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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

De acuerde a un informe publicadeo por la Organizacién
Mundial de la Salud COMS) en 1883, mas de 1la mitad de 1la
poblacién mundial utiliza los remedios tradicionales vegetales
para procurar el alivico de sus enfermedades C21>. La mayorf{a de
esta poblacién pertenece a los sectores mis necesitados de los
paises en vias de desarrollo. Es de hacer notar sin embargo,
que el uso de estos farmacos es también significativo en 1los
paises desarrollados (8). Son muchos los factores que favorecen
el uso de los remedios tradicionales en los paises del tercer
mundo, uno de los mas importantes es el de su inmediata
disponibilidad en las regiones rurales, otro es el de la
insuficiencia de centros hospitalarios y servicios médicos para
la poblacidn de escasos recursos econdmicos; finalmente, por
razones de tipo socioculturales, los habitantes de las zonas
rurales tienen mas fé en el curanderc tradiciocnal ., que en
el médico haldpata, ya que generalmente el priﬁero habla su
misme lenguaje, expresandose en términos y conceptos que
son familiares para estos habitantes, ademas, usa drogas crudas

que estan disponibles en las zonas inmediatas.

De lo antes mencionado se concluye gue la medicina
tradicional no debe ser ignorada, sino por el contrarieo, debe
ser objeto de estudios multidisciplinarios que permitan su
adaptacién sobre bases mAs cientificas y técnicas. En este
sentide la OMS ha seflalado en repetidas ocasiones que los
paises en vias de desarrollo deben impulsar la investigacidn
de su medicina tradicional y con ello trazar los
lineamientos adecuados para su implementacién de manera
oficial(8, 29.



El estudio multidisciplinario de la medicina tradicional
comprende varios aspectos, entre los que destacan los
siguientes: antropoldégicos, botanicos yro etnobotanicos,
quimicos, farmacoldgicos, clinicos y econdmicos. De ellos los
quimicos y farmacolégicos constituyen los de mayor interés

para el Quimico Farmacéutico y Farmacognosta moderno.

El estudio quimico es importante debido a que permite
conocer los elementos constitutives de la flora medicinal asi
como el hallazgo de nuevos Y- o conocidos agentes medicinales
que podrian justificar el usoc vernidculo que se les atribuye a
numerosas plantas. Para realizar la investigacidén quimica se
puede seguir cualquiera de las dos estrategias bien conocidas
para el estudio de plantas medicinales, es decir, la
fitoquimica convencional © la biodirigida mediante ensayos

biolédgicos especificos o generales.

Mediante la primera estrategia, se aislan y se car.acterizan
la mayoria de los metabolitos de las plantas, los cuales se
someten posteriormente a ensayos blolédgicos. Este métode tiene
la desventaja de gque generalmente se alslan los constituyentes
que se encuentran en cantidades relativamente altas y no

necesariamente son los responsables de la actividad biolégica.

En el caso particular de México, la medicina tradicional que
se caracteriza por sus raices indigenas, es rica en recursocs, y
cumple con la importante labor de proporciocnar la salud a un
porcentaje considerable de la poblacién (14, 23). Su recurso
mAs importante son las hierbas vernaculas, entre las que se
encuentra la Dodonaea wviscosa (L) Jacq, objeto del presente
estudio. La informacidén existente acerca del uso de esta
especie vegetal y de otras es abundante y plantea interesantes

investigaciones.



1.2 Hipétesis

Considerande lo antes expuesto este trabajo pretende
contribuir al conoccimiento de la medicina tradicional mexicana,
mediante el estudioc quimico de la especie medicinal Dodonaea
viscosa CLY) Jacq, procedente del estado de Oaxaca. En esa
regién la planta goza de reputacidn folklérica come agente
eficaz contra el tratamiento de inflamaciones, heridas y
transtornos febriles. Asf{ mismo, considerando que las plantas
de uso popular son fuentes potenciales preciadas de principios
activos, se tratara de aislar en lo 'posiblo compuestos
bicactivos de las fracciones de mayor polaridad del extracto

cloroformo-metandlico de la especie antes mencionada.

Independientemente de que los resultados derivados de 1la
presente investigacién conduzcan al aislamiento de principios
activos, es indudable que los mi smos contribuiran al
conocimiento de la composicidén quimica de la especie mexicana

en estudio.

Cabe hacer notar que el estudio de las fracciones de menor
polaridad seran objeto de otra propuesta de Tesis.
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

2.1 Generalidades de la Dodonaea viscosa CLD Jacq.

IS

2.1.1 Aspectos Botanices (14, 16, 23 D
Familia : Sapindaceae

Nombres Comines : Chapuliztle, Cuerno de cabra, Granadina,
Hierba de la cucaracha, Jarilla, Jirimi, O-
cotillo y Varal.

Habitat : Baja California, Chiapas, Chihuahua, Cd. de México,
Dur ango, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos,
Qaxaca y San Luis Potosi.

Descripciédn de la planta: Arbusto de 1 a 5§ metros de altura; de
hojas lineares o bilen oblongo-lan—
ceol adas de 4 a 12 cm, atenuadas en
el A&pice, pubescentes (-] glabras
por debajo ; flores amarillas ,
unisexuales y dicicas en pequefios
corimbos laterales. Frute capsular

rosado, con tres alas.

Usos medicinales tradiciocnales : Antipirético, antiespasmddico,
’ antimicrobliano , astringente,
as{ como, contra codlicos,

gota y males venéreos.

V‘Partes Vegetales Usadas : Hojas, corteza y raiz.



2.1.2 Aspectos Quimicos

Una gran variedad de metabolitos secundarios han sido
descritos en el género Dodonaea, estos incluyen: flavoneides,
acidos diterpénicos Clabdanocs y clerodanos), saponinas
triterpénicas y estercles ¢ 2, 8, 12, 13, 22, 30, 31 D). En el
caso de la Dodonaea viscosa las diferentes investigaciones
fitoquimicas realizadas en diversas regiones del mundo han
permitido el aislamiento y caracterizacién de los
constituyentes que se resumen en el Cuadre 1 ¢ 3, 8, 7, 11, 20,
24, 25, 26, 31 O.

2.1.3 Aspectos Biolégicos

Un estudio reciente demostrd la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de la planta, el cual fue evaluado contra
organismos gran{poslt.lvos. gram-nogau.vos y hongos. La mejor
actividad fue observada contra Staphylococcus aldbus (28D,

Posteriormente, Wagner y colaboradores comprobaron . que las
saponinas triterpénicas presentes en la planta tenian
actividades antiexudativas (in vived y molusquicidas Cin
vitred. También estos autores comprobaron que dichas saponinas
incrementaban la fagocitosis en experimentos realizados in
vitro C31).




CUADRO 1. METABOLITOS SECUNDARIOS DESCRITOS EN LA

Dodonaea viscosa

F L AV ON O 1I

D E S

NOMBRE DEL CONSTI TUYENTE

ESTRUCTURA

S, 7, 4'-trihidroxi-3*-(3-hidro-
xi-metil-butild-3, 6-dimetoxi---
flavona

CAliarinad

3'Cy-y~dimetild -8, 7-dihidroxi-
3, B, 4’-trimetoxi flavona.

CViscosol)

5, 7-dihidroxi-3'-C(3-hidroxi -me-
til-butild>-3, 6, 4’, trimetoxi--

flavona.

S—-hidroxi, 3, 6, 7, 4’ tetra-me-—

toxi-flavona.

10

OO




NOMBRE DEL CONSTITUYENTE

" ESTRUCTURA

3’ ~C3~hidroxi-metil-butild>-3, 5,
&, 7, 4'-penta-metoxi-flavona.

OM
S, 4'~-dihidroxi-3'-C3-hidroxi --
metil ~butild-3, 6, 7-trimetoxi--— CHy O 0 OH
f'lavona.
CHyO 1 OCH'
o O
HO 0 H
5, 7-dihidroxi-3, 6, 4°’-trimeto- OCHs
xi-flavona. CH,O ’ ” OCH,
CSantinad OH
HO OM
S5, 4°'~dihidroxi-3, 6, 7-trimeto- ocH
xi~flavona. ) CHy0 { 3
oH ©

CPenduletinal




NOMBRE DEL CONSTITUYENTE " ESTRUCTURA
: HO CHy
5, 7, 4°-trihidroxi -3, 6-dime——
toxi~flavona. CHi0 OCH;
‘on O
5, 7-dihidrosxd-flavanona. . Ho 0'
CPinocembrinad i
on ©
CHyO
5—h1droxi—3. 7-dimetoxi-fla-—-—
r/oqa. OCHy
on 0

S-hidroxi-3, 7, 4'-trimetoxi
-flavona




NOMBRE DEL CONSTI TUYENTE .ESHRUCTURA

OCH,

3-O-Rutinosil Iscramnetina K
'0 — Rutinosit

OH O

3-0-B~-D-Galactosil Quercetina

3-0O-Rut.inosil Quercetina
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DI T ERPEN O S

NOMBRE DEL CONSTITUYENTE ESTRUCTURA
L
Acido Hautriwaico
HOOC CHOH
JAcido ent. ~15,16 epoxiclero-- N
kian—-3, 13-C1683-14 trien-6-ol.
N
Mooc OH

T R I T E R

P E N O S

NOMBRE DEL CONSTITUYENTE

ESTRUCTURA

P1-C2, 3-dihidroxt-2-metil --
puti{iroilod-22-angeolato de --
ljegosapogenciloe

RecH, O




1

NOMBRE DEL. CONSTI TUYENTE

ESTRUCTURA

a1,

rrigenilo.

22-diangelcato de ba---

OR,
COOH ' OH
(o] ° OH
2
CHy
Dodonosido A OH OR' R**= C-¢ =c’H
R"'—'&mbl:;o!:nnos:: 0 \C"‘;
loctopiranos CH, _CHy
:c’SC
RzCH,0H =% \
o H
Dodonosido B COOH
: 0
e
OH . rE ‘
. OR 0 oH
R*®=Arabinofuranosti ° 3
Galactopiranosil CHg\ ’ovc"s
R=CH,0H _C,C— \“
: 1]




E 8 T E R O L E s

NOMBRE DEL CONSTITUYENTE

ESTRUCTURA

B~sitosterol

HO

Estigmasterol
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2.2 Esteres derivados de Acidos cinamicos

Debi do a que el producto aislado en la presente
investigacidén es un éster del 4cido cinAmico es conveniente
describir brevemente las generalidades acerca de este tipo de

compuestos.

Los ésteres del 4cido cinamico comprenden un grupo no muy
numeroso de productos naturales. Algunocs, como el Acido
clorogénico se encuentran ampliamente distribuidos en 1la
naturaleza, en tanto que otros, como el
para-cumaril-L-myo—-inositol presentan una distribucidn mas

restringida (9, 17).

Biogenéticamente, el esqueleto carbonado caracteristico del
acido cinAmico, se origina por la ruta del Acido siquimico a
partir de los amincacidos L-fenilalanina o tirosina. En 1la
Figura 1 se ilustra la secuencia de reacciones correspondientes
a la formacidn del Aacideo cinadmico y para-hidroxicinamico a
partir del acido siquimico (15, 17).

La porcidn acida del éster puede corresponder a cualquiera

de los A4Acidos cinamicos conocidos Cac. para-cumarico, Aac.
ferdlico, Ac. cafeico, etc.d, en tanto que la porcidn
alcohdlica puede incluir azucares, alcoholes alifaticos o

aromAticos, hidroxiacidos C(de cadena abierta o ciclicad y con
menos frecuencia ciclotoles. En la Figura 2 se indican algunos
ejemplos de estos derivados en los que se puede apreciar la

diversidad de la porcidén alcohdlica (9, 173,
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De acuerdo a evidencias experimentales, la biosintesis de
estos ésteres se realiza en dos etapas; la primera comprende la
activacién del Acido cindmico correspondiente por reaccidn con
la coenzima A ¢ CoA D, para originar un cinamil CoA. En la
segunda etapa reaccionan el derivado activado y el alcohol

correspondiente (9, 153.
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COOH COOH ~ cooH
———aal) ————dy
HO OH P OH P
OH
HO OH . co
Ac. siquimico ac.3~-fosfo-siqui mico ac. I-fosfo-S-enol piruvil siquimico

“ooc 1
Ejg\ coo™ COOH
[:ji]\wy’l\\
OH " COOH

Ac.prefenic
P ° Ac. corf{smico

o 0
co0™ @\oo‘
HO

Ac. fenil pirdavaco .
4c. p~hidroxi-fenil piruvico

Y }

co0™

+

NH3

L~fenil alanina
L-tirosina

¢ l

N COOH N COOH
-----—-i’ N

ac. cinamico Ac. p-hidroxi cinmdmico

Figura 1. Biosintesis del Acido cinamico y para-hidroxicinamico
a partir del Acido siquimico
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H COOH
HO! o

HO

Acido Clorogenico

Acido Rosmarinico

@)

Cinamato de bencilo
(':OOH
H-C-OH
] [o]
H-c-0-E,

COOH

Acido-para-cumaril-m—tartarico

Figura 2. Ejemplos de ésteres de Acidos cindmicos
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama

Investigacidén bibliografica J

Recoleccidédn e identificaciédn de la planta

Desecacidn al aire libre

.[*Fragmentacién

Extraccidn con una mezcla C1:1) de

cloroformo—-metanol

Fraccionamiento del extracto vegetal medianteJ

una cromatografia preparativa en columna

Separacidén de los compuestos presentes en las

fracciones de mayor polaridad mediante

métodos cromatograficos

[:furificaciégj

Identificacidn mediante métodos

quimicos y espectroscédpicos

Determinaciédn de la actividad biolégica de los

compuestos aislados
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3.2 Materiales, Reactivos y Aparatos

3.2.1 Materjial vegetal

La Dodonaea viscosa (planta enterad fue recolectada en
Oaxaca, en el kildmetro 16.7 de la carretera a Jayacatlan, en
Marzo de 1989. Fue ildentificada por el Bioldégo Alejandro
Cisneros. Una muestra de herbario correspondiente se encuentra
depositada en la Escuela de Biologia de.la Universidad Auténoma

Benito Juarez, Oaxaca. CVoucher: Cisneros 368).

.2.2 Materja) de laboratorio

Agitador magnético

Columnas de vidrio

Cromatoplacas Crecubiertas con silica gel 60 GF, 254 Merck)
Embudos de separacién (Pyrexd

Espatulas

Matraces Erlen-Meyer de S5, 25, S0, 250 y 500 ml
Pipetas de 1, 5 y 10 ml

Pipetas Pasteur

Probetas graduadas de 10, 100, 800 y 1000 ml
Refrigerantes

Tubos de ensaye

Viales de vidrio de 10 ml

X X X X X X X X Xx X x X W

W

. 2.3 Reactivos y Sustancias

* Todos son de pureza Grade Reactivo

— Acetato de etilo CMerckd

- Acetona C(Merck)

~ Acido clorhidrico CO.1N> (Técnica Quimica. S. A.D
- Acido sulfturico CJ. T. Baker O

~ Agua destilada CUNAMD

- Alfa-naftol C(Merckd

- Anhidrido acético (Productos Quimicos Monterreyd
-~ Bicarbonato de sodio ¢J. T. Baker)



~ Cloroformo CMerck)

= Cloruro férrico CJ. T. Baker O

-~ Etanol CMerck)

- Hexano (Merck)

~ Hidréxido de amonio C(Merck)

-~ Medio salino (Instan Oceand

- Metanol (Merck) .

- Piridina (Productos Quimicos Monterrey)
- Silica gel CG, B0 Merck, 70-230 mallas)
- Sulfato cérico (MerckD

— Sulfato de sodio anhidro C(Técnica Quimica S. A.D

3.2.4 Aparates
Aparato de punto de fusidén Fisher Johns
Aspersor
Balanza analitica y granataria (Sarnatorius 1202 MP)
Bomba de vacio
Espectrofotémetro de rejilla para IR CPerkin-Elmer 599 B)

Espectrofotémetro para Espectroscopfa de Masas
CHitachi -Perkin-Elmer RMV-GD; Institutoc de Quimica UNAMD

Espectrofotémetro para RMN C(Varian 3903 & (Varian VXR-303s
Instituto de Quimica; UNAM 2

Lampara de luz ultravicleta de onda corta y onda larga
Molino de cuchillos T. Willey. No. 4 C(Tamiz No. 3D

Parrilla

Rotaevaporadores CBuchi RE 111D
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3.3 Metodologia

Debido a que el presente trabajo condujo al Aislamiento de un
nueve producto natural se optd por describir en ésta seccidn u-
nicamente el procedimiento general del desarrolle de la metodo-

logia empleada sin ultimar detalles sobre técnicas.

La descripcidén de la metodologia experimental, asi como, la
secuencia de pasos seguidos para el aislamiento del nuevo

compuesto se encuentran descritas en el Apéndice.

La Dodonaea viscosa CL) Jacq., analizada fue proporcicnada por

el Bioldédge Alejandro Cisneros de la Universidad Autdnoma Benito

Juarez, Oaxaca.

La planta fue secada y pulverizada (Apéndice 8.1), posterior-—
mente se realizé la extraccidn y fraccionamiento preliminar,
para lo cual se macerarcn 1.860 Kg del material vegetal cuatro
veces por periodos de dos dias cada ocasién, utilizando siete
litros de una mezcla de cloroformo-metanol (1:1); después de
concentrar in vacuo se obtuvieron 164 g de extracto

cloroformo—metandlico CApéndice 8.2.13.

El extracto cloroformo-metandlico resultante se fracciond me-
diante una cromatografia preparativa en columna de vidrie, uti-
lizando 1.64 Kg de gel de silice. Mediante este proceso se
obtuvieron un total de 277 fracciones de un litro cada una. La
elucidn se comenzd con hexano, hexano-cloroformo, cloroformo,
cloroformo—-acetona y acetona-metancl. C(Apéndice 8.2.83. En el
Cuadro 2 se resume el fraccionamiento via cromategrafia en co--—
lumna del extracto cloroformo-metanélico, sistemas eluyentes,
numerc de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las frac——

ciones combinadas.
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Los analisis cromategraficos en capa fina se efectuaron

siguiendo la metodologia convencional (5, 328) CApéndice 8.3).

De la fraccidn 191 de la columna original (Cuadro 2>, preci--
pitaron 188.89 mg de un sélido café, el cual se sometid a un a-
nalisis cromatografico en capa fina, observandose que el
sélido estaba impuro, por lo que, se procedid a su purificacidén
via cromatografia preparativa en capa delgada CApéndice 8.%5),
utilizande como eluyente una mezcla de cloroformo-metanol
C80:10>, y un total de cinco placas cromatograficas (20 X 20 cmd.

Una vez purificado el compuesto, el cual se presentd como un
sélido amarillo, se procedid a caracterizarlo (Apéndice B.6D.
Las pruebas efectuadas para su caracterizacioén fueron: punto de
fusidn, rotacidén dptica, espectroscopta ¢ IR, UV, RMN, Masasd,
prueba para fenoles, prueba de Molish para carbohidratos,

acetilacidn e hidrdlisis basica C(Apéndice 8.86D.

Finalmente se procedid a realizar el ensayo bioldgico del
compuesto ya identificado por medio de la determinacidn de la

toxicidad in vitro contra Artemia salina Leach. La seleccidn

del ensayo se hizo con base a su facil implementacidn, disponi-
bilidad y considerando que el mismo es un indicador preliminar
de actividades biolégicas mas complejas (18D (Apéndice 8.7).
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CUADRO 2. RESUMEN DEL FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR VIA
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL EXTRACTO DE LA

Dodonaea viscosa.

NUMERO DE FRACCIONES
ELUYENTE PROPORCI ON FRACCIONES COMBINADAS
Hexano 100 1-14 1-5,6-10, 11-14
[Hexano-Clor of or mo 80: 20 15-24 15-20, 21-285
Hexano-Cloroformo 70: 30 28-29 26-289
Hexano~Cl orof ormo 60: 40 30-48 30-36, 37-44
Hexano~-Cloroformo 55: 45 49-55 45-S2, 53-67
Hexano—Clorof ormo S0: 50 56-74 68-70
Hexano-Cloroformo 40: 60 75-116 71-91, 92-93,
94~-97, ©98-107,
108-123
Hexano-Cl oroformo 20: 80 117-128 124-125
Cloroformo 100 126-144 126-12%. 128-
132, 133-142,
143~144
Clorof ormo—-Acetona 80:10 145-151 145, 146-152
Cl oroformo—Acetona 80: 20 182~171 153~159, 160--
169, 170-176
Cloroformo—Acetona 70: 30 172-181 i77-182
Cloroformo-Acetona 680: 40 182-187 184-186, 187-
188
Cl orof ormo-—Acetona 50: 50 188-200 189-190,
191-199
Cloroformo-Acetona 30: 70 201-2128 200~-203, 204-
208, 208-211
Acetona 100 213-222 2i13-215, 216,
217-219, 220-
223
Acetona-Metanol 50: 80 223-227
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3.4 Resultadocs

El estudio fitoquimico convencional de las fracciones de ma--—
yor polaridad del extracto cloroformo-metandlico de la Dodonaea
viscosa (LD Jacq, permitid el aislamiento de un nueve producto

natural.

Después de la purificacidn del sdlide precipitado de la frac-—
cidn 191 (Cuadro 2>, via una cromatografia preparativa en capa
fina, se obtuvieron 36 mg de un sélido amarillo, soluble en me-—
tanol. Su rendimiento en base a la planta seca fue de 2.28 %.

En la Tabla 1 se resumen sus constantes fisicas y espectros--

cédplcas.

El preducto natural fue sometido a varias reacciones
quimicas durante su proceso de caracterizacidn y los resultados

fueron los siguientes:
%E]l tratamiento del producto natural con anhfdrido acético y
piridina originé el derivado penta-acetilado correspondien--—

te.

%L.a saponificacién con hidrédxido de amonioc al 33% del com-

puesto quimico natural generé el Acido para-cumarico.

En las Tablas 2 y 3 respectivamente se resumen las constantes

fisicas y espectroscépicas de ambos derivados.
*La prueba de Molish para carbohidratos resulté negativa.
%.a reaccidn para la identificacién de fencles fue positiva.
Al compuesto aislado se le determindé su toxicidad contra

Artemia salina Leach y los resultados se presentan en el

Cuadro 3
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TABLA 1. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL

1-para-cumaril, 5-O-metil, G-acetil-L-myo-Inositol
F. M. C_H_O
18 22 (-
P. M : 382 g-/mol
P. F 172-176°¢C
Analisis Elemental C: 56.8% ; H: B.7% ; 0:30.6% .
u. v. aMeeH e 314.58
max .
ESPECTRO 1
P + 32.2 <(MeOHD
25
IR v ::: em ™ 3350-3100, 2925, 1730, 1710, 1610, 1440,
1380-1380, 1260, 1200, 1100, 1030,
1070, 990, 960, 870, 640
ESPECTRO 2
kMN'HCCDClB-DMSO. 8>: =2.10Cs, 3H: Med, 2.92Csa, 3H:-OH),
3.25Cdd, J=10, 4Hz, 1H:Hrd, 3.44Cdd,
J=10, 10 Hz, 1H:H®d, 3.785Cdd, J=10,
10Hz, 1H:Hpd, 3.92Cdd, J=10, 10Hz, 1H:
Hed, 4.73Csa, 1H:OHD, 4.90Cdd, J=10,
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RMN*?cc DMSO-d <

8):

4Hz, 1H:Hed, 5.75C(dd, J=4, 4Hz, 1H:Had,
6.22Cd, J=15 Hz, 1H: H:HeD, 6.82C(d, J=8
Hz, 2H: H-2 y H-8), 7.38(d, J=8 Hz, &H:
H-3 y H-8), 7.61(d, J=18 Hz, 1H:HE.

