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INTRODUCCION

La disponibilidad y el empleo de medicamentos apropiados
es uno de los elementos indispensables para el éxito de la
atencién primaria de la salud. En este sentido las plantas
siempre han sido una fuente importante de remedios, tanto en
la forma de preparaciones tradicionales cc.o de preparadoes
farmaceGticos acabados. Aunque no se dispone de los datos
necesarios para precisar el valor o la difusién del uso de
plantas o de principios activos de ellas derivados en los
sistemas de salud de los distintos paises, la Organizacién
Mundial de la Salud estima que quizd el 75% de los mis de
4,000 millones de habitantes de 1la Tierra confian en
medicinas tradicionales para satisfacer sus principales
necesidades de salud y se puede afirmar que gran parte de las
terapias tradicionales se basan en el uso de extractos de
plantas o de sus principios activos (Akerele, et al, 1984).

Los térmacos derivados de plantas tienen importancia tanto
en los paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo. Para ilustrar la importancia en el caso de los
paises desarrollