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Actividad biologica detectada en especies del género Cordia.

Actividad Especie Parte estudiada
C. francisci Ten. hojas
C. martinicensis (Jacq.) Roem & Schult. hojas
- C. myxa L. hojas

3

Analgesica C. serratifolia Kunth. hojas
C. ulmifolia Juss. Ex Dum. Cours. hojas
C. verbenaceae DC. hojas
Antiandrogénica® C. multispicata Cham. hojas
Antiartritica® C. myxa L. hojas
C. corymbosa Willd. Ex Roem & Schult. frutos
C. curassavica (Jacq.) Roem & Schult. raices

Antibacteriana®

C. cylindrostachya Roem & Schult.

C. monosperma (Jacg.) Roem & Schult.

parte aérea

C. myxa L.

frutos / hojas

C. verbenaceae DC.

partes aéreas

Antitertilidad® C. dichotoma G. Forst. hojas
C. myxa L. corteza
C. alliodora (Ruiz & Pav.) Oken. corteza de tallos
Antiftingica® C. curassavica (Jacq.) Roem & Schult. raices
C. goetzei Gurke. corteza de tallo
C. linnaei Stearn. raices
Antihelmintica® C. dichotoma G. Forst. frutos
C. myxa L. frutos
Antihistaminica® C. latiflora Roxb. frutos maduros
C. myxa L. corteza
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Continuacion Cuadro 1: Actividad biologica detectada en especies del género Cordia.

Actividad

Especie

Parte estudiada

C. cylindrostachya Roem & Schult.

C. francisci Ten. hojas
C. martinicensis (Jacq.) Roem & Schult. hojas
. .3 C. myxa L. hojas
Antiinflamatoria C. obliqua Willd. semillas
C. serratifolia Kunth. hojas
C. ulmifolia Juss. Ex Dum. Cours. hojas
C. verbenaceae DC. hojas
C. myxa L. corteza
Antitumoral® C. sinensis Lam. hojas
C. corymbosa Willd. Ex Roem & Schult. frutos
Antiulcerosa® C. latiflora Roxb. frutos maduros
Anti VIH? C. spinescens L. hojas
.3 C. saliciflora Cham. toda la planta
Antiviral ; X
C. spinescens L. hojas
Astringente’ C. myxa L. frutos
Cicatrizante® C. dichotoma G. Forst. frutos
C. corymbosa Willd. Ex Roem & Schult. frutos
C. globosa (Jacq.) Kunth. raices
Citotoxica® C. martinicensis (Jacg.) Roem & Schult. Hojas
C. myxa L. Hojas
C. ulmifolia Juss. Ex Dum. Cours. Hojas
Dl C. myxa L. Frutos

diurética®

lonotrépica’

C. saliciflora Cham.

toda la planta

Espasmolitica® C. globosa (Jacq.) Kunth. Hojas
Hepatotéxica® C. matrtinicensis (Jacg.) Roem & Schult. HOJ:aS
C. ulmifolia Juss. Ex Dum. Cours. Hojas
C. alliodora (Ruiz & Pav.) Oken. corteza de tallos
Larvicida® C. curassavica (Jacq.) Roem & Schult. Raices
C. linnaei Stearn. Raices
C. plauhiensins Fresen.

Leishmanicida® C. fragrantissima Kurz. Madera
Vasodilatadora® C. globosa (Jacq.) Kunth. Hojas




2.4.1 Inflamacién

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunolégico al dafio causado a
células y tejidos vascularizados por patdégenos bacterianos o por cualquier otro
agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o mecanica. Cuando la
inflamacion es cronica, se pueden desencadenar enfermedades degenerativas

como la artritis, la arteriosclerosis o incluso cancer.®

2.4.2 Capacidad antioxidante
Dentro del proceso inflamatorio se encuentra involucrado el estrés
oxidativo, siendo este el balance entre la produccién y la eliminacion de diferentes
especies oxidantes como: radicales libres o especies reactivas de oxigeno; la

regulacién de este proceso se da por especies llamadas antioxidantes.*

2.4.3 Metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria y antioxidante.
Se ha comprobado que una gran cantidad de compuestos de tipo
terpenoides, flavonoides, alcaloides, entre otros, se encuentran involucrados en la
disminucién de la producciéon de radicales libres, teniendo como respuesta la
inhibicion de los procesos inflamatorios. Muchos de estos compuestos,
principalmente de tipo lignanos y cumarinas, actuan como:

Captadores de radicales libres

Agentes quelantes de metales de transicion (hierro y cobre)
Inhibidores de la peroxidacion

Reparadores de dafios provocados en la célula.™
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2.4.4 Capacidad quelante

Ciertos iones de metales de transicion como el V, Cr, Fe, Cu, Mn, Zn, Mo y
Cd son esenciales en los procesos biolégicos; sin embargo, su excesiva
exposicion puede resultar en dafio oxidativo de membranas y biomoléculas
debido a la formacion de radicales hidroxilo al interactuar con el perdxido de

hidrégeno'®, ademas de toxicidad por envenenamiento con metales.’

En el caso de intoxicacion por exceso de metales como el cobre, se
pueden desencadenar padecimientos como la enfermedad de Wilson. Los
complejos de coordinacibn en el campo médico-farmacolégico con fines
terapéuticos se han utilizado en casos de envenenamiento por metales, ya que

estos pueden formar complejos estables, solubles y no téxicos. *’

2.4.4.1 Resonancia Paramagnética Electrénica

La espectroscopia de Resonancia paramagnética electronica (RPE) es una
técnica importante para el estudio de iones y/o moléculas que contienen uno o
mas electrones no apareados (sistemas paramagnéticos).'® Esta técnica se basa
en el efecto Zeeman electronico que consiste en el desdoblamiento de los
estados de espin del electrén desapareado por aplicacién de un campo magnético
estatico externo, y la aplicacion de radiacion electromagnética (i.e. energia) del

orden de frecuencia de las microondas (300 MHz — 30 GHz).*®
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Asi la aplicacion de esta técnica espectroscopica permite obtener una

amplia gama de informacién sobre las especies paramagnéticas, como son:

e Presencia de electrones desapareados en sistemas orgénicos e informacién
sobre la estructura del radical.

e Determinacion de intermediarios radicales.

e Determinacion del estado de oxidacion de metales de transicion (Cu, Fe, Mo,
Mn, Co).

e Determinacion de la geometria local del sistema paramagnético.

e Deteccion e identificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno
(ERN), especies radicales hidroxi (OH) y radicales hidroperoxil (OOH).

e Actividad quelante de metales como Cu*?
e Propiedades oxidantes y antioxidantes de cualquier tipo de sustancia.®

Como resultado del andlisis se obtiene un gréfico que representa
intensidad de campo magnético (energia) Vs la intensidad de la absorcion. La
informacién que se nos presenta en este espectro se expresa como el valor de g
(constante giromagnética), la cual es representativa del ambiente magnético de
cada electron detectado, y en algunos casos, la constante de acoplamiento
hiperfina la cual indica la interaccion del electron con el espin nuclear | del ndcleo

asociado al electron.
En un espectro de RPE se obtiene la medida de la constante

giromagnética (g) paralela (gi) y perpenticular (g.), asi como las correspondientes

constantes de acoplamiento hiperfinas paralela (A;) y perpendicular (A.).*®
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2.5 Compuestos quimicos aislados del género Cordia

De las especies estudiadas del género Cordia se han aislado diferentes

tipos de compuestos como: terpenos, flavonoides, fenilpropanoides, alcaloides,

polisacaridos, entre otros. En el Cuadro 2 se enlistan los diferentes metabolitos

secundarios que se han descrito en diferentes especies del género Cordia.>

Cuadro 2: Compuestos aislados de diferentes especies del género Cordia.

. : Parte
Especie Compuestos aislados estudiada
C. agy%srmlca Polisacéridos y gomas® Frutos
C. alliodora . . 3 ,
(Ruiz & Pav.) Oken. Alliodorina Raices
C. corymbosa I 3 .
Willd. Ex Roem & S. Cordiaquinonas A, B, Cy D Raices
C. cylindrostachya e -~ 3
Roem & S. a-Pineno (1), canfeno, tricicleno
C. decandra , , . , F 13 ,
Hook & Arn. Menisdaurina, p-hidroxi-benzaldehido Hojas
Acido rosmarinico (VI) y rutina (V). 3
c. g((e)riwrtata Acido cafeico, acido-4-hidroxi-lactico, rutina (V), IF—:g'r;sS
' acido rosmarinico (V1).%® )
Arabinoglucano, D-glucosa, L-arabinosa®
acido y-linolénico® Frutos
Quercetina (1V), quercitina® Semillas
C. dichotoma a-Amirina, betulina, octacosanol, lupeol-3-
G. Forst. ramnésido, 3-sitosterol-3-glucésido, hentriacontanol, Hojas
hentriacontano, taxilfolina-3,5-diramnésido y
hesperitina-7-ramnésido.*’
Corteza
Alantoina, a-amirina, apigenina, B-sitosterol (ll),
lupeol y rutina (V).?®
C. elaeagnoides Geranil hidroquinona, eleagina, alliodorina, Madera
D.C. alliodorol, cordallinol, cordiacromeno A%
C. globifera L 23
W W .Sm. Meroterpenos, cordiarimida Ay B Madera
C. globosa 7-MetOX|-fIavcl)3na, 5,7,3 4 -mgtoxrflavonay Hojas
(Jacq.) Kunth benzogquinonas s
' ) microphyllaguinona (VIII). Corteza
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Continuacion Cuadro 2: Compuestos aislados de diferentes especies del género Cordia.

Especie Compuestos aislados Parte estudiada
C.Gguorﬁ;[ezel Cordigona, cordigol, benzofuranos® Corteza de tallos
Cs.llnnael Meroterpenos, naftoquinona, naftoxireno® Raices
tearn.
c. Ieulf/lc:)criecphala Cordiaquinona L (VII) y M?* Raices
C. macleodii Acido p-hidroxi fenil lactico® Hojas
Hoof f. & Thom. quercetina (1V)® Flores
C. millen Cordiacromos A-F.* Corteza
Baker.
¢. multispicata cordinol A, cordialina A®
’ Charg 5-hidroxi-3",4",7"-trimetoxi-flavanona, quercetina Hojas
' (1V), rutina (V), acido ascérbico y a-tocoferol.®
Quercetina (IV), rutina (V), carotenoides, Hojas
alcaloides de la pirrolizidina®
C. myxa
L. Acido oleico, B-sitosterol (lI) Semillas
Saponinas® Corteza
: Hesperetina-7-ramndsido, lupan-20,29-eno-2-0O- Corteza
C. obliqua lt6sido®
Willd _ L_%-D-matqsmo . _
’ Toxifolina-3,5-diramnosido Semillas
Cerebrosidos, esfingolipidos® (IX y X) Corteza de tallos
C. platythyrsa Baker. cordiacromos A-F3 Madera
Co P EMTENETE Saponinas (IIl)? Corteza
Fresen.
Rufescendlido, B-sitosterol (Il), estigmasterol,
siringaldehido, 3-B-O-D-glucopyranosil-sitosterol,
c. 'ral\JerDscc::ens metil cafeato, acido 4-metoxi-protocatehuico y Tallos
S metil rosmarinato.”
C. rothii f : : 3 :
Roem & Schult. Acido linoleico, B-sitosterol (11) Hojas
Sebestenoides 1-4, acido cafeico,
C. sebestena nepteoidina A y B, &cido rosmarinico (VI) y Frutos
L. éster metilico del acido rosmarinico.”
C. spinescens Litospermato de magnesio, rosmarinato de Hori
. 3 ojas
L. magnesio y calcio
C. trichotoma . . 3
(Vell) Arrab. ex St. a-Cadinol, a-murolol, epi-a-murolol Madera
C. verbenaceae a-Pineno (1), trans cariofileno, aloaromadendreno,
' cordialina A 'y B, acido rosmarinico (VI), Hojas

DC.

flavonoles, artemetina®
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Cuadro 3: Estructuras de algunos fitoconstituyentes de diferentes especies del
género Cordia

Nombre Estructura

a—Pineno (1)

B-Sitosterol (I1)

89
Lupan-20, 29-ene-3-0O-B-D-diglucasido (lII) m o

Quercetina (1V) O D O

Rutina (V)

Acido rosmarinico (V1) QA\*I/@

Cordiaquinona L (VII)

Microfilaquinona (VI1I1)

(2S, 3S, 4R, 8E)-2N-[(2'R)-2"-Hidroxi- )HAM
tetracosanoil]-8(E)-octadeceno-1,3,4-triol (1X) . T o
1-O-(B-D-glucopiranosil)-(2S, 3S, 4R, 8E)-2N- o )H/\/\/\

[(2’R)-2’-Hidroxi-tetracosanoil]-8(E)-octadeceno- . o
1,3,4-triol (X) o - °W
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2.5.1 Compuestos quimicos aislados de la especie C. dodecandra.

En un estudio previo de las hojas y tallos de la especie C. dodecandra, se
identificé la presencia de hidrocarburos, acidos grasos, alcoholes de peso
molecular elevado, poliisopreno, triterpenos, esteroles y flavonoides. En el Cuadro
4 se enlistan los metabolitos aislados de los diferentes extractos de hojas y tallos

de C. dodecandra.®

Cuadro 4: Compuestos aislados de la especie C. dodecandra.*

Parte

estudiada Extracto Compuestos

cis-Poliisopreno (XI)
Hentriacontano

Hexano Escualeno (XII)

ay B Amirinona (XIII, XIV), lupenona (XV)

Hojas Octacosanol

B-sitosterol (1) y estigmasterol

Octacosanol y triacontanol
;B-Z-Docosenamida
Acido hexadecanoico

DCM

Hentriacontano

Hexano Octacosanol
B-Sitosterol (1) y estigmasterol

mezcla de ésteres de a y 8 Amirina

S Naringenina (XVI)

Tallos

Rutina (V)
Eriodictiol-7-O-glucésido (XVII)
MeOH Naringenina-7-O-glucosido (XVIII)

Eriodictiol (XIX)
Naringenina (XVI)
Luteolina (XX)

16
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Cuadro 5: Estructuras de algunos fitoconstituyentes de la especie C. dodecandra.

Nombre Estructura

HyC H HyC

M
cis-Poliisopreno _
(X1 . .

Escualeno (XII)

a Amirinona (XIII) J/;jigté

B Amirinona (XIV) J/;;@jiéj

Lupenona (XV) Q&ﬁ

Luteolina (XX)

R1= OH, R, = H, R3= H: Naringenina (XVI) R,
R1 = OH, R, = OH, Rz = H: Eriodictiol (XIX)

R;=OH, R,=H, Rz = glucosa: R3O
Naringenina-7-O-glucésido (XVIII) O
R1=OH, R, = OH, Rz = glucosa:
Eriodictiol-7-O-glucésido (XVII) OH O
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3.0BJETIVOS

'



3.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento quimico y biologico del género Cordia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y purificar mediante el empleo de técnicas cromatogréaficas
convencionales los diferentes componentes presentes en los extractos polares de

las especies C. dodecandra y C. dentata.

Identificar los metabolitos aislados de ambas especies mediante técnicas
espectroscopicas (resonancia magnética nuclear, infrarrojo, ultravioleta-visible,
dicroismo circular electrénico) y técnicas espectrométricas mediante diferentes
formas de ionizacion (ESI, DART). Si la naturaleza del compuesto lo permite,

determinar su estructura mediante difraccién de Rayos —X.

Evaluar la actividad antiinflamatoria, antioxidante y quelante de los
extractos polares (metandlico y acuoso) de las especies C. dodecandra y C.

dentata.

19
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4. EXPERIMENTAL

'



4.1 Procedimientos generales

Los espectros en el ultravioleta (UV) e infrarrojo (IR) se determinaron en un
espectrofotometro  UV-Visible Shimadz-U160 y un espectrofotbmetro de

transformada de Fourier Brucker Tensor 27, respectivamente.

La determinacion de la rotacion oOptica (RO) se realiz6 en un polarimetro
Perkin EImer 343 provisto de una lampara de sodio (A=589 nm). Los espectros de
dicroismo circular electrénico (DCE) se determinaron en un espectro-polarimetro

Jasco J-720.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se adquirieron en
los espectrometros a 300 MHz (Brucker Avance), 400 MHz (Bruker Avance IlI),
500 MHz (Varian, Unity Inova y Bruker Avance) y 700 MHz (Bruker Avance Il
HD). Se determinaron espectros monodimensionales (1D) (*H, **C y DEPT) y
bidimensionales (2D) (COSY, TOCSY, HSQC y HMBC). Como referencia interna
se utilizaron las sefales de los disolventes residuales (CDCl3-Sigma &y 7.26, dc
77.16; CD3;OD-Cambridge Isotope 8y 3.31, d¢c 49.00; D,O-Cambridge Isotope o4
4.79; (CD3),SO-Cambridge Isotope &y 2.50, &c 39.52; y CsDsN-Cambridge Isotope

On 7.58, d¢c 135.91).
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Los espectros de masas de ionizacion por electrospray (EM-ESI) fueron
determinados en un espectrémetro de masas Bruker Esquire 6000 con trampa de
iones y por introduccidn directa, mientras que los espectros de masas de
ionizacion a presion atmosférica por la técnica DART (Direct Analisis in Real
Time) (EM-DART) se realizaron en un espectrometro de masas Jeol, AccuTOF

JMS-T100LC.

Los métodos convencionales de cromatografia usados fueron:
cromatografia en columna-abierta (CC) sobre silice gel 230-400um,
octadecilsilicio (ODC)-Sigma Aldrich o sephadex LH-20 Biotech-Pharmaceutical,
cromatografia en columna-flash (CC-flash) en un sistema cromatografico
Sepacore® Easy Purification Systems (BUCHI), utilizando columnas de: 3 x 60
cmy 5 x 20 cm; cromatografia en capa fina preparativa (CCFp) en cromatoplacas
de silica gel-Kiesegel 0.25; 0.50 y 1.00 mm; y cromatografia en capa fina analitica
(CCFa) utilizada para el monitoreo cromatografico y procedimientos de
purificacion en cromatofolios de silica gel-Kiesegel 0.22 mm, (para su
visualizacion se utilizé una lampara UV a 254 nm y como reveladores quimicos
soluciones de acido aceético-acidosulfurico, sulfato cérico-acido sulfurico y

ninhidrina).
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4.2 Material vegetal

Los tallos de la especie vegetal C. dodecandra fueron recolectados en la
Ciudad de Mérida, Yucatéan, de un espécimen cultivado en un predio particular por

el Dr. Leovigildo Quijano.

Las hojas y tallos de la especie C. dentata fuerdn colectadas al sur del
poblado de San Jerénimo de Juéarez, Guerrero, por el Prof. José A. Marcial de la

Universidad Autdbnoma de Guerrero.

4.3 Extraccion

El material vegetal se dejé secar a temperatura ambiente, posteriormente,
se molié en un molino de cuchillas, obteniéndose 250 g de tallos secos y molidos
de C. dodecandra y 550 g de hojas, y 204 g de tallos de C. dentata. El material
vegetal se extrajo por percolacion en una columna de vidrio utilizando disolventes
de polaridad ascendente: hexano (Hex), diclorometano (CH.Cl;) y metanol

(MeOH).

Por otra parte, se prepararon los extractos acuosos (infusiones) de los
tallos de ambas especies, para lo cual se calenté un litro de agua destilada a
ebullicion y se le adicion6 100 g del material vegetal dejandose reposar y enfriar, y

posteriormente se filtré y elimind el agua mediante liofilizacion.
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4.4 Aislamiento de metabolitos presentes en el extracto metandlico de los
tallos de la especie C. dodecandra.

El extracto metandlico de los tallos (19.6 g) se disolvi6 en metanol,
obteniéndose 405.7 mg de un precipitado con punto de fusion: 238-243°C, que se
filtr6 y se nombré compuesto 1 (-R-alantoina). El filtrado se concentré y se
fraccion6 por CC utilizando Sephadex-LH20 y metanol como eluyente; se
colectaron 25 fracciones de 125 mL, las cuales se reunieron en 5 fracciones

primarias (A-E) de acuerdo con su perfil cromatografico (Cuadro 6).

Cuadro 6: Fraccionamiento primario del extracto metandlico de los tallos de C.

dodecandra.
Frz_acmqn Fracciones reunidas Peso (g9)
primaria
A 1-8 9.9
B 9-11 1.76
C 12-16 0.614
D 17-20 0.375
E 21-25 0.250

4.4.1 Fraccion A

La fraccion A (9.9 g) se recromatografi6 sobre Sephadex LH20
obteniéndose cuatro fracciones secundarias (AA-AD). La fraccion AB (1.3 g) se
sometié a CC-flash utilizando ODS, y como eluyente agua a un flujo constante de
2.5 mL/min. De la fraccion AB3 se obtuvo 8.0 mg del compuesto 2 ((-)-5-epi-
litospermdsido) y de la fracciéon AB13 se obtuvieron 11.0 mg del compuesto 3 (E-

siringina).
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La fraccion AC se recromatografi®é en condiciones similares a la anterior
obteniéndose seis fracciones terciarias (ACA-ACF). La fraccion terciaria ACB, se
purificd por cromatografia en CCPp utilizando una placa de silica gel de 20 x 20
cm y 1 mm de espesor; como sistema de elucién se utilizd una mezcla de
AcOEt:H,0:H-COOH:AcOH (100:26:11:11)®*. La fraccion ACBg se purifico
mediante CCFp de ODS usando como fase movil mezcla de H,O:MeOH:MeCN
(7:2:1). De la fraccion ACBga se obtuvieron 12.0 mg del compuesto 4

(manghaslina).
4.4.2 Fracciéon B

La fraccion B (1.50 g) se recromatografi6 por CC de exclusibn molecular
reuniéndose ocho fracciones secundarias (BA-BH). La fraccién BF (85.5 mg) se
someti6 a CCFp fase normal usando una mezcla de BuOH:PrOH:H,0O:AcOH
(48:17:17:18) como fase mdévil. Las fracciones BFa y BFb, fueron identificadas

como los compuestos 4 (manghaslina) y 5 (acido rosmarinico), respectivamente.
4.4.3 Fracciéon D

La fraccion primaria D (375.8 mg) se separ6 por CC-flash usando como
fase movil mezclas de H,O (conteniendo 1% de acido férmico): MeOH (8:2, 6:4,
4:6, 6:8). Se obtuvieron nueve fracciones secundarias reunidas de acuerdo a su
perfil cromatografico (DA-DI). La fraccion DH (71.0 mg), se purificé por CCFp de
ODS para obtener la fraccion DHa (10.0 mg) que se nombré como compuesto 6

(acido salviandlico B).

25

——
| —




4.5 Aislamiento de metabolitos presentes en el extracto metandlico de las
hojas de la especie C. dentata.

El extracto metandlico (9.3 g) de las hojas de C. dentata, se fraccion6 por
CC utilizando Sephadex-LH20 como fase estacionaria y como eluyente
MeOH:CH,Cl, (1:1); se colectaron diez fracciones de 50 mL las cuales se

nombraron como A — J.

4.5.1 Fraccion D

La fraccion D (1.5 g) se separ6 por CC utlizando silice gel como
adsorbente y como eluyente mezclas de CH,Cl,:Me,CO, obteniéndose siete

fracciones secundarias (DA-DG) como se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7: Cromatografia de la fraccion D.

- Mezcla de . Fracciones Fracciones
Fraccion Proporcion . )
eluyente reunidas secundarias
1-8 CH2C|2ZM62CO 90:10 7 DA
9-11 CH,Cl,:Me,CO 80:20 8-11 DB
12-14 CH,Cl,:MeOH 80:20 12 DC
15 CH,Cl,:MeOH 50:50 13 DD
14 DE
16 MeOH 100 15 DF
16 DG
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La fraccion DG (30 mg) se redisolvi6 con MeOH obteniéndose un
precipitado blanco con punto de fusion de 290°C, compuesto 7 (acido-4-(S)-

hidroxi-2-(S)-pipecdélico).

4.5.2 Fraccion G

La fraccion G (850 mg) se separé por CC sobre silica gel, utilizando
mezclas de CH,Cl,:Me,CO (90:10), CH,Cl,:MeOH (90:10) y finalmente MeOH. Se

reunieron de acuerdo con su perfil cromatografico nueve fracciones (GA-GI).

La fraccion GH (500.1 mg) se sometio a CC de exclusion molecular usando
MeOH como eluyente, se obtuvieron 24 fracciones de 50 mL y se reunieron en
tres fracciones: GHA, GHB, y GHC. La fraccibn GHB se purific6 mediante CCFp
de ODS, utilizando una placa de 20 x 20 cm y 0.20 mm de espesor, y como
eluyente H,O:MeOH (90:10), obteniéndose 5.0 mg del compuesto 8 (glucésido del

alcohol bencilico).

En la fraccion Gl (180.8 mg) se obtuvo el compuesto 9 (+ bornesitol) por

cristalizacion espontanea, como un solido cristalino, con punto de 190-200°C.

4.5.3 Fraccion |

De la fraccion | se obtuvieron cantidades adicionales (50 mg) del

compuesto 1 (alantoina).
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4. 5.4 Cuantificacion del acido rosmarinico en el extracto metanélico de las
hojas de C. dentata.

4.5.4.1 Estdndares y reactivos

El acido rosmarinico (5) aislado del extracto metandlico de los tallos de C.
dodecandra se utilizO como estandar de referencia para los ensayos de
cuantificacion. Para estos experimentos se emplearon los disolventes acetonitrilo

(grado HPLC, Sigma-Aldrich), agua desionizada y acido férmico (Sigma-Aldrich).

4.5.4.2 Anélisis de HPLC

El sistema cromatogréafico consistié en un cromatdgrafo de liquidos Agilent

Modelo 1200 equipado con un detector UV de arreglo de diodos (Waters 2996).

El analisis del extracto metandlico de las hojas de C. dentata se realizd en
una columna C-18 Phenomenex Luna (100 x 2 mm, 3 ym) con un gradiente lineal
que inicié con 20% de MeCN (B) en agua acidulada (H-COOH, 0.1%) (A), 0-5 min;
posteriormente 100% (A) 6-30 min., y finalmente, se regresé a las condiciones
iniciales de 30 a 31 min. El flujo utilizado fue de 0.2 mL/min con inyecciones de

10uL. Las lecturas se realizaron a 325 nm.

La curva de calibracion se realizo con el estandar de &cido rosmarinico (5).
Para ello, se preparé una solucion metandlica de 6.3 mg/25 mL y se realizaron
tres inyecciones por triplicado de 5.0, 10.0 y 20.0 yL de esta solucion. El extracto

a cuantificar se prepardé en MeOH a una concentracion de 0.64 mg/mL.
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4.6 Aislamiento de metabolitos presentes en el extracto de diclorometano de
los tallos de la especie C. dentata.

El extracto de CH,Cl, de los tallos de C. dentata (200 mg) se fraccioné por
cromatografia en columna CC-flash. Se colectaron 90 fracciones las cuales se

reunieron en siete fracciones primarias (A-G) como se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8: Cromatografia del extracto de CH,CI, de tallos de la especie C. dentata.

., - Fracciones Fracciones
Fraccion Eluyente Proporcion . : .
reunidas primarias

1-12 990:1 1-4 A
13-63 97:3 5 B
64-85 CH:Clz:MeOH 90:10 6-20 C
86-88 50:50 21-30 D
31-40 E

89-90 MeOH 100 41-86 F
87-90 G

4.6.1 Fraccion A

La fraccion A (52.0 mg) se purificé mediante CCFp en una placa de gel
de silice de 20 x 10 cm y 0.50 mm de espesor, y un sistema de elucién
Hex:Me,CO (95:5). La fracciébn Ac se identificO como una mezcla de tres
compuestos, 10a (nonil-ferulato), 10b (undecil-ferulato) y 10c (pentil-cis-

ferulamida).

4.6.2 Fraccion E
La fraccion E se separ6 por CCFp en una placa gel de silice de 20 x 10cm,
y 0.50 mm de espesor, utilizando Hex:Me,CO 80:20. Posteriormente, la fraccion
Ed se purificO de manera similar en una placa de 10 x 10cm y 0.50 mm, y la

fraccién Edb se identificé como el compuesto 11 (aldehido ferdlico).
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4.7 Evaluacion de actividad bioldgica

4.7.1 Actividad anti-inflamatoria en oreja de raton

La evaluacion de la actividad anti-infamatoria se llevdé a cabo mediante la
prueba de reduccién del edema inducido por el 13-O-acetil-12-O-tetradecaoilforbol
(TPA, Sigma Aldrich) en oreja de ratén, de acuerdo con lo descrito en la

literatura.>"3?

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 suministrados por el bioterio
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los experimentos se realizaron de
acuerdo con la norma oficial NOM-062-ZO0-1999. Los animales con peso entre
25-30 g se mantuvieron en un ambiente controlado (temperatura 22+1 °C;
humedad 50-60%, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) y se tuvieron con acceso

ad libitum de agua y dieta estandar de laboratorio.

Se usaron seis ratones por ensayo, se inicié con el marcado y pesado para
posteriormente anestesiarlos por via i.p. con pentobarbital (Sedalforte®) a una
dosis de 31.5 mg/kg. Una vez anestesiados, se indujo el edema auricular con una
solucion de TPA (Sigma-Aldrich) (0.25 pg/pL en etanol), aplicAndose topicamente

sobre la superficie interna y externa de ambas orejas del raton (5 L por oreja).
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Posteriormente, se administraron 20 uL de la solucion de los extractos en la
oreja derecha del raton. Se probaron concentraciones de 0.05 mg/uL y 0.0018
mg/uL de los extractos (T, tratado). Como control positivo, se utilizd indometacina
(0.0018 mg/uL). Como control negativo se administr6 20 yL de metanol la oreja

izquierda (NT, no tratado).

Se dejo transcurrir cuatro horas el ensayo y, posteriormente, se sacrificaron
los ratones con CO,. Se tomaron secciones circulares de siete mm de didmetro de
ambas orejas y se pesaron. Finalmente se determind el porcentaje de inhibicion

del edema utilizando la siguiente férmula:

— control — — tratamiento
% inhibicion del edema: <(pT Pyr) (pr ~ Pwr) xlOO)

(pr — py7)control

4.7.2 Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de extractos y compuestos puros se evalud
mediante la prueba de inhibicion de la oxidacién de lipidos por TBARS
(ThioBarbituric Acid Reactive Substances)® y la actividad captadora de radicales
libres y/o especies reactivas de oxigeno (ROS) por el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH)**, asi como la evaluacién de la reduccién de Cu*? — Cu**

determinada por resonancia paramagnética electrénica (RPE).*?
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4.7.2.1 Inhibicién de la oxidacion lipidica por la técnica de TBARS

En primer lugar, se preparé una solucién de acidos grasos de cerebro de
rata para lo cual, éste se homogeniz6 con una solucién amortiguadora de fosfatos
(9.5 mM, pH 7.4), se centrifug6é a 3000 rpm por 10 min en una centrifuga Fischer
Scientific 228. Posteriormente, se determind el contenido de &acidos grasos
poliinsaturados en el sobrenadante por el método A,gp205 ajustandose a una

concentracion de 2.3529 mg/mL.

Para el ensayo de inhibicién de la oxidacion lipidica, se prepar6 una mezcla
de la solucion de acidos grasos (425 uL) y 25 uL de la muestra a probar (1.0, 10y
100 pug/mL). Esta mezcla se incubé con agitacion por 30 min a 37°C; como control
positivo se utilizaron 25 pyL de una solucidn de butil hidroxi tolueno (BHT) a 100
Mg/mL. Transcurrido el tiempo de incubacién, se afiadieron 50 yL de una solucién
de FeSO4 (10 uM) y se incubd nuevamente por una hora; luego se afadieron 500
ML de una solucion de acido tiobarbittrico (TBA 30 %) y acido tricloroacético (1%)
en proporcion 1:1, y se dejé 30 min en un bafio de agua a 90°C. Finalmente, se
enfriaron los tubos en un bafio de hielo y se centrifugaron a 10,000 rpm por 10
min. A partir del sobrenadante se tomé una muestra y se colocé sobre una
microplaca para medir la absorbancia a 532 nm en un lector de microplacas Bio-
Tek, ELx.808. EIl valor obtenido se interpolé en una curva estandar del tetra-
metoxi propano (TMP, Sigma), precursor del malondialdehido (MDA). El contenido
de TBARS se expresa en nmoles de TBARS/mg de acidos grasos y se transforma

en % de inhibicién usando la siguiente férmula:
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nMoles TBARS, . ,ir01 — NMo0leSTBARS .. tracto
%

100
nMoles TBARS ontrol

% inhibicion:

4.7.2.2 Actividad captadora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

La actividad antioxidante de los extractos se realizé siguiendo la
metodologia previamente descrita,>* y midiendo de manera indirecta la reduccién
del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH, Sigma Aldrich) mediante una

técnica espectrofotométrica.

Brevemente, se tomaron muestras por triplicado de 50 pL de la solucion
problema a diferentes concentraciones (1.0, 10 y 100 ug/mL) y se depositaron en
una microplaca; posteriormente se agregaron 150 pL de una solucién metandlica
de DPPH (100 pM). Se realizé el mismo procedimiento con el control positivo, a-
tocoferol (100 ug/mL). La mezcla se protegié de la luz y se agité durante 30+2
minutos a 37+2 °C en una incubadora-ESCO. Finalmente se determind la
densidad optica (DO) a 515 nm en lector de microplacas Bio-Tek, ELx.808. La
actividad sobre el DPPH se expresa como porcentaje de reducciéon y se calculd

con la siguiente formula:

33

——
| —




DOcontrol - DOmuestra

% de reduccion = ( ) * 100

DOcontrol

La curva dosis-respuesta para cada compuesto/extracto se construyd con
las variables de la concentracion (eje X) y el porcentaje de reduccion (eje Y). La
concentracion inhibitoria 50 (Clso) se determind a partir de los datos significativos
de las curvas que mostraron un efecto dependiente de la concentracién dosis y un

valor de % de reduccion mayor al 50% en la Gltima concentracion del ensayo.

4.7.3 Actividad quelante

Se determind la capacidad quelante de los extractos metandlicos de las
especies C. dodecandra y C. dentata sobre Cu*?, asi como la capacidad reductora
mediante RPE. Las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrofotémetro
Jeol, JES-TE300, en tubos de cuarzo a 77K. Las soluciones de los extractos a
probar de las especies C. dodecandra y C. dentata (4.0 mM, relativo a 4
equivalentes de quercetina) se prepararon con mezclas de MeOH:H,O (1:1);
como control positivo se empled quercetina (IV) (Sigma Aldrich, 4.0 mM); y control
negativo metanol. El agente quelante empleado fue el sulfato de cobre

pentahidratado (CuSO,4.5H,0 2.0 mM, Sigma Aldrich).

La adquisicion y simulacion espectral se realizd utilizando el software
Anisimu/FA version 2.4.0. Los espectros de RPE se registraron como una primera
derivada, y se tomaron los parametros principales, como los valores del factor g y

A.
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4.8 Determinacion del perfil quimico de los extractos acuoso y metandlico de
tallos de C. dodecandra.

4.8.1 Estandares y reactivos.

Se usaron como estandares de referencia los compuestos aislados del
extracto metanolico de los tallos de C. dodecandra: alantoina (1), manghaslina
(4), rutina (V), acido rosmarinico (5), eriodictiol-7-O-glucésido (XVIII), naringenina-
7-O-glucésido (XVII), eriodictiol (XIX) y naringenina (XVI). Los disolventes
empleados fueron metanol (grado HPLC, Sigma-Aldrich), agua desionizada y

acido acético (Sigma-Aldrich).

4.8.2 Analisis por HPLC

El sistema de cromatografia consisti6 en un cromatografo de liquidos
Agilent 1260 Infinity equipado con un automuestreador, un detector UV con
arreglo de diodos (360nm) y acoplado a un detector de masas Accurate-Mass-Q-

Tof 6157 con ionizacién por ESI.

El andlisis de los extractos y estandares se realizé sobre una columna C-18
Phenomenex Luna (100 x 2 mm, 3 pm), utilizando un gradiente lineal 0-60 min.,
30% de MeOH (B) en H20 con acido aceético (Ac-OH, 0.1%) (A), 0-50 min y
posteriormente de 50 a 60 min., se regresaron a las condiciones iniciales. El flujo

fue de 0.2mL/min y el volumen de inyeccion de 10uL.
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5.DISCUSION DE RESULTADOS
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5.1 Metabolitos identificados de los tallos del extracto metandlico de C.
dodecandra

De los tallos de C. dodecandra se aislaron mediante técnicas
cromatograficas convencionales 6 metabolitos secundarios: el alcaloide (-)-R-
alantoina (1); el glucosido no cianogénico 5-epi-litospermosido (2); los
fenilpropanoides E-siringina (3), &cido rosmarinico (5) y &cido salviandlico (6); y el

flavonoide glicosilado manghaslina (4).

La identificacién de los compuestos aislados se realiz6 mediante técnicas

espectroscopicas (RMN) y espectrometria de masas.

5.1.1 Compuesto 1: (-)-R-alantoina (1)

El compuesto 1 se obtuvo como un soélido cristalino de punto de fusién 218-

220°C, el cual se identifico espectroscopicamente como la (-)-R-alantoina (1).

Su espectro en el infrarrojo determinado por la técnica de ATR (Anexos,
Figura B-3) mostré picos de absorcién en 3438; 3340; 3187 y 3050 cm™ que
corresponden a vibraciones N-H, y en 1778, y 1654, cm™ correspondientes al

alargamiento del enlace C=0.%°

El espectro de resonancia magnética nuclear de *H (RMN *H) determinado
a 300 MHz (Anexos, Figura B-1) mostré dos sefales simples en &4 10.54 y 8.06

que corresponden a los protones de tipo amida H-1 y H-3; las sefales de un
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sistema AX en oy 6.89 y 5.24 (J = 8.2 Hz) fueron asignados a H-6 y H-5
respectivamente; finalmente, una sefal simple en &4 5.80 que integra para dos

protones y correspondientes a los protones del —NH; terminal.

En el espectro de **C (Anexos, Figura B-2) se observan tres sefiales que
corresponden a los carbonilos en 6¢ 173.6, 157.3 y 156.7 (C-4, C-7 y C-2,

respectivamente) y en d¢ 62.4 una sefial correspondiente al metino (CH-5).%’

La formula molecular de este compuesto, C4HgN4O3, se confirmé por
espectrometria de masas en modo positivo DART® (m/z 159 [M+H]"; Anexos,

Figura B-4).

Los datos anteriores, la determinacion de su RO (Anexos, Figura B-5) y
DCE (Anexos, Figura B-6) permitieron la identificacion del compuesto 1 como la (-

)-R-alantoina, de acuerdo con los datos reportados en la literatura.>®3°

La estructura y configuracion absoluta del compuesto 1, se confirmé por

medio de difraccion de rayos X (Anexos, Figura B-7).

(-)-R-alantoina (1)
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5.1.2 Compuesto 2: (-)-5-epi-litospermaosido (2)

El compuesto 2 se identificé como un ciano-glucésido, cuyo espectro en el
IR (Anexos, Figura B-14), indicé la presencia de grupos OH en 3259 cm™, y en
2220 cm®, una banda caracteristica para triples enlaces. En su espectro de
masas ESI* (Anexos, Figura B-15) se observaron iones de dos aductos en m/z
352.1 [M+Na]® y 681.2 [2M+Na]", que corresponden a una férmula molecular

C14H19NOsg.

En el espectro de RMN*H (Anexos, Figura B-8) se observa un sistema ABX
en Oy 6.38, 6.08 y 4.53 (J = 10.1 y 2.0 Hz) asignable a un doble enlace de tipo cis
acoplado con un metino (CH-4). Una sefial simple en &y 5.66 atribuible a un
protén vinilico, sefiales para dos metinos base de funciones oxigenadas (64 5.00 y
4.32), una sefial doble en 64 4.76 (J = 7.6 Hz), y un grupo de sefales en dy 3.45 —
3.96 correspondientes a una unidad glicosidica. En el espectro de RMN *3C
(Anexos, Figura B-10), se observan 14 sefiales asignables a 11 metinos, un
metileno y dos carbonos cuaternarios, que fueron confirmados con los

experimentos DEPT y HSQC (Anexos, Figura B-10 y Figura B-12).

Asi, la comparacién de los datos espectroscopicos de RMN 'H y 2C
(Cuadro 9 y 10) permitieron la identificacion del compuesto 2 el 5-epi-
litospermdsido (2), un ciano-glucésido aislado previamente de Wigandia urens*® y

Phacelia tanacetiflora.**
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Cuadro 9: Desplazamientos de RMN-'H del compuesto 2 y el (-)-5-epi-litospermésido.

OH mult.(J en Hz) AlH OH mult.(J en Hz) AlH

OH mult.(J en Hz)

1 - - - - -
2 6.38 dd (10.1, 2.0) | 6.36dd (10.0,1.6) 0.02 | 6.36dd, (10.1,2.0) 0.02
3 6.08 dd (10.4, 2.0) | 6.06 dd (10.0,2.0) 0.02| 6.06dd (9.9,2.8)  0.02
4 4.53 ga (3.6) 452 m 0.01 4.51 q (3.0) 0.02
5 4.32 ta, (2.8) 4.30 sa 0.02 4.30t (3.0) 0.02
6 5.00t (2.1) 4.981(2.4) 0.02 4.981(2.2) 0.02
7 5.67 sa 5.65 sa 0.02 5.65 s 0.02
C - - - - -
1 4.76 d (7.6) 4.74d (7.6) 0.02 4.74d (7.5) 0.02
2’ 0.02 0.03
- 3.45-3.47 m 3.43-3.47 m 0.00 3.42-3.48 m 0.01
4 0.02 0.03
o 3.54-3.56 m 3.52-3.56 m 0.00 3.51-3.56 m 0.00
6a | 3.93dd(12.8,1.2) | 3.92dd(12.4,1.6) 0.01| 3.91dd(12.3,1.4) 0.02
6b | 3.76dd (12.4,5.2) | 3.75dd (12.4,5.6) 0.01| 3.74dd (12.4,2.7) 0.02

Cuadro 10: Desplazamientos de RMN-3C del compuesto 2 y el (-)-5-epi-litospermésido.

~No ok owNBE

abwn=0

67

6C 6C 6C AIIC

155.57
128.22
137.03
68.39
70.09
76.71
97.85
118.73
101.17
73.51
76.98
76.60
70.49
61.58

155.57
128.22
137.03
68.39
70.09
76.71
97.85
118.73
101.17
73.51
76.98
76.60
70.49
61.58

154.69 0.88
127.34 0.88
136.13 .

67.53 0.86
69.21 0.88
75.85 0.86
96.96 0.89
117.84 0.89
100.30 0.87
72.62 0.89
75.72 1.26
76.11 0.49
69.60 0.89
60.69 0.89
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5-epi-litospermésido (2)

5.1.3 Compuesto 3: E-siringina (3)

El compuesto 3 se aislé como un sélido amarillo. El espectro de RMN-1H
en CD3;0OD (Anexos, Figura B-16) mostré sefiales asignables a dos protones
aromaticos (6y 6.75, s); dos protones vinilicos (6 6.55 da, J = 15.9 Hz, &4 6.30 dt,
J =15.9, 5.59 Hz); dos protones de metileno alilico (dy 4.23 dd, J = 5.5, 1.3 Hz);
dos grupos metoxilo (04 3.86 s), y sefiales entre &4 3.15 y 3.9, asociadas con la

presencia de una unidad glucosidica.

El espectro de masas de este compuesto (Anexos, Figura B-21) mostro
una molécula cationizada de m/z 395 [M+Na]® que esta de acuerdo con una

formula molecular de C17H2409Na.
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En el espectro de RMN-3C (Anexos, Figura B-17) se observan 14 sefiales
indicando la presencia de tres carbonos simétricamente equivalentes en la
molécula. Por otra parte los experimentos DEPT 90 y 135 (Anexos, Figura B-18)
confirmaron que las sefiales corresponden a dos metilos, dos metilenos, nueve

metinos y cuatro carbonos cuaternarios.

En el espectro HMBC (Anexos, Figura B-20) se observa la correlacion entre
el proton anomérico (H-1’, &y 4.8) de la entidad glicosidica y el carbono
cuaternario unido a oxigeno (6¢ 135.8, C-4), lo que indica que la estructura del

compuesto 3 debe corresponder a la E-siringina (3).

La comparacion de los datos obtenidos con los reportados para la E-

siringina aislada de C. rothii, confirmaron lo anterior.****

E-siringina (3)
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5.1.4 Compuesto 4: manghaslina (4)

El compuesto 4 fue identificado como un flavonoide glicosilado, cuyo
espectro de RMN-'H muestra sefiales tipicas del patrén de sustitucién de la
quercetina (1V), y con desplazamientos quimicos similares a los de la rutina (V)

(Figura 6y 7).%°

rutina (V) r ?/&
i IR MMA - JL

Compuesto 4

JJ\M MJUM«

Figura 6: Comparacion de espectros de RMN-'H (300 MHz, CDs0D) de la rutina (V) y
el compuesto 4.

rutina (V) I

compuesto 4

fhss 180 175 170 165 160 55 150 145 140 135 130 125 120 11% 105 100 os 20 85 80 75 70 65 60 20 15
1 (ppm>

Figura 7: Comparacion de espectros de RMN-(13C (CD30D) de la rutina (V, 75 MHz) y
el compuesto 4 (100MHz).
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En la region de los protones aromaticos (Anexos, Figura B-22), se
observan las sefiales correspondientes al anillo B de la aglicona como un sistema
ABX, con sefales superpuestas en &y ~7.6 para H-2',6’ y en &y 6.8 una sefal
doble (J = 8.9 Hz) para H-5’, mientras que las sefiales para el anillo A se observan

como un sistema AX, 84 6.39y 6.20 (J = 2.1 Hz), para los protones H-6 y H-7.

Por otra parte, mientras que el espectro de la rutina (V) muestra sefales
para dos protones anomericos, el compuesto 4, muestra tres sefiales asignables a
protones anoméricos (O 5.58/100.6, 5.22/102.8, 4.51/102.3), que fueron
confirmadas con el experimento HSQC, Anexos Figura B-26), lo que indica que se
trata de un triésido conformado probablemente por una hexosa (glucosa) y dos
metil-pentosas (ramnosas), como lo sugieren las sefiales dobles en &y 1.01 y oy

1.07 (J = 6.3y 6.2 H2).

En el experimento TOCSY (Anexos, Figura B-28), la sefial del protén
anomérico de la glucosa, 64 5.58 d, J = 7.6 Hz, H-1g, mostro6 correlaciones con las
sefales en dy 3.65, 3.55, 3.28, mientras que la senal del metileno en &y 3.82 (H-
6ga) mostrd correlaciones con las sefales a oy 3.33 y 3.28. En el mismo
experimento, la sefial doble (J = 1.2) en &4 5.22 (H-1r"), mostrd correlaciones con
las sefales en &y 4.01 y 3.80 mientras que los protones de metilo en 64 1.0 (J =
6.4 Hz) mostré picos de correlacion con las sefales en dy 3.36, 3.80 y 4.08. Asi
mismo, la sefial doble (J = 1.4 Hz) en &4 4.50 (H-1r) mostro picos de correlacion
con las sefnales en &y 3.59 y 3.49, mientras que el metilo en d4 1.08 (J = 6.4 Hz)

mostré picos de correlacion con dy 3.24, 3.41 y 3.49. Con base en lo antes
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mencionado, le logré asignar inequivocamente las sefiales correspondientes a

cada una de las unidades glicosidicas en el compuesto.