ESPECTRO 3

o

20. 32Ce, Hsg-c':'-a. §7.32Cc, OCH)D.,
66.65Cd,CFd>, 70.32cd., Ce>, 71i.11cd,
¢cpd, 71.82¢d, Cpd, T7t.8a2cd, Cod,
74.56Cd, Cmd, 79.12Cd, CAd>, 113.2Cd,
c-oD, 115.62Cd, C-2 y C-8), 125.0s,
c-1>, 129.89¢d, C-3 y C-8), 145.35Cd,
c-@, 159.56Cs, c-4d, 166.37Cs,
COOAr>, 169.52Cs, HC-C->

o)

ESPECTRO 6
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TABLA 2. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSOPICAS DEL
Penta-acetil, 1-para-cumaril, S—Q—meu. l,-L-myo-Inositol

H (e}
26 30 13

P. M. : 85850 g-mol
P. F. : 60-62°C
I. R. v *®". 20850, 1760, 1640, 1510, 1420, 1370, 1320,

max

1240-1200, 1980, 1060, 950, 840, 760.

RMN'HCCDCl3 -DMSO, &):

ESPECTRO 7

o]
1.98(s, 3H: HaC—(lZ"—). 1.99Cs, 3H:
H C-C->, 2.03Cs, 3H: HC-C->, 2.18
3 2
o)
Cs, 3H: HC-¢g->, 2.30Cs, 3H:
o
HaC—C“—D. 3. 48C(dd, J=10, 4 Hz, 1H:
o)
HF>, 5.13Cdd, J= 10, 4 H=z, 1H:
H®8) , 5. 20Cdd, J=10, 10 H=z, 1H:
He>, 8.39C(dd, J=10, 10 Hz, 1H:
Hpd>, 5.60C(dd, J=10, 4 Hz, 1H: Hed,
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5.80Cdd, J=4, 4 HZ, 1H: Had,
6.22(d, J=15 Hz, 1H:HoO, 7.18Cd,
J=8 Hz, 2H: H-2 y H-8>, 7.55cd,
J=8Hz, &H:H-3 y H-B>, 7.65Cd,
J=15 Hz, 1H: H@®.

ESPECTRO 8

RMN*?cccpel ,DMSO-d_ . &: 188.52Cs, -C-CH), 165.59Cs,
COOArd, 187. 48Cs, c-4d,

14S.58Cd, c-@., 129.11¢d,

c-3 y C-5, 129.a82Cd, C-2 Yy
c-6>, 1186.48Cd, C-od, 77.45Cd,
Cad), 77.30C(d, Cmd, 77.23C0d,
Ced, 71.11Cd, Cpd, 69.36Cd,

Ced,66. 21(d, Ccrd, 88.29Cs,
O-C-H >, 20.82Cc, HC-C-D.
- 9 3 i
o]

ESPECTRO 12

AcO
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TABLA 3. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL

adcido para-cumarico

F. M C H_ O
[+ L ] k]

P. M. : 164 g/mol

P. F. 206-208°¢C

U. v, A Me% om0 220; 314

max
ESPECTRO 14

I. R. *% cm™ . a3m0, 3141, 2767, 1016, 1746, 1641,

max

1630, 1481, 1385, 1351, 1288, 1270,
1186, 1124, 996, 8960, 850, 808, 708,
673, S37. 469.

ESPECTRO 13

RMN'HCCDC.I.S -DMSO, &8): 6.085Cd, J=18 Hz, 1H: Had,. &.62(d,
J=8 Hz, @H: H~2 y H-6>, 7.22C(d, J=
8 Hz, @H: H-3 y H-B>, 7.585Cd, J=18
Hz, 1H:HE>, 8.1C(sa, 2H: ~OHD.

ESPECTRO 18
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mozC%:  164CMT 100>, 163CM-17, 363,
147CM-45+H, 509, 118C42,
118C303, 107¢22d, 91C53), 89C24d,
77C13>, B5C52>, B63C3DD.

ESPECTRO 16
(o]
\ 1]
COOH

HO




CUADRO 3. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD

IN VITRO CONTRA Artemia

salina leach DEL PRODUCTO NATURAL

CONCENTRACION PORCIENTO DE MORTALIDAD
Cppmd
10 o
100 (o]
1000 100
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RMN'H del 1-para-Cumaril, 5-0-Metil, B-Acetil, L-myo-Inositol
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RMN'H del Penta-acetil, 1-para-Cumaril, 5-0-Metil, L-myo-Inositol
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CAPITULO 1V



DISCUSION

Sucesivas cromatografias en columna y capa delgada de las
fracciones de mayor polaridad del extracto cloroformo-metandli-
co de la Dodonaea wiscosa (L) Jacq, permitieron el aislamiento
de un nuevo producto natural, el que fue caracterizado como el
l1-para-cumaril, S5-O-metil, 6-acetil L-myoc-Inositol. El anali-
sis de las evidencias quimicas y espectroscdédpicas que
condujeron a la determinacién estructural del compuesto sera

objeto principal de la siguiente discusidén.

El producto natural se aisld como un sélido cristalino de
punto de fusién de 173-176°C; la férmula molecular se estable--
cié como: C H O, por analisis elemental, y permite un indice

190 22 ©
de insaturacién de ocho. Su alta solubilidad en disclventes pola-

res, asi como, la coloracién azul-violeta observada en el en-
sayo con soluclén reactivo de F‘eCl3 » sugirieron respectivamen-

te su naturaleza polihidroxilada y fendlica. Asi mismo la res--
puesta negativa a la prueba de Molish descarté a priori su ca--
racter glicosidico.

La acetilacidén del compuesto con Acz Ospiridina generd el
derivado penta-acetilado, confirmando quimicamente la

presencia de varias funciones oxhidrilo en la molécula.

