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RESUMEN

Del extracto metanélico de Ta corteza de la E. cardbaeun Tuego
de un fraccionamiento preliminar via una particidn acetato de etilo-
MeOH-agua y posteriores cromatografias en columna o en capa delgada,
se obtuvieron diez metabolitos secundarios: un compuesto de natura-
leza esteroidal (8-sitosterol, 56), una sustancia aromdtica simple
de tipo CG'CI {anisaldehido, 53) y ocho 4-fenilcoumarinas. Las cou-
marinas fueron caracterizadas como: 5-97[ 6"—aceti]-B-D—ga1act0511]-
3',4' -dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina, 57; 5-0-8-D-glucosil-3',4' -
dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina, 59; 5-0-g-D-galactosil-7,4'-
dimetoxi-4-fenilcoumarina, 60; 4',5'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-

5, 2'-oxidocoumarina, 52; 7,4',5'-trihidroxi-4-fenil-5,2"'-oxido-
coumarina, 58; 5'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-5,2'-oxidocoumarina,
55; 5,3'-dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenilcoumarina, 54 y 5,7,4'-
trimetoxi-4-fenilcoumarina, 40. Los compuestos 57, 59, 60, 58, 55
¥y 54 representan nuevos productos naturales.

E1 proceso de aislamiento y caracterizacidn de los productos an-
tes mencionados se realizd siguiendo las técnicas fitoguimicas, qui-
micas y espectroscOpicas convencionales.

Los compuestos 7;3',4'-trihidroxi-4-feni1-5,2'-oxidocoumarina,
58 y 3'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-5,2-oxidocoumarina, 55 fue-

ron evaluados bioldgicamente encontrdndose no toxicos para Aatemia



salina [ DL >1000 ppm ]. Los compuestos pueden ser agentes antima- -
laricos potenciales.
El estudio fitoquimico de la E. caribaeum representa un aporte

adicional al conocimiento de la flora medicinal mexicana.
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ABSTRACT

From the methanolic extract of the sfem bark of Exvstema
caribaeum {Jdacq) Roem et schult (Rubiaceae) ten secondary metabolites
were isolated and characterized: a steroid compound (g-sitosterol,
56) an aromatic substance (anisaldehyde, 53) and eight 4-phenyl-
coumarins. The coumarins were determinated as: 5-0-| 6"-acetyl-8-
D-galactopyranosyl ]—3',4'-dihydroxi-7-metoxy—4-pheny1coumarin, 57;
5-0-(B-D-glucopyranosyl)-3',4' -dihydroxy-7-metoxy-4-phenyicoumarin,
59; 5-0-8-D-galactopyranosyl-7,4'-dimetoxi-4-phenylcoumarin, 60;
4',5'-dihydroxy-7-metoxy-4-pheny1-5,2' -oxidocoumarin, 52; 7,4',5'-
trihidroxy-4-phenyl-5,2'-oxidocoumarin, 55; 5,3'-dihidroxy-7,4'-
dimetoxy-4-phenylcoumarin, 40. Compounds 57, 59, 60, 58, 55 and 54
are new natural products and their structures were determinated by
physical and chemical methods.

Compounds 7,4',4'~trihidroxy-4-phenyl-5,2'-oxidocoumarin, 58
and 5'-hidroxy-7,4'-dimetoxy-4-phenyl-5,2'-oxidocoumarin, 55; were
not toxic for Artemia salina [ LD >1000 ppm J.

The 4-phenylcoumarins could represent new potencial antimala-
rial agents and they will be biologically evaiuated by the I0CD.

Finally, this sfudy is an additional contribution to the

knowledge of mexican plants used in Traditional Medicine.



~1. INTRODUCCION

1.1 Malaria y Medicina Tradicional.

En general, las condiciones sanitarias de muchos paises en de-
sarrollo se encuentran deterioradas a consecuencia de numerosos fac
tores y entre ellos podemos citar la desnutricién, las precarias
condiciones socio-econdmicas y la deficiehte higiene ambiental,
por tan sq1o mencionar algunas.

En las regiones de clima cdlido, en donde las denominadas con-
vencionalmente enfermedades tropicales son las que prevalecen esta
situacifn es ailin mds grave.

A consecuencia de estas enfermedades se registra un alto indice
de mrtalidad en paises asidticos, africanos y latinoamericanos,
siendo quizds, una de las mds extendidas la malaria, considerada
por algunos aufores como un f]ageTo de Ta humanidad.

La malaria es un enfermedad infecciosa producida por varios
protozoarios del género Plasmodium (P. faleipwus,P. cvale, P.
vivax y P. malarie) y adquirida por el hombre mediante la picadu-
ra de mosquitos anofelinos hembras. Los Plasmodium faleiparum y
vivax, son los causantes de Tas fiebres palidicas tercianas y el
P. mafasiie causa 1a malaria cuartana (fiebre con ciclos de tres y
cuatro dfas respectivamente).

Posiblemente, el paludismo ha sido objeto del programa de. erra-

dicacién mis ambicioso, costoso y extenso de que se tenga memoria



en la salud pdblica internacional.
Los grandes descubrimientos en Tos albores del presente siglo
sobre Ta identidad del agente causal y los mecanismos de transmi-
-5i6n de la ma]arié, encontraron cabal aplicacién practica en la
prevencion de esta enfermedad. Asi tenemos que Sir Ronald Ross, el
Nobel Taureado por su descubrimiento de los mecanismos de transmi-
sién de la malaria, fué el pririero en aplicar medidas para contro-
lar mosquitos en zonas endémicas de Africa, con la pretolizacidn
.de criadores o su drenaje con obras de.ingenieria sanitaria
(Malagén, 1986). Posteriormente, el periodo de la Segunda Guerra
Mundial fué prédigo en hallazgos. Se sintetizaron miTltiples anti-
maldricos, de Tos cuales surgieron las 4 y 8-aminoquinolinas, mas
efectivas que la quinolina. Se resintetizé el D.D.T. en los labo-
ratorios Geigy en Suiza y se le encontrd poderosisimo efecto insec-
ticida, siendo utilizado con gran éxito para el control de todas
las enfermedades transmjtidas por insectos, la malaria entre otras.
Terminada la guerra, en USA se establecié en 1946 un programa de
erradicacidn nacional de 1a malaria que termina con este padeci-
miento en 1951, Con base en esta experiencia, en 1965 1a OMS ofi-
cia]iid un programa mundial para la erradicacidn de la malaria.
E1 comienzo de la campafia internacional trajo consigo consecuen-
cias funesfas, ya que la 1nvestigac1§n en malaria fué sustituida
por programas operativos, y cuando.s@,percataron que la malaria no
era tan erradicable como se subonfa, ya se habfan perdido mds de

diez afios de experiencia en investigacidn. Entre algunos de los



resultados de dicha campafia vale 1a pena mencionar que la sola
aplicacién de-insecticidas no tuvo el efecto esperado, ya que al-

guno de ellos causaron resistencia en 1os mosquitos. P {faledparum

aprendid a resistir la accidn del medicamento mds valioso la cloro-

quina y las cepas resistentes estdn en plena expansion desde 1962.
Esta situacidn se ha agravado atin mds en los Gltimos afios.

A fin de cuentas la erradicacién se consiguid solo én algunas
Islas del Caribe, en la regidn oriental de los E.U. y en Europa.

En los territorios continentales con malaria arraigado, los cuales

forman la vasta mayoria de Tas regiones tradicionalmente maldricas de

Tos trépicos, no hay un solo ejemplo de erradicacién. Por el con-

trario, 1os avances inicialmente logrados, se han revertido. Des-

de 1976 oficialmente se aceptd que 1a malaria no era erradicable.
A pesar de este convencimiento a nivel de organismos internaciona-
les las campafias antimaldricas nacionales contindan haciendo 1o
mismo que hace 30 afios. Mientras tanto, la malaria se sigue dis-
persando amenazadoramente en el mundo tropical y haciendo presidn
sobre las zonas templadas (Malagdn, 1986).

En e1 caso particular de México la malaria habia sido erradi-
cada desde 1964, no por la campafia; Sino por informe presiden-
cial, con tal efecto, que nadie més creyd en 1a existencia de la
malaria en México. Sin embargo,.en 1973 se hizo un reporte de nu-
merosos pacientes con paludismo, eﬁ el cual se notabé un aumento de
diagndsticos de dicha enfermedad (Rodriguez y A1vafez, 1973).

Considerando lo antes expuesto, y hasta tanto el suefio de la



vacuna antimaldrica se haya hecho realidad, es obvio que se requie-
ren urgentemente nuevas drogas antimaldricas sintéticas y naturales,
cdmo la Mefloquina y el Quinghaosu respectivamente.

La Mefloguina, un anidlogo de la quinina,icuya éstructura se
indica en la Figura 1, fué recientemente descubierto y desarroilado
por el U.S. Army Antimalarial Drug Research Programme. Es activa
contra 1a malaria porducida por’é] P. falelpawm resistente a la
€1oroquina y ademds en contra de 1a malaria producida por'e1 P.

vivaz,

HOsCH ::l'
HCL
N
CF3 ,
CF3 .

'Figura 1. Estructura -de la Mefloquina.

E1 Quinghaosu o artemisina, es una 1actona.sesquiterpénica
con un grupo perdxido, aislada de 1a hierba china Quinghao
(Arntemisia annua L., compositae). .E[ Quinghao es una planta que
ha sido usada en la medicina tradicional china por mds de 1000 afios

~

para el tratamiento de la malaria. Sin embargo, no fué sino hasta



1972 (WHD, 1981) que el principio activo fué aislado de las partes

" aéreas de Ta planta en un rendimiento de 0.01-0.5% y su estructura

(Figura 2) fué descrita por vez primera en 1979 (Liu, et af, 1979).
El quinghadsu y sus derivados representan una serie novedosa
de. compuestos antimaldricos. Presentan actividad esquizonticida

en pacientes afectados por la malaria producida por. plasmodium

"resistentes a la cloroquina.

Figura 2. Estructura del Quinghaosu.

Una revision detallada de este principio activo incluyendo su
obtencidn, estudios quimicos, sintesis, metabolismo, estudios far-

macocinéticos, toxicidad, farmacologfa y estudios clinicos fué pu-

" blicada por 1a WHO en 1981.

E1 Quinghaosu (artemisina) es en cierto modo la quinina de
las décadas de los 70 y 80s, La quinina se extrae de la corteza

de varias especies de Cinchona (Rubiaceae) y constituye todavia un



medicamento Gtil para el tratamiento de la walaria, especialmente
en aquellos casos de resistencia a ja cloroquina. Ambos compues-
tos tienen en comiin, el haber sido obtenidos de plantas uti]iiadas
en la Medicina Tradicional. | .

La blisqueda de nuevos principios activos naturales basados en
el uso popular de determinadas plantas, es un hecho bien documentg_‘
do (Farnsworth y Bingel, 1977); En este sentido la OMS, en 1976
ﬁreo hn comité de Medicina Tradicional con el prop6sito de promo-
ver y desarrollar la ensefianza y la investiéacién sobre plantas
medicinales, y uno de Tos aspectos mas importantes que enfatizaba
este comité era el hallazgo de nuevos farmacos, aislando principios
activos contenidos en dichas plantas.

En el caso particular de México la informacidn acerca de anti-
maldricos populares es mds o menos abundante y plantea interesantes
investigaciones. Mis aiin,si se considera que la Medicina Tradicio-
nal en México constituye una parte primordial de su cultura y ha
jugado un papel importante en salvaguardar la salud de la nacién. .

Entre numerosas plantas mexicanas usadas en Medicina Tradicio-
nal para el tratamiento de 1a malaria, y que potencialmente podian
ser fuente de nuevos principios activos se encuentran numerosas
Rubiaceas. Son de particular interés las que forman parte del de-
nominado complejo Copalchi entre las cuales se encuentran la
Hintondia Latiglora y la Exostema c&n@baeum, ésta G1tima objetivo

fundamental del presente trabajo.



1.2 Generalidades acerca‘de la Exostema caribaeum.

La Excétema caribaeum Jacq., R. et S. es una planta de la fa-
milia Rubiaceae {subfamilia Cinchonoideae) que se encuentra amplia-
mente distribuida en algunos estados de 1a Repdblica Mexicana.

Comunmente se le conoce con los nombres de Copalchi de Jojut]a,A~
planta de 1a_Quina,'Fa1sa quina, Quina de Michoacan, jocotillo de
- cerro, Zalacche y Chactselis, En-la medicina popular de México se
emplea como suceddneo de la quina y tiene la particu1a;idad de po-
seer 1a corteza y las hojas extremadamente amargas (Aiello, 1979;
Martinez del Campo, 1906; Standley, 1975).

Ademis de la E. canibaeum3 el género Exustema Richard incluye
otras 25 especies. E1 mayor niimero de ellas se encuentra distri-
buido en las Ihdias Occidentales, Sur américa y MéXi;o (Standley,
1975).

En.la Tabla 1 se especifican las especies mexicanas, incluyen-
do su distribucién local, sinonimias, uso popular medicinal’y nombre
comiin. (Calzada, 1987). ‘

Desde el punto de vista fitoquimico son realmente pocos los
estudios realizados sobre especies del género Exostema, quizéds la
mas investigadas ha sido la -E. cawibaeum. E1 primer trabajo qu%mi-
co realizado sobre esta especie fue el de Krebs y Griesinger, quie-
nes reportaron el aislamiento e idéntificacidn del polialcohol,
manitol 1 (Figura 3) (Krebs y Griens%nger, 1960). Posteriormente,

Sdnchez-Viesca describi6 la obtencidn y caracterizacién de la



NOMBRE CIENTIFICO

Tabla 1. Especies mexicanas dei

SIMONIMIAS

génera Exostema

NOMBRE COMUN

DISTRIBUCION

USO POPULAR

Exostema coultend Hook

Exoslema caribaeum Jacq

Exostema mexicanum A-Gray

Exostema indutum Standley

Cinchona candbaea Jacq
Cinchona famadcensds Hright
Cinchona myntifolia Stokes
Cinchona racemosa Schrank
Exostema Longicuspe Qerst.

Zabacche, chactsiis
Copalche de Jojutla
Jocotillo de Cerro
Quina de Michoacdn
Planta de Ta Quina
Falta quina

Quina, melena de
Tedn, Sabac-ché

Zimapdn Hidalgo
San Lﬁis Potos{

Colima, Guerrero
Yucatdn

Veracruz
San Luis Potos{

Oaxaca

Sustituto de
1a quina
Hipoglucemiante

Antipaliddico




Exostemina 2 (Sdnchez-Viesca, 1969).
Mds recientemente se describid el aislamiento y caracteriza--
cion del primer glicésido de una 4-fenilcoumarina (Mata, et af,

1987; Calzada, 1987).

CH,-OH N
i
O
HO-CH MeO~ \
| !
HO-CH i
o
H-C-OH CH.OH l
H lc OH HO\<H
=L H H OH |
t A |
CH,y~OH O oH -
1 2 3

Figura 3. Estructuras del manitol 1, exostemina g_y'S-g;s-galactosil—
7-metoxi-3,4-dihidroxi-4-fenilcoumarina. 3.
. !

1.3 Generalidades sobre 1os Neoflavonoides del tipo 4-aril-coumarinas.

El término neoflavonoide propuesto por Swain, y usado por pri-
mera vez por 011is (Donnelly, 1975) describe a un grupo de produc-
tos naturales aromdticos, C15, que poseen generalmente un esqueleto
bisico de un 4-arilcromano. Estos compuestos guardan estrecha rela-
cidn estructural con Tos f]avonoidés_e isoflavonoides.

Los neoflavonoides se subdividen de acuerdo a su estructura en

los siguientes tipos, 4-fenilcoumarinas, 4; Dalberginas, 5; Neofla-



10,

v

flavenos, 6; Dalbergiquinoles, 7; 4-arilcromanos, 8 y &cidos cumari-
nicos, g_(Donﬁe11y, 1975). En la Figura 4 se ilustran las estruc-

turas generales de cada grupo

A

' Figura 4. Estructuras generales de los diferentes tipos de Neofla-

|co
(=}

vonoides.

‘- - , E1 grupo mds numerosos y variado esta representado por las 4-

arilcoumarinas. Las 4-arilcoumarinas son compuestos aromdticos del

tipo C6-C3-C6, cuya estructura general se especifica en la Figura 4.

Su distribucidn en la naturaleza es bastante restringida, en-
contrdndose solamente en algunos géneros de las familias Gdttiferae,
Leguminosae y Rubiaceae. -

“

| - De 1a familia Guttiferae se han aislado veinticuatro, 4-fenil-



.

coumarinas de especies de los géneros Callophyllum, Mesua. y Mammea.

Por otra parte de la vasta famf11a Leguminosae se han aislado
solo nueve 4-arilcoumarinas de especies de los géhéros Dalbengia y
Machen{wn.

Finalmente, de Ta familia Rubiaceae se han aislado aproximada-
mente nueve A-arilcoumarinas y &stas estdn restringidas a los géne-
ros Coutarea, Exostema y Hintaﬁah

En la Tabla 2 se resumen las 4-arilcoumarinas naturales repor-

tadas hasta la fecha.

1.3.1 Variacidén Estructural.

Como se puede observar en la Tabla 2 las 4-fenilcoumarinas de -
las familias presentan algunas diferencias estfuctura]es. Las de la
familia Guttiferae son 5,7-oxigenadas y a diferencia de las Legumi-
nosae y Rubiaceae, presentan unidades estructurales de origen meva-
16nico, incorporando una o dos moléculas de dimetilalilpirofosfato.

La porcidn mevaldnica es generalmente un anillo pirdnico in-
saturado o hfdroxi]ado, fusionado entre 5-6 y/o 7-8. Es de hacer
notar que en ocasiones el anillo pirdnico forma una y-pirona, don-
de 1a fusidon del anillo es entre 6-7 como en los casos del compues-
to 2',3'-trans calaustralina, 19 y del compuesto 18. (Murkay, et
al, 1982; Breck y Stout, 1969).

Menos frecuentemente, Ja porc%én mevalénica es un anillo furd-
nico como en el caso de Tos compuestos Mammea A/AB, 26, A/AA, 27,

~

28 y 29 (Crombi, et af, 1970; 1972), o una cadena abierta de § &to-



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales.

CALOPHYLLOLIDA 10 Ormancey-Poitier, et af, 1951;
CagM2405 l Polonsky, 1957

P.F, 158-160°C

Opticamente inactiva

UV (alcohol) 235 (4.47), 270 (4.27), 295 (4.22), 325 infl

RMNP (5 CDC'I3) 0.94 (s 3H), 1.92 (d 3H J=7), 1.95 (s 3H), Nigam, ot ak, 1967
5.38 {d 1H J=10), 5.89 (s 1H), 6.42 (d 1H J=10), 6.5 (m 1H)
A.E. '

Exp. Crq.63 M55y OCMs, o)

Cale. Cpp gy Mg 51 OCH3, 4o
- CF.N.: CalophyLlum inophyllum (Guttiferae) ' Ormancey-Poitier, et af, 1951;
) Polonsky, 1957
Calophyllum bracteatum (Guttiferae) Somanathan, y Sultanbawa, 1972

PONMALIDA 13 Murray, et al, 1982
C25H2405 PM 404

P.F. 159-160°C

FoN. Cafophy€lun inophyflum (Guttiferae)

*21



Tabla 2, 4 Fenil-coumarinas naturales, (Continuacidn}.

(1) 12a y (+)-TRANS-INOPHYLLOLIDE 12b

025H2205 PM 402

p.F. 188-191°C 12b

P.F. 186-188°C 12a + 12b

[e18% 13° (oer,)

U.V. (EtOM) 240sh (4.32), 257sh (4.46), 266 (4.49), 302 (4,39)
IR 1740, 1690, 753, 699

RMNP (60MHZ) (6, CDC]3) 0,90 (s 3H), 0,96 (s 3H), 1.21 {d 3H J=6)
1.58 {d 3H J=6), 2.46 (m 1H\,4.59 {m 1H), 5.32 (d 1H J=10},

5.78 (s 1H}, 6.5 (d 1H J=10)

RMNP {60MHz) (s, CDC13) 0.95, 0.98 (s 6H), 1.24 (d 3H J=7.3)
1.56 (d 3H Js6.6), 2.59 (m IH J=7.2), 4.32 (m 1H J=6.6 , 11.5),
5.42 (m 1H J=10), 6.04 (s 1H), 6.56 (d 1H J=10), 7.03 {m 5K)
RENP  0.90, 0.96, 1.24 (J=7.2), 1.56 (J=6.6), 2.59 (J=7.8, 11.5),
4.32 (J=6.6, 11.5), 5.42 (d J=10), 5.78, 6.56 (d 3=10)

EM m/z (rel int) 402 (M+), 3 87 (M-15), 331 (M-15-56), 303
(1-15-56-28)

FN Calophyllum inophyllum (Guttiferae)

Donnelly D,, 1975

Kawazu, et af, 1968, Polonsky, 1257

Murray, et af, 1982

Kawazu, et at, 1968

Kawazu, et al, 1968

Nigam, et af, 1967

Kawazu, et af, 1968; Sarath, et al,
1977 '

Donnelly D., 1975

Kawazu, et af, 1968

Polonsky, 1957; Kawazu, et a, 1558

€l



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

(+)-CIS-INOPHYLLOLIDE 12¢

Caghap0s

P.F. 149-151°C

£a120 + 700 (cHe14)

UV (EtOH) 240sh (4.32), 257sh (4.46), 266 (4.49), 302 (4.39)
IR 1740, 1690, 753, 699

RMNP (60MHZ) (8, CDC'I3) 0.97 (s 6H), 1.18 (d 3H J=7.2)

1.44 (d .34 J=6.8), 2.67 {m 1H J=7.2, 3.2), 4.73 (m 1H J=6.8,
3.7), 5.42 (d 14 J=10), 6.05 (s 1H), 6.56 (d 1H J=10), 7.3 {5H)
EM m/z (rel int) 402 (M+), 387 (M-15), 331 (H-15-56), 303
(M-15,56,28) .

F.N. Calophyllum inophyllum (Guttiferae)

Poionsky, 1957

" Kawazu, et al, 1968

Kawazu, et af, 1968;
Donnelly D., 1975

Kawazu, et af, 1968

Polonsky, 1957; Kawazu, et al, 1968

A



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn),

CROMANOL 142

CoghpgQs  PM 404

P.F. 200-202°C

[u]%0+ 43° (acetona)

UV (EtOH) 235 (4.18), 280 (4.15), 286 {4.18), 3.37 (3.95),
IR 3430, 1717, 767, 703

RUNP (8) 0.94, 1,17 (=7.2), 1.43 (d J=7), 2.27 (m)

5.17 (d J=5.4), 5.36 (d J=10), 5.57 {(m J=7, 3.3), 5.96,

6.55 (d J=10), 7.27

. RMNP (60MHZ) (s, CDC]3) 0.94 (s 6H), 1.17 (d 3H J=7.2), 1.43
(d 34 J=7), 2.27 (m 14), 4.43 (m 1H 9=7, 3.3), 5.17 (d 14 J#5.4),
5,37 (d 1H J=10), 5.96 (s 1H),5.55 (d 1H J=10), 7.3 (m 5H)
EM m/z (rel int) 386 (M-HZO), k1) (M-CH3-H20)

F.N. Calophyllum inophyllum (Cuttiferae)

CROMANOL 14b

Cogtigg0g  PH 404

P.F. 200-202°C

(o120 + 350 (cHcty)

UV {EtOH) 232 (4.23), 277sh (4.15), 286 (4.2), 334 (3.98)
IR 3430, 1717, 767, 703 )

RMNP (8) 0.91 (0.97), 1.17 (d J=7), 1.47 (d J=6.8), 2.03

(m 9=7.0, 8.9, 7.4), 3.97 (J=6.8, 8.9), 4.79 (d J=7.4), 5.37
(d J=10), 5.96, 6.53 (d J=10), 7.3 '

Donnelly D., 1975
Kawazu, et al, 1968

Kawazu, et af, 1968
Donnelly D., 1975

Kawazu, et al, 1968; Warath, et d?..
1977

Kawazu, et al, 1968

Donnelly D., 1975
Kawazu, et al, 1968
Donnelly D., 1975

Bonnelliy D., 1975

91



Tabla 2, 4 Fenii-coumarinas naturales. (Continuacién),

EM m/z (rel int) 386 (I'1-H20), mn (M-CH3-H20)
F.N. Cafophyllum inophytlum (Guttiferae)

CROMANOL 14¢.

Cpctlpgls Pl 408

P.F.  200-202°C

L] + 36° (cHer,

UV (EtOH) 233 (4.25), 277sh (4.18), 2 87 (4.23), 335 (4.0)
IR 3430, 1717, 767, 703

RMAP (60MHZ) (5, COC1,) 0.83 {4 J=7.2), 0.95, 1.43 (J=6.7),
1.99 (m J=7.2, 2.0, 2.0), 4,58 (J=6.7, 2.0), 4.95 (d J=2),
5.36 (d J=10.2), 5.98, 6.59 (d J-10.2), 7.3

RNP (60MHzZ) (6, CDCTy), 0.91, 0.93 (s 6H), 1.17 {d 3 Js7),
1,43 (d 3H J=6.8), 2,03 (n 1H J=7.0, 8.9, 7.4), 3.97 {m 1H,
3-6.8, 8.9), 5.37 (d 14 J=10), 5.96 (s 1H), 6.53 (d 1M J=10),
7.3 (m 5H),

- EM m/z (rel int) 386 (M-HZO). k2)o (M-CH3-H20)

F.N. Caophylfum {nophytlum (Guttiferae)

Kawazu, ot af, 1968
Donnelly ., 1975

Donnelly 0., 1975
Kawazu, 2t af, 1968

Kawazu, ot al, 1968
Kawazu, 2t af, 1968
fonnelly, 2t af, 1975

Sarath, ot af, 1977

Kawazu, 2t al, 1982
Donnelly D., 1975




Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

SOULATTROLIDA 15

Cogpg0g  PH 404

P.F. 201-202°C

(]2 - 29.5 (cHe1,) ,
IR (nujol) 3479, 2936, 2860, 1705, 1640, 1590, 1565, 1470, 1415,
1372, 1349, 1310, 1255, 1230, 1200, 1180, 1150, 1140, 1130, 1115,
1062, 1022, 995, 965, 930, 880, 850, 795, 772, 760, 710, 700‘
RMNP (60MHz) (5, CDC,) 0.93 (s 6H), 1.16 (d 31 J=7.2), 1.44

(d 34 d=7}, 1.78 (m I J=3.2, 10), 4.31 {m 1H J=7,10), 5.0¢

{d 1H J=3.2), 5.35.(d 1H J=10), 5.94 (s 1H ), £.53 (d IH J=10)
7.3 (m 5H).

£M m/z (rel int) 404 (20), 389 (62), 386 {46, 371 {100), 333
(46), 317 (3), 305 (3), 202 (3), 193 (4), 178 {16}, 164 (5),

115 (5), 105 (5), 78 {6), 42 (6)

A.E.

Exp. Cyq 39 M5 15¢

Cale. Gy 259 Hg.0g
F.N. Calophyffum soufattri (Guttiferae)

Sarath, ot af, 1977

Sarath, et af, 1977

Sarath, et ag, 1977

Sarath, et af, 1977

LI



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

APETATOLIDA 16

CZBHNOS PN 416

P.F. 203-205°C

Uv 236 (4.53), 275 (4.40) .

RMNP (60MHZ) (8, CDC13). .38 (s 1K), 1,92 (d 3H J=7), 1.95
(s 3H), 5.67 (d 1H J=10), 6.05 {s 1K), 6.5 (d 1H 9=10),
6.60 {m 1K)

EM m/z (rel int) 405 (M-15), 361 (M-55)

F.N. Calophyblum apelatum (Guttiferae)

TOMENTOLIDA 17

Cogpgls  PH 402

P.F. 201-205°C

W 237 (4.63), 275-280 (4.5), 350 {3.9)
IR 1740, 1690, 753, 699

RMNP (60M4z) (6, COC14), 0.71 (d 3H J=6), 1.0 {d 3H J=6),
1.49 (s 3H), 1.52 (s 3H), 2.18 (m 1K), 3.78 {m 1K), 5.58
(d 1H J=10), 5.85 {s 1H), 6.78 (d 14 J=10)
CEM mfz (rel int) 387 (M-15), 331 (M-15-56), 303 (M-15-56-
F.N. Calophyffum tomentosum (Guttiferae)

Nigam, et al, 1967

Games, 1972
Nigam, et af, 1967

Nigam, et'al, 1967

28), 387
Nigam, et af, 1967

‘81



Tabla 2 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).
18

C25H2405 PH 404

P.F. 192-193.5°C

Uy (EtOH-OH) 286 {4.2), 337 (3.95)

IR 1718, 1645, 1613

RMNP (3, CDC13), 1.2 (d 3K J=6), 1.55 (d 3H J=6), 1.68
(br s 3H), 1.85 (br s 3H), 2.6 (m 1H),.3.36 (d 2H J=7), 4.25
{m 10 J=6, 11), 5.25 (t J=7), 5.97 (s 1K), 7.33 (br s 5H),
12.8 (s W) '

A.E.

Expe Cyg,502 H.109

Cale. Cyy 29z Mg o8y
FN.  Calophullum awstralimwum (Guttiferae)

2',3' -TRANS-CALAUSTRALINA 19

C25H2405 PM 404

P.F. 197-198°C (190-192°C)

F.H.  Callophyllum inophyllum (Guttiferae)

Breck y §tout, 1969

Breck y Stout, 1969

Murray, et af, 1982

61



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

MAMMEISINA (MAMMSA A/AR) 20

Coghpgly  PH 408 ' Finnegan, et af, 1961

P.F. 8B-108°¢ _

P.F. 83-84°C Crombi, et al, 1967; Carpenter, et af,1971
W, (EEOH-HC1) 281 (4.41), 338 (4.0) " Fimegan, et af, 1961

W, (ELOH-HCT) 249 (3.96), 317 (4.94)
UV oy (EtOH-NaOH) 243 (4.1), 301 (4.15), 427 (4.1)
W, (ELOH-NaOH) 256 (4.04), 343 (3.43)

UV (meQH-HCT) 232 infl (4,2), 282 (4.47), 336 (4.03) Carpenter, ct af, 1971
UV (MeOH-NaOH) 327 infl (4.35), 303 (4.26), 390 (3.99) '
‘ 420 {40.9) . S
, UV (ELOH-HCT) 228 (4.2), 283 (4.39), 330 (3.95) . Crombi, et at, 1967
UV (EtOH-NaOH) 238 (4.27), 302 (4.21), 394 (3.94), 428 (£.07)
UV (CHCT,) 235 dnfl (4.24), 282.5 (4.34), 330 (3.74) Donnelly D., et al, 1975
IR 3460, 1725, 1620, 1585 " Crombi, et a2, 1967

IR (mu11) 3400, 3360, 1710, 1625, 1580, 1560 . !
IR (CSZ) 3436, 3289, 1730, 1621, 1587 . Finnegan, et af, 1961

‘02



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales.

. IR (%8r) 1745, 1620, 1597, 766, 698

IR (COCT,) 3480, 1725, 1620, 1590

RMNP (5) 0.9 (d 6H J=7), 1.7 (3H), 1.85 (3H), 2.2 (m H),
2.82 (d 2H J=7}, 3.44 (d 2H J=7), 5.2 {m 1K), 5.79 (1),
7.4 (m 5H), 9.8 (1), 11.07 (1H)

RUNP (8, CDC1,) 0.9 (9=6.4), 1.69, 1.82, 2.81, 3.42 (J=8)
5.7, 7.29, 9.79, 10.79

RHNP (100MHZ) (8) 0.86 (d 6H J=7), 1.64 (3H), 1.78 (3H),
2.06 (m 1M), 2.73 {d 2H J=6), 3.36 (d 2H J=7), 5.08 (m 1)
5.68 (1H), 7.3 (5H), 10.87 (OH), 11.02 (1H)

EM m/z {rel int) 406 (M%, 85.1), 363 (26.2), 351 (100), 349
(58), 293 (89.3), 265 (4.9)

A.E.

Exp. Cyq,428 Me.47%

Cale. Cp3,453 Mg.452
F.N,  Mammea agnicana {Guttiferae)

Mammea amenicana (Guttiferae) 8
SINTESIS

(Continuacidn).

Carpenter, ct af, 1971

Finnegan y Mueler,. 1965

Carpenter, ot af, 1971

Crombi, et af, 1967

Carpenter, ot a€, 1970; 1971

Finnegan, et a, 1961
Bala y Seshadri, 1971; Crombi, 1961

"12



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. {(Continuacién).

MAMMEA A/AB. MABL 21
CogHygly  PH 406

P.F.
P.F.
uv
w
uy
uv
uw
IR

—

107-108°C

106-106°C
233 (4.14), 283 (4.34), 340 (3.77)
(EtOH-HC1) 233 (4.14), 283 (4.47), 333 (4.01)
(EtOH-KOH) 238 (4.35), 293 (4.31), 394 (3.96), 429 (4.11)
(MeOR-HC1) 232 (4.24), 282 (4.47), 336 {4.01)
(MeOH-KOH) 237 (4.35), 200 (4.27), 390 (3.97), 422 (4.03)
3450, 1725, 1620, 1585 -

R (mul1) 3320, 1705, 1610, 1570

IR 3400, 1720, 1615
RMNP (s) 0.82 (t 3H J=7), 1.6 {m 2H}, 1.7 {d 3H J=7)

1.72

(3H), 1.88 (3H), 3.49 (d 2H J=7), 3.65 {m 1H), 5.22 (m 1H),

5.82 (s 1H), 7.45 (5H), 9.90 (1K), 10.93 (1H)

RMNP (60MHz) (6, CC14) 0.94 (t 3H J=7), 1.07 (d 3 J=7) -1.6

{m 2H), 1.73 (s 3H), 1.89 (s 3H), 3.48 (d 2H J=7), 3.76 (m IH),
5.29 {t 1H J=7), 5.92 (s M), 7.47 (5H), 9.33 (br), 9.33 (s 1H)

AE.
Exp

Calc
F.N.

C73.882 Mg, 451

73,87 M52
Mammea amedicana (Guttiferae)

Mammea agricana ({Guttiferae)

' Crombi,et af, 1967; 1966

Carpenter,et af, 1971
Crombi,et al, 1967
Carpenter,et af, 1970; 1971
Crombi,et al, 1967
Carpenter,et al, 1970

Crombi,et al, 1966; 1967

Carpenter,etall970; 1971

Crombi,et af, 1966; 1967
Carpenter,et al, 1970; 1971

22



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

MESUOL 22

Caqta50s

P.F. 154°C '

UV (EtOH-HCL) 234 (4.17), 2.84 (4.37), 337 (3.97) Donnel"ly D., 1975

W (EtOH-KOH) 234 (4.33), 303 (4.21), 394 (3.84), 426 (4.03)

RMNP (&) 1.1 {d 6H J=7), 1.75 (s 3H), 1.88 (s 3H), 3.55 (d 2 H Chakraborty y Das, 1966
J=7}, 3.75 (m 1H), 5.28 {m 1H), 5.92 (s 1H), 7.48 (5H), 9.64

(s 1H), 10,94 (s 1H)

EM m/z (rel int) 392 (37.2), 349 (63.4), 337 {12.5), 293 (100), Crombi, et al, 1967
265 (19) ’

F.N. Mesua fewrea (Guttiferae) . Chakraborty, et af, 1960
B Mammea americana (Guttiferae) Chakraborty y Das, 1966
. Mamnea airicana (Guttiferae) Bala y Seshadri, 1971
¢ . Games et al, 1972
. ‘ _ Games, ot af, 1972
MAMMEIGEN (MAMMEA A/A CICLO D) 23
Casha0s ‘
P.F. 145-146°C Carpenter,et af, 1971
‘P.F. 144-146°C (hexano) .Finnegan y Mueller, 1964
P.F. 149-150°C . Chakraborty y Chatterji, 1969
P.F. 150-151°C Games y Haskins, 1971
U.V. (EtOH) 234 (4.45), 286 (4.52), 365 (4.11) Finnegan y Mueller, 1964

XA



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

W (EtOH-NaOH) 251 (4.38), 312 (4.41), 438 (3.84)

W (ELOH-HC1) 231 (4.56), 285 (4.56), 361 (3.83)

UV (EtOH-KOH) 225 (4.45), 252 (4.4), 312 (4.36), 417 (3.76)
UV 233 (4.47), 286 (4.52), 345 (3.86)

IR (Ker) 3440, 1746, 1644, 1613, 1126, 773, 708

IR (KBr) 3400, 1740, 1639, 1613, 1380, 706

IR (mul1) 1740, 1640, 1605, 1585

IR 1725, 1640, 1615, 1580

RINP (6, CDC1,) 0.94 (d 6K J=6.4), 1.52 (s 6H), 1.67-2.28
(m 1K), 2.86 (d 2H J=6.9), 5.41 (d IH J=10), 5.66 (s 1H)
6.67 (d 1# J=10), 7.06 (s 5H), 14.17 (s 1H)

RMNP (8) 0.93 (d 6H J=7), 1.54 (6H), 2.0 (m 1H), 2.93 (d 2H
J3=7), 5.59 {d 1M J=12}, 5.98 (1), 6.6 (d 1H J=12), 7.36

(m 5H), 1475 (1H) '

A.E.

Exp Cq.34,70.00% %6.15,6.34%
Cale’ Cpq 249 M5, 081
F.N. Maummea americana (Guttiferae)

Mammea africana (Guttiferae)
Mesua forrea (Guttiferae)

Crombi, et at, 1967

Finnegan y Hueiler, 1964
Chakraborty y Chatterji, 1969
Crombi, et ac, 1967

Firnegan y Mueller, 1964

Crombi, et ag, 1967

Finnegan y Mueller, 1964

Finnegan y Mueller, 1964,1965
Crombi,et af, 1972

Games, 1972 ,
Chakraborty y Chatterji, 1969

"2



Tabla 2 4 Fenil-coumarinas. (Continuacién).

SINTESIS . Chakraborty y Chatterji, 1969
) " Finnegan y Merkel, 1972
Bala y Seshadri, 1971
Carpenter,et af, 1971 -

MAB 5 24 ‘ Games y Haskins, 1971
025H2405 PM 404 ’

P.F. 78-80°C Carpenter,et at, 1971
P.F, 89.4-92°C ' * Games y Haskins, 1971

W (MeOH-HC)) 233 (4.36), 286 (4.46), 335 (3.76)

W (MeDH-KOH) 250 (4.3), 310 {4.3), 430 (3.69)

IR 3400, 1720, 1615 )

RMHP (60KHz) (6, COCT,) 0.91 (t 3H J=7), 1.18 (d 3 J=7)

~1.6 (m 2H), 1.52 (s 6H), 3.69 (m 1H), 5.64 (4 14 J=10)

6.0 (s 1), 6.92 (d 14 J=10), 7.4 (s 1H), 14.72 (s 1), 14.83 (s IH)

F.i, Mammea agnicana (Guttiferae) ‘ Carpenter, et af, 1970, 1971
’ " Games, 1972

Carpenter, et af, 1970, 1971

HESUAGIN 25

CZ4H2205 PM 390

P.F. 152-153°C {Hexano) Chakraborty y Chatterji, 1969;
Bala y Seshadri, 1971

W 235 (4.31), 285-286 (4.40), 362 (3.79)

UV 233 (4.44), 286 (4.53), 348-350 (3.82)

IR (KBr) 3400, 1739, 1653, 1613, 1378, 709

-



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. {Continuacién)

RUNP (8, COCY3) 1.25 [d 6H J=10), 1.58 (s 6H), 3.73 (m IH)
5.62, 5.97 (s 1H), 6.28 (d 14 J=10), 7.33 (m 5H), 14.63 (s 1H)
A.E.

P C73 835 M5 68y
Cale Cy3 ggw M5 g

F.N. Mammea americanc
Mesua fennea
SINTESIS

MMAMMEA A/AA CICLO C. CICLOMAMMEISIN 26

Coghpgly  PM 422 ‘ ‘ -
P.F. 115-117°C
P.F. 148-150°C

U (EtOH-HC1) 232 (4.11), 282 (4,39), 348 (4.01)

W (EtOM-KOH) 249 (4.21), 280 (4.05), 316 (4.05), 428 {3.95)
WY (EtOH-HC1) 232 (4.14), 282 (4.04), 351 (4.03)

WY (EtOH-NaOH) 242 (4.30), 282 (4.14), 318 (4.13), 432 (4.01)
IR (mul1) 3460, 3420, 1715, 1610

IR (CC1,) 1725, 1615

IR (KBr) 3509, 3003, 1727, 1639, 1595, 1443, 1395, 1232, 1149
1111, 768

RHNP  (100MHz) (5) 0.96 (d 64 J=&), 1.31 (s ), 1.43 (s 3H)
1.8 (s 1#), 2.2 {m 1H), 2.9 {m 2H), 3.31 (d 2H J=9), 4,91

(t 14 3=9), 5.91 (s 1H), 7.36 (m 5H), 14.46 (s 1H)

Chakraborty y Chatterji, 1969

Games, 1972

Chakraborty y Chatterji, 1969
Bala y Seshadri, 1971

Crombi,et a£, 1970
Crombi,et af, 1972
Finnegan y Merkel, 1972
Donnelly D., 1975
Finnegan y Merkel, 1972
Crombi, et al, 1970
Crombi,et af, 1972

Finnegan y Merkel, 1972

Crombi, et af, 1970

‘92



Tabla 2, 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

RMNP (8, CDC13) 0.98 (= 6H J=6.5), 1.32 (s 3H), 1.49 (s 3H),
1.8-2.5 (m 1H 4=6.5),2.93 (m 2H), 3.11 {s 1H), 3.32 (d, 2H
J=9), 4.93 (t 1H J=9), 5.72 (s 1H), 7.31 (m 5H), 1492 (s 1H)
EM m/z (rel int) 422 u, 100), 365 (76), 363 (44), 293 (89),
307 (53), 347 (14)

A.E.

Exp Cry 123 M3y

Cale Cpy ggy Hg.pg
F.N,  Mammea amenicana (Guttiferae)

SINTESIS

MAMHEA A/AB CICLO C. MAB 3 27

Co5Hye0g P 422

P.F. 115-117°C

P.F. 134°C (desc.)