En el espectro HMBC (Anexos, Figura B-27) se observaron correlaciones
entre el protdn anomérico de la glucosa en &4 5.58 y el carbono C-3 de la aglicona
en ¢ 134.5; entre el proton anomérico de una metil pentosa en dy 4.50 (H-1r') y el
carbono del metileno de la glucosa (C-6g) en d¢ 68.4; y entre el proton anomérico
de la otra pentosa en &y 5.20 y el carbono 2 de la glucosa (C-2g) en &¢ 80.2. De
esta manera se establecié la posicion relativa y las uniones interglicosidicas en el

triésido.

La asignacion de las sefiales de cada unidad, asi como de las uniones
glicosidicas se confirmd con los datos obtenidos de los experimentos COSY
(Anexos, Figura B-25), TOCSY (Anexos, Figura B-28), HSQC (Anexos, Figura B-
26) y HMBC (Anexos, Figura B-27). En el Cuadro 11 se muestra la asignacion

completa de las sefales para el compuesto 4.

Manghaslina (4)
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Cuadro 11: Datos de RMN del compuesto 4 (400 MHz, CDs0D).

Aglicona
OH mult. (J en Hz) 6C

1 - -

2 - 159.1

3 - 134.5

4 - 179.4

5 6.19 d (2.0) 163.2

6 - 99.9

7 6.38 d (2.0) 165.7

8 - 94.8

9 - 158.5

10 - 105.0

1’ - 123.6

2 7.59 as 117.5

3 - 146.0

4 - 149.6

5 6.88 d (9.2) 116.2

6 7.61dd (8.0,2.0 123.6

Glucosa Ramnosa Ramnosa
6 H mult. & H mult. 6 H mult.
(J en Hz) 9 (J en Hz) e (J en Hz) e

1 5.58 d (7.6) 100.6 450d(1.2)  102.3| 520d(0.8) 1028
2 3.6bm 80.2 3.59dd (3.6,2.0) 72.2 |14.01dd(3.2,1.6) 725
3 3.56m 79.0 3.49m 72.3 3.80m 72.3
4 3.28m 71.9 3.24m 73.9 3.36m 74.1
5 3.33m 77.1 341 m 69.8 | 4.08dd (9.6,6.4) 70.1
6 [3820002.00) 454 1.07d(6.4) 179 | 1.01d(64) 176

De acuerdo con los datos espectroscopicos de RMN y la comparacién con
los reportados en la literatura*, el compuesto 4 fue identificado como la

manghaslina (4), aislada anteriormente de Clitoria ternatea.**

El peso molecular determinado por EM-ESI (Anexos, Figura B-29) en los
modos positivo y negativo mostro cationes aducto de m/z 779 [M+Na]" y 795
[M+K]"y un anién m/z 755 [M-HJ, respectivamente, y fueron congruentes para el

peso de la manghaslina (4).

46

——
| —



5.1.5 Compuesto 5: acido rosmarinico (5).

El compuesto 5 se aislé como un sélido amarillo. En el espectro de RMN-
'H (Anexos, Figura B-30) se observaron dos sistemas ABX en la zona de 3y 6.50
a 7.00 para los protones de dos anillos aromaticos trisustituidos; un sistema AX
que corresponde a un doble enlace trans con una constante de acoplamiento de
15.90 Hz; y un sistema ABX asignado a un metileno en o4 3.10 (J = 14.3, 4.0 Hz)

y 64 2.98 (J = 14.2, 8.8 Hz), acoplado con un metino en &4 5.16 (J = 8.7, 4.0 Hz).

El espectro de RMN-*C (Anexos, Figura B-31) mostr6 18 sefiales que
corresponden a nueve metinos, un metileno y ocho carbonos cuaternarios
(incluidos seis carbonos aromaticos y dos carbonilos), de acuerdo con los datos

de los espectros DEPT 135 y 90 (Anexos, Figura B-32).

La comparacion de los datos de RMN-'H y -**C con los reportados en la

45,46

literatura™">, asi como el peso molecular determinado por espectrometria de

masas (ESI en modo positivo m/z 383 [M+Na]" y 743 [2M+Na]"), confirmaron la

identidad del compuesto 5 como el acido rosmarinico (5).

OH

HO

OH

Acido rosmarinico (5)

——
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5.1.6 Compuesto 6: acido salviandlico B (6)

El espectro de RMN-'H del compuesto 6 determinado en CDs;OD mostr6
una gran similitud al del &cido rosmarinico (5) (Figura 8); la diferencia principal se
debi6é a la presencia de cuatro, en vez de dos, unidades fenil-propanoides (Co)
derivadas del acido cafeico en la molécula. Lo anterior se dedujo debido a la
presencia de sefales atribuibles a tres sistemas ABX en la region de protones
aromaticos, uno de ellos (I) claramente distinguible en 64 6.52 d (J = 8.1), 6.47 d
(J=2.0)y6.28 dd (J = 8.1, 2.0) y otros dos (Il y Ill) con sefiales superpuestas

entre &y 6.8 y 6.6, asi como un sistema AX (IV) en &y 7.12y 6.81 (J = 8.5).

4cido rosmarinico (5)

UM

T T T T T T T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 3.0 2.8 2.6

T T T T T T T T T T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8

5.6
f1 (ppm)

Figura 8: Comparacién de espectros de RMN-'H (300 MHz, CDs0D) del 4cido
rosmarinico (5) y el compuesto 6.
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Por otra parte, el espectro de RMN-'H de 6 se determiné en CsDsN
(Anexos, Figura B-37), mostré6 una mejor resolucion de las sefiales de los tres
sistemas ABX en la region de los aromaticos, cuyas sefales se observaron en: (1)
Sn 7.05dd (J=8.1,2.1),7.21d (J=8.0)y 7.44 d (J = 2.1); (I) 54 7.09 dd (J = 8.0,
2.0),7.25d (J=8.0)y7.52d (J=2.0)y (Ill) 34 6.92 dd (J = 8.0, 2.0), 7.20d (J =
7.9)y 7.34 d (J = 2.0); mientras que el sistema AX (IV) se observo en 6y 7.23 d y

7.12d (J = 8.5) (Figura 10, expansion oy 6.9 — 7.6 del espectro COSY).

Figura 9: Estructura plana del compuesto 6.

La presencia de dos sistemas AX con sefiales en 64 8.31y 6.71 (J = 16.0
Hz) y 64 6.53 y 4.96 (J = 4.0 Hz), sugiere que una de las unidades fenil
propanoides conserva el doble enlace trans conjugado, como en el acido
rosmarinico (5), mientras que la otra se encuentra formando parte de un grupo

benzo-dihidrofuranoide.
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En la regién de los protones alifaticos del espectro de RMN *H (Anexos,
Figura B-37), se observan ademas sefiales asignables a otros dos sistemas ABX
con sefiales en 6y 5.93 (dd, J = 8.3, 4.3 Hz) y 5.88 (dd, J = 9.2, 3.9 Hz) (partes X),
las cuales muestran acoplamientos con las sefiales de sus correspondientes
partes AB en &y 3.60 (dd, J = 14.3, 4.3 Hz) y 3.52 (dd, J = 14.0, 8.2 Hz) y en &y
3.50 (dd, J = 14.1, 3.6 Hz) y 3.39 (dd, J = 14.3, 9.3 Hz), de acuerdo con el
experimento COSY (Figura 11). Estas sefiales fueron asignadas a dos unidades
fenil propanoides (Cy) derivadas del acido 8-hidroxi-dihidrocafeico que deben
encontrarse esterificando a las otras dos unidades (Co). Los datos anteriores
sugieren que el compuesto 6 podria ser el acido salvianolico B, aislado
previamente de Salvia miltiorrhiza®® y S. officinalis*’, o alguno de sus

estereoisémeros (6.1 0 6.2).

En el espectro de masas determinado por la técnica EM-ESI® (Anexos,
Figura B-43) se observé un ién molecular sodiado de m/z 741 [M+Na]® que
corresponde a la formula molecular C3sH30016, y €sta de acuerdo con la propuesta

anterior.

En el experimento HMBC (Anexos, Figura B-42) se observaron
acoplamientos a larga distancia entre las sefiales del doble enlace conjugado &4
8.32 (H-7’) y las senales de los carbonos &¢ 116.8 (C-8’), 121.8 (C-6’), 126.4 (C-
2')y 167.6 (C-9’), y la sefal en &y 6.71 (H-8’) con las sefales &¢c 124.3 (C-1') y
167.6 (C-9’). Por otra parte, las sefales involucradas en la unidad furanoide en &y

6.53 (H-7) mostraron acoplamientos con ¢ 113.9 (C-2), 118.2 (C-6), 126.4 (C-2’),
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149.3 (C-3') y 172.0 (C-9) y en 8y 4.96 (H-8) con 8¢ 126.5 (C-2), 133.4 (C-1),

149.3 (C-3') y 172.0 (C-9).

De los sistemas ABX no aromaticos se pudieron observar acoplamientos
entre las sefiales en &y 5.93 (H-8”, d¢ 75.3) con las sefiales en &¢c 38.2 (C-77),
129.5 (C-1") y 173.7 (C-9”) y entre &y 5.83 (H-8”, d¢c 76.3) con las sefiales en
37.8 (C-7")y 172.9 (C-9””). De esta manera se establecio la posicion relativa y las

uniones de las unidades de &cido cafeico como se observa en la Figura 12.

La asignacion de las sefales de cada unidad, asi como la conectividad
entre ellas, se llevd a cabo con el analisis detallado de los espectros COSY
(Anexos, Figura B-40), HSQC (Anexos, Figura B-41) y HMBC (Anexos, Figura B-
42). En el Cuadro 12 se muestra la asignacion completa de las sefales para el

compuesto 6.

La revision de la literatura mostro la existencia de tres diaesteroisémeros
del compuesto 6. Los is6meros 7,8 trans, que corresponden a los acidos
salviandlico B (7S,8S) (6)*® y monardico B (7R,8R) (6.1)*°, y el isémero cis,
conocido como &cido salvianélico Y (7R,8S) (6.2)*". La constante de acoplamiento
(J78 = 4.1 Hz), asi como la rotacion optica ([a] 3 +31.6°) (Anexos, Figura B-44)
permitieron la identificacion del compuesto 6 como el acido salviandlico B, el cual

ha sido aislado de Salvia miltiorrhiza.*®
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OH

Acido salvianolico Y (6.2)
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f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T
760 755 750 745 740 735 730 725 720 715 710 7.05 700 695  6.90
f2 (ppm)

Figura 10: Expansion espectro COSY (CsDsN, 500 MHz, &y 6.9 - 7.6) del compuesto 6.