El espectro IR de la sustancia CEspectro 2>, mostré absor-—----

ciones asocladas con la presencia de los grupos hidroxilo
C3350, 3100 em™®, carbonilo de éster ¢1710 em* y 1730em

y aromaticidad ¢ 1600, 1500 y 1480 em? >. Es de hacer notar
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que las bandas para hidroxilo desaparecieron en el espectro del
derivado acetllado CEspectro 77, el cual mostrd ademAds una ab--
sorcidén intensa para acetato aromaAtico a 1760 em™ . El
espectro UV (Espectro 1) era indicativo de la naturaleza aromi-
tica del compuesto ya gque se cobservaron maximos de absorcidn a
2280 nm Ce 12, 5800 y 314 (e 25, 180D.

Los espectros de RMN'H del compuestc y su derivado acetilado
s(Espectros 3, 4, 8, Q, presentan como caracteristicas

comunes:

A) Un sistema Az Bz.de un anillo aromdtico para-sustituido
C4>(8 ¢ 7.38-d, 8, 8H: H-2 y H-8) y & ¢ 6.82~-d, 8, 2H: H-3 y
H-5 >] en el casc del producte natural y { &§ ¢ 7.55-d, 8, 2H:
H-2 ¥ H-6) vy & ¢ 7.15-d, 8, 8H: H-3 y H-8 )}, en el casoc del

penta—acetato.

El desplazamiento paramagnético significativo C A= 0.33 >
de la rama inferior del sistema Asz del derivado acetilado y
la seffal en & 2.30 atribuibles al metilo de un acetato
aromatico eran consistentes con la naturaleza monofendlica del

producto natural.

B) Un sistema AB Tipico de una doble ligadura trans sustituida
27>, en [ 8 B8.22 ¢d, 18, 1H: H-®0 y &. 7.61 (d, 15, 1H: H-3 )

para su derivado acetilado.

Ademads en el espectro de RMN’H del producto natural (Espectro

3>, se observaron:



A) Seffales para dos hidrégenos geminales Qe dos funciones
ésteres en & 5.78 y & 4.90 . De acuerdo a la teoria del
desplazamiento quimico, los ésteres debian ser de diferente
naturaleza. La presencia en & 2.10 del singulete tipico para
un metilo de acetato, claramente indicé que uno de los ésteres

era un acetato.

B) Resonancias atribuibles a cuatro hidrégenos de hidroxilo en
5 4.73 y & 2.92. Estas seflales desaparecieron al registar el
derivado penta-acetilado C(Espectro 4 y 9).

<) Cuatro multipletes, que integraban cada uno para un
protén, asignables a los protones geminales de funciones oxige-—
nadas en & 3.82 C dd, 10, 10, 1H >; & 3.75 Cdd, 10, 10‘ 1H>; &
3.44 C dd, 10, 10, 1HD> y & 3.285 (dd, 10, 10, 1HD.

Las seflales en & (3.92, 3.75 y 3.44)>, se encontraban
significativamente desplazadas a campos mads bajos en el acetato
S C 5.61, 5.38 y 5.18 respectivamented, lo cual era consisten--
te con la presencia de tres funciones carbinélicas secundarias.
Es de hacer notar que el espectro del derivado acetilado,
mostré a campos maAs altos ademAs de las sefiales para los me———
tilos del acetato aromatico y del producto orginal, resonancias
para tres metilos del acetatoc adicionales en & 1.98, 1.89 y
2.03 CEspectro 8.

49
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El espectro de RMN B¢ del compuesto. quimico natural
CEspectro 6), presenté sefiales para 16 aAtomos de carbono; como
la férmula molecular requiere 18 carbonos, era indudable la e--—
xistencia en la molécula de dos pares de carbonos
equivalentes, hecho que es muy frecuente en anillos aromaticos

para-sustituidos.

El espectro confirmé la presencia de un acetato ¢ & 163.52 y
S5 20.32 D y de un metoxilo no aromatico C &5 87.32 ). Ademas e—-
videncié claramente la existencia de una unidad para-cumaril en
la molécula. Las seffiales correspondientes al ndcleo aromatico
de esta unidad aparecfan en & ¢ 188, s, C-4°'D>, & C 129.39, d,
Cc-2* y C-6' >, &6 C 125.09, s, C-1* > y &6 ¢ 118.62, d, C~3' y
C-8" 2. Por otra parte, los correspondientes a las de la cadena
propancide trans se observaron en & C 145.38, d, C-8 2, & (C
113.21, d, C-aa D y & C 166.37, s, >C=0 D).

Finalmente, este espectro evidencid seis funciones oxigena--
das secundarias, dos de ellas, de acuerdo al desplazamiento
quimico, debfan corresponder a los carbonos geminales de
funciones ésteres [ & C 79.12, d > y & C 74.56, d > ), tres a
los carbonos carbinélicos y la sexta al carbono de la funcidn

éter.

Por tratamiento del compuesto natural con NH‘OH al 33% fue
posible obtener Acido para-cumarico, el cual fue identificado
por comparacién de sus constantes fisiéas y espectroscopicas
con las previamente descritas en la literatura (Espectros 13,
14, 185> (14D,
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El Espectro de RMN'H (Espectro 15, del acido para-cumarico
diferfia del producto original en la ausencia de las sefiales por
debajo de & 5.75 y en la presencia de una banda ancha a & 8.1,
atribuible al ' hidroxilo de la funcidén acida. El espectro de
masas CEspectro 16), presenté un patrén de fragmentacién carac-

teristico de este tipo de compuestos.

Para determinar la naturaleza del ciclitol, asi como la dis-
posicidn relativa de los residucos para-cumaril, acetil y metil
el analisis del espectro Cosy del compuesto quimico natural y

su derivado acetilade fue de gran utilidad C(Espectros 5, 11D,

Los aspectos mads importantes del anilisis se resumen a con--

tinuacidn:

A) La sefilal en & 5.75 CHAD en el producto natural correlacio--
naba por una parte con el doblete de dobletes ¢ J=10, 4Hz >,
en & 4.90 CHR) y por la otra con el doblete de dobletes ¢ J=10,
4Hz D en & 3.285 CHrFd.