UV (MeOH-HC1) 229 (4.25), 281 (4.48), 345 (4.03)

UV {MeOH-KOH) 240 (4.23), 282 (4.14), 320 (4.33), 424 (3.92)
UV (EtOH-HC1) 228 (4,.9), 280 (4.38), 347 (3.97)

UV (EtOH-KOH) 247 (4.23), 312 {4.05), 425 {3.96)

IR (mul1) 3400, 1735, -715, 1620 '

IR 1725, 1615, 1520

Finnegan y Merkel, 1972

Crombi, et at, 1972

Crombi, et af, 1970

Finnegan y Merkel, 1972~

Crombi, et al, 1970

Crombi, et af, 1970, 1972
Carpenter, ot af, 1970°
Carpenter, et af, 1971

Crombi, et'al, 1972

uz



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

RMNP  (100MHz) (8) 0.89 (t 3H J=7), 1.15 (dd 3H J=7,2), 1.31 Crombi, et af, 1970; 1972
(s 3H), 1.43 (s 3H), 1.6-1.8 (m2H), 1.8 (s 1H), 3.31 (d 2

J=9), 3.65 {m 1H), 4.91 (t 14 J-9), 5.91 (s 1H), 7.36 (m 5H),

14.46 (s M) '

RUMP  (100MHz) (s, CDC'I3) 0.86 (t 3H J=7), 1.1 (d 3H J=7), 1.26  Carpenter, et al, 1970; 1971
(s 3H), 1.38 (s 3H), ~1.5 (m 2H), 3.3 (d 24 J=10), 3.54 (m 1RH),

4.8 (t 1H J=10), 5.67 (s 1H), 7.16 (SH), 14.42 (s 1H), 14.55

{s 1H)
EM m/z (rel int) 422 (M+, 70), 365 (90), 363 (40), 347 (34) Carpenter, et al, 1971
293 (100}
A.E.
Exp Coo,53 Mo.33

- Cale 75 05 Me.2 _

s F.N. Mammea amerdcana (Guttiferae) . Crombi, et al, 1970; 1972
Mammea africana (Guttiferae) ) Carpenter, et al, 19703 1971

SINTESIS Crombi, et af, 1972
28
C24H2506 PH 409 ) Crombi, 2t af, 1972

F.N.  Mammea americana (Guttiferae)

A



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién}.

o 7 C24H2506 PM 409 Crombi, et al, 1972
7 F.N. Mammea amenicana

HAMMEA A/BA, 30
Cosfpgls  PH 406

. P.F. 125-126°C (hexano) Crombi y Games, 1966} ’Crombi. et al,1967
UV (EtOH-HC1) 225 (4.46), 294 {4.36), 332 (4.25) Crombi y Games, 1966
Uv  (EtOH-KOH) 233 (4.40), 261 (4.19), 337 (4.1) )
Uv 227 (4.43), 234 (4.43), 270 {4.17) Crombi, et af, 1967

Uv 297 (4.24), 335 (4.37)

- IR 3480, 1723, 1610, 1595 '
IR (mull) 3470, 1735, 1615, 1590 Coy
RENP (&) 1.04 (d 6 J=7), 1.63.{s 3H), 1.68 (s 3H), 2.2 {m 1H) ) s
3.19 (d 2H J=7), 3.8 (d 24 J=7), 5.03 {(m 1H), 5.79 (s 1H), :
5.9 {s 1H), 7.43 (s 5H), 14.53 (s 1H)

ALE.
Exp C73_55% H6.4% ) Crombi, et al, 1967

Cale Cy3.859 Hg.459

Y/



Tabla 2, 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

Fll.  Mammea amesicana (Guttiferae)
Marmea agiicana (Guttiferae)

MAHMEA A/BB 31

C25H2605 PM 406

P.F. 124-125°C (hexano)

‘W 235 (4.43), 295 (4.28), 335 (4.31)

Uy (EtOH-HCY) 227 {4.45), 294 (4.38), 333 (4.24)
UV (EtOH-KOH) 234 (4.39), 263 (4.19), 337 {4.58)
IR 3485, 1725, 1615, 1600, 1555

IR (mull) 3440, 1725, 1615, 1595

P 1.02 {t 3H J=7), 1.26 {d 3H J=7), 1.6 (m 2H)
1.64 (3#), 1.7 (3H), 3.2 (d 24 J=7), 3.87 (m 14),
5.1 (m 1H), 5.82 (1H), 7.56 (5H), 14.51 (1H)

A.E.

Exp C73.859 Hg.459

Cale Cp3 35 Hg 45y
F.H.  Mammea americana (Guttiferae)

Crombi y Games, 1966
Crombi, et al, 1967

Crombi, et af, 1967
Crombi, et aZ, 1966
Crombi, et al, 1967

Crombi, et al, 1966; 1957

Crombi, et al, 1966; 1967

‘0E



Tabla 2. 4 Fenil~coumarinas naturales. (Continuacién).

DALBERGINA 11

C1gH1204 onnelly, et af, 1973

P.F. 214-216°C .

P.F.  212-214°C Donnelly, ot a2, 1968

P.F. 209-210°C Ahluwalia y Seshadri, 1957; O11is,

et ad, 1978; Eyton, et al, 1965

U . (MeQH) 237 (4.23), 260 (4.05), 301 (3.85), 355 (4.0)
MeO 0 ° ‘R (KBr) 1660, 1728 Domnelly, et ag, 1973
IR (CHC13) 3236, 1695, 1631, 1710
/ ' IR 3200, 1680, 1610, 1540, 1505, 1450 Anhluwalia y Seshadri, 1957
HO~ O RMNP  (DMSO-dg) 3.92 (s 3H), 6.2 (s 1), 6.88 (s). Donnelly, et a2, 1973
Ph 7.13 (s 1H), 7.56 (s anillo B), 9.5 {s IH)
. ‘._-_ o F.N. Dalbergin sissoo {Leguminosae) Ahluwalia y Seshadri, 1957
! Dafbergia £atifolia (Leguminosae) Dhingra, et af, 1971
. . Datbergda melanoxylon (Leguminosae)l Donnelly, et ag, 1966
. Dalberg.ia nigra (Leguminosae)}
Datberg.ia miscoloblum (Leguminosae)v Greyson, et af, 1978
Dakbengia spuceana  (Leguminosae) 011is, 1966
Datbergin vioafaceae (Leguminosae) “011is, 19663 Greyson, et af, 1968
Dalbergia ceanensis (Leguminosae) 011is, 1966
Dalbergia bononi (Leguminosae) Donnelly, et af, 1968
Datbergia cultrata (Leguminosae) Donnelly, et af, 1972

“1¢



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

Macherium seLeroxyfom (Leguminosae) Eyton, et af, 1965
1] t]

Machenrium pedicellatum (Leguminosae) - Ogiyama y Yasue, 1973

SINTESIS Ahluwalia y Seshadri, 1957;°
Donnelly, et af, 1975

METILDALBERGINA 32

N Cl7H1404 Pi 282
MeO 00 P.F. 142-143°C Donnelly, et al, 1968
P.F. 145-146°C Ahluwalia y Seshadri, 1957; Eyton, .
/ et af, 1965
MeO . A.E. ’
T Ph B G201 M504
. - Cale Craa3 508
. F.N. Dafbergin siss00 (Leguminosae) Mukerjee, et al, 1971
, Dalbengin Latigolia (Leguminosae) - Dhingra, et al, 1971
Machencum scleroxylon (Leguminosae) Eyton, et af, 1965
Machiniun pediceflatum (Leguminosae) ' Ogiyama y Yasue, 1973
Ahluwalia y Seshadri, 1957
HO 00 ISODALBERGINA 33
-C16H1204 Mukerjee, et al, 1971
PF, 195-196°C
/
Me O F.N. Dalbengia s44s00 (Leguminosae)

2e



HO

HO

MeC.
MeO_.

Tabla2. 4 Fenil-coumarinas naturales.

NORDALBERGINA 38
C1501004 PM 254
P.F. 268-269°C
P.F. 267-268°C
A.E.

Exp Cyg.50 Hy gy

Cale Cro,gq H3,94
F.N. Dalbergia scssoo  (Leguminosae)

SINTESIS

KUHLMANINA 35

C17H1405 PM 298

P.F. 211°C ‘{metanol)

UV (EtOH) 214 (4.39), 300 (3.81)
IR (CHC]B) 3500, 1710, 1555, 1395

{Continuacién).

RMNP (60MHz) (8, CDC13) 4.08 (s 31}, 4.11 (s 3H), 4.27

(s ), 6.3 (s 1H), 6.77 (s 14), 7.49 (s 5H)
A.E.

Exp Cog 61y Ma.gag

Lale Cgp g5y My 73y

F.N,  Macheerdum buhfmamii (Leguminosae)
" Machaenium néetitans (Leguminosae)
Machaerium pedicellatun (Leguminosae)
SINTESIS

" Mukerjee, et a, 1971

Ahluwalia y Seshadri, 1957

Mukerjee,ot af, 1971

Ahluwalia y Seshadri, 1957

01lis, et at, 1968

0llis, ct al, 1978

011is, et al, 1968; 1978

Ogiyama y Yasue, 1973
0114s, et al, 1978; Donnelly, et al, 1975

x>



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacicn)

STEVENIMA 36

- Cughlys0g PM 284 Donnelly, et al, 1973

P.F.  250-254°C

UV (MeOH) 222 infl (4.74), 284 (4.14), 340 (4.05) .
WY (MeONa) 252 {4.49), 312 (3.97), 397 (4.08)

UV (ACoNa) 301 {4.03), 356 (3.98)

IR (KBr) 3289, 1669, 1621, 1728

R (CHCl,) 1707, 1711

RUNP (5, (€D;),50) 3.92 {s 3H), 6.5 (s 1H), 6.9-7.53 (m aromtico)
9.52 (s 1¥)

EM m/z (rel int) 284 (M', 100)

A.E. '

Exp Coz.x Mg,3%

Calc € 67,05 Hq 4%
F.N. Dafbengia stevensonii {Leguminosae)

Dakbergia cultrata (Leguminosae) ' Donnelly, et af, 1972
SINTESIS Donnelly, et af, 1973
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. {Continuacion'.

MELANNINA 37

Melanettina

Cighygls P 284

P.F. 233-234°C (acetona)

UV (MeOH) 230 (4.5), 263 (4.00), 312 (4.27), 350 {4.21)
IR {KBr) 3430, 1660

F.N. Dalbergia melanoxyfon (Leguminosae)

SINTESIS

MELANNEINA 38

Cofig P 314" :

P.F. 221-223°C (etanol)

P.F. 220.5-222°C

UV (EtOH) 234 (4.38)sh, 256 (4.17)sh, 308 (4.0)sh, 334 (4.09)
IR (KBr) 3280, 2950, 1664, 1616, 1536, 1504, 1495, 1374, 1244,
1174, 1138, 1026, 817

RMNP (&, DMSO-dS) 2.5-3.8 {m 2H}, 3.5 (s 3H), 3.8 (s, 3H),

6.1 (s 1H), 6.9-7.18 (m 5H)

EM m/z (vel int) 299, 286, 271, 243

A.E.

Exp Cg5 1y Mg 4y OMeyg gy

Donnelly, 1975
Murray, et af, 1982

Donnelly, et af, 19750

Donnelly, 1971
Donnelly, et af, 1975a

Donnelly, et af, 1966
Donnelly, et af, 1969

Donnelly, et al, 1968

“g¢



MeO

OHC

MeO‘_

Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales.

Cale g op Hp 5y OMEyg gy
F.N. Datlbergia melanoxyfon (Leguminosae)

Datbengia baroni {Legumincsae)
SINTESIS

SISAFOLINA 39

618H1407 PM 342

P.F. 259-260°C

F.N. Datbergia LatifoLia (Leguminosae)

5,7,4' -TRIMETOXY-4-FENTLCOUMARINA 40
Cighyls M 312

P.F. 150-152°C (EtOH)

P.F. 151-152°C (EtOH)

UV (MeOH) 250 (4.07), 325 (4.29)

{Continuacidn).

1R (CHC13) 1710, 1610, 1595, 1510, 1158, 1111, 1052, 952,

872, 860, 830

RMNP  {50MHzZ) (6, CDC]3) 3.46 (s 3H), 3.83 (s 6H), 5.96 (s 1H),
6.22 (d 1H J=2.5), 6.5 {d 1H J=2,5), 6.87 (d 2H J=8.5), 7.20

(d 2H J=8.5)

Donnelly, et al, 1975a

- Donnelly, et af, 1966

Donnelly, et al, 19683 1966; 1973

Donnelly D., 1975

Saxena, et al, 1970

Monache, et af, 1983

Monache, ot af, 1985
Monache, et af, 1983

“gg
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. ({Continuacién),

M m/z {rel int) 312 (T M ], 80),284 ([ -c0 ], 100°),269
([ #-reco 1%, 37), 281 ([ m-43-c0 7%, 2)

F.N.  Coutarea hexandra (Rubiaceae)

SINTESIS

4" -HIDROXI-5,7-DIMETOXI-4-FENTILCOUMARINA, 41

C17M1405

P.F. 214-215°C (metanol)

UV (MeOH) 256 (4.04), 324 (4.22)

UV {MeONa) 250, 368

IR (CHCT ) 1708, 1612, 1598, 1512, 1159, 1112, 1054, 952 870,
960, 832

RMNP (60MHzZ) (s, (CDS)ZCO) 3.53 (s 3H), 3.91 (s 3H), 5.80

(s 14), 6.37 (d 1H J=2. 5), 6.51 (d 1H J=2.5), 6.82 (d 2H J=8.5),
7.14 (d 2H J=8.5), (s 1H)

AS =8 C D N-3& (CD )ZCU = HZ' + Hﬁ' (+0.19), H3., H ' (+0 32),
H8 (+0. ll), (+0 01), H (+0 38), 0“87 (-0.16), OMES {-0.23)
EM m/z (r'el 1nt) 298 (EH ] 100), 270 (rli CO] 82), 255
([ n-teco J*, 29), 227 ([ m-43-c0 7%, 15)

F.N. Coutarea hexandra (Rubiaceae)

SINTESIS

Mohache, et af, 1985

Monache, et af, 1983

Monache, et af, 1985

AN



Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. {Continuacidn).

3'-HIDROXI-5,7,4-TRIMETOXI-4-FENILCOWARINA 42 Monache,ct ag, 1983
c18H1605 PM 328

P.F. 153-154°C (EtOH)

UV (MeOH) 252 (4.13), 329 (4.32) .

UV (MeONa) 250, 288sh, 329, 400sh

IR (CHCIy) 3525, 1710, 1615, 1597, 1510, 118, 1111, 1052, 945,

909, 859, 828

RMNP (8, CcDgN) 7.21 (d 1H J=2), 6.84 (dd 1H J=2, 9), 7.03

(d 14 9=9)

RMNP (8, CDC14) 3.43 (s 3H), 3.78 (s 3H), 3.86 (s 3H), 5.87

(s 14}, 5.92 {s 1H), 6.9-6.60 (compleja) ,

EM m/z (rel int) 328 ([ 17, 100), 300 ([ M-co]*, 51), 285

([ M-eco 3%, 31), 257 ([ M-43-c0 7%, 17) '

F.N., Coutarea hexandre (Rubiaceae) .
SINTESIS ' Monache, et af, 1985
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién).

*,4* -DIHIDROXI-5,7~DIMETOX-4-FENILCOUMARTNA 43

C17%14%

P.E. 211-212°C (MeOH)

P.F. 210-212°C {MeOH)

UV (HeOM) 253, 285sh, 326, 438

IR (CHCI,) 3600, 3540, 3260, 1707, 1611, 1595, 1513, 1158, 1111,
1052, 945, 910, 872, BSS, 828 :

RAP (8, (CD,),C0) 3.55 (s 3H), 3.92 (s 3H), 5.85 (s 1K), 6.38
(d 1H J=2.5), 6.53 (d IH J=2.5), 6.98-6.68 (compleja)

RHNP (5, CDeN) 6.96 (d 1H J=6.96), 7.23 (dd 1H J=2,9), 7.28
(d 1 3=9) i .

B m/z {rel int) 314 (L M]%, 100), 286 ([ m-co I*, 98), 27
([ i-veco 1%, 20), 243 ([ m-43-co J*, )

F.N. Coutarea hexandwa (Rubiaceae)

STHTESIS

Monache, et al, 1983

Monache, et af, 1985
Monache, et al, 1983

Monache, et al, 1985
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. {Continuacidn).

5,7-DIMETOX1-3',4* -METILENDIOXI-4-FENILCOUMARINA 44
Coghyg0s  PM 326

P.F. 194-195°C (EtOH) {sub)

P.F. 194-195° (EtOH)

U (MeOH) 248 (4.07), 328 (4.42)

IR (CHC1,) 1710, 1613, 1595, 1505, 1157, 1110, 1052, 1039,
938, 904, 858, 810

RUNP (60MHz) (8, CDC14) 3.47 (s 3H), 3.83 (s 3H), 56.93 (s IH),
5.95 (s 3H), 6.19 (d 1H J=2.5), 6.46 (d 1H J=2.5), 6.85-6.75
(m 3H)

EN m/z (rel int) 326 ([ 1", 81), 298 ([#-co 1%, 100, 288
([ #-Me-co 7%, 13), 255 {[ M-43-c0 J%, 4)

F.N, Coutanrea hexandra (Rubiaceae)

SINTESIS PARCIAL

Monache, ec al, 1984

Monache, ef af, 1985

Monache, ez af, 1984; 1985

o
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacion).

2',5' ,5-TRIHIDROXI~7-METOXI-4~FENILCOUNARINA 45

Cigtho0p P 300

p.F. 208-210°C (Incorr.) .

U (MeOH) 260, 328

IR (KBr) 3350, 1675, 1630, 1175, 1165, 1085

RHNP (400MHZ) (5, (CD;),C0), 5.83 (IH), 6.32 (IH), 6.48 (H),
6.78 (1H), 6.87 {14), 6.90 {IH)

RNCES (100.61Hz) (5, DMSO-dg-CDC14, 7:3) 55.5, 92.9, 98.2,
102.1, 110.6, 114.6, 115.5, 118.8, 130.4, 144.1, 145.6, 156.1,

. 156.8, 157, 159.8, 162.6

EM m/z (rel int) 300 ([n 1%, 87), 299 (113, 273 (16), 272
([M-c0]*, 100, H.R.), 257 ([ M-(CO#Me) I¥, 25 H.R.), 243 (9),
137 (9)

F.N. Coutarea hexandra (Rubiaceae)

Reher, et af, 1983
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Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacién),

5,7-CIHIDROXI-4' -METOXI-4-FENILCOUMARINA. 46

Clghyp0;  PM 284

P.F.  263-265°C (MeQH)

UV {eDH) 262 (4.0}, 320 (4.03)

U (¥e0Ma) 276, 312, 381

IR (¥8r) 3320, 3190, 1688, 1678, 1630, 1595, 1548,'1510

RMNP (5, (CD,),C0) 3.82 (s 3H), 5.76 (s 1H), 6.28 (d 14 J=2.5),
£.35 (d 1H 0=2,5), 6.93 (d 2H J=8.5), 7.32 (d 2H) J=8.5)

B m/z {rel int) 284 ([M]", 100), 283 (22), 256 (95), 255 (11),
281 (39), 227 (9), 142 {13), 128 (23)

" A.E. .

Exp Co7.601 Ma.008

Cale C57 6y Mg 268"
SINTESIS

Monache, et al, 1985

et



Tabla 2, 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

5,7,4' -TRINIOROXI-4-FENILCOUMARINA 47

Cishygl M 270

P.F. 294-295°C (dec, CHC1,-MeOH)

WY {MeDH) 262 (4.0), 324 (4.18)

W (MeONa) 275, 305, 373

IR (KBr) 3510, 3235, 1662, 1590, 1550, 1510

RMNP (5, {CD3),00) 5.74 (s 1H), 6.35 (s 2H), 6.83 (d 2H J=8.5),
7.22 (d 24 0<8.5)

B m/z (re) int) 270 (| H |*, 100), 269 (22), 242 (88), 24 (9), '

226 (8), 213 (32), 197 (11), 135 (6}, 121 (8), 106.5 (4)
A.E. .

Exp Cgg.poy Ma.e62

Cale Cgp 7y Ma.732
SINTESIS

Monache, et af, 1985

e
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MeO
OMe /
~_ HO |

Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacidn).

5,7,4' ~TRIHIDROXI-3' -HETOXT-4-FENILCOUHARINA 48

Cyghyp0g  PH 300

P.F.  207-298°C (MeOH)

UV (MeOH) 260 (4.17), 330 (4.32)

UV (MeONa) 250, 275, 388

IR (KBr) 3410, 3200, 1688, 1595, 1560, 1508

RUNP (5, CoON) 3.81 (s 3H), 6.22 (s 1H), 6.80 +6.72
(4+d 1H#LH J=2.5), 7.40-7.20 (m 3H), 10.80 (br 3H 30H)

M Wz (rel int) 300 ([M]¥, 100), 299 (8), 285 (4), 272
(91, 257 (12), 239 (7), 229 (14), 211 (7), 150 (2), 136 (4},
128.5 (3), 114.5 (7)

A.E.

Exp Cgy.10g M3.96%

Calc Cgq qpx H4.03%
SINTESIS

4¢-HIDROXI-5,7,3" ~-TRIMETOXI~4-FENILCOUMARINA 49

818H1606 . PM 328
p.F.  174-175°C (Et20)
SINTESIS

Monache, et af, 1985

Monache, et af, 1985

‘Y



- 5,7,3'4" ~TETRAMETOKI-4-FENILCOUMARINA 50

Crghigl P 342 - » ,
P.F. 170-171°C. : .
SINTESIS

" 5,7-DIHIDROXI-3'4'-METILENDIONI-4-FENILCOUMARTNA 51 - Monache, et af, 1985
Cighygls  PM 2%

P.F. 268-269°C {dec Et,0-MeOH)

UV (MeOH) 254 (4.09), 329 (4.22)

IR (K8r) 3490, 3200, 1672, 1625, 1610, 1570, 1500

RUNP (5, (CD,),00) 5.76-(s IH), 5.94 (s 2H), 6.23 (d IH J=2), _
6.32 {d 1H J=2), 6.90 {br s 3H) o L
B m/z (rel int) 298 ([ M]*, 88), 270 (100}, 241 (13), '

- 280 (6), 212 (14), 211 (8), 184 (15), 155 (10), 149 (5}, 135 (5),

" 134.5 (10), 134 (5), 120 (9)

A.E,

&P Coa.gan M3.309

o G@lc gy gz W33y : ‘ ot
- SINTESIS . e

°14



MeO

OH

Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales.

EXOSTEMINA 2
Cighisl  PM 328
P.F. 173-178%C

P.F. 195-196°C

W (MeOH) 271, 319
IR (nujol) 3450, 1730

(Continuacidn},

IR (CHC)3) 3650, 1720, 1460, 1320, 1250, 1175, 1115, 1021
RMNP (&) 3.43 (3H), 3.85 (3H), 3.97 (3H), 5.51 (s 1H}, 6.00

(s 1), 6.35 {s 1H), 7.06 (4K)

RMNP (60Miz) (8, COC1,) 3.43 (3H), 3.85 (3H), 3.97 (34),

5.98 (1K), 6.35 (14}, 7.06 (1H}
A.E.

Exp Cogy H514 Dpg o4

Calc. Cop gy Hy gy Ong.2g
F.N, Exostema caribaeun (Rubfaceae)

SINTESIS

1

Sénchez-Viesca, 1969
Sénchez-Viesca, et al, 1967
Mukerjee,"et af, 1968

Sénchez-Viesca, et af, 1967; 1969

S&nchez-Viesca,. 1969

Sanchez-Viesca, et al, 1967
Mukerjee, et af, 1968

9P



MeQ

Tabla 2. 4 Fenil-coumarinas naturales. (Continuacisn)

7-METOXI-4',5' -DIHIDROXI-4~FENIL-5, 2'-OXIDOCOUMARINA 52
chHIOOS PM 298

P.F. 335-342°C (descomp.)

W (MeOH) 260, 310, 371sh, 389; + A'ICI3 389sh, 403; + A]C13/HCﬁ
260sh, 310, 370, 389sh

IR (KBr) 3480, 3300, 1710, 1615

RMNP  (400MHz) (s, DMSO-d ), 386 (s 3H), 6.07 (s 1H), 6.71 (d 1H
J=2.2), 6.74 (d 1H J=2, 2), 6.76 (s 1H), 7.32 (s 1H)

RNC® (62.89M1z) (s, DMSO-dg) 56.02, 92.37, 95.97, 96.41, 99.72,

103.22, 106. 13, 109.03, 141.17, 143.69, 146.44, 150.59, 152.25,
154,46, 160.91, 162,99

B m/z (rel int) 298 ([ M7, 100), 2m([mco] 49, H.R.)
242 (70)

F.N. Coutarea fatiffona (Rubiaceae)

Reher y Krauss, 1984

A



Tabla 2. 4 Fenil-counarinas naturales. {Continuacién).

5-0-8-D-GALATOSIL-7-METOXI-3",4' -DIHIDROX1-4 -FENILCOUMARINA 3 Mata, ot af, 1987
c22H22011 PM 462

P.F. 228-231°C : '
UV (MeOH) 208, 225, 330

IR (Ker) 3650, 3334, 3403, 1719.06, 1613.99, 1422.8, 1365.75,
1160, 1049.49, 846.90

RMNP  (80MHZ) (s, DMSO-ds) 3.5 (m 4H OH), 2.9-3.6 {m 6H),

3.85 (s 3H), 4.75 (d 14 J=7), 5.82 (s 1H), 6.6-6.85 (m SH),
9.25 {s 3H OH) .

RMNP  (8OMHz) (s, C5H5N) 3.67 {s 3H), 4-4.5 (m 6H), 5.26

(d 14 9=7), 6.20 (s iH), 6.57 (d 14 J=2.5), 6.92 (dd IH
J=8,2.5), 7.08 (d 1H J=2,5), 7.20 (d 1H J=8), 7.38 (d 1H
J=2.5), 8.65 {s 3 H OH)

RMNC13 (100MHz) (s, DMSO-dG) 55,90 (c), 60.43 (t}, 68.10 (d),
70.13 {d}, 73 (d), 75.9 (d), 95.22 (d), 98.5 (d), 101.12 (d),
103.30 (s), 112.20 {(d), 114,70 {d}, 115.51 (d), 119.30 (d),
130.44 (s), 144.1 (s), 145.71 (s), 155.44 (s), 156 {s),

156.30 (s), 159.52 (s), 162 (s)

EM mfz (rel int) 300 ([M]+, 100), 272 {98), 257 (22.9), 127
{5}, 69 (10)

F.N.  Exostema caribaeum '(Rubiaceae)

gy



49T

mos de carbono insaturada o hidroxilada unidas a 155 porciones 6'y
8 qe la estructura base.

Todas las feniicoumarinas de la familia Leguminosae presentan
sustituyentes oxigenados (Me0-,-OH)} en las posiciones 6,7 del anillo
A, siendo una excepcidn la sisafolina, 39 que contiene un grupo
formilo en la posicién 6 (Donnelly, D., 1975). También, aunque me-
nos frecuentemente se encuentran sustituyentes oxigenados en las
posiciones 5 y 8 como en los casos de la sisafolina, 39 (Donnelly,
D., 1975) y 1a Kuh]manniné, 35 respectivamente (011is, et af, 1968,
1978). En relacién al anillo C se puede observar que loS sustitu-
yentes oxigenados son de la misma.naturaleza. En algunos casos el
anillo C es monosustituido, encontrindose el sustituyente en la po-
sicion3' 6 4'. En otros el anillo es disustituido siendo la dispo-
sicidn relativa de Tos mismos en 3', 4' 6 2', 4' como sucede en la
melanneina, 38 (Donnelly,ef af, 1966) y la sisafolina 39 respecti-
vamente (Donnelly, D., 1975).

Los compuestos aislados de la familia de las Rubiaceas tienen
los mismos sustituyentes oxigenados que los de las Teguminosas sien-
do comiin su presencia en los anillos A y C. Generalmente el anillo
. A es disustituido en las posiciones 5,7 con la excepcion de la
Exostemina, 2 que presenta un sustituyente adicional en Ta posicidn
8 {(Sdnchez-Viesca, 1967). Sin embargo, cabe hacer notar que la es-
tructura de este compuesto ha sido cuestionada (Mukerjee, et al ,

1968). .
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El1 anillo C puede ser monosustituido o disustituido. En el
primer caso el sustituyente se encuentra siempre en 4' como se pue-
de observar en los compuestos 40, 41 y 52 de la Tabla 2. En el se-

gundo caso, 1os sustituyentes, en forma general, estdn ubicados en

~3',4' como en 42, 43, 44, 52 y 3. Se ha reportado un caso, com-

puesto 45 Tabla 2,en el cual la disustitucidn es en 2'5', sin em-
bargo, en el presente estudio se encontraron evidencias que permi-
ten cuestionar Ta estructura del compuesto 45 {Reher, ot al, 1983),
También, como se puede observar en la Tabla 2 la {nica 5;2‘-
oxidocumarina natural 52 se encuenfra en la familia Rubiaceae.
Este 6xido presenta el mismo patron de substitucién que muchas de
los 4-arilcoumarinas descritas'enl1a familia (Reher y Krauss, 1984).
Finalmente, el dnico giicésido de una 4-fenilcoumarina 3, re-
portado en la naturaleza también esta presente en un miembro de la

familia Rubiaceae (Calzada, 1987).

1.3.2 Elucidacién Estructural.

Para la elucidacidn estructural de las 4-fenilicoumarinas se
han utilizado métodos quimicos y/o fisicos (espectroscépicos y
espectrométricos).

Los métodos quimicos se utilizaron bdsicamente en la década de
los 50 y 60s., consistiendo fundamentalmente en reacciones de degra-
dacidn; correlacidn quimica con coﬁpgestos de estructura conocida y has-
ta en algunos casos, dada la sﬁmplicidad del nucleo base, sintesis

total.
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La elucidacidn estructural de la Calophyllolida, 10 {Ormancey-
‘Potier, 1951; }olonsky, et al, 1955, 1956, 1957) ilustra un ejemplo
cldsico de la determinacién estructural de una 4-fenilcoumarina uti-
lizando métodos quimicos. Es de hacer notar que este compuesto
representé el primer neoflavonoide natural aislado y caracterizado.
En Ta Figura 3 se muestra un resumen de Tas reacciones de degrada-

cidén empleadas para la elucidacion estructural de este compuesto

(Polonsky, 1955).

. MO,
’ v | MeO, OH |
MeQ OMe \ \
Z° \ .
4CHCO0H .
MO - MeO h
fh .

I (HI); TI/1IT (CHMN,)5 TV (05)0 KMNOé; (Me,S0,/0H)

Figura 5. Hidrélisis de Calophyllolida con KOH.



Mds recientemente la e]ucidacidn‘estructural se ha hecho fun-
damentalmente mediante el empleo de métodos fisicos, aunque en la
mayoria de Tos casos es necesario recurrir a la correlacidn quimica
y sintesis (Finnegan, et af, 1961; Carpenter, et af, 1971; Crombi,
et al, 1967; 1972; Finnegan y Mueller, 1965; Bala y Sashadri, 1971;
Finnegan, y Markel, 1972).

Entre Tos métodos fTsicos'més utilizados se encuentran la es-

pectroscopia Ultravioleta, Infrarrojo, RMN-P y RMN-C13

; no existien

do hasta la fecha ningiin estudio sistemdtico acerca de las caracte-

risticas espectroscOpicas y espectrométricas de estos compuestos.
En Ta Tabla 2 se especifican Jas constantes espectroscOpicas

y espectrométricas para todas las 4-fenilcoumarinas reportadas has-

ta la fecha. Cabe hacer destacar que se ha reportado solo un es-

tudio de Difraccidn de Rayos X para 4-fenilcoumarinas (Donnelly, 1987)

1.3.3 Sintesis.

Para la sintesis de 4-fenilcoumarinas se han utilizado funda-
mentalmente Tas condensaciones de Perkin y de Pechmann. el esquema

general de ambas reacciones se ilustra en la Figura 6.
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Figura 6. CondensaciGih a) de Perkin y b) de Pechmann.
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Es de hacer notar que son pocas las 4-fenilcoumarinas natura-
Tes que han sido sintetizadas hasta la fecha. Asf encontramos que
en la familia Guttiferae solo se han sintetizado 1a mammeisina, 20
vy la mammeigina, 23 (Bala y Seshadri, 1971). De la familia Legumi-
nosae se han sintetizado la metildalbergina, 32 y nordalbergina, 34
(Ahluwalia y Seshadri, 1957); melanneina, 38 (Donnelly, et al, 1968)
y Stevenina, §§_(Donne11y,ei ai, 1973) y de las Rubiaceas se han
sintetizado Ta exostemina 2 (Mukerjee,et af, 1968) y los compuestos

40, 41, 42, 43 y 44 (Monache, ot al, 1985).

1.3.4 Biogénesis.

Para la formacion de 1as 4-arilcoumarinas naturales se han pos-
tulado las tres hipdtesis biogenéticas (011is, 1966; 1968; Kunesch
y Polonsky, 1967) que se ilustran en la Figura 6. Las tres coinci-
den en que el origen del anillo A es a partir de tres unidades'de
acetato (Ruta acetato-malonato), mientras que la fraccidn Cg-Cq se
origina a partir del dcido cindmico (Ruta del dcido sikimico).

Estas hip6tesis estdn en concordancia con las escasas eviden-
cias experimentales obtenidas al realizar estudios sobre l1a biosin-
tesis de dos 4-fenilcoumarinas de Calophyllum (nophyllum (Guttiferae)
administrando precursores potenciales isotdpicamente marcados con
14C. Asi tenemos que Kunesch y Polonsky demostraron que el dcido
cindmico era el precursos de la po;cidn C6-Cé gue incluye el anillo
C y los tres dtomos de carbono del ani1]o a-pirona, ya que al admi-

. . R 14 .
nistrar fenilalanina marcada con ~°C en el carbono-3 a las raices



de plantas jdvenes de Calophyllun <{nophyLlum, se obtuvo una buena
incorporacion del precursor y se logro aislar Calophyllolida marca-
da en el carbono-4 (Kunesch y Polonsky, 1967).

Posteriormente, el mismo grupo también demostrd que el anille
A se originaba por la ruta de acetato-malonato ya que al adminis-
trar a la misma planta acetato marcado en ta posicion 1 ;e'obtuvo
e] marcaje en las posiciones 5, 7 y 8a {Kunhesch y Polonsky, 1969).

Cabe destacar que el patrdn de oxigenacidn observade para el
anillo A en las 4-fenilcoumarinas de Guttiferae y Rubiaceae es con-
sistente con el origen biogenético de Tas mismas. En el caso de
aquellas de 1as leguminosas, a pesar de que el patrdn de oxigena-
cidén es diferente no se puede b]antear a prionl, sin evidencias

experimentales, un origen biosintético diferente para dicho anillo.

A) Hipdtesis de Benn

LO. \Ol OOH

N , .
=" A-arilcoumarinas
(o\/ (o)} !

B) Hipftesis de Seshadri
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0‘ %" 10 ooil nc Sout N
I:;:I\fj ‘=4>=; 4-alguil o arilcoumarinas

¢) Hﬁpétesis de 011?5 y Gott]ieb

t‘xfw B 250 B0 ey

Figura 7. HipGtesis sobre la B1ogenes1s de neoflavonoides.
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1.3.5 Actividad Biolégica.

Desde el punto de vista biolégico pacas 4;ari]coumarinas han
sido evaluadas. Se han descrito evidencias de que la mammeisina,‘
presente en Mammea amesicana, tiene actividad insecticida
(Fihnegan,ei al, 1960; Finnegan y Mueller, 1964).

Kawazu ha descrito que algunos constituyentes de la Calophyllum
inophylun poseen actividad piscicidal (Kawazu, et al, 1968).

Chakraborty, et af describieron Ta actividad antibacte;iana
del Mesuol y de la Mesuagina (Chakraborty y Chatterjii, 1969) con-
tra Staphyllococeus awrews ¥ Mycobacterium phfed. La actividad del
Mesuol'fué comparable a Ta de la penicilina contra el Staphyllococcus

awrews (Chakraborty, et af, 1968).



2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La finalidad del presente estudio fué 1a de continuar con Ta
investigaciﬁn fitoquimica de la Exostema caribaeum, Jacq, R. et S,
como parte integral de un estudio sistemitico de algunas Rubidceas

mexicanas usadas en Medicina Tradicional.

Los puntos que se consideraron para plantear 1a investigacidn

-antes mencionada fueron las siguientes:

;) Numerosas Rubifceas mexicanas, entre ellas la Exostfemt
canibaeum son ampliamente usadas como agentes antimaldricos en Me-
dicina Tradicional, la cual "indudablemente", representa una alter-
nativa muy importante para resolver algunos de lTos problemas de
salud en numerosos paises en desarrollo {Tempesta, E., 1980).

2) Los estudios quimicos de las plantas usadas en Medicina
Tradicional pueden conducir al hallazgo de nuevos y/o conocidos
principios activos. En este caso concreto, por 1as razones especi-
ficadas en Tos antecedentes de este trabajo, cualquier proyecto que
se avoque a la bisqueda de sustancias antimalaricas esta ampliamen-
te justificado. Por otra parte, 1os resultados que deriven de los
mismos constituyen un aporte adicional al conocimiento de los éle—
mentos constitutivos de la flora medicinal mexicana.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado se consideran pertinen-

tes los siguientes objetivos especificos:

T



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

58 ; L

Recopilar 1a informacién bibliografica, botdnica, etnobdtdnica,

quimica y.farmacolﬁgica de la E. carnibacum,

Preparar el extracto de la corteza siguiendo las técnicas fito-

quimicas caonvencionales,
Fraccionar el extracto obtenido en el punto 2.2.

Separar y purificar el mayor nimero de constituyentes de las

diferentes fracciones resultantes.

Identificar mediante métodos qufmicos y espectroscdpicos las

sustancias aisladas.

Correlacicnar, en lo posible, los resultados quimicos obteni-
dos con la actividad bioldgica que se Te atribuye a esta espe-

cie.

Facilitar a la IOCD para su evaluacidn biolaica come agentes

antimélaricos los productos caracterizados.



3.. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Material Vegetal.

la corteza de E. caribaewn fué vecolectada -en Coyuca de Cataldn
a 30 min. de Zihuatanejo, Guerrero, y fué identificada por el Dr.
David Lorence del Instituto de_Bio]ogTa, UNAM,
 Una muestra de referencia se depositd en el Herbario del Ins-
tituto de Biologia, UNAM (éS.V.1976 Col: F. Calzada, E. Castro I).
ET material vegetal se seco en una estufa a una temperatura de

30°C'y se cortd en trozos pequefios.

3.2 Matodos de extraccidn y fraccionamiento.

ET material vegetal se extrajo segin el procedimiento sefialado
en el Esquema 1.

Una parte del extracto metandlico total fué fraccionado siguien
do el procedimiento desérito en el Esquema 2,

ET total del extracto acetato de etilo {104.5 g} se fracciond
-mediante una cromatografia preparativa en columna, utilizando como
adsorbente silica gel (1 Kg, silica gel G 60 Merck 70-230 mailas);
el proceso de elucidn se efectud con cloroformo, cloroformo-etanol
en diferentes proporciones. Se recojieron un total de 801 fraccio-
nes de 500 m1 cada una; cada -fraccidn fué analizada por cromatogra-
fia en capa fina, combindndose aquellas cromatograficamente simila-

res. En la Tabla 3 se resumen los sistémas eluyentes empleados, el
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Material Vegetal (Trozes) .1/

-

1} Extraer con hexano 2/
2) Filtrar
3) Concentrar {n vacuc

el filtrado

Ethacto hexénico ~ Residuo Vegetal

1) Extraer con MeOH 4/
2) Filtrar

3) Concentrar .in vacuo
el filtrado

Residuo Vegetal Extracto metandlico
concentrado 5/

Cantidad de material vegetal 4.5 Kg.

Extraccidn via maceracidn (3 veces por periodos de 2 dias cada
vez, 19.5 1 hexano).

Cantidad total de extracto hexdnico 11 g.

Extraccién via maceracion (3 veces por periodos de 2 dias cada
vez, 17.5 1 de metanol).

Cantidad total de extracto metandlico 1.3657 Kg.

Esquema 1. Extraccidn de la corteza de E, caribacum Jacq.



.- Extracto metané]ico. 1/

Particidn
acetato de eti1o-H20 2/

s

FASE ACUOSA FASE ORGANICA

Concentracion
in vacuo

Extracto de acetato de
etilo concentrado 3/

1/ 382 g de extracto metandlico se disolvieron en 650 ml de agua
destilada~200 mi de MeOH.

2/ Cantidad de acetato de etilo: 2.5 1. se usé un extractor
Tiquido-1iquido, para 1iquidos mencs densos que el agua.

3/ Peso del extracto de acetato de etilo concentrado: 104.5 g.

Esquema 2. Fraccionamiento preliminar del extracto metandlico de
E. caiibacum Jacq.

'61.’7



nimero de' fracciones eluidas'coﬁ cada uno de ellos y las fracciones
combinadas.

Del extracto metandlico de la corteza desengrasada ﬁrecipitd
un polvo c¢ristalino de color amarilio que después de los andlisis
pertinentes se identificd como manitol (Calzada, 1987).

De 1a fase orgdnica procedente del proceso de particidn acetafo
de etilo-aqua, cristalizé un séiido, que fué filtrado y purificado.
Para su identificacién se recurrid a la determinacidn de datos fisi-
€0s y espectroscopicos, asi como reacciones quimicas. El compuesto
fué caracterizado como 5-0-8, D-galactosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-

- 4-fenilcoumarina (Calzada, 1987}.

3.3 Andlisis Cromatogrdficos.

Los andlisis cromatogrdficos en capa fina se efectuaron siguien
do las técnfcas convencionates utilizando placas de vidrio recubier-
tas delgel de silice (silica gel 60 GFy5y> Merck), varios sistemas
de eluyentes y diferentes agentes cromogénicos.

Los sistemas de eluyentes y reactivos reveladores empleados se

encuentran resumidos en la Tabla 3.

3.4 Aislamiento y purificacidn de los compuestos.

3.4.1 Obtencidon del anisaldehido, 53.

De las fracciones 11-13 de la columna de la Tabla 4, se obtuvo

un 1iquido amarillo, el cual fué purificado mediante una cromatogra~

62,



Tabla 3. Sistowa de eluyentes y agentes cromogdnicos utilizados para los
i andlisis cromatogrdficos en capa fina.

SISTEMA

" SISTEMA DE ELUYENTES

63.

o DE ELUYENTES  COMPOSICION PROPORCIOH REFERENCIA

1 {sopropanol AcDEE-H,0 B3:11:6 sthal, 1969
11 MeOH-CHCI3—acetona-NH40H(c) 42:16,5:25:16.6 "
I CHC13-M20H 60:40 "
143 Acetona-HZO 90:10 "
v Acetona-HZO-CHCI3-HeOH 75:5;10:10 B
VI n-Propanol«HZO 85:15 "
VI CHC13-MeOH 90:10 "

vin n-Butanol-AcOH-HZG 4:1:5 Kirchner, 1978

|93 Benceno-acetona 90:10 "
b Benceno-AcDH-acetona 17:1:2 *
X1 Benceno-EtOH ' 92:8 "

X1 n-Butano]-AcOH-HZO 6:2:2 Stahl, 1969
Xt . CHC13 . 1 -
v CHC]a—EtOH 8:2 -

AGEHTES CROMOGENICOS*
3 REACTIVO COMPASICION REFERENCIA

Sdnchez-Yiesca, 1967
Stahl, 1969

Acido sulfiirico (A) Acido sulfirico 0.4N

12 g de sulfato cérico

22.2 ml de H7504 concentrado

350 g de hielo

G.5'ml de anisaldehida
9 ml de etanol

. 0.5 ml de Hz504 concentrado
1.0 ml de &cido acético

. Sulfato cérico (B)

Anisaldehido (C) Sthal, 1969

*En todos los casos antes de revelar con el agente cromogénico se procedid a
visualizar las placas de U.V. {onda corta y larga



_Tabla 4. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del
extracto acetato de etilo de la Excstema caribaeum.

Eluyente Proporcidn No. de Fracciones la. Combinacidn de 2a. Combinacidn de
Fracciones Fracciones

CHCl3 100 ' 1- 14 1- 8
9- 10
. 11- 13 11- 13
CHC13-Et0H 99.5:0.5 15- 45 14- 17 .
18- 29 ’
30- 32 30- 32
33- 34 33- 38
35- 38 -
' . 39- 43 39~ 56
CHC13-EtOH 99:1 46~ 68 44- 46
47- 50
51- 56
. : : ' 57- 64 57- 64
CHC13-Et0H 98:2 69- 90 65- 75 65-149
: 76- 84
‘ 85- 90
CHC]S-EtOH ' 97:3 91-116 91-108
CHC]3-EtOH 95:5 117-296 109-133
: 134-149 .
150-180 : 150-207
181-182 .
183-207 o
208 208-304
209-235
236-246
247-264
265-274
275-282
283-291
292-295

‘¥9



-Tabla 4. Resumen del fraccionamienté via cromatografia en columna del
extracto acetato de etilo de la Exostema caribaeum. (Continuacidn).

Eluyente Proporcidn No de Fracciones la. Combinacidn de 2a. Combinacidn de
Fracciones Fracciones

CHCl4-EtOR -~ 90:10 297-625 296-304 .
305-316 305-462
317-327 . _
328-355
356-364 ‘
365-373 :
374-383
384-407
408
409-462
463-470 463-614
471-488
489-497
498-535
536-542
543-545
. : 546-614
CHC1 5~E£OH 85:15 626-753 615-645 © 615-645
f 646-664 646-664
665-673 665-703
674-689
690-694
695-703
704-745
746-748 : '
CHC1 5-EtOH 75:25 756-762 749-761 749-761
CHC13-EtOH 65:35 763-766 762-801 762-801

CHC]%-EtOH 50:50 767-801

- *G9
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fia preparativa en capa fina sobre silica gel, utilizando como fase
 mbvil hexano: metanol 9:1. Al cabo del proceso se obtuvieron

48,0 mg(0.0038%) de 53.

3.4.2 Obtencidn de la 5,7,4-trimetoxi-4-fenilcoumarina 99:

-Las fracciones 14-17 (90 mg) (0.007%) de la Tabla 4, se recro-
matografiaron en una columna empacada con 6.94 g de silica gel, la
é1uc16n se inicié con hexano, posteriormente con hexang-cloroformo
(70:30) y finalmente con acetato de etilo. Se recolectaron 10 frac

ciones de 5 ml1 cada una. De las fracciones 10-13 se obtuvieron

27.5 mg de un compuesto cristalino de color blanco de p.f. 150-152°C,

fluorescente al U.V.

3.4.3 Obtencion de la 3'5-dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenilcoumarina 54,

De Tas fracciones 38-50 de 1a co1ﬁmna de la Tabla 4, se obtuvo
un polvo fino de color amarillo de p.f. 225-226°C. Lla cantidad to-

tal del producto fué de 155 mg (0.012%).

3.4.4 Obtencién de la 5'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-5,2' -oxido-
coumarina 55,
De Tas fracciones 59-73 (ver Tabla 4} se obtuvo un polvo cris-
talino amarillo-verdoso de p.f. 273-274°C (etanol). La cantidad to-
tal fué de 542 mg (0.043%).
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3.4.5 Obtencidn de B-sitoétero] 56 y de la 4',5'-dihidroxi-7—metox1-

4—fenif-5,2‘-oxidocoumarina 52,

5e las fracciones 150-304 (381 mg) de 1a columna de la Tabla 4
se recromatografiaron en una columna empacada con 46 Q de gel de '
silice; 1a elucién se inicié con CHC14, posteriormente con'CHC13-
MeOH (99:1), cloroformo con cantidades crecientes de metanol (98:2;
95:5; 90:10; 10). Se colectaron 106 fracciones de 50 ml cada una.

De las fracciones 62-65, eluidas con CHC13-Me0H 95:5 se obtuve
un polvo blanco 56 que fud recristalizado de MeOH hasta punto de fu-
sidn constante (PF: 140°C). E1 rendimiento total de 56 fué de 10 mg
(0.00079%).

De las fracciones 71-77 j 83-91 eluidas con CHCT4-MeOH 95:5, .
de esta misma columna se obtuvo un polvo amarillo cristalino que -
Tuego de varias recristalizaciones de MeOH origind unas agujas cris-
talinas de pf>300°C. La cantidad total obtenida del compuesto 52
fué de 18.9 mg (0.0015%).

3.4.6 Obtencidn de la 5-0-6"-acetil-g-D-galactosii-3',4'-dihidroxi-

7-metoxi-4-fenilcoumarina 57.
De las fracciones 296-316 Tabla 4 se obtuvo un polvo cristalino
blanco en forma de agujas pequefias de p.f. 215-22°C. La cantidad
total de producto fué de 545.9 mg (0.043%).

3.4.7 Obtencign de Ta 7,4',5' -trihidroxi-4-fenil-5,2' -oxidocoumarina 58.

~

De las fracciones 328-346 de 1a columna original se obtuvo un



compuesto, 48.9 mg (0.0038%) de color amarillo oro de p.f. >300°C.

3.4.8 Obtencidn de la S-QTB-§1ucosi1-3',4'-dihidroxi-7-metoxi¥4-
fenilcoumarina 59.
De 1as fracciones 400-442 de 1a columna original se obtuvieron

903.6 mg (0.071%) de un polvo cristalino de color amarillo claro

de p.f. 237-238 (MeOH).

3.4.9 Obtencidn de 1a 5-0-p-galactosil-4',7-dimetoxi-4-fenil-

coumarina 60.

De las fracciones 305-462 de la columna de la Tabla 4 se obtu-
vo un polvo amarillo-verdoso, el cual se recristalizé sucesivamente
con metanol, obteniéndose finalmente unos cristales de color ama-

rillo 50.0 mg (0.0039%) de p.f. 217-221°C.

3.5, Caracterizacion de Tos compuestos aislados.

3.5.1 Determinacidn de las constantes fisicas y espectroscépicas.

Los puntos de fusidn fueron determinados en un aparato Fisher-
Johnes, se reportan sin corregir; los espectros de IR fueron regis-

trados en un instrumento Nicolet FT-JR5X de un solo haz en pastilla
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" de KBr por el Sr.‘AIejan&ro Correa de la Compaiiia Negromex, S.A.
Los espectros de U.V. se obtuvieron en un éspectrofotémetro de do-
ble haz Hitachi 220-5. Los espectros de masas fueron obtenidos en
un aparato Hitachi-Perkin Elmer RMU-6D en el Instituto de Quimica
dé Ta UNAM. Los espectros de RMNP se determinaro en un espectrofo-
toémetro FT-80 Varian utiiizando como disolvente: CDC13, DMSd-d6 y
piridina—d5 Yy como referencia interna TVS.

Los espectros de RNC '3 se determinaron en un espectrdmetro
Jeol FX90Q,utilizando como disolvente DMSO-d6 y como referencia
™S y Tos espegtros de RMN-P de los compuestos 54, 55 y 61 se deter-
minaron en un espectrémetro Jeo] FX-90Q, utilizando como disolvente
CDC]B, DMSO-d6 y piridinaids respectivamente y como referencia in-
terna TMS, por el Ing. Guillermo Uribe del Departamento de Quimica
del CINVESTAV del IPN.

13 del compuesto 55 fué realizado en el la-

El espeétro de RMNC
boratorio de Resonancia-Magnética Nuclear del Departamento de Qui-
mica Farmacéutica de la Universidad de Purdue, Indiana, U.S.A.

Los andlisis elementales se realizaron en Galbraith Laboratories

Inc., Knoxville, Tenn, U.S.A.

. 3.5.2 Prueba de Molisch para carbohidratos.

A -una pequefia cantidad de cada uno de 1os compuestos siguientes:
57, 59 y 60 se disolvieron en 3 ml de agua destilada, separadamente
se Tes adiciond 1 ml de solucidn reactivo de a-naftol (10% en etanol)

~

y seguidamente se agregaron por las paredes de cada uno de los tubos



=70,

2 gotas de &cido sulfiirice concentrado, observdndose una coloracién

violeta en la interfase de los 1iquidos. La coloracidn observada
era indicativa de una prueba positiva para carbohidratos en los

tres casos.

3.5.3 Hidrélisis dcida del compuesto 57.

Para efectuar 1a hidrélisis dcida del compuesto 57 se disol-
vieron 100 mg del compuesto en 200 m1 de dcido clorhidrico 2N.y la
mezcla de reaccidn se reflujo durante 3 horas. Al cabo de l1a reac-
cidn se separd por fi1traci6n, un producto amarillo que se lavd
sucesivamente con varias fracciones de agua destilada. La canti-
dad obtenida del producto amariilo fué de 50.4 mg. ET término de
Ta hidrdlisis fué verificado cromatograficamente utilizando los
sistemas I, III, VII, VIII, XII y XIV y los agentes cromogénicos

B y C de Ta Tabla 3.

3.5.4 Hidrdlisis dcida del compuesto 53.

Para efectuar la hidrdlisis dcida del compuesto 58 se disol-
vieron 56.2 mg del compuesto en 2 m1 de dcido sulfﬁrico 2N y la
mezcla de reaccidn se reflujé durante 3 horas. Al cabo de la reac
cibn se separd por fi]traciéﬁ un producto amari11o’que se lavd su-
cesivamente con varias fracciones de agua_desti1ada. La canfidad
obtenida del producto amarillo fué.dg 13.3 mg. El término de la
hidrélisis fué verificado como se describig en el punto anterior

3.4.3.
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3.5.5 Hidrélisis enzimdtica del compuesto 60 con cellulasa.

A 4 mg del compuesto 60 se agregd 1 m! de agua destiiada con
40 m1 de cellulasa (Sigma, tipo I), se incubd a 36°C durante 72
horas, El término de la hidrdlisis fué verificado cromatogrifi-
camente utilizando el sistema XIV y el agente cromogénico B de la
Tabla 3. A7 cabo de ese tiempa 1a mezcla fué sﬁjeta a extraccidn
convencional. Finalmente 1a aglicona 60A fué separada.de1 extrac
to clorofdrmico anterior via una cromatografia preparaiiva en capa
fina en siljca gel, utilizando dos placas de 20 X 20 y como eluyen-
te CHC]3:Me0H 8:2,

En Ta Tabla 5 se indican los compuestos sometidos a hidrdlisis,

el rendimiento de Jos productos obtenidos y sus puntos de fusidn.

Tabla 5. Hidrélisis de los compuestos 57, 59 y 60.

Compuesto Cantidad de Producto Cantidad del Punto de fusidn
compuesto producto del producto de
hidrolizado hidrélisis -

57* 100 mg 57A 50.4 mg 133-135°C

59% 56.2 mg 574 13.3 mg 128-130°C

60%* 4 mg 60A Jp—— —_—
*Acida

**Enzimdtica.
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La presencia de galactosa o glucosa fué identificada por medio
de cromatograf?é en capa fina utilizando los sistemas I, VIII, XII

y los agentes cromogénicos B, C-de 1a Tabla 3.

Como patrones de referencia se utilizaron: arabinosa, fructuo- .

sa, galactosa, glucosa, lactosa, manitol, sacarosa, sorbitol, sorbo-

sa y xilosa. .

3.5.6 Hidrdlisis enzimdtica de los compuestos 57, §9 y 60.

A 1 mg de cada uno de los compuesfos 57, 59 y 60 se agregaron
0.5 ml de agua destilada y 1 m1 de g-glucosidasa (Sigma, tipo 1I),
se incubaron a 36°C durante 72 horas. E1 término de la hidrdlisis
se verificd como en el punto 3.5.5. Al cabo de ese tiempo cada una
de las mezclas fué sujeta a extraccidn convencional con cloroformo,
para obtener las agliconas correspondientes. En este caso los azu-
cares se determinaron en la fase acuosa correspondiente como se in-

dico en el punto 3.5.5.

3.5.7 Obtencidn de los derivados metilados.

Para obtener los derivados metilados, se utilizd una solucién
etérea de diazometano. Por cada 100 mg de producto a metilar se
~utilizaron 20 m! de una solucidn etérea de diazometano preparada
con 4 ml de una selucidn acuosa de hidréxido de potasio al 50%,

20 m1 de &ter etilico y 2 g de N-nitroso-N-metilurea. En todos
los casos el producto a metilar se d{so1v16 en 10 ml de metanol;

La mezcla de reaccidn resultante sé dejé reaccionar a tempe-

ratura ambjente durante: 12 horas.



En la Tabla 6 se indican los compuestos sometidos a metilacion,

los rendimientos de los productos obtenidos y sus puntos de fusidn.

Tabla 6. Obtencidn de Tos derivados metilados de los compuestos.

Compuesto  Cantidad del  Producto Cantidad del  Punto de fusién

compuesto producto
obtenido
55 | 160 mg §§A 47.1 g 265°C
54 | 20 mg 54A 12.1 mg 153-155°C
57. 45 mg 578 29.3 mg 105-110°C
58 5 mg 55A 3 mg. 265°C
59 © 30 mg L 19.5 mg 105-110°C

3.5.8 OQObtencién de Jos derivados acetilados.

Para‘formar Tos derivados acetilados se empled 1 ml de anhidri-
do acético y 1 ml de piridina por cada 100 mg de muestra. En todos
los casos la mezcla de reaccién se dejé durante 12 horas a tempera-
tura ambiente y al cabo del tiempo sefialado se procesé de manera

: habitual {Shriner, Fuson-Curtin, 1980).

En 1a Tabla 7 se indican los compuestos que se metilaron, el

rendimiento de los compuestos obtenidos y sus puntos de fusidn.

73.



" Tabla 7. Preparacidn de derivados acetilados de los compuéstos.

Compuesto  Cantidad del Producto Cantidad del Punto de fusidn

compuesto producto
obtenido
55 © 50 mg 558 . 33.7 mg 265-268°C
57 50 mg 57C 61.7 mg 80-95°C
59 30 mg 598 24.4 mg 90-95°C
52 6.8 ng 52 5ng 223-227°C
57A 10 mg 570 8 mg 155-159°C
58 10 mg 58A 13 mg 223-227°C
gi 16.3 mg ggg 23.5 mg

3.6.9 Obtencidon de la 5'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-5,2' -oxido~
coumarina 55 a partir de Ta 5,3'-dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4=-

fenilcoumarina 54.

10 mg del compuesto 54 se disolvieron en 5 ml de una solucidn
metandlica de hidrdxido de potasio al 10%. Posteriormente, a la
mezcla de reaccidn se le adiciond 1 ml de solucidn Ka[ Fe(CN%X]
0.08M y se dejé en reposo durante 3 horas a temperatura ambiente.

_ Al término del periodo anterior el producto se neutralizd con
HC1 0.1N, 1a solucidn neutra se extrajo con 2 porciones de 50 ml
de acetato de etilo; la fase orgén{ca resultante se lavdé con 2
porciones de agua destilada (10 m1 cada una) y finalmente luego de
secar sobre sulfato de sodio aﬁhidro se concentrd {n vacuo. Al

tratar el residuo concentrado anterior con metanol cristalizaron



5 mg de un producto cristalino, idéntico en todos sus aspectos al

producto natural 55.

3.5.10 Transformacidn del compuesto 57A en 52.

25 mg del compuesto, 57A se disolvieron en una solucidn de
metoxido de sodio (15 mg de Na en 3 m1 de MeOH anhidro) 1a mezcla
estuvo en agitacidn por una hora a temperatura ambiente. Al eva-
porarse el disolvente, el residuo fué recristalizado de EtOH para
obtener 14.7 mg del compuesto 52. E1 compuesto resultante era in-
soluble en la mayorfa de disolventes orgdnicos (hexano, acetona,
acetato de etilo, c1ordformo, etanol, metanol); soluble en piridi-
na y presentd un p.f. »300°C. Este producto resulto ser idéntico

(IR, RMNP, EM) al producto natural 52.

.75,
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4. RESULTADOS Y DISCUSION,

.De1 extracto metandlico de la corteza de 1§ E. canibaeun Tuego
~de un fraccionamiento preliminar via una particidn acetato de etilo-
MeOH-agua (12:1:3) y posteriores cromatografias ;obre silica gel,
en co]umna‘o en capa delgada, se obtuvieron diez metabolitos secun-
darios: un compuesto de naturaleza esteroidal (g-sitosterol, 56),
una sustancia aromdtica simple de tipo C6—Cl (anisaldehido, 53) y
ocho 4-fenilcoumarinas. Las coumarinés fueron caracterizadas como:
5-0-[ 6"-aceti1-g-D-galactosil ]-3',4' -dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-
coumarina, 57; 5-0-g-D-glucosii-3',4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-
coumarina, 59; S-Q;B—D-galactosi1-7,4‘-dimetox1—4-fenﬁ1coumaf1na,
60; 3,4-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-5,2'-oxidocoumarina, 52; 7,3'.4'-
trihidroxi-4-fenil-5,2'-oxidocoumarina, 58; 3'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-
4-fenil-5,2'-oxidocoumarina 55; 5,3'-dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-
coumarina, 54 y 5,7,4'itrimetoxi-4-feni]coumarina, 40. Los compues-
En la Tabla 8 se resumen Tos compuestos aislados y sus respecti-

vos rendimientos.



Tabla 8. Rendimiento de Tos compuestos aislados.

Compuesto

Nombre Quimico
57*
59*
60
52%
58%
55*
54*
40
53
56

Rendimiento

545.9 mg (0.043%)

903.6 mg (0.071%)

50.0 mg (0.0039%)

48.9 mg (0.0038%)

542.0 mg (0.043%)

0.012%)

(

(

(
18.9 mg (0.0015%)

(

(

155.0 mg (

(

90.0 mg (0.007%)

48,0 Mg (0.0038%)

10.0 mg (0.00079%)

*Nuevos productos naturales.

1]
En general, la caracterizacion de los productos obtenidos se

71

realizd mediante la combinacidn de métodos quimicos y espectroscdpi-

c0s y su discusidn serd el objetivo fundamental de la presente sec-

cidn.

Es de hacer notar que la secuencia en que se realizara la mis-
ma no es indicativo del orden en que fueron obtenidos en Tos proce-

505 cromatogrdficos, sino mds bien de acuerdo a l1a complejidad y

-

similitud estructural de los metabolitos.
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4.1 Identificacidn de 1a 5-0-[ 6"-acetil-g-D-galactosil ]-3',4'-

dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina, 57.

De las fracciones 296-316 de la columna cromatografica de la
Tabla 4 (ver seccién experimental) cristalizaron 545.9 mg de un sd-
1ido de color amarilio, soluble en metanol, etanol y parcialmente
soluble en acetato de etilo. Pas constantes fisicas y espectrosco-
picas de esta sustancia, asf como su estructura, se resumen en la
Tabla 9.

Las caracteristicas de solubilidad del compuesto 57 asi como su
comportamiento frente al reactive de Molisch sugirieron su naturale-
za glicosidica.

El andlisis cromatogréfiéo de los productos obtenidos al tratar
una peguefia cantidad del producto natural 57 con HCT 2N confirméron
su cardcter glicosidico. Dicho andlisis se realizé en placas de
silica gel y mediante los sistemas I, VIII y XII de la Tabla 3. En
todos los casos se detectd a Ta galactosa como {inico carbohidrato
presente y a otra sustancia de menor polaridad que-e] producto ori-
ginal 57.

Ante la demostracién que el compuesto 57 era un glicdsido, su
formula molecular se determiné mediante un andlisis elemental como
C24H24011, 1o cual permite un indice de insaturacidn de 13.

El espectro IR (Espectro 2) presentd bandas caracteristicas pa-
ra hidroxilos libres y combinados (3467, 3409, 3395 cm !), carbonilo

de acetato {1730 cm'l), carbonilo de a-pirona (1695 cm'l), y aroma-



Tabla 9.
MeO 0..2°
~
CHZOAc
HO o o©
HH H
H H OH

Constantes fisicas y espectroscopicas de la 5-0- [ 6"-acetil-g- D-galactusﬂ ]

3',4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina. 57.

P.M.

P.F.

o AMeDH

max
kBr -1

IR Vmax 0

m (Yog €)

RMNP (DMSO-ds, 8)

RUNP (Piridina-dg, 6)

Rt (Duso-dg, )

A.E. Calc.
Enc.

504

215-220°C
218 (4.14), 258 (3.95), 328 (4.34)

3467, 3409, 3395, 2918, 1730, 1695, 1536, 1614, 1442,

1355, 1258, 1072, 1047

6.5-6.8 (m 5H H-6, H-8, H-2', H-5',
4.63 (d J=8 Hz 1H H-1"), 3.95 (m 28 H-6"), 3.75 {s 3H
-0CH3), 2.8-3.6 (m H-2"-H-5"), 1.96 (s 3H CHy-CO-)

-7.33 {d J=3 Hz 1H H-2'), 7,10 {d 0=8 Hz IH H-5'), 6.98
(d J=3 Hz 1H H-6), 6.87 (dd J=8.3 Hz I1H H-6'), 6.61

(d J=3 Hz 1K H-8), 6.17 (s 1H H-3), 4.5-5.25 (m}, 4.05-
4.25 (m}, 3.77 (s 3H -OCH3), 2.09 (s 34 CHS-CO-)

170.12 (s CHy-CO-), 162.66 (s C-7), 159.46 (s C-2),
156,37 {s C-4), 155.67 (s C-8a), 155.36 (s C-5), 145.75

{s C-4'), 144.13 (s C-3'}, 130.44 (s C-1'), 119.17 {d, C-6')
115.54 (d C-5'), 114.76 (d C-2'}, 112,28 (d C-3), 103,50

(s C-4a), 100.8 {d C-1"}, 98.94 (d C-6),
72.81 (d C-5"), 72.66 {d C~3"), 70.06 (d C-2"), 68.22 {d,
¢-4"), 63.52 (t, C-6"), 55.88 (c 7 He0), 20.35 (C CH,-CO-)

57,148 4,76y
Cs6.001  Ma.732

H-6'), 5.76 {s 1H H-3),

V13 ume

SIS3L ¥1S3

Yollenaig
3Be oy

) :3{3 !!¥Y?1$
: 51t sl

":E!ﬂi!&l o S

c"

‘6L



3INvVadosay

L -
=
~
o
=
O~
| (=)
0- .
.——
n.w.
c
Q
o
[ e}
o L6926°1 =82
4
[
L [ &) -
@m
A
[£2]
E -
£8BEZ "1 =BGZ
" t 1 L i IJ,/ .{.l
Tg] m n o mn o in
™ i\ - "

gcs

008

0oL

00s

00S

00y .

0O0E

8]07
061

80.

WAVELENGTH (nm)



o
—
-
o
N
™~
£s2° tea
—_— .
omc.TmmN.m
Dnr B6L1 %W%M«.,—ﬂ |.H .
e P fMAdnangmmmrn 2921
ST T EPE TS
= 096°2h#1 O
—_— " ™
il
950:-95S1 ., oMY
- ) «
hhL OELL O1S75pSt !
O °
o 1§
© et
O o
S~ =
O . oz
. ] 6 —.F
v N >
A
o o
18] ™~
X -~
o
z
[
u o
(00]
€S2°SBIE . b —t
m
N )
10L°80HE o
9E1°994E & o
5 oLa
G 1m
<]
! Q
' o
— T T T T T T o
. +
L LL 1°69 S°09 6°19 E'EH L® RE 1°32

JONYLLIWSNGYL %




82.

ticidad (1536, 1402 cm™}).

Los espectros de RMNP en piridina-d5 y DMSO-D6 (Espeétros 3y4d
respectivamente} indicaron:

a) La naturaleza glicosidica del compuesto ya que a & 4.63, en
el caso del espectro en DMSO d6’ se observd .un doblete (J=8Hz) caragi
teristico para el carbdn anomérico del azlcar.

-b) Su cardcter aromatico debido a 1a presencia de sefiales por
debajo de s 6.5. En el caso del espectro en piridinaéd5, como se
puede apreciar en 1a Figura 8, se observd claramente un sistema ABC
para un anillo aromdtico trisustituido [[& 7.33 (d, J=3Hz), & 7.10
(d J=8Hz), & 6.87 (dd J=8.3Hz) ] y dos sefales dobles para dos pro-
tones meta relacionados a juzgar por el valor de la constante de aco

plamiento [ 8 6.98 (d, J=3Hz) y 6 6.61 (d, J=3Hz) .

' Figura 8. Regidén_aromdtica del compuesto 57.
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Asi mismo, ambos espectros de RMNP mostraron las sefiales restan-
tes para la porcién azucarada , un singulete caracteristico para un
métoxiio unido a un anillo aromdtico (& 3.75, Espectro 3 y & 3.77,
Espectro 4), un singulete que integraba pafa un protdn asignable

- a un hidrégeno vinilico, Q al grupo carbonilo en un sistema conjuga-
do [65.7 (Espectro 3) y & 6.17 (Espectro 4) | y por dltimo un sin-
gulete tipico del metilo de un‘grupo acétoxi [61.96 en el Espectro
3y §2.09 en el Espectro 4 .

E1 tratamiento del glicdsido con anhidrido acético y piridina
permitid obtener el derivado hexaacetilado 57c, cuyas caracteristi-

- cas fisicas'y espectroscipicas se resumén en la Tabla 10. La obten-
cidn de éste producto no solo confirmé la presencia de uﬁa sola uni-
dad de hexosa en la molécula, sino también permitié establecer el
cardcter difenblico del glicosido ya que en el espectro en CDC]3
(Espectro 7) se observaron sefiales para dos acetatos fendlicos a

§ 2.28,

La informacidn anterior, en conjunto con los miximos de absor-
¢idn registrados en el espectro U.V. (Espectro 1) (Reher y Krauss,
1984) y Ta flourescencia azul observada al visualizar las cromato-
placas bajo Tuz U.V., onda Targa, permitieron QUgerir que el com-
puesto eré el galactosido de una metoxi-4-fenilcoumarina difendli-
ca, y que posefa ademds un grupo acetato, unido posiblemente a la
porcion azucarada en virtud al desplazamiento quimico, observado
para el metilo del acetato en el compuesto original (§ 1.96).

13 (

E1 espectro de RMN C Espectro 5), el cual presentd sefiales



Tabla 10. Constantes fisicas y espectroscdpicas de la 5-D-8-D-hexacetoxi-galactosil- - i
3',4' -diacetoxi~7-metoxi-4-fenilcoumarina, 57¢C.

MeO p.H. | 714 )
P.F. 80-95°C
QAc -
¢, R vggi el 3121, 2828, 1753, 1616, 1566, 1433, 1417, 1370, 1363,
AcO 1017, 903 Espectro 6
¢ H :
Y RHNP (CEZ15, 6) 7.15-7.20 {n 3 H-2', H-5', H-6'), 6.65 {d J=3 Hz 1H K-6),
bodae 6.53 (d J=3 Hz 1H K-B), 6.15 (s 1 H=3), 4.5-5.30 (m),

3.29-4.25 (m), 3.85 (s 3H OCHy), 2.28 (s 6H CHy~C0-),
2.28 (s 3H CH3-C0-). 1.99 (s 3H CH3-C0-), 1.92 (s 3H CH3-C0-)
1.85 {s 3H CH3-C0-) - Espectro 7

RMNP (Piridina-ds, 6) 7.15-7.55 (m 3H H~2', H-5', H-6'), 6.84 (d J=3 Hz 1H H-6)
6.68 (d J=3 Hz 14 H-8), 6.05 (s 1H H-3), 5,16 (d J=8 Hz
IH H-1"), 5.9-5,75 {m), 4.35 (5 3H H-6"), 3.76 (s 3H OCHa),
2.30 (s 34 CH3-CO-), 2.28 (s 3H CH3-C0-), 2.20 (s 3H
CH3-C0-), 2,10 (s 3H CH3-C0-), 2.0 (s 3K CH3-CO-), 1,95
(s 3H CH3-CO-) . Espectro 8

‘98
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para veinticuatro carbonos, en concordancia con la férmula molecular,
confirmé adn mis la hipdtesis anterior: de las 24 sefiales observadas
las resonancias a & 100.8, 70.06, 72.66, 68.22,. 72.81, 63.52,.20.35
y 170.12 demostraron inequivocamente que 1a porcidn azucarada pre-
sente en el compuesto era la 6"-acetilgalactosa.

La asignacidn de las resonancias anteriores se hizo en base a
Tos siguientes criterios:

a) Conparacidn de los desplazamientos quimicos previamente ob-
servados con aquellos descritos en 1a 1iteratura para Ta porcidn
azucarada de otros 0-glicdsidos de compuestos aromdticos (Chopin,
1977; Mérkham, 1982; Mata, et af, 1987), algunos de 105'éua1es se
resumen en la Tabla 11.

b) Considerando que la sefial de Tos carbonos acilados en un
aziicar se encuentran desplazados a campos 1igeramente mds bajos
(aproximadamente 2-3 ppm) que los normales, y que las sefiales de
Tos carbonos adyacentes al acetilado resuenan a frecuencias mas

altas (a 1 a 3 ppm) (Markham, 1982).
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Tabla li. Resonancias de 013 de la porcidn azucarada de algunos
flavonoides 0 glicosidos (Markham, 1978) y del compuesto
3*(Calzada, 1987). '

Tipo de azlcar c-1 C-2 C-3 Cc-4 C-5 C-6
Glucosa (A) 100.0 73.3 76.6 69.8 77.4 60.9
Glucosa (B) 100.4 73.3 76.6 70.0 77.3‘ 61.0
Galactosa (C) 101.6 71.3 73.4 68.0 75.8 61.0
Galactosa (D) 102.5 71.4 73.4 68.1 75.9 60.1
Ramnosa (E) 101.9 70.4 70.6 71.5 70.1 17.3
Ramnosa (F) 100.8 70.4 70.8 72.0 68.2 17.6

Acido glucurénico (G) 101.1 73.7 75.9 71.3 75.9 169.7
*Galactosa (H) 101.1  70.13 73.0 68,10 75.9 60.4

Si a la sefial correspondiente al C-6 de cualquiera de 1os tres
modelos C, Dy H de 1a Tabla il se la adiciona 3 ppm por efecto de
acilacion se obtienen resonancias de & 63.8, 63.1 y 63.4 respecti-
vamente. Por otra parte,la sustraccion de 3 ppm de la sefial corres-
pondiente al C-5 (carbono o) daria resonancias del ordeﬁ de 72 ppm.
Estos valores calculados para C-6" y C-5" estdn en concordancia con

13 ger compuesto 57 y

los valores observados en el espectro de RMNC
permitieron concluir inequivocamente- que el hidroxilo en C-6 de la
galactosa se encuentra formando un acetato.

Las absorciones a § 159.46, 156.37 y 112.28 confirmaron los
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carbonos C-2, C-4 y C-3 respedtivamente de 1a porcién «-pirona de
una fenilcoumarina (Pelter, 1976). Finalmente de las trece sefiales
restantes, el cuarteto a ¢ 55.88 correspondia al grupo metoxilo y
las otras doce a los carbonos aromaticos de esqueleto basico. La
multiplicidad observada para estas @1timas indicé que uno- de los
anillos bencénicos debfa ser trisustituido y el otro tetrasustituf-
do. Finalmente, los desplazam%entos quimicos de los singuletes a
§ 162.66, 15567, 155,36, 145.75 y 144.13 correspondian a carbonas
cuaternarios unidos a oxigenos; uno de estos debia corresponder a
C-8a, el otro al carbono base del metoxilo, un tercero al barbono
unido a 1a acetil-galactosa a través de un enlace 0-glicosidico y
Tas dos restantes a los carbonos base de los hidroxilos fenglicos.

Al efectuar 1a hidrdlisis dcida utilizando mayor cantidad del
glicosido fué pqsible aislar 1a aglicona correspondiente 57A.
Este compuesto se obtuvo como un s61ido amarillo de p.f. = 138-140°C
y sus constantes fisicas y espectroscdpicas se indican en la
Tabla 12. |

E1 analisis de los datos resumidos en la Tabla 12 permitieron
concluir que esta aglicona era idéntica a la descrita para
el compuesto 3 (Calzada, 1987; Mata, et al, 1987). La estructura de
la misma se indica en la Tabla 12.

Las caracteristicas espectrospépicas mis importantes observadas
para la aglicona 57A fueron las siguientes:

‘a) E1 espectro de masas ﬁresenté los fragmentos caracterfstiéos

de una 4-fenilcoumarina, observdandose jones importantes a m/z 300
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Tabla 12. Constantes fisicas y espectroscopicas de la 5,3',4' -trihidroxi-7-metoxi~4-
fenilcoumarina. 57A.

P.M, 300

P.F. 138-140°C
0O EMIE m/z (%) 300 (i, 100), 272 (38), 257 (22.9), 127 (5), 69 (10) .
Oz o
2 - _
w e o 218, 260, 330 o ' Espectro 9
w®okor 3186-3400, 1665, 1626, 1589, 1434, 1379, 1345, 1294,
1202, 1155, 1087 Espectro 10

RMNP (60MHZ, CDC'|3- 6.79 (d J=8 Hz 1H H-5'), 6.77 (d J=3 Hz 1H H-2'), 6.62
DMSO-dG. §) (dd 9=8,3 Hz H-6'), 6.37 (d J=3 Hz M H-8), 6.24 (d J=3 Hz
H-6), 5.78 (s 1H H-3), 3.84 (s 3H OCHR)._ ) Espectro 11

RMNP (80 MHz,Piridina-  7.24 (d 1K J=2.5 Hz), 7.06 (d 1H J=8 Hz), 6.90 (dd, 1R

d5, 3) J=8.3 Hz), 6.58 (d 1H J=2.5 Hz), 6.48 (d 1H J=2.5 Hz),

6.60 (s 1H H-3), 3.70 (s 3H -OMe) ] Espectro 12
Ranct3 {100 miz, 162.7 {s C-7), 160.0 (s C-2), 156.81 (c C-4), 156.20
DMSO-dﬁ. 5) (s C-5), 157.03 (s C-8a), 145,70 (s C-4'}, 144.20 (s C-3'),

130,44 (s C-1'), 118.94 (d C-6'), 115.60 (d C-5'), 114.72
(d c-2'), 110.64 {d c-3), 102.02 (s c-4a), 98.30 (d c-6),
92.90 (d C-8), 55.60 (¢ 7-Me0) Espectro 13

“v6
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(M+, pico base); a m/z 272'(M+-C0) Yy a m/z 257 (M+—C0-15); el frag-
mento a 272 resuito de la pérdida de una molécula neutra de mondxido
de carbono para originar un catién benzofurano,.tal como se indica

en la Figura 9. (Donnelly, 1968).

Mt,300

Figura 9. Patrdn de fragmentacidn de una 4-fenilcoumarina.

b) E1 espectro de RMNC13 (Espectro 13) mostrd sefiales para 16
dtomos de carbono y diferia fundamentaimente del espectro del gli-

cbsido en la ausencia de las sefiales caracteristicas de la acetil

galactosa.
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¢) E1 espectro de U.V. (Espectro 9) mostrd esencialmente los
mismos mdximos de absorcién que el glicésido. ’

d) Los espectros de RMNP en piridina—d5 y CDC13-DMSO-c_i6 (Espec-
tros 12 y 11) presentaron al igual que los correspondientes del gli-
cosido.

d.1) E1 singulete de metox{]o [ (6 3.70 en el espectro de piri-
dina-dg y § 3.84 en el espectro en COC1,-DNSO-dg) 7.

d.2) El singulete correspondiente al H-3 (8 6.06:y & 5.78 res-
pectivamente) de Ta estructura tipo. |

d.3) E1 sistema ABC de un anillo aromatico trisustitufdo (5 6.9,

dd, J=8.2Hz; 6 7.06 d, J=8Hz; & 7.24, d, J=2.5Hz en el caso del es-

pectro en piridina-dB) como se puede apreciar en la Figura 10.

\

Figura 10. Regidn aromdtica del compuesto 57A en piridina y en
DMSO-dﬁ-CD€13.
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d.4) Un sistema AB formado por los dos protones meta re]ac{ona-
dos del aniilo A (5 6.48 y 6.58, d, J=2.5Hz en el espectro en piri-
dina-d. y § 6.24 y 6.37, d, J=30Hz en el espectro en CDC13-DMSO-d6).

La acetilacidn de T1a aglicona con anhidrido acétifo‘y piridina
origind el derivado triacetilado 57D cuyas constantes fisicas y es-
pectroscépicas se resumen en la Tabla 13.

El desp1azamiento a campo.més alto para la absorcidn de uno de
Tos metilos de acetato (& 1.59) del derivado triacetilado 57Dy Ta
ausencia de este efecto diamagnético en las sefiales correspondientes
a los metilos de Tos grupos acetoxi del derivado hexacetilado 57C
del glicosido, permitieron concluir que el enlace O-glicosidico se
formaba entre el hidroxilo del carbono anomérico del azicar
y el hidroxilo fendlico ubicado en el carbono 5 de la aglicona.

La absorcion a campo mds altos de 1os usuales para uno de los
acetoxilos del derivado 57D, se debe a que cualquier subtituyente
en la posicidn C-5 de una 4-fenilcoumarina se encuentra protegido
por 1a nube electrdnica del anillo de la posicion C-4. Este fenilo
se encuentra perpéndicu]ar al plano de la benzopirona, de tal mane-
ra que el sustituyente en C-5 estard siempre sobre 1a nube electrod-

nica del mismo. Este efecto se ilustra en la Figura 11.



Tabla 13. Constantes fisicas y espectroscépicas de la 5,3',4'~triacetoxi-7-metoxi-
4-fenilcoumarina. 57D, )

=20
MeO O\7 p.M. 426 .
7
P.F. 155-159°C
AcQO IR v,‘;g; el 1777, 1763, 1724, 1620, 1506, 1430, 1371, 1345, 1212, Espectro 14
' 1156, 1068, 908
OAC maw (coc1, o) 7.10-7.30 (m 3H H-3', H-5', He6'), 6.82 (d J=3 Hz 1H
ACO "H-6), 6.48 (d J=3 Kz 14 H-8), 6.07 (s 1H H-3), 3.83
(s 3H OMe), 2.30 (s 3H C-3' CH,C0-), 2.30 {s 3H ¢-4'
) CHaC0-), 1.59 (s 3H C-5 CH,L0-) Espectro 15

‘g0t
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Figura 11. Efecto protector del 4-arilo sobre sustituyentes en la

posicién C-5 de la arilcoumarina.

Una vez establecido el punto de unidn del aziicar a la fenilcou-
marina, solo restaba establecer 1a naturaleza del enlace. En este
sentido Ta magnitud de la constante de acoplamiento (J=8Hz) observa-
do para el protdn anomérico permit}é_concluir que el enlace era de
naturaleza g-glicosidico. Esta observacion fué congruente con los

resultados observados al hidrolizar el glicOsido deacetilado con
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una B-glucosidasa (ver seccidn exper%menta]).

En conc]dsién 1a informacién presentada permitié establecer dué
la estructura del compuesto 57 era el 5-0- 6"-acetil-g-D-galacto-
sil- ]-3',4'-dihfdroxi-7-metox1-4—feni1coumar1na el cual representa

un nuevo producto natural.

4.2 Identificacién de la 5-Q;B—D-glucosil—3',4'-dihidroxi-7-metoxi—

4-fenilcoumarina, 59.

De las.fracciones 400-442 de 1a columna de la Tabla 4 (ver sec-
cifn experimental) crista]fzé en forma espontanea un compuesto de
color crema. Su formula molecular se‘éstab1eci6 como C22H22011 me-
diante un ané]jsis e]ementa].'ﬂLas constantes fisicas y espectroscd-
picas del mismo y su estructura se muestran en la Tabla 14.

Al igual que el compuesto 57, este sGlido era altamente soluble
en disolventes polares, reacciond positivamente con el reactivo de
Molisch y por hidrélisis dcida con H2504 2N o enzimdtica con una
g-glucosidasa originaba glucosa y una aglicona cromatogrdficamente
idéntica a la del 57. ) |

E1 espectro de RMNP en CDC13-DMSO-d6 (Espectro 18) era simiiar
al del compuesto 57 y confirmd:

a) La naturaleza glucosidica del ;ompuesto ya que a ta & 4.70
se observé un doblete (J=8Hz) caracteristico para el carbdn anomé-
rico del aziicar. i .

“b) La presencia, en la molécula de un anillo aromitico trisus-

tituido [ sistema ABC, .6 6.83 (d J=8Hz); & 6.82 (d J=3Hz); (dd



Tabla 14. Constantes fisicas y espectroscépicas de la 5-0-B-D-giucosil-3',4'-dthidroxi- -
7-metoxi-4-fenilcoumarina. 59,

P.M.
P.F.
. MeOH
uy fmay M
KBr -1
IR Vnay oM

RUNE (CDC1 4-DH30-dg,
&)

Rtz (oMs0-dg, ¢)

A.t. Calc,
Enc.

462
237-238°C
218, 259, 329

3500, 2900, 1700, 1618, 1430, 1360, 1340, 1310, 1230,

" 1160, 1090, 1080, 1040

6.82 (d J=8 1H H-5'), 6.82 (d J=3 1H H-2'), 6.65 (dd

. J=8,3 Hz H-6"), 6.61. (d J=3 H-B), 6.56 (d J=3 IH H-6),

5.87 (s 1K H-3), 4.70 (d J=8 1H H-1"), 4.60-3.10 (m),
3.85 (s 3H OCH3)

162.80 (s C-7), 159.65 {s C-2), 156.35 (s C-4), 155.86

(s C-8a), 155.54 (s C-5), 145,73 (s C-4'), 144.05 (s C-3'),
130.35 (s C-1'), 119.24 (d C-6'), 115.72 (d c-5'), 114.69

{d €-2'), 112.14 (d C-3), 103.48 (s C-4a), 100,01 {d C-1"),
98.27 (d C-6), 95,29 (d ¢-8), 77.15 (d c-5"), 76.33 {d
€-3"), 73.03 (d C-2"), 69.56 {d C-4"), 60.75 (d C-6"), 55.96
(€, OCHy)

Cs7.1ax Y761
Co6.08z  Ha.g0z

Espectro 16

Espectro 17

Espectro 18

Espectro 19

*801
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+J=8. 3Hz) ] y de un anillo aromdtico tetrasustituido con dos protones
meta relacionados a juzgar por el valor de 1a constante de acoplamien
to (J=3Hz) observado para los dos dobletes a § 6.61y & 6.56. La

porcidn aromitica de este compuesto se ilustra en la Figura 12.

Figura 12. Regibn aromitica del compuesto 59.

E1 espectro en CDC13-DMSO-d6 mostraba también un singulete ca-
racteristico para un metoxilo unido a un anillo aromitico (8 3.85,

Espectro 18) y un singuiete que integraba para un protdon asignable
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al hidrdgeno vinilico de una 4-fenilcoumarina. Fina]mente; se obser-
vaban las sefiales para la porcién azucarada.

El trafamiento del glicdsido con anhidrido. acético y piridina
permitid obtener el derivado acetilado 59B, cuyas caracteristicas
fisicas y espectroscOpicas se resumen en la Tabla 15. Este derivado
hexacetilado al igual que en el caso anterior, confirmo la preseﬁcia
en la molécula de un solo mono;acérido y de dos hidroxilos fendlicos.
13 (

E1l espectro de RMNC Espectro 19) diferia de aquel del com-

‘puesto 57, bdsicamente en las sefiales correspondientes al azficar.

La comparacién de los désp]azamientos quimicos descritos en la 1ite-
ratura (Tabla 11) con los observados en el esﬁectro permiti6é identi-
ficar inequivocamente a la glucosa como 1a porcidn glicona del com-
puesto 59. Las restantes sefiales del espectro como se puede apreciar
en la Téb]a 14 fueron idénticas a las del compuesto 57.

Al hidrolizar en condiciones &cidas, 56 mg del glucdsido, fue
posible aislar la aglicona correspondiente. Esta aglicona mostrév
las mismas caracteristicas fisicas y espectroscdpicas (Ver Tabla 12)
de la aglicona de glucbsido 57

E1 punto de unidn de Ta glucosa a la féni]coumarina asT como 1a
naturaleza del enlace glucosidico se establecieron siguiendo el mismo
razonamiento que para el compuesto 57.

Las evidencias analizadas previamente permitieron identificar
al compuesto 59 como la 5-0-B-D-glucosil-3',4' -dehidroxi-7-metoxi-

4-fenilcoumarina, también un nuevo producto natural.
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Tabla 15. Constantes fisicas y espectroscdpicas de 1a 5-0-B-D-hexacetoxi-glucosil-
3',4'-diacetoxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina. 598.

OhAc

P.M.

P.F.