: :

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.00 595 590 5.85 580 575 5.05 5.00 4.95 4.90 4.85 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30
f2 (ppm)

Figura 11: Expansion espectro COSY (CsDsN, 500 MHz, &4 3.4 - 5.9) del compuesto 6.
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Figura 12: Correlaciones HMBC (*H—-3C) del compuesto 6

Cuadro 12: Datos de RMN-"H y -*°C (500 MHz, CsDsN) del compuesto 6

& H mult. (J en Hz) 6C & H mult. (J en Hz) 6C
1 - 133.4 1”7 - 129.5
2 7.43d (2.0) 113.9 2" 7.51d (2.0) 118.3
3 - 147.6 3”7 - 146.3
4 - 148.1 4” - 146.5
5 7.20d (8.0) 117.0 5” 7.24 d (8.0) 118.9
6 7.04 dd (8.0, 2.0) 118.2 6" 7.08 dd (8.0, 2.0) 121.6
7’a 3.60 dd (14.3, 4.3)
7 6.53 d (4.0) 87.9 b 3.52 dd (14.0, 8.0) 38.2
8 4.96 d (4.0) 57.3 8” 5.92 dd (8.3, 4.3) 75.3
9 - 172.0 9” - 173.7
1’ - 124.3 17 - 129.2
2’ - 126.4 27 7.33d (2.0) 118.2
3 - 149.3 37 - 147.3
4 - 145.8 4 - 146.5
5 7.22 d (8.0) 118.8 57 7.19d (8.0) 116.9
6’ 7.12d (8.4) 121.8 6 6.91 dd (8.0, 2.0) 121.5
’ 7”a 3.50dd (14.3, 3.6)
7 8.31d (16.0) 144.4 77h 3.39 dd (14.5, 9.5) 37.8
8 6.71d (16.0) 116.9 8” 5.83dd (9.2, 3.9) 76.3
9 - 167.6 9” - 172.9

——
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5.1.7 Resumen de los compuestos quimicos aislados del extracto metandlico
de los tallos de Cordia dodecandra.

Cordia dodecandra (tallos)

- Fraccion A
I metanol -|_
— Fraccion B ==
precipitado
- R alantoina (1)
o]
o HN//<NH
- Fraccion D ==
(
L 55

AB3
(-)-5-epi-
litospermaosido (2)

AB13-2
E-siringina (3)

ACBga
manghaslina (4)

BFb

acido rosmarinico (5)

DHa
acido salvianolico B (6)

OH
OH Ho,,

OH
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5.2 Metabolitos identificados en el extracto metandlico de las hojas de C.

dentata.

Del extracto metandlico de las hojas de C. dentata se obtuvieron dos
alcaloides, el acido-4-(S)-hidroxi-(S)-pipecolico (7) y la alantoina (1); el glucésido

del alcohol bencilico (8), el cilitol: (+) bornesitol (9) y el acido rosmarinico (5).

5.2.1 Compuesto 7: Acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecolico (7)

El compuesto 7 se obtuvo como un soélido blanco soluble en agua, con un

punto de fusién de 290°C y una rotacion optica [a] 4* -12.0°. Este producto fue

identificado de acuerdo con sus constantes fisicas y sus datos de RMN como el

acido 4-(S)-hidroxi-(S)- pipecolico (7).

'EHIIIIO

™3

(S) OH

IZ-~

o)

Acido 4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecélico (7)

'
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En el espectro de RMN-'H (Anexos, Figura B-46) se observaron ocho
sefales en oy 4.23 (ddd, J =4.7, 4.5, 2.2, Hz), 3.92 (dd, J = 11.7, 3.7 Hz), 3.32 (d,
J =3.9 Hz), 3.30 (dd, J = 3.8, 2.9 Hz), 2.22 (ddd, J = 14.8, 4.5, 3.8 Hz), 1.97 (ddd,

J=14.4,11.7, 2.5 Hz), 1.89 (m) y 1.86 (m).

En el espectro COSY (Anexos, Figura B-49) se observan las correlaciones
entre el proton en oy 4.23 (H-4) con los protones &y 2.22 (H-3a), 1.97 (H-3b), 1.86
y 1.89 (H-5a y H-5b), entre el protén en &y 3.92 (H-2) con los protones &y 2.22 (H-
3a), 1.97 (H-3b) y entre los protones en 64 3.30, 3.32 (H-6a y H-6b) con &4 1.89

(H-5a y H-5b).

En el espectro de **C (Anexos, Figura B-47) se observan seis sefiales que
corresponden a tres metilenos (8¢ 28.6, 33.4 y 39.2), dos metinos (8¢ 54.6 y 62.5)
y un carbon cuaternario (&¢c 174.2) lo cual fue confirmada con los experimentos

DEPT 90 y 135 (Anexos, Figura B-48).

El peso molecular del compuesto fue determinado por espectrometria de
masas ESI* (Anexos, Figura B-52) y mostro iones con m/z 146.1 m/z [M+ H]", m/z
168.0 [M+Na]" y m/z 184.0 [M+K]", que estan de acuerdo con la estructura

propuesta (7).
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5.2.2 Compuesto 8: Glucésido del alcohol bencilico (8)

El compuesto 8 se aisl6 como un sélido amarillo y se identifico
espectroscopicamente como el glucésido del alcohol bencilico (8)°**2. Su
espectro de masas (Anexos, Figura B-60) mostrd un pseudo ion molecular de m/z

293.1 [M+Na]", que esta de acuerdo con una formula molecular de C13H150sNa.

El espectro de RMN-'H determinado en CD;OD (Anexos, Figura B-54)
mostrd una sefial multiple en &4 7.30 asignable a cinco protones aromaticos, en
Oy 4.9 y 4.6 se observan sefales de un sistema AB, y entre &y 3.92 y 3.20 se
observan sefiales de protones asociados con la presencia de una unidad

glicosidica en la molécula.

En el espectro de RMN-'*C (Anexos, Figura B-55) se observaron 11
sefales para 13 carbonos correspondientes a diez metinos, dos metilenos (&¢

71.7 y 62.8) y un carbdn cuaternario (6¢ 128.6).

En el experimento HMBC (Anexos, Figura B-59) se observo el
acoplamiento entre el protén anomérico (64 4.3, H-1") de la entidad glicosidica y el
metileno bencilico (¢ 71.7, C-7) lo que indica que la estructura del compuesto 8
corresponde al glucésido del alcohol bencilico (8), aislado anteriormente de

Carica papaya.™
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3' 2 OH 1

Glucdsido del alcohol bencilico (8)

5.2.3 Compuesto 9: (+) bornesitol (9)

El compuesto 9 se obtuvo como un sdlido cristalino de punto de fusién 288-
290°C y una rotacion oOptica de [a]4® +17.5° (Anexos, Figura B-68). Este
compuesto se identific6 espectroscopicamente como el 1-metoxi-L-myo-inositol,

conocido también como (+) bornesitol (9).>3

En el espectro de RMN-'H (Anexos, Figura B-62) se observaron tres
sefales triples en dy 3.65, 3.31 y 3.68 con una constante de acoplamiento J = 9.4
Hz correspondiente a los acoplamientos axial-axial-axial asignados a los protones

H-4, H-5 y H-6 respectivamente. A menor frecuencia, se observaron dos sefales
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dobles de dobles en &y 3.24 y 3.53 (J = 10.0, 2.90 Hz, H-1 y H-3 respectivamente)
y en Oy 4.34 una sefal triple con constante de acoplamiento J = 2.9 Hz para el
proton H-2. En el espectro también se observd una sefial simple en &4 3.47 que
integra para tres protones y la cual corresponde al metoxilo presente en la

molécula.

El espectro de RMN ®C (Anexos, Figura B-63) mostr6 7 sefiales
correspondientes a seis metinos y un metilo, y fue confiimado con los
experimentos DEPT. En el experimento HMBC se observé el acoplamiento a
larga distancia entre los protones del grupo metoxilo (&4 3.47) y C-1 (6¢ 80.5)

(Anexos, Figura B-66).

El espectro de masas determinado por medio de la técnica DART (Anexos,
Figura B-67) mostré un pseudo ién molecular de m/z 195.0 [M+H]", que esta de
acuerdo con la estructura propuesta.®® La estructura del compuesto 9, asi como
su configuracion absoluta, fueron confirmadas por difraccién de rayos X (Anexos,

Figura B-69).%%>*

(+) bornesitol (9)
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5.2.4 Otros compuestos

En el extracto metandlico de las hojas de C. dentata, como en el caso de C.
dodencandra, también se identificO la presencia de alantoina (1) y de &cido
rosmarinico (5). La comparacién del espectro de RMN *H del extracto metandlico
crudo de las hojas y del acido rosmarinico (5), mostr6 que uno de los
constituyentes principales en el extracto es éste acido (Figura 13). La
cuantificacion en el extracto por medio de HPLC, reveld la presencia de 390 mg
de &cido rosmarinico (5) por gramo de extracto (i.e. 39% del acido) (Anexos,

Figura C-30, Gréfico 1, Cuadro | y Ecuacion 1)

[ 4cido rosmarinico (5) . IO/@/O
QA\* ’

Extracto metandlico hojas C.dentata

T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

Figura 13: Comparacion del espectro de RMN *H (CDs;0OD) del extracto metandlico de
las hojas de C. dentata (400 MHz) y acido rosmarinico (5) (300 MHz).

——
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5.2.5. Resumen de los compuestos quimicos aislados del extracto metanalico
de las hojas de Cordia dentata.

Cordia dentata (hojas)

DG2

Fraccion D

acido 4-(S)-hidroxi-2-
(S)- pipecalico (7)

metanol

g =

Cuantificacion de

acido rosmarinico (5)
por HPLC

Fraccion G

Fraccion |

——
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5.3Metabolitos aislados del extracto de diclorometano de los tallos de C.
dentata.

Del extracto de diclorometano de los tallos de C. dentata se obtuvieron cuatro
fenil propanoides derivados del acido ferulico, los cuales fueron identificados como el
nonil- y undecil-ferulato (10a, 10b) y la pentil-cis-ferulamida (10c), ademas del

aldehido ferulico (11).

5.3.1 Compuestos 10: Nonil-ferulato (10a), undecil-ferulato (10b) y pentil-cis-
ferulamida (10c).

De la fraccibn menos polar del fraccionamiento del extracto organico se
obtuvo por CCFp una mezcla de derivados del acido ferdlico, que se identificaron
mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a espectrometria
de masas (HPLC-ESI) y RMN. El cromatograma (Anexos, Figura C-3) mostro tres
picos que fueron identificados como nonil-ferulato (10a) (TR: 20.6 min., [M+Na]":
343 m/z, 36%), pentil-cis-ferulamida (10c) (TR: 16.7 min., [M+H]": 264.2 m/z,
14%) y undecil-ferulato (10b) (TR: 23.9 min., [M+Na]": 371.14 m/z, 10%), de
acuerdo con su masa molecular esperada y los datos de RMN. El compuesto
mayoritario se identifico como el nonil-ferulato (10a)>. El espectro de RMN *H
(Anexos, Figura B-70) de la mezcla, mostro en la zona de los protones aromaticos

y olefinicos, un sistema ABX (dy 7.07, 7.03 y 6.91) y un sistema AB para un doble
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enlace trans (dy 7.60 y 6.29) con una constante de acoplamiento de J = 15.9 Hz,
mientras que en la zona de los protones alifaticos se observan las sefales
caracteristicas de una cadena hidrocarbonada (64 1.25), el metilo terminal en &y

0.87 y un metileno a un oxigeno como una sefial triple en &4 4.18.

En el caso de la pentil-cis-ferulamida (10c), el espectro de RMN *H, como
para el compuesto anterior, se observo un sistema AB (04 5.81 y 6.79) debido a la
presencia de un doble enlace con una constante de acoplamiento J = 12.7 Hz,
indicativo de una geometria cis. Se observaron ademas una sefial en &y 5.84

correspondiente al protén de la amida y un metileno a a la amida en 64 4.11.

En el Cuadro 16 se resumen los datos de RMN-'H y -*3C, de 10a, 10b y
10c, confirmando la asignacion con los experimentos COSY (Anexos, Figura B-

72), HSQC (Anexos, Figura B-73) y HMBC (Anexos, Figura B-74).

2' 4' 6' 8'
NP NP NN
R
1' 3 5 7 9'
R =Me Nonil-ferulato (10a)
R =Et Undecil ferulato (10b)
( ]
L %)



Pentil-cis-ferulamida (10c)

Cuadro 13: Datos de RMN-"H y -**C (500 MHz, CDCIs) del nonil-ferulato y undecil-
ferulato (10a y 10b) y la pentil-cis-ferulamida (10c).