B) CHBD) ademAs de interaccionar con C(HAD lo hacia también con
el doblete de dobletes ¢ J=10 Hz D> en & 3.92 CHed. De acuerdo
a las magnitudes de las constantes de acoplamiento, la disposi-
cidn relativa de CHRD y CHed debfan ser trans diaxial y entre

CHB) y CHAD c¢cis. C(Hed correlacionaba adicionalmente con el do--
blete de dobletes ¢ J= 10 Hz D en & 3.44 CHED, una vez mas el
valor de la constante de acoplamiento indicé una relaciédn trans
diaxial entre CHed y CHmD.
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C) CHED se acoplaba también con la seffal en & 3.7 ¢ Hp, dd,
J=10 Hz) y ésta dltima con (HF), que come se indicéd en el inci-
so "A", también interaccionaba con C(HA). Comoc la disposicién

entre CHr) y C(HpD debia ser trans de acuerdo al valor de J ob--

servado, la relacién entre CHF) y CHAD debia ser cis.

Las interacciones descritas en los incises "A" a '"C*" permi-~--

tieron proponer la siguiente estructura parcial

El arreglo de los hidrégenos y funciones oxigenadas de la
estructura parcial * A * corresponden al mismo del
mxg—InoﬁiLol. mas especificamente al del L-myo-Inositol en
concordancia al valor de rotacidédn dptica obsefvada tanto para
el producto natural ¢ o= +32.2 D, como para el productc de
hidrélisis C4D.

La ubicacién del cumarilo y del acetato en las posiciocnes 1 y
6 del L-myo-Inositol respectivamente, se realizé considerando
que el hidrédgeno geminal de un éster de acetato absorbe a
campos mis bajos que el de un éster aromatico o vin{lico. La o-
rientacién a ecuatorial del cumarile y a axial del acetato eran
congruentes con las constantes de acoplamiento observadas para

los correspondientes hidrégenos geminales.



Finalmente, la disposicidn del metilo en S se realizé consi-~
derando que el protédn CHF) fue el Unico de los cuatro restan—-
tes hidrégenos geminales a las funciones oxigenadas CHe, Hc, Hp
y H®), cuyo desplazamiento quimico no se afecté considerable-—-
mente en el derivado acetilado. Ademas en el espectro Cosy del
derivado acetilado CEspectro 11D claramente se puede apreciar
que éste protén ¢ & 3.43 D, correlacionaba con el hidrégeno ge-—
minal del acetato CHAY y con (Hp) que si{ resultd desplazado pa-

ramagnéticamente en forma considerable.



CAPITULO V



RESUMEN

Como parte de un estudic sistemitico de plantas mexicanas
usadas en la medicina tradicional., se realizé el estudio
fitoquimico convencional de la Dodonasa viscosa CL) Jacq.

El estudioc fitoquimico de las fracciones de mayor polaridad
del extracto cloroformo-metanédlico de la Dodonaea viscosa
permitié el aislamiento de un nuevo metabolito secundario, el
que ha sido caracterizado con base a sus problodados quimicas y
espectroscépicas como: 1-para-cumaril, S-O-metil, 6-acetil-
L-pyo-Inositol, el cual representa un nuevo producto natural.
Dicho compuesto presentd un porcentaje de letalidad de 100,

pPara el crusticec Artemia salina Leach, a 1000 ppm.

HO

1-para-cumaril, S5-O-metil, G-acetil-L-myo-Inositol



CAPITULO VI



1.

C ONCL USTIONTES

Considerandeo que previamente no se habian aislado ésteres
del 4&cide cindmico de la familia Sapindiceae, el presente
trabajo constituye una contribucién importante al
conocimiento de la quimica del género Dodonaea y de la
familia,

El moderado efecto larvicida socbre el crusticeo Artemia
salina y los antecedentes de gue algunos derivados del
myo-Inositol son inhibidores del crecimiento de las larvas
de algunos insectos, hacen necesario realizar estudios
detallados de este tipo de compuestos como® un agente

potencial insecticida.

Considerando la naturaleza monofendlica ‘del ‘compuest.o
aislado, es posible, que por anal ogi a con otros derivados
del 4acido cindmico C19), el compuesto aislado presente
actividad antimicrobiana. Sin embargo la cantidad aislada
del compuesto nc permitidé realizar un ensayo bioldgice de

ésta naturaleza.

Con los datos obtenidos en el presente estudio, no es
posible justificar el uso popular que se le atribuye a la
planta. Posiblemente, los constituyentes responsables de la
actividad, se encuentren en las fraccicnes de menor
polaridad del extracto cloroformo-metandlico de la. Dodo-

naea viscosa CL) Jacq .
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8.1

8.2

A PENDTITCE

Secado y pulverizacidén

ad Secar el material vegetal a temperatura ambiente

b) Cortar en trozos pequefios

¢) Pulverizar en un molino de cuchillos

ad

[->]

Extracciédn y fraccionamiento preliminar

Macerar el material vegetal pulverizado con una mezcla
de disoclventes apropiados en proporcién adecuada hasta
extraer la mayor cantidad posible de extracto.

Fraccionar el extracto vegetal obtenide en el paso
anterior mediante una cromatografia preparativa en
columna de vidrio, utilizando como adsorbenté gel de
silice,

Realizar la elucidén con los disol ventes apropiados en
las proporciones adecuadas, iniciando con los de menor

polaridad y concluyendo con los de mayor polaridad.

8.3 Analisis Cromatograficos

a) Analizar las fracciones obtenidas por medioc de
cromatografia en capa fina, utilizando cromatoplacas

recubiertas con gel de silice.

bd Probar diferentes sistemas eluyentes hasta encontrar

el mas adecuado.
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cd Revelar las cromatoplacas con luz ultravioleta,
identificando las manchas localiz#Sles
Posteriormente revelar con sulfato cérico C32):
-Rociar con la solucién de sulfato cérice
-Calentar sobre parrilla a 110°C durante dos

minutos o hasta que se visualice color.

dd Reunir aquellas fracciones que sean semejantes para

ese sistema de eluyentes.