KBr -1
IR Vrax M

RMNP (CDC]é, 8)

714

90-95°C

3440, 2930, 1755, 1620, 1370, 1225, 1170, 1110, 1070, 910

7.28-7.05 (m 3H H-2', H-3', H-5'), 6.62 (d J=3 1K H-6),
6.42 (d J=3 1H H-8), 6.06 (s 1H K-3), 4.0-5.26 (m), 3.89
(s 3H OCHy), 2.35 (s 3H CHiCO-), 2.33 (s 3H CHyCO-),

2.06 s 3H CH,00-), 2.04 (s 3H CH4CO-}, 2.00 (s 3H CH4CO),

1.90 (s 34 CH3C0-)

Espectro 20

Espectro 21

S1t
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4.3 Caracterizacién de la 5-0-B-D-galactosil-4',7-dimetoxi-4-fenil-

coumarina 60,

De las fracciones 305-462 de la columna original (Tab]é 4} se
aislaron 50 mg de una sustancia de naturaleza glicosidica. Este pro-
ducto se obtuvo como un polvo cristalino de color amarillo, pf = 217-
221°C. Su férmula molecular se estab}ecié mediante andlisis elemen-
tal -como C23H24010. Su estructura, y los pardmetros fisicos y espec-
troschpicos se resumen en Ta Tabla 16.

E1 andlisis cromatografico de Jos productos de Ta hidrdlisis
enzimitica con cellulasa & B-glucosidasa permitié detectar a.1a ga-
lactosa como carbohidrato y a una aglicona altamente fluoreécente,
diferente a 1a de los compuesfo 57 y 59. |
| Sus espectros IR (Espectro 22) y U.V., asT como Ta fluorescen-
cia observada al analizar las cromatop]atas indicaron la naturaleza
fenilcoumarina- del glicb6sido.

En el espectro de RMNP en CDC13—DMSO-d6 (Espectro 23) se obser-
vé lo siguiente:

a) Un sistema AA'BB' {ver Figura 13) caracteristico de un anillo
aromitico orto o para disustituido [ §7.20 (d J=8Hz), § 6.87 (d
J=8Hz) .

b) Un sistema AB {ver Figura 13) de un anillo aromitico tetra=-
sustituido con dos protones meta relacionados [ § 6.62 {d J=3Hz),

6 6.53 (d J=3Hz) ] y que al igual que en Tos compuesto 57 y 59 eran

asignables a los protones H-6 y H-8 de -una fenilcoumarina con sus-



* Tabla 16. Comstantes fisicas y espectroscépicas de la 5-0-g-D-galactosil-4’,7-dimetoxi-
4-fenilcommarina. 60, ’

P.M. 460
P.F. 217-221°C
MeOH
w ot 208, 251, 326
IR v§:; cm'1 3500, 3200, 1690, 1671, 1614, 1593, 1512, 1444, 1367, 1262,
12431, 1205, 1171, 1120, 1068, 831 R Espectro 22
RMNP (s, CDC13- 7.20 (d 2H 0=8 Hz H-2' y H-6'), 6.87 {d 2H J=8 Hz H-3'
DMSO-dG) y H-5'}, 6.62 (d 1H J=3.0 Hz H-8), 6.53 (d 1H J=3 Hz
“ H-6), 5.92 (s 1H H-3), 4.54 (d 1H J=8 Hz H-1"), 3.84
(s 61 OCH3) 4-3 (m H-2"-H-6") Espectro 23

RMNC!S (s, DHSO-dg)  162.69 (s C-7), 160.00 (s C-2), 157.60 (s C-4'), 156.35
‘ (s C-4), 155.97 (s C-Ba), 155.54 {5 C-5), 129.80 {s C-1'),
129.37 {d C-2', C-6'), 114.20 (d C-3', C-5'), 112.31
{d €-3), 103.26 {s C-4a), 100.90 (d C-1"}, 98.33 (d C-6).
95.14 (d C-B), 75.85 (d C~5"), 73.30 (d C=3"), 69.78 (d
C-2"), 68.05 (d C~4"), 60.46 (t C-6), 55.91 (C, Ote) Espectro 24

61T
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tituyentes oxigenados en 5 y 7.

Figura 13. Regidn aromdtica de la fenilcoumarina 60.

c) El singulete correspondiente a H-3.

d) E1 doblete caracteristico del carbono anomérico del azicar.

e) Un singulete a & 3.84, el cual integraba para dos grupos me-
toxilos.

f) Finalmente, un multiplete entre § 4-3 coriespondiente a los

protones del aziicar.
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E1 espectro de RMNC13 (Espectro 24) present6 solo 20 sefiales
de las cua]es.seis (s 100.9, 69.78, 73.30, 68.05, 75.85, 60.46).eran
asignables a 1a galactosa, de acuerdo a los modelos de la Tabla 11
¥ en concordancia con los resultados del andlisis cromatogrdfico de
los productos de hidrolisis enzimdtica. El singulete a § 55.91 debia
corresponder a los dos metoxilos observados en el espectro de RMNP
y las sefiales a & 160.00, 112.31, 156.35 a los carbonos del anillo
a-pirona. Finalmente, las 10 sefiales restantes, eran:asignab1es a
los carbonos aromdticos del nlcleo base. De ellas, los singuletes
a § 155.54, 162.69, 155.97 y 157.60, de acuerdo a la teoria del des-
plazamiento quimico, debian corresponder a Tos cuatro carbonos unidos
a oxigeno, es decir, a los cakbonos aromdticos base de los dos meto-
xilos, al C-8a y al carbono unido a Ta galactosa a través del enlace
0-gTicosidico; en tanto que, las seis faltantes a los otros carbonos
arométicos.

A fin de satisfacer los elementos requeridos por la férmula mo-
» Tecular en cuanto al nimero de carbonos se refiere, era obvio que:
existfan dos pares de carbonos equivalentes o isocronos.

Como se puede observar en la Tabla 17, los resultados de los
calculos tedricos, siguiendo el princjpio de actividad (Levy, 1976),
para determinar los desplazamientos guimicos de Tos carbonos de un
anillo C para sustitutido con un grupo metoxilo de una fenilcoumari-
na, eran congruentes con una equivalencia de los carbonos 2'6' y
3'5'. Llas resonancias a § 129.37 y a & 114.20 observadas en el

espectro de RMNC14 del_compuesto 60 podrian entonces ser asignadas
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a los carbonos 2'6.y 2'5' respectivamente,

Tabla 17. Comparacion de Tos desplazamientos quimicos calculados
para los carbonos aromdticos del anillo C de una 4-fenil-
coumarina “"para" sustituido con.un metoxilo con los ob-
‘servados para el compuesto 60.

Carbono/No. 60 Valor calculado Modelo*
2' -6 129.37 129.20 128.20
3'-5! 112.31 114.24 128.64

4 157.60 160.80 129.40

*.7-metoxi-4-fenilcoumarina (Pelter, 1976).

Cabe hacer notar que la equivalencia antes sefialada era éonsis—
tente con el sistema AA'BB* observado en el espectro de RMNP del
g]icésido.-

Como los desplazamientos quimicos de Tos dos dobletes a § 98.33
y & 95.14 coincidian con los desplazamientos observados para los car-
bonos 5 y 7 de los glicosidos anteriores se podia inferir que el
anillo A era igualmente 5,7 disustituido y que la galactosa estaba .
unido mediante un enlace 0-glicosidico al carbono 5 y el OMe estaba
ubicado en C-7. En el caso contrario se hubiese observado un meto-
xilo desplazado a campos sensiblemente-mds altos debido al efecto

protector que se ilustra en la Figura 11.
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4.4 Caracterizacidn de la 4',5'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-5,2'-

oxidocoumarina 52.

Al recromatografiar las fracciones 150-304 de 1a columna de
la Tabla 4 (Ver parte experimental) se obtuvo un sgiido amarillo oro
pf >300°C, cuya formula se establecid como C16H1006 (Espectrometria
de masas). En Ja Tabla 18 se resumen sus constantes fisicas y espec
troscépicas y se indica su estructura molecular,

Su espectro de masas presentd un i6n molecular a m/z 298. Otros.
fragmentos importantes se observan a m/z 270 (M-28), 242 (270-28) y
69, Las dos pérdidas consecutivas de 28 unidades deimasa; asi como
las bandas de absorcidn observadas al U.V. (Espectro 25),'sugir1eron
que el compuesto era una Gxidocoumarina (Reher y Krauss, 1984).

Su espectro de RUNP en COC1,-DMSO-dg (Espectro 27), bastante
sencillo, presentd las siguientes caracteristicas.

a)A §7.20y & 6.77 se observaron dos singuletes (cada uno in-
tegraba para un proténj que sugerian a prion{ protones para relacio-
nados. V

b) A 6 6.55 se observd un singulete ancho para dos .protones
equivalentes. En principio, el H-6 y el H-8 de una oxidocoumarina
podian cumplir este requerimiento.

c) A 6 5.95 el singulete caracteristico del proton vinilico de
una oxidocoumarina.

d) Finalmente a & 3.85 una seﬁé] simple correspondiente a un

~

grupo metoxilo.



Tabla 18. Constantes fisicas y espectroscopicas de 1a 4',5'-dihidrox1-7-metoxi-4-fen*i’l5

MeO O 0
~
e
OH
OH -

5,2'-oxidocoumarina.

P.M.
P.F..
EMIE m/z (%)

w )MeOH f

'max ™

KBr -1
R Yiax M

RHNP (CDC1 5-DHSO-dg,
8)

52,

298
>300°C

288 (1%, 100), 270 (30.6), 242 (57.2), 69 (31.8)

260, 310, 375, 390;(+A’|C'lé): 275, 325, 406;
(+AC13/HC'I): 260, 310, 375, 390 ) Espectro 25

1715, 1637, 1471, 1290, 1201, 1180 . Espectro 26

7.20 (s 1H H-6'), 6.77 (s IH H-3'), 6.55 (s 24 H-8, H-6)
" 5.95 (s 1H H-3), 3.85 (s 3H OCHa) Espectro 27

*L21
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Bl tratamientd del compuesto 52 con anhidrido acéticoly piridi-
na en las condiciones habituales origino el derivado diacetilado 52A,
confirmando quimicamente la naturaleza difenélica, del producto natu-
ral. | _

Las constantes fisicas y espectroscipicas del c0mpue§to 524 se
resumen en la Tabla 19.

Como se puede apreciar en'ei espectro de RMNP de este derivado
(Espectro 29) las sefiales a & 7.20 y 8 6.77 del compuesto original
desplazaron a 6 7.70 y & 7.22 respectivamente.

Los desplazamientos a campos mds bajos de los singuletes a
8 7.70 y 6 7.22 sugirieron que los hidroxilos fenglicos debian es-
tar en el anillo C y el metoxilo en el anillo A.

La disposicidn orto de los grupos fendlicos se evidencid median
te espectroscopia U.V. (Espectro 25), ya que al correr el espectro
en MeOH en presencia de A1C13 se observd un desplazamiento batocrd-
mico de las bandas a 260, 310 y 390 nm a 275, 325 y 406 nm respec-
tivamente. Dicho desplazamiento resultd reversibie al adicionar
HC1.

Como se ilustra en la Figura 14 tres isdmero podrian satisfacer
el requerimiento anterior y las posibiiidades B y C de la Figura 14,
se descartaron en base a 1a ausencia de acoplamiento orto en los
espectros de RMN tanto del produc§0 natural como del derivado ace-

tilado.



Tabla 19. Constantes fisicas y espectroscdpicas de 1a 4',5'-diacetoxi-7-metil-
4-fenil-5,2" -oxidocoumarina, 52A.

MeO 0.=0
9@

O

1

OAcC
AcO

P.M.

P.F.

KBr ~1
1R Vnay M

RKP (CDC1,-DMS0-d,
8)

382
223-227°C

2930, 2860, 1780, 1733, 1645, 1632, 1500, 1462, 1375, 1215,
1200, 1175, 1110

7.70 (s 1H H-6'), 7.22 (s 1H #-3'), 6.60 (s 3H H-6, H-B),
6.20 {s 1H H-3), 3.90 (s 3K Oie), 2.35 (s 6H CH3-C9)

Espectro 28

Espectro 29

‘eel
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Figura 14. Alternativas en relacidn a la ubicacién de Tos dos grupos
hidroxilo "orto" para el compuesto 52, '

En base a la discusidn previa se propuso la estructura A para

el producto natural.

La confirmacidn de la estructura propuesta se logrdé mediante
métodos quimicos ya que al tratar la aglicona 57A con una solucidn
de MeONa tal como se indicd en la seccifn experimental se obtuve
una Gxidocoumarina idéntica al'productoinatural.

Es necesario mencionar que este tipo de ciclizacion se habfa



136,

efectuado por vez primera en solucidn metandlica de KOH (Calzada,
1987; Mata, ef a£,41987) ahora se reprodujo usando como base MeONa,
Finalmente, es de hacer notar que este compuesto es la segunda
vez que se reporta en la naturaleza, ya que prev{amente habfa sido
aislado por Reher y colaboradores (Reher, et af, 1984) de la
Coutarea Latiffora como se indico en la Tabla 2. Obviamente las
constantes fisicas y espectrosébpitas resultaron ser idénticas a

las descritas anteriormente por los autores mencionados.

4.5 Identificacidn de la 7,4',5'-trihidroxi-4-fenil-5,2'-6xido-

coumarina 58.

De las fracciones 328-346 (Tabla 4, seccidn experimental) de
Ta columna original se obtuvo un polvo amarillo de pf >300°C, cuya
formula molecular fué C15Hg0 dada por Espectrometria de Masas.

Su espectro de masas mostrd el i6n molecular a m/z 284 (pico
base) y Tos fragmentos M-COa miz25% y M-CO-CO a m/z 228. Al igual
que en el caso del compuesto 52 las sucesivas pérdidas de 28 uni-
dades de masa del i6n molecular asi como el singulete observado a

6 5.91 en el espectro de RMNP en CDC13-DMSO-d, (Espectro 31) y la
- informacidn vertida por los espectros de UV (Espectro 30) y de

| infrarrojo sugirieron como esqueleto tipo,el de una 5,2'-8xido-
coumarina. En Ta Tabla 20 resumen.las constantes fisicas Yy espec-

troscopicas, asi como su estructura.”

E1 trimetileter del compuesto 58 obtenido por metilacién con

diazometano demostrd la presencia de tres grupos hidroxilos fend-



Tabla 20. Constantes fisicas y espectroscipicas de la 7,4',5'-trihidroxi-4-fenil-5,2'-
oxidocoumarina. 58. :

P, 284
HO N7
P, »300°C
- . '
ENIE m/z (%) 284 (*, 100), 256 ( 35), 241 {10), 228 (50)
' ' HeOH
o U, O 262, 310, 350, 372, 390
RS oo 1698, 1625, 1560, 1520, 1465, 1300, 1175
. RANP (COC1,-DiSO-dg,  7.20 (s IH H=6'), 6.72 (s 1H H-3'), 6.45 (s, 2H H-6,
OH 5) H-8), 5.91 (s 1H H-3), 10.30 (s 34 OH)

Espectro 30

Espectro 31

“LET
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rligos (comﬁuesto 55A).

El desp]éiamiento batocrémico observado en el espectro de UV
por adicidn de A1C13, reversible con HC1, indicé que dos de estos
grupos hidroxilos estaban en  posicién orto.

E1 desplazamiento quimico observado para el singulete que inte-
graba para dos protones a § 6.45, y que por analogfa con el compues-
to anterior era asignable a los protones H-6 y H-8 de 1a estructura
baSe. En el caso del compuesto 52 este singulete se encontraba
desplazado a & 6.45, es decir,a campos ligeramente mds bajos, con-
sistente con el menor efecto desprotector de un grupo metoxilo en
comparacidn con aquel de un grupe hidroxilo.

Es de hacer notar que los desplazamientos quimicos de Tos otros
protones aromdticos eran esencialmente idénticos.

E1 andlisis preliminar permitid fdentificar al compuesta 58

como 7,5,4"~trihidroxi-4-feni1-5,2' -6xidocoumarina; el cual también _

represento un nuevo metabolito secundario.

La demostracidn inequivoca de que la estructura era la propues

ta se logrd al correlacionar quimicamente Tos compuestos 52 y el
58 ya que los productos de metilacién con diazometano de ambas'
sustancias resultaron.ser idénticas. Para las constantes
fisicas y espectroscépicas de este derivado totalmente meti-

lado referirse al compuesto 55A que se discutird posteriormente.
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4,6 Identificacidn de la 5'—hidroxi-7,4'-d%metoxi-4—feni1—5,2'-

oxidocoumarina 55.

De la columna original (Fracciones 59-73, Tabla 4) se obtuvo
un po1vo.crista1ino amarillo-verdoso de pf. 273-274°C (etanol),
insoluble en 1a mayoria de los disolventes orgdnicos comunes.

Su estructura asf como sus constantes fisicas y espectroscépi-
cas se muestran en la Tabla 21..

Al igual que en el caso de los compuestos anteriores los es-
pectros de UV, RMNP, EM e IR sugirieron que el compuésto era una
5,2' -6xidocoumarina.

El espectro de masas de este compuesto presento 28 unidades de
masa mas que el producto §g_y.i4 unidades mds que la sustancia 58,
observdndose también Tas pérdidas consecutivas de 28 unidades de
masa a partir del idn molecular (M+ 312, pico base) a m/z 284 y
a mfz 256. | |

Las caracteristicas mis importantes de los espectros de RMNP .
en DMSO-d6 y piridina dg (Espectros 35 y 34 respectivamente) fueron
-los siguientes:

a) A S 3.90y 8 3.92 en el caso del primero y a § 3.91 y
© 63.83 en el caso del segundo se observaron sefiales para dos grupos
metilos.

b} En 1a zona aromdtica del espeétfo en DMSO-d. se observaron
dos sefiales simples a § 7.34 y a & 6.95, integrando cada una para
un patrén y un sistema AB para dos protones meta relacionados.

Este sistema se ilustra en la Figura 15.
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En el caso del espectro en piridina-d5 el perfil de 1a zona
“aromitica resiltd idéntico al de los compuestos 52 y 58, observén-
dose un singulete a & 7.70 (1H), otro a & 6.90 (1H) y un tercero

que integraba para dos protones a & 6.69.

Figura 15. Regidn aromitica del combuesto 55,

¢) Finalmente, la sefial diagndstica para el H-3 de la fenil-
coumarina se observé a § 6.45 en ei espectro en Pim‘dina-d5 y a
§ 5.13 en el espectro en DMSO-dB.

-

La obtencién de un derivado monoacetilado por tratamiento con:
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piridina y anhidrido acético demostrd la naturaleza monofenglica
de este compuééto. Las caracteristicas fisicas de este derivado,
compuesto 55B se resumen en la Tabla 23.

Por otra parte, el tratamiento con diazometano permitié obte-
ner un derivado trimetilado que resultd ser idéntico a los deriva-
dos totalmente metilados de los compuestos 52 y 58. La obtencidn
de este derivado trimetilado pérmitid establecer en forma inequi-
voca el patrdn de sustitucion de Ta 5{2'—6xidocoumarina 55. (Ver Tabla
22). Para determinar la disposici6n relativa de los dos grupos me-
toxilos y del hidroxilo fendlico, el andlisis de la diferencia de
los desplazamientos quimicos de los protones aromdticos reéistra- ’
dos en el espectro en DMSO-d6 del producto original, con respecto -
a aquellos correspondientes del derivado acetilado 55 y registra-
dos en DCD1,-DMSO-dg, fué de gran utilidad. En Ta Tabla 24 se ilus

. tran estas diferencias.

Tabla 24. Comparacidn de 1os desplazamientos quimicos de los pro-
tones aromdticos del compuesto 55 y de aquellos de su
derivado acetilado 55B.

. Compuesto H-6' H-3' H-6 H-8
55! ©7.34 6.95 6.66 6.72
5582 7.76 7.01 6.64 6.64
A $0.42 . +0.06 -0.02 -0.08
1

Disolvente DHSO-d; 2cnc13-omso-d6 (1:1)



Tabla 22. Constantes fisicas y espectroscdépicas de la 7,4*,5'-trimetoxi-4~-feni1-5,2"-

oxidocoumarina. 55A.

P.M.

MeO ®)

-~ EMIE m/z (%)

KBr -1
O IR Ypax M

¥

P.F.

RMNP (CDC1 ,-DHSO~d,
§)

OMe RMNP (DHS0-dg, &)

326

265°C

326 (100), 313 (2.7), 298 (35.3), 270 (43.3), 69 (53.3)

1718, 1622, 1514, 1430, 1218, 1205, 1167, 1119, 1008, B45

7.40 (s 1H H-6'), 6.86 {s 1H H-3'), 6,60 (s 2H H-q, H-8)

6.35 (s 1H H-3), 3.86 (s 6H, OCH3), 3.88 (s 3H, OCH3)

7.47 (s 1H H-6'), 6.94 (s 1H H-3'), 6.65 (s 3H H-6, H-B)
6.37 (s 1H H-3), 3.88 (s 3H OMe) 3.86 (s 6H OMe)

Espectro 37

Espectro 38

Espectro 39

‘oSl
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Tabla 23, Constantes fisicas y espectroscépicas de l1a 5'-acetoxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-

5,2'~oxidocoumarina.

P.M.

P.F.

EMIE m/z (%)

KBr -1
1R max "

RUNP (Piridina-ds, é)

RMNP (CDCY 3-DMSO-d6,
&)

558,

354

265-268°C
354 (28.5), 312 (100), 256 (30.4), 43 (33.5)

1766, 1706, 1650, 1624, 1506, 1279, 1214, 1203, 1171 Espectro 40

7.75 {s 1H H-6'), 6.86 (s 1H H-3'), 6.60 (s 3H H-B, H+8),
6.31 (s 1K H-3), 3.78 (s 3H OME4.), 3.73 (s 3H 01'197),
2.28 (s 3H CH3C0) Espectro 41

7.76 (s 1H K-6'), 7.01 (s 1K H-3'), 6.64 (s 2H H-6, H-8) -
6.23 (s 1H H-3), 3.89 (s 3H 0Me4.), 3.86 (s 3H 0He7),
2.22 (s 3H CH3C0) Espectro 42

“ts1
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Como se puede observar en la Tabla 24 la sefial a & 6.95, que
de acuerdo con los modelos proporcionados por los compuestos §g;y
58 debfa corresponder al H-3' se desplaza solo 0.06 ppm a campos
mds bajos; en tanto que para la sefial a § 7.34 se observd un
A = +0.42. Este G1timo valor indicd que solo H-6' se desprotegfa
al acetilar y que por To tanto en C-5' debia estar ubicado el
grupo hidroxilo.
Es de hacer notar que estos resu]ﬁados fueron congruentes con
los cambios de desplazamientos quimicos inducidos por la piridina-ds.