Ul:llgggilf_efg:ﬁ;él(gg%) Pentil-cis-ferulamida (10c)
5C 8 H mult. (J en Hz) 5C ZHem'zt)
1 1272 - 127.4 -
2 109.4 7.03d (L.7) 112.8 7.77d (1.8)
3 148.0 - 1471 -
4 146.8 - 1475 -
5 114.8 6.91d (8.9) 113.9 6.88 d (8.2)
6 1231 7.07 dd (8.1, 1.7) 1257 7.10 dd (8.2, 1.7)
7 1447 6.29 d (15.9) 1437 581 d (12.7)
8 1158 7.60 d (15.9) 117.0 6.79 d (12.8)
9 1675 - 166.8 -
OMe 56.0 3.92s 56.0 3.92s
NH - - - 584 s
T 64.7 4.181(6.7) 64.6 4.111(6.7)
2 28.6 1.69 m 25.1 1.61 m
. | 32.0;298; | 32.0; 29.8;
39 9809261 1.25m 341 89261 1.25m
10° 14.27 0.87 t (6.9) 5 14.27 0.87 £ (6.9)
[ &)



5.3.2 Compuesto 11: Aldehido ferualico (11).

El compuesto 11 se aislé como un soélido amarillo de peso molecular 178
uma (EM-DART, m/z 179.07130 [M+H]") (Anexos, Figura B-79) que corresponde
a la férmula molecular C10H1003. En el espectro de RMN*H (Anexos, Figura B-75),
se observaron sefiales en dy 9.6 como una sefia doble (J = 7.7 Hz)
correspondientes a un proton de aldehido (H-9) y sefiales de un doble enlace
conjugado en dy 7.4 (da, J = 16.1 Hz, H-7) y 6.5 (dd, J = 15.7, 7.7 Hz, H-8). Los
protones del anillo aromético se observaron como un sistema ABX (éy 7.12 dd, J
=8.16, 1.8 Hz; 7.07d,J =1.7 Hz; y 6.96 d, J = 8.15 Hz) y en &4 3.9 los protones

del grupo metoxilo.

Los datos de EM y RMN, asi como la comparacion con los datos
reportados en la literatura®®, permitieron la identificacién del compuesto 11, como

el aldehido ferdlico (11).

Aldehido ferulico (11)
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Cordia dentata (tallos)

5.3.4 Resumen de los compuestos quimicos aislados del extracto de DCM de
los tallos de Cordia dentata.
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5.4 Actividad anti-inflamatoria y antioxidante

Con base en la informacién etnobotanica acerca de las especies del género
estudiadas, se decidid realizar una serie de bioensayos convencionales para
evaluar la capacidad antiinfamatoria y antioxidante de los extractos polares de las

especies (Cuadro 14).

El extracto metandlico de las hojas de C. dentata mostr6 una moderada
capacidad antiinflamatoria y una buena capacidad antioxidante, con un 89.5% de

inhibicion de la lipoperoxidacion.

En el caso de C. dodecandra, ésta mostr6 una buena capacidad
antioxidante comparable con los controles, inhibiendo un 93.4% la peroxidacion
lipidica, asi como una buena capacidad captadora de radicales libres a una
concentracion de 27.66 pg/mL, actividad que se le atribuye a presencia de los

compuestos polifendlicos en el extracto.

De acuerdo con la medicina tradicional, las infusiones son los preparados
mas utilizados dentro de la herbolaria®’, por lo que el extracto acuoso de los tallos
de la especie C. dodecandra se evalud en cuanto a su capacidad antiinflamatoria
y antioxidante, los resultados revelaron que ambas actividades disminuyen, en
comparacion con el extracto metanolico, sugiriendo que la capacidad antioxidante

y antiinflamatoria depende de los componentes en el extracto.
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Con miras a un estudio comparativo de la produccion de los metabolitos
aislados dependiendo de la época de recoleccion y/o con otras especies del
género, se llevd a cabo un estudio preliminar para establecer las condiciones
Optimas para su determinacion por HPLC-UV-MS. Se determinaron los TR para
cada uno de metabolitos aislados y posteriormente se identificaron en el extracto
crudo (Anexos, Tabla Il). Dicho andlisis indicO que en ambos extractos se

encuentra como constituyente comun el &cido rosmarinico (5).

Existen informes en los cuales se ha demostrado que los compuestos
fendlicos como los flavonoides pueden actuar como compuestos antioxidantes y/o
prooxidantes. Como antioxidantes, son capaces de secuestrar radicales libres,
inhibir enzimas (oxidasas) y quelar metales de transicion®; como prooxidantes, son
capaces de reducir metales de transicion por autooxidacién mediante procesos

redox®® y una vez reducidos influyen en la produccién de radicales libres.
De acuerdo con lo anterior, se llevéd a cabo un estudio preliminar de la

actividad antioxdante (quelante) y prooxidante (reduccién de metales como Cu*?

—Cu*) de los extractos polares de las especies estudiadas por medio de RPE.
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5.5 Actividad quelante

La actividad quelante (antioxidante) de los extractos se determiné mediante
la formacién de complejos utilizando Cu*? como sulfato de cobre pentahidratado

(CuS04.5H,0) (Anexos, Figura A-1).

En el espectro de RPE se observo un valor de g|= 2.420 para el CuSO4.
Los valores de g| de los extractos probados (Anexos, Figura A-4 a Figura A-7) se

enlistan en la Cuadro 14.

Los resultados obtenidos sugieren que los extractos también poseen
capacidad reductora (Cuadro 14) del Cu*? a Cu™, sugiriendo que algunos

componentes presentes los extractos tienen capacidad prooxidante.®
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Cuadro 14: Resultados de la actividad antinflamatoria, antioxidante y quelante de los extractos
polares de C. dodecandra y C. dentata.

Extractos

Antiinflamatoria
(% inhibicion)

Antioxidante

Quelante

TBARS
(% inhibici6n)

DPPH
(Clso pg/mL)

Formacion de
complejos con Cu*?

Reducciéon de
Cobre (%)

C. dodecandra
(tallos)

Extracto
metanolico

14.66

93.40

27.66+0.35

gl = 2.315
All = 14.85

16.47

Extracto
acuoso

12.32

54.99

66.86+6.36

C. dentata
(hojas)

Extracto
metanolico

24.64

89.52

40.29+0.47

gll = 2.247
All = 17.14

18.91

C.dentata
(tallos)

Extracto
metanolico

1.36

>100.00

gl = 2.309
All=15.400

37.92

Extracto
acuoso

22.09

-0.14

>100.00

gll = 2.309
All=15.400

17.01

Estandares

Indometacina
(0.3 mg/oreja)

78.76%7.68

Butil Hidroxi
Tolueno BHT
(100pg/mL)

92.8

a-Tocofoerol
(100pg/mL)

13.67+0.45

Sulfato de cobre
pentahidratado
(CuS0,.5H,0)

gll = 2.420
All = 11.650

Quercetina
(4mM)

gl = 2.425
All = 11.450

44.95
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El analisis fitoquimico de los extractos de tallos y hojas de las especies Cordia
dodecandra y C. dentata condujo al aislamiento de trece metabolitos secundarios (1-9,
10a, 10b y 10c, 11). De estos, los compuestos 1, 3 y 5 han sido aislados anteriormente
de especies del mismo género (C. dodecandra, C. dentata, C. sebestena, C. verbenacea,
C.ruthii), mientras que en el caso de los compuestos 2, 4, 6 — 11, este es el primer

reporte de su presencia en especies del género Cordia.

Los ensayos de actividad antiinflamatoria mostraron que el extracto metanolico de
las hojas de C. dentata tiene una moderada capacidad antiinflamatoria, la cual puede
deberse a la presencia del acido rosmarinico (5), el cual anteriormente ha mostrado ser
un buen agente antiinflamatorio.”®*° La cuantificacion por HPLC demostré que el extracto

metandlico de C. dentata contiene 390 mg/g de extracto (aprox. 39%) del compuesto 5.

Los resultados de la actividad antioxidante indican que los extractos metandlicos
de las especies C. dodecandra (tallos) y C. dentata (hojas) actian como antioxidantes
preventivos® mostrando inhibicién de la peroxidacion lipidica (TBARS) asi como la
formacion de complejos con cobre (Cu*?); y como antioxidantes captadores de radicales
libres®? de acuerdo con los resultados positivos en el ensayo de captacién de radicales

libres por DPPH.

La capacidad antioxidante del extracto metandlico y del extracto acuoso de los
tallos de C. dodecandra varia de acuerdo con su composicién quimica, teniendo mayor
actividad el extracto metandlico debido a que contiene mayoritariamente compuestos

polifendlicos, como los flavonoides.
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Figura A- 2: Espectro de RPE CuS0,4.5H,0 con glicerol.
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Figura A- 3: Superposicion de espectros CuS0O4.5H,0 y CuS0,4.5H,0 + glicerol.
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Figura B- 6: Espectro de dicroismo circular (DC, H,0) de (-)-R-alantoina (1).



Figura B- 7: Estructura de Rayos X de (-)-R-alantoina (1).
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Figura B- 8: Espectro de RMN-'H [400 MHz, D,O] de (-)-5-epi-litospermésido (2).
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Figura B- 10: Apilado de espectros de *C, DEPT 135y 90 de (-)-5-epi-litospermdsido (2).
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Figura B- 12: Espectro HSQC-ed de (-)-5-epi-litospermasido (2).
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Figura B- 30: Espectro de RMN-'H [300 MHz, CD0D] de &cido rosmarinico (5).
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Figura B- 31: Espectro de RMN-'3C [75 MHz, CDs0D] de &cido rosmarinico (5).
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Figura B- 32: Apilado de espectros de *C, DEPT 135 y 90 de &cido rosmarinico (5).
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Figura B- 34: Espectro HSQC de acido rosmarinico (5).
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Figura B- 35: Espectro de masas [EM-ESI’] de acido rosmarinico (5).

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM

POLARIMETRIA

&

Observaciones:

Fecha:

Dr. L. Quijano

Muestra: __RA-a.rosmarinico Investigador :
Disolvente: MeOH

Concentracion: 2.2 mg/2 mL : +0.029
Longitud de celda: 1 dm * '
Tiempo de Integracién: 5s

a 589 nm (Na)

Operador: Rocio Patifio Maya
No. de registro:.____ 1185
27/06/2017___

Figura B- 36: Dato polarimétrico [RO, MeOH] de acido rosmarinico (5).
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Figura B- 38: Espectro de RMN-'H [125 MHz, CsDsN] de &cido salvianélico B (6).
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Figura B- 39: Apilado de espectros de *C, DEPT 135 y 90 de &cido salviandlico B (6).
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Figura B- 40: Espectro COSY de acido salvianolico B (6).
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Figura B- 41: Espectro HSQC-ed de acido salviandlico B (6).
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Figura B- 42: Espectro HMBC de &cido salviandlico B (6).
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Figura B- 43: Espectro de masas [EM-ESI’] de acido salviandlico B (6).

@ INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM POLARIMETRIA

Muestra: DHa
Disolvente: MeOH
Concentracion: 1.2 mg/mL

Longitud de celda: 1 dm
Tiempo de Integracion: 5s

Observaciones:

Investigador : Dr. L. Quijano

o +0.038 a 589 nm (Na)

Operador: Rocio Patifio Maya
No. de registro: 1381
Fecha: __ 18/06/2015

Figura B- 44: Dato polarimétrico [RO, MeOH] de acido salviandlico B (6).
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Figura B- 45: Espectro de IR [KBr] de acido salviandlico B (6).
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Figura B- 46: Espectro de RMN-'H [400 MHz, D,0] de

acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecdlico (7).
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Figura B- 47: Espectro de RMN-'3C [100 MHz, D,0] de
acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecalico (7).
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Figura B- 48: Apilado de espectros de *3C, DEPT 135y 90 de
acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecolico (7).
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Figura B- 49: Espectro COSY de acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecélico (7).
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Figura B- 17: Espectro HSQC de acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecolico (7).