8.4 Aislamiento y purificacidn d los compuestos de las

fracciones de mayor polaridad

ad) Recromatografiar las fraccliones selecciocnadas en el
paso anterior, por medio de cromatograffia en columna,
utilizando como adsorbente gel de si{lice desacti-
vada con agua destilada al 10% y un sistema de eluyentes

adecuado para cada caso.

b) Las fracciones recolectadas de la columna se analizan
por medioc de una cromatografia en capa fina siguiendo

la metodologia antes mencionada.

Los pasos anteriormente mencionados se repiten cuantas veces
sean necesarios, hasta ir logrando aislar los diferentes

compuestos que se vayan encontrando.

8.5 Purificacién de los compuestos via cromatografia
preparativa en capa delgada.

Para purificar el compuesto deseado se hace una cromatografia
preparativa en capa delgada para lo cual se prosigue de 1la

siguiente manera:



ad
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cd
>

[ »)

£
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Depositar la muestra disuelta en la placa con ayuda de
capilar.

Saturar la cAmara cromatografica con la mezcla
eluyentes.

Dejar correr la placa cromatografica el tiempo necesario.

Secar la placa cromatografica a temperatura ambiente
Revelar con luz ultravioleta marcanao la zona en donde
encuentre el compuesto de interés

Raspar la zona con ayuda de una espatula.

Extraer de la gel de silice el compuestc con ayuda de

disclvente apropiado.

8.8 Caracterizacion del compuesto deseado

Se deben realizar

8.6.1 Determinacidn de las constantes fisicas

que sean necesarias como por ejemplo:

- Punto de Fusidén
- Rotacidén optica

8.8.2 Determinaciones Espectroscépicas

Dentro de éstas se pueden realizar por ejemplo:

#Espectroscopia IR

#Espectroscopia UV

®Espectroscopia de Masas
MEspectroscopia de RMN utilizando como disolvente CDCla. DMSO,

y como referencia interna TMS.

8.6.3 Determinacicnes quimicas

o2

un

de

un

todas las pruebas de constantes fisicas

Realizar todas las pruebas quimicas que sSean necesarias para

identificar y-o confirmar plenamente de que compuesto se trata.
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8.6.4 Determinacicnes quimicas especi{ficas para el

compuesto obtenido:

Para el caso del compuesto obtenido en el presente estudic se

realizaron las siguientes pruebas:

8.6.4.1 Prueba de identificacién de fenoles

-Poner en un tubo de ensaye una pequefia cantidad de 1la
muestra, adicionar tres mililitros de agua destilada, agregar
cantidad suficiente de soclucién reactivo de FeCl’ hasta la
aparicidén de una coloracién vicleta si la prueba es positiva.

Usar una muestra testigo positiva y una negativa,

8.6.4.2 Prueba de Molish para carbohidratos

-Poner en un tubo de ensaye una pequeffa cantidad de 1la
muestra, adicionar tres mililitros de agua destilada y agregar
un mililitro de una solucidén reactivo de a-naftol (10% en
etanol), en seguida, escurrir por la pared del tubc dos gotas
de HZSO‘ concentrado. Si la prueba es positiva, se observa una
coloracidén viocleta en la interfase.

Utilizar una muestra testigo positiva y una negativa.

8.6.4.3 Reaccidn de acetilacidn
A 10 mg del compuesto a ensayar agregar 0.1 ml de piridina y
0.1 ml de anhidrido acético, dejar en reposc por 24 horas a
temperatura ambiente, para que se lleve al cabo la reaccién.
Pasado este tiempo, adicionar una cantidad suficiente de hielo

a la mezcla de reaccién.

Posteriormente, extraer dos veces con acetato de etilo y

lavar la fase organica con HCl O.1N.

A la fase organica obtenida después del lavado, lavarla con

NaHCOs al 10% y finalmente con agua destilada.
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Secar la fase organica resultante sobre NazSO4 anhidro y
filtrarla.

Finalmente, concentrar en un rotaevaporador.

8.6.4.4 Reacciédn de hidrélisis basica
Disoclver cinco miligramos del compuesto a ensayar en tres
mililitros de metanol y adicionar 0.5 ml de NH‘OH al 33% .
Poner a reflujo por una hora. Transcurrido el tiempe agregar
una cantidad suficiente de HCl O.1N para neutralizar.
Posteriormente, extraer dos veces con acetato de etilo

separando la fase organica del la acuosa.

8.7 Ensayos Biolégicos

8.7.1 Determinacidén de la toxicidad in yitro contra

Artemia salina Leach (18D

Realizar los ensayos biolédgicos de la siguiente manera:

1.- Disolver 20 mg del compuestoc purc o 40 mg de la fracecidn o
extracto objeto de evaluacidn en dos mililitros de ‘disclvente
Cseleccionar el disolvente en el cual se presente la mayor
solubilidadd. De esta solucidén transferir a tres viales, por
separade 5, 50 y 500 ul para cobtener una concentracién de 10,

100 ¥ 1000 ppm respectivamente.

Realizar esta operacién por triplicado; finalmente dejar

evaporar el disoclvente a temperatura ambiente o al vacio.

2.~ Incubacién de los huevos de Artemia salina
Incubar los huevos de Artemia salina, en un medioc salino
artificial durante 48 horas. Pasado este tiempo colectar los

camarones fototrépicos con ayuda de una pipeta Pasteur.



3. - Bicensayo

Transferir 10 camarones a cada uno de los viales conteniendo
la muestra a ensayar y adicionar cinco mililitros del medio
salino artificial. Mantener los viales con iluminacién durante
48 horas. Al cabo de este tiempo contar los crustaceos
sobrevivientes y determinar el porciento en cada una de las

dosis por la siguiente férmula:

Namero total de crustaceos muertos

% mortalidad = x 100
Numero total de crustaceos vivos




SABER ES PODER
AMAR ES CREAR
SER ES IRRADIAR LUZ Y VERDAD

PITAGORAS
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