En Ta Tabla 25 se resumen estos resultados.

~‘_ Tabla 25. Desplazamientos Quimicos inducidos para 1la p'im‘dina—d5
en los protones aromdticos del compuesto 55.

" 55/H § DMSO-d § piridina-dg A
H-6" 7.3 7.70 +0.36
H-3' - 6.95 6.90 -0.05
H-6 6.66 6.69 +0.03
H-8 6.72 6.69 : -0,03

Como se puede apreciar en la Tabla 25 nuevamente solo Ta sefal
a § 7.34 se desplaza a campos mds bajos por efecto de T1a piridina.
A riesgo de ser repetitivo, pero con el fin de que la eviden-

cia anterior sea mds clara en 1a Tabla 26 se comparan los desplaza-
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mientos quimicos de Tos protones .del compuesto 55 y sus derivados
con aquellos de Tlos compuestos 52 y 58 y sus correspondientes de-

rivados.

E1 espectro de RMN C13 (Espectro 36) mostré 16 sefiales, las cua

les se asignaron de la siguiente forma:
a) Los singuletes a & 160.9 y & 153,70 y el doblete a §.100.51
eran facilmente asignables a Ta porcidon w-pirona de la dxidocouma-

rina.
b) Las resonancias a & 163.02, 154.50, 150.49; 146.32, 144.31

y 141.00 correspondian a los seis carbonos unidos a oxigenos. De
géstas, las vresonancias a 6 154.5 y 163.02 debfan cofresponder
a 1os carbonos C-8a y C-7 respectivamente por analogfa a los com-
puestos 57 y 59, en tanto que, Tos restantes correspondian a 105
dos carbonos base de 1a dxidocoumarina, otra al carbon base de 1a
oxidocoumarina, otra al carbdn base de un metilo y la Gitima al
protdn base del hidroxilo.

c) Los dobletes a & 96.41, 93.12 y 96.00, de acuerdo a la
teoria de) desplazamiento guimico, correspondfan a carbonos orto
a dos funciones oxigenadas y eran fdcilmente asignables a los
carbonos H-6, H-8, H-3' respectivamente. En tanto gue el doblete
restante a 6 108.70 debia corresponder al carbono C-6' que era ei
inico carbono orto a una funcidn oxigenada.

d)-tos dos singuletes a & 99.éo_y § 107.14 se asignaron a los
carbonos C-4a y C-1' respectiﬁamente.

e) Finalmente, el cuarteto a 56.14 correspondian a Tos metoxi-

Tos.

T160



Cabe hacer notar que en la dxidocoumarina las sefales corres-
pondientes al ‘carbén vinilico (C-3) y al carbono (C-1') se protegen
apreciablemente en comparacidn con una 4-fenilcoumarina simple.

En base a Ta informacion anterior el compuesto 55 pudo ser
caracterizado como 5'-hidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-5,2'-6xidocou~-

marina, el cual es también un nuevo producto natural.

4,7 Caracterizacion de Ja 3',5-dihidroxi-7,4' -dimetoxi-4-fenil-

coumarina 54.

De Tlas fracciones 38-50 de la columna original de Ta Tabla 4
se obtuvo un polvo fino (155 mg) de color amarillo crema de pf.
225-226°C. Este compuesto resultd homogeneo en los diversos sis-
temas de cromatografia de la Tabla 3 y al igual que todos los com-
puestos anteriores era altamente fluorescente al visualizar los A
cromatoplacas al UV onda larga, Las constantes fisicas y espectros
copicas, asi como la estructura del compuesto 54 se indican en la
Tabla 27.

El cardcter 4—feni1coumarinico de este compuesto se dedujo
facilmente de los espectros de UV, IR y del RMNP. E1 primero
(Espectro 43) mostrd miximos de absorcidén a 196, 252 y 328 nmy el
segundo (Espectro 44) presentd ademds bandas de absorcidn asociadas
con 1a presencia de hidroxilo fendlico (3460 y 3300 cm'l) y aroma-

ticidad (1515, 1440 cm’l), aquellas caracteristicas del sistema

a-pirona de una 4-fenilcoumarina (1690 y 1620 cm'l).

161.



Tabla 27. Constantes fisicas y espectroscépicas de 1a 3'-5-dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenil-

coumarina 54,

P.M.,

P.F.

M om/z %

wy a0y
R vggz en”!

RANP (CDCI3. 8)

RMNP (Piridina~dg, &)

314

225-226°C

314 (100), 286 (64.8), 271 (37.7)
196, 252, 328

3460, 1690, 3500, 1620, 1515, 1440, 1370, 1350,
1335, 1285, 1240, 1200, 1155, 1090, 1050, 1025,
835, 810

6.97-6.99 (m 3H H-2', H-5', H-6'), 6.51 (d 1H

J=3Hz H-8), 6.28 (d 1H J=3Hz H-6), 5.95 (5 IH
H-3), 3.98 (s 3H OCHB), 3.83 (s 3H OCH3)

7.49 (d 1H J=3Hz, H-2'), 7.08-7.03 {m 2H H-5
H-6'}, 6.62 (s 3H H-6 H-8), 6.26 (s 1H H-3),
3.72 {s 3 OCH3). 3.70 {s 3H OCH4)

Espectro 43

Espectro 44

Espectro 45

Espectro 46

*291
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En los espectros de RMNP en piridina-d5 (Espectro 46) y en
CDC]3 (Espectro 45), se observaron el singulete caracterfstico pa-
ré el H-3 de Ta estructura tipo (& 5.95 y § 6.26 respectivamente)

y sefiales para dos metoxilos (§ 3.72 y 6 3.70 en el espectro en
CDC]3 y 6 3.98 y 6 3.83 en el espectro en piridina-ds).

o En el espectro en CDC13 se observl un sistema AB ﬁara dos pro-
tones meta relacionados similar al de la aglicona de los compuestos
57y 59 (§6.51y ¢ 6.28).

Por analogfa con el compuesto 57A posiblemente estas sefiales
correspondian a los protones H-6 y H-8 del anillo A.

/ Finalmente se observd en el espectro en CDC]3, un multiplete
que integraba para tres protones aromiticos (S 6.97-6.99),

La obtencidn de un derivado de acetilado 54B y de un derivado
tetrametilado 54A indicd Ta naturaleza difendlica del compuesto 54.

Las caracteristicas fisicas y espectroscopicas de ambos se reshmen
en las Tablas 28 y 29 respectivamente.

En los espectros de RMNP de Tos derivados acetilado y metilado
se aprecid una sefial para metilo de acetato a § 1.5 y una sefial para
metilo de metoxiio a & 3.48, respectivamente. Al igual que en el
caso de Ta aglicona acetilada 54B, estas sefiales a campos mas al-
tos de los habituales, atribuibles al acetato en C-5 del derivado
acetilado y a1 -OMe en C-5 en el caso del metilado, eran indicativos
de un grupo fendlico libre en'C-5 en el producto natural. Esta observacién
era consonante con el desp]azgmiento a campo mds bajo (s 6.81) de

solo una de Tas sefiales dobles del éistema AB en el derivado ace-



Tabla 28, Constantes fisicas y espectroscdpicas de la 5,7,3',4 '-tetrametoxi~4-fenil-
coumarina 54A.

P.M. _ 382°¢ '
MeO O~~Z P.F. 166-168°C
- MeOH
woae 252, 328
MeO 1R KBl 3064, 1730, 1517, 1513, 1463, 1372, 1349, 1227, :
1155, 1112, 902, 815 Espectro 47
OMe  wwe (c014, 6) 6.79-6.91 (m 3H H-2' H-5 H-6'), 6.51 (d IH
MeO . J<25Hz H-8), 6.23 (d 1H J=2.5Hz H-6), 6.0 (s 1H
: H-3), 3.92 (s 3H Ode), 3.86 (s 6H CH,0), 3.48

, ‘ (s 31 QMe) Espectro 48 -

-g91
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Tabla 29. Constantes fisicas y espectroscipicas de la 5,3'-diacetoxi-7,4'-dimetoxi-4~fenil-
coumarina 54B.

0 P.M. 398
MeO o2
P.F. 162-163°C
ey : .
. B m/z (%) 398 (14.9), 356 (39.8), 314 (100), 286 (38.1)
AcO 43 (39.0)
OAc RMNP (CDC1,, ¢ 7.12 {d M J=3Hz K-2'), 7.04-6.94 (m 2H H-5' H 6'
Meo , 3-)- . =3Hz K-2'), 7.04-6. (m 's')!

6.81 (d 1H 9=3Hz H-6), 6.42 (d 1H J=3Hz H-8), 6.04
(s 14 H-3), 3.86 (s 3H OCHa), 3.88 (53K UCHJ), 2.32
{s M CH360-3‘), 1.55 (s 3H CH3CO-5)

Espectro 49

1L
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kv_tilado.

En consecuencia, y por analogia con Ta aglicona 57A uno dey]os
grupos metoxilos originalmente detectados en el espectro de RMNP de
54, se deb7a encontrar en C-7. En base a la discusi6n previa se
podfa_proponer para el compuesto 54 Ta estructura parcial que se

indica en Ta Figura 16,

Me 0] 40

A~
5

“Figura 16. Estructura parcial del compuesto 54.

A este punto solo restaba asignar Ta disposicidn relativa de
los dos sustituyentes en el anillo C. En este sentido se podfan
visualizar a prioni seis posibilidades diferentes; sin embargo, el
hallazgo de que el derivado totalmente metilado de 54 y la aglico-
na 57A eran idénticas en todos sus aspectos, limito este nimero a

dos posibilidades las cuales se i]qstran en la Figura 17.

173,



Figura 17. Posibles estructuras del anillo C del compuesto 54.

E1 andlisis de primer orden de 1a regién aromdtica de los es-
pectros de RMNP no fué de gran utilidad para discernir entre estas
dos posibilidades ya que en ninguno de Tos casos se observo resolu-
cidn total de la zona aromdtica. Sin embargo, como se puede apre-
ciar en la Figura 18, en el espectro de RMNP en piridina-ds del pro-
ducto original as7 como en el espectro del derivado acetilado en’
€DC14 se pudo apreciar un doblete en cada caso {J=3Hz) a campo, mds
bajo {8 7.49 en el caso del primero y § 7.12 en el caso del segun-
do) que integraba para un protdén y que podia ser asignado al H-2'
del anillo C. Este desp]azamiento_paramagnético era consistente

con la ubicacidon del hidroxiio en C-3'.

174
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54 548
Figura 18. Zonas aromdticas del compuesto 54 en piridina y de su

derivado acetilado en CDC13.

Es de hacer notar que aunque la evidencia anterior no era muy
clara débido a la falta de resolucidon de 1a zona aromitica, permitia
inferir a priond esta posibilidad.

La evidencia definitiva de que cferfamente el hidroxilo esta-
ba ubicado en C-3' (Estructura A de la Figura 17) se obtuvo
mediante la transformacién de 54 en el compuesto 55 por tratamiento
con KOH-MeOH en presencia de ferrocianuro de potasio,como se indicé
en la seccion experimental. E1 producto de transformacion resultd
idéntico al producto 55 también aiSlado en el presente estudio.

Es de hacer notar que cuando esiﬁ transformacidn se tratd de

realizar en las condiciones descritas para la transformacidn de
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S7A en 52, no se obtuvo éxito alguno; sin embargo, al-afiadir ferro-
Eianuro de potasio la reaccidn procedid rdpidamente.

Las evidencias antes mencionadas permitieron finalmente esta-
b]ecér la estructura del compuesto como la de 1a 5,3'-dihidroxi-7-4'-

_dimetoxi—4-feni1coumar1na, otro nuevo producto natural.

4.8 Identificacidn de 1a 5,7,4'-trimetoxi-4—feni1coumarina 40.

Al recromatografiar las fracciongs de menor polaridad de la co-
lumna fu@ posible separar otra 4-fenilcoumarina. Esta se obtuvo co-
mo un polvo blanco cristalino de pf = 150-152°.

Las caracteristicas fisicas y espectroscipicas de este com-
puesto se resumen en la Tabla 30,

Su férmula molecular se establecié por eépéctrometria de masas
como 618H1605‘ Su espectro de masas presentd el idn molecular a m/z
312 [M+, 907 y otros picos importantes se observaron a m/z 284
[ M-CO, pico base | y a m/z 269 (35).

En su espectro de RMNP (Espectro 50) se observaron bandas fa-
cilmente asignables como se indica a continuacidn:

a) A s 7.18 {d, J=8.5Hz 2H) y a & 6.85 (d, J=B.5Hz, 2H) en sis
tema AA'BB' tipico de un anillo aromdtico para-sustituido como en
el caso del glicdsido 60.

b} A 6 6.46 (d J=3Hz, 1H) ¥y a6 6.23 (d, J=3Hz, 1H) el sistema
AB de dos protones meta relacionados.

d) A § 5.95 el singulete caracteristico de H-3.



Tabla 30. Constantes fisicas y espectroscopicas de la 5,7,4'-trimetoxi-4-fenilcoumarina 40,

‘ p.M. 312
MeO o~
P.F. 1650-152¢C
Ve
EMIE m/z (%) 312 (r-1+, 80), 284 (100), 269 (37), 241 (2)
MeO KBr . -1
IR “ma; om 2960, 1730, 1640, 1610, 1525, 1480, 1360, 1380
1240, 1260, 1275, 1120 '
MeO RMNP (CDC14, 8) 7.18 (d J=8.5Hz 2H H-2', H-6'), 6.85 (d J=B.5hz
€ ' 2H K-3', H-5'), 6.46 (d J=3Hz H-8), 6.23 (d
' . J=3Hz H-6), 5.95 (5 IH H-3), 3.84 (s 6H Oie),
. 3.45 (s 3H OMes) . Espectro 60

LT
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d) Finalmente, a & 3.84 un singuiete que integraba para éeig
protones y otro a & 3.45 que integraba para tres protones, atribui-
ble éste d1timo a un metoxilo ubicado en C-5 por las razones antes
mencionadas.

Si un metoxilo estaba en C-5, otro debia estar en C-7, en con-
cordancia con el sistema AB y el otro en C-4' a fin de exp]icér el
sistema AA'BB'. ) |

En base a los datos anteriores este compuesto debia ser la
5,7,4'-trimetoxi-4-fenilcoumarina, metabolito previamente ais]ado
de la Coutarea hexandra (Monache, et al, 1983). las constantes

fisicas y espectroscopicas descritas por Monache, ef af. concuerdan

- con Tlos encontrados para el compuesto 40.

4.9 Identificacidn del Anisaldehido 53.

También de las fracciones de menor polaridad fué posible ais-
lar, luego de una cromatografia preparativa en capa delgada un
1iquido amariilo claro de olor agradable. Su estructura asi como
sus constantes fisicas y espectroscipicas se resumen en la Tabla
31. 7
| Este compuesto aromatico fué caracterizado como anisaldehido
en base al andlisis espectrosc6pica. Su espectro de RMNP, bastante
sencillo, se iTustra en el Espectrg 51 y se pueden apreciar las si-
guientes caracterisficas: ' .

a) La resonancia a & 9.85.de1 protén aldehidico.

b) Un sistema AA'BB' para los protones aromiticos a & 7.80>

(d J=8Hz) y a § 6.98 (d J=8Hz).

179.
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Tabla 31. Constantes fisicas y espcctroscépicas del anisaldehido 53.

P.M.

EM m/z (%)

o yMeOH

Anax nm

RWNP (CDCY5, 4)

136

136 (100), 76 (3), 77 (33), 92 (20), 39 (20), -
29 (16), 63 (16)

253
3070, 3010, 2930, 2840, 1690, 1680, 1570, 1450,
1420, 1390, 1320, .1250, 1210, 1180, 1160, 1109,

1020, 1000, 850, 830, 770, 760, 710, 640, 630

9.85 (s 1H CHO), 7.80 {d 2H J=8Hz), 6.98 (d 2H
J=8Hz), 3.83 (s 3H OMe) '

Espectro 51

-08T
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¢) Finalmente 1a resonéncia para un metoxilo aromdtico a
§ 3.83.

La comparacién con una muestra auténtica amablemente proporcio-
nada por el Dr. Rafael Castillo, no dejd lugar a dudas acerca de la

identidad de este compuesto.

4.10 Identificacion del p-sitosterol 56.

De las mismas fracciones de donde se separd el compuesto 52 se
logrd aislar el g-sitosterol, el cual %Ué caracterizado por compa-
racion con una muestra auténtica siguiendo 1a metodologia conven-

cional.
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Se revisé la Titeratura existente acerca de las 4-arilcouma-
rinas, encontrdndose que estos metabolitos se encuentran dis- -
tribuidos en tres familias de plantas: Rubiaceae (géneros
Coutarea y Exostema), Guttiferae (géneros Calophyllum, Mesua

y Mammea) y Leguminosae (géneros Dalbergia y Macherium). Es

de hacer notar que desde el punto de vista fijogenético las
tres familias no se encuentran relacionadas. Como se explico
un detalle en la seccidn 1.3.1 desde el punto de vista quimi;
co estructural existen diferencias entre las 4-fenilcoumarinas

de 1as tres familias.

E1 estudio fitoquimico convencional de la E. caribaewn permitid
el aislamiento y caracterizacidon de ocho fenilcoumarinas, un
esteroide y un compuesto aromdtico simple. Las fenilcoumari-
nas fueron caracterizadas por medio de métodos quimicos y es-
pectroscdpicos como: 5,7,4'-trimetoxi-4-fenilcoumarina 40;
4',5'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-5,2'-oxidocoumarina 52;
3',5-dihidroxi-7,4' -dimetoxi-4-fenilcoumarina 54; 5'-hidroxi-
7,4' -dimetoxi-4-fenil-5,2' -oxidocoumarina 55; 7,4',5'-trihidroxi-
4—Fenil;5,2'—oxidocoumarina 583 5-0-6"-acetil-g-D-galactosil-
3',#-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcoumarina 57; 5-0-8-glucosil-
3‘,¢-dihidroxi-7-metox1—4—fen11coumar1n§ 59; 5-0-8-galactosil-7,4-

dimetoxi-4-fenilcoumarina 60. Los seis G)timos productos resultaron
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ser nuevos productos naturales.

Con estas ocho coumarinas el nimero de fenilcoumarinas aisia-

das de E. canibaeuni alcanza a 10. Al igual que otras fenil-
= . N / . - -

coumarinas aisladas de Rubiaceas, éstas presentaron un patrdn

similar de sustitucidn.

La Exostemina previamente aislada por Sdnchez Viesca, et af,
1967 no fue obtenida en el presente estudio, posib]eménte de-

bido a variaciones ontogénicas.

Desde el punto de vist; biol6gico se evaluaron Tos compuestos
55 y 58, encontrdndose no téxicos para Attemia salina [ DL

>1000 ppm | (Meyer, et af, 1982). La evaluacién como antima-
ldricos de 59, B5, 57 y 52 se encuentra actualmente en proceso

por parte de la I0CD.

No existe correlacidn estructural entre el tipo de sustancias
aisladas y las sustancias utilizadas actualmente como antima-
Tdricas o con sustancias de reconocida actividad antimaldrica.
En todo caso en tanto no sean evaluadas como antimaldricas no

se puede descartar su actividad potencial.

La transformacién de 54 en §§_éonst1tuye una contribucién adi-

cional a la transformacidn de 4-fenilcoumarinas en 5,2'-oxido-

coumarinas en medio bdsico y que se efectuard por vez primera
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recientemente (Mata, et af, 1987). E1 hecho de que la reac-
cidn se fa;ilitaré al afadir fervocianuro de potasio propor-
ciona una evidencia de que Ta reaccidn procede via un acopla-
miento fen61ico; E1 estudio detallado del mecanismo par el
cual se 1leva a cabo esta ciclizacign (posiblemente biomiméti-.
_ca) se encuentra en proceso. Estas reacciones se ilustran en

1a Figura 19.

HO @ KOH-MeOH

P

KOH-MeOl

B, Fe (C“)S

Figura 19. Conversidn en medio bdsico de 4-fenilcoumarinas en
5,2'-oxidocoumarinas.
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La coexistgncia de 4-fenilcoumarinas y 1las 5,2‘-oxido;0umar1-
nas resulta sin precedente en la naturaleza y podia ser de im-
portancia biogenética. Se podria especular de que las 4-fenil-
coumarinas se puedan ciclizar en la naturaleza vfa.un acopla-
miento fendlico para originar las 5,2'-oxidocoumarinas. En

el caso de las sustancias glicosidicas esta ciclizacion ten;

dria lugar luego de 1a hidrdlisis con l1a enzima apropiada.



6. RECOMENDACIONES.

Examinar otras colecciones de E. canibaeum a fin de estudiar va-

riaciones ontogénicas.

Hacer un estudio comparativo de RMNP para estudiar la influen-
cia del hidroxilo iibre sobre Tos desh]azamientos quimicos de
los protones del anillo C, ya que se pudo observar:en este es-
tudio que dicho hidroxilo, en comparacidn con otros sustituyen-
tes, afecta considerablemente Tos desplazamientos quimicos del

anillo C.

As1 mismo resultaria interesante estudiar mediante espectros-

copia RMNC13

otras oxidocoumarinas para establecer la variacidn
del desplazamiento quimico de Jos carbonos C-1' y C-3 que apa-
rentemente se afectan notablemente en comparacién con aquellos

de las 4-fenilcoumarinas abiertas.

Completar el estudio del mecanismo de Ta ciclizacidn de las

4-fenilcoumarinas a 5,2'-oxidocoumarinas.

187. .
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