116

2.4

2.6

2.8

3.0

3.2

3.4

3.6

3.8

4.0

4.2

L 4.4

L 25

30

35

L 40

a5

50

55

60

——
| —

f1 (ppm)

f1 (ppm)



a 6 3 3 s 25
5 @ o
I 30
3 bty
I 35
—_—— 6 ‘o D @
I 40
1 L 45
I 50
_
2 > © e L 55
<
I 60
_— 4 - (@ RS
- 65
N
— koS . 175
44 42 40 38 36 3.4 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6
f2 (ppm)
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Figura B- 19: Espectro de masas [EM-ESI’] de
acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecolico (7).
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INSTITUTO DE QUIMICA

UNAM

Muestra: DG2 Investigador: Dr. Leovigildo Quijano
Disolvente: Agua
Concentracion: 1 mg/mlL
Longitud de celda: 1dm
Tiempo de integracion: 5s a: -0.016 a 589 nm (Na)
Observaciones: Operador: Q. Mary Paz Orta Pérez
No. de registro: 690
Fecha: 24-05-2018
Figura B- 20: Dato polarimétrico [RO, H,O] de
acido-4-(S)-hidroxi-2-(S)-pipecdlico (7).
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Figura B- 21: Espectro de RMN-'H [400 MHz, CD;0D] de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 22: Espectro de RMN-'3C [100 MHz, CD;0D] de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 23: Apilado de espectros de **C y DEPT 135 de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 24: Espectro COSY de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 25: Espectro HSQC de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 60: Espectro de masas [EM-ESI'] de glucdsido del alcohol bencilico (8).
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@ INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM POLARIMETRIA

Muestra: __ GHBa Investigador : Dr. L. Quijano
Disolvente: MeOH
Concentracién: 1.2 mg/ mL o -0.025 a N
Longitud de celda: : 1 dm ‘ 589 nm (Na)
Tiempo de Integracion: 5s
Observaciones: Operador: Rocio Patifio Maya

- No. de registro:___ 1089

Fecha: _ 2/06/2016

Figura B- 26: Dato polarimétrico [RO, MeOH] de glucésido del alcohol bencilico (8).
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Figura B- 27: Espectro de RMN-'H [500 MHz, D,O] de (+)-bornesitol (9).
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Figura B- 28: Espectro de RMN-'*C [100 MHz, D,0] de (+)-bornesitol (9).
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Figura B- 29: Espectro COSY de (+)-bornesitol (9).
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Figura B- 31: Espectro HMBC (+)-bornesitol (9).
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Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 20.0 (Fraction:Both)

Element:'2C:0 .. 40, 'H:0 .. 40, ®0:0 .. 10

Relative Intensity

80
. OH
] @) 195.08688
*] HO on
] HO
40 HO
20
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
19450 195.00 19550
m'z
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula | Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
105.08688  6247.71]  195.08686) 0.09 0.0 12C7'H5'%0¢ \ 0.5

Figura B- 32: Espectro de masas [EM-DART"] de (+)-bornesitol (9).

@ INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM POLARIMETRIA

Muestra: _ GI’ : Investigador : _Dr. L. Quijano

Disolvente: Agua

Concentracion: 1.6 mg/ mL o +0.028 a 589 nm (Na)
Longitud de celda: 1 dm

Tiempo de Integracién: 5s

Observaciones: Operador: Rocio Patifio Maya

= No. de registro: 607
Fecha: _ 18/03/2016

Figura B- 33: Dato polarimétrico [RO, H,0O] de (+)-bornesitol (9).
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Figura B- 69: Estructura de rayos X de (+)-bornesitol (9).
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Figura B- 34: Espectro de RMN-"H [500 MHz, CDCl;] de nonil ferulato (10a).
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Figura B- 35: Espectro de RMN-*C [125 MHz, CDCl;] de nonil ferulato (10a).
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Figura B- 36: Espectro COSY de nonil ferulato (10a).
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Figura B- 37: Espectro HSQC-ed de nonil ferulato (10a).
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Figura B- 38: Espectro HMBC de nonil ferulato (10a).
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- 39: Espectro de RMN-'H [700 MHz
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Figura B- 40: Espectro de RMN-'C [175 MHz, CDCl,] de aldehido ferdlico (11).
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Figura B- 41: Espectro COSY de aldehido ferulico (11).

% °M9e 7 h> 6 2 8 | @
2 @
: ! )
0
P ! I >
3
;6 ;5 ;5 %4 ;3 %2 1;( ){0 6.9 AS é7 gﬁ ;3
ppm

Figura B- 42: Espectro HSQC de aldehido ferdlico (11).
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Relative Intensity ~
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Figura B- 79: Espectro de masas [EM-DART’] de aldehido ferulico (11).
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Figura C-1: Cromatograma del extracto metandlico de las hojas de C. dentata.
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Grafico 1: Curva patron de la cuantificacion de &cido rosmarinico (5).

i6 . . . 1 L
Ecuacion 11y = mx + b* (factor de dilucién = volumen (uL) )

cantidad de extracto(mg)

(1933206-207015) N ( 6164L ) __0.390 mg de acido rosmarinico

7000000000 0.4 mg de extracto

mg de extracto

Cuadro I: Resultados de la curva patron de acido rosmarinico (5).

Unidad de Absorbancia Concentracion

(UA) (mg/ pL)

996814.383 126 x10°

acido rosmarinico (5) 2063786.168 252 x10°

3643385.935 504 x10°°
Respuesta analitica extracto 1983206 m (mg/ yL) 7E+09
r 0.9938 b 207015
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Muestra:

RA-DCM-AC 171023-ql-01

Cromatégrafo de Liquidos Agilent 1200 Series Binary SL
Espectrémetro de Masas Bruker Esquire 6000
ESI
Nebulizador 22 psi
Detector Gas de Secado 7 I/min
Temperatura de Secado 300 T
Scan 100-1500 m/z
Target 500 m/z

Columna Eclipse Plus C18 3.5 um 100 x 2.1 mm
Eluyente Acetonitrilo Agua
inicial 10 90
40 min 100 0
Flujo 0.2 mL/min
Disolvente de la muestra Diclorometano
Fecha 30-11-17 Analizd: Lucero Rios

Reviso: Eréndira Garcia

Figura C- 2: Condiciones de separacion de los compuestos nonil ferulato (10a),
pentil-cis-ferulamida (10c) y undecil ferulato (10b).

21 4
| 1| 4 ‘ /\ A

o 5 1  f5 0 % Tmelmn

Figura C- 3: Cromatograma de los compuestos nonil ferulato (10a), pentil-cis-
ferulamida (10c) y undecil ferulato (10b).
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Figura C- 4: Espectro de masas [EM-ESI’] de pentil-cis-ferulamida (10c).
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Figura C- 5: Espectro de masas [EM-ESI’] de nonil ferulato (10a).
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Figura C- 6: Espectro de masas [EM-ESI'] de undecil ferulato (10b).
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x10 6 | tESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia 324.d
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Figura C-7: Cromatograma del extracto metandlico de los tallos de C. dodecandra. (1) =
alantoina, (4) = manghaslina, (V) = rutina, (5) = acido rosmarinico, (XVIII) = eriodictiol-7-O-
glucosido, (XVII) = naringenina-7-0-glucosido, (XIX )= eriodictiol, (XVI) = naringenina.

+ESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia300.d
11 39.775| 1
"
-
| l‘ﬂl
(5) 33.761 iﬂ; |
: h | 5913 | ﬁ N

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura C-8: Cromatograma del extracto acuoso de los tallos de C.dodecandra. (5) =
acido rosmarinico.

Cuadro II: lones observados en los espectros de masas (EM-ESI") de cada estandar.

Tiempq de Peso
Nombre retenc!én molecular lones (m/z)
(TR, min.)
alantoina (1) 2.04 158.12 181.12 [M+Na]"
manghaslina (4) 11.78 756.66 | 779.6 [M+Na]’, 633.14", 303.05°
rutina (V) 16.78 610.52 | 633.15 [M+Na]", 303.05°
acido rosmarinico (5) 18.50 360.32 383.06 [M+Na]*, 163.03°
g?l:fgs'%g"(;v?”) 18.55 450.40 |473.11 [M+NaJ", 289.07* 153.02°
”g?;'gg;gg‘?xz/ﬁ)) 23.91 434.40 | 457.11 [M+NaJ*, 311.02%, 153.02°
eriodictiol (XIX) 24.67 288.26 | 327.02 [M+K]*, 153.02°
naringenina (XVI) 29.46 272.26 311.02 [M+K]", 153.02°

' = [M-ramnosa], “= [M-glucosa-ramnosa], 3= [M-CqHqOs], “=[M-glucosa], 5= [4- CgH5O5], *=[M-CgHgO>]
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Figura C- 9: Cromatograma de alantoina (1), TR: 2.04.

x10 5 | *ESI Scan (rt: 1.937-2.002, 2.088-2.476 min, 23 scans) Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia30...
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Figura C- 10: Espectro de masas [EM-ESI'] de alantoina (1).
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mAU vs. Wavelength (nm)
Figura C-11: Espectro UV (DAD) de alantoina (1).
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x10 6 | tESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia309.d
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Figura C- 12: Cromatograma de manghaslina (4), TR: 11.78.
x10 5 |*ESI Scan (rt: 11.460, 12.128-12.150 min, 3 scans) Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia309.d
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Figura C- 13: Espectro de masas [EM-ESI'] de manghaslina (4).
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mAU vs. Wavelength (nm)
Figura C- 14: Espectro UV (DAD) de manghaslina (4).
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x10 6 | *ESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia306.d
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Figura C-15: Cromatograma de rutina (V), TR: 16.78.
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Figura C-16: Espectro de masas [EM-ESI'] de rutina (V).

x10 1YV (15.327-16.601 min) cromatografia306.d Subtract

3.51
2.51

1.5

| R = N

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
mAU vs. Wavelength (nm)

Figura C-17: Espectro UV (DAD) de rutina (V).
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x10 6 | *ESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia 323.d
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Figura C-18: Cromatograma de acido rosmarinico (5), TR: 18.50.
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Figura C-19: Espectro de masas [EM-ESI'] de acido rosmarinico (5).
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Figura C- 1: Espectro UV (DAD) de &cido rosmarinico (5).
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x10 6 | *ESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia305.d
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Figura C-21: Cromatograma de eriodictiol-7-O-glucésido (XVIII), TR: 18.55.

x10 5 |*ESI Scan (rt: 18.319-18.362, 18.793-18.900 min, 9 scans) Frag=230.0V CID@40.0 cromatografi...
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Figura C-22: Espectro de masas [EM-ESI] de eriodictiol-7-O-glucésido (XVIII).
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Figura C- 23: Espectro UV (DAD) de eriodictiol-7-O-glucosido (XVIII).
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Figura C- 24: Cromatograma de naringenina-7-O-glucésido (XVIl), TR: 23.92.

x10 5 | tESI Scan (rt: 23.622-23.644, 24.334-24.420 min, 7 scans) Frag=230.0V CID@40.0 cromatografi...
25| 153.0208
2,
1.5
1 457.1159
311.0272
0.5 567.1207
| | L | 729.1747 907.2094
0 “L J i bl NP VR TP " Ll | b i el

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura C- 25: Espectro de masas [EM-ESI’] de naringenina-7-O-glucésido (XVII).
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Figura C- 26: Espectro UV (DAD) de naringenina-7-O-glucosido (XVII).
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x10 6 | *ESI BPC Scan Frag=230.0V CID@40.0 cromatografia303.d
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Figura C-27: Cromatograma de eriodictiol (XIX), TR: 26.67.
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Figura C-28: Espectro de masas [EM-ESI] de eriodictiol (XIX).
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mAU vs. Wavelength (nm)
Figura C-29: Espectro UV (DAD) de eriodictiol (XIX).
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Figura C-30: Cromatograma de naringenina (XVI), TR: 29.46.
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Figura C- 3: Espectro de masas [EM-ESI'] de naringenina (XVI).
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Figura C-32: Espectro UV (DAD) de naringenina (XVI).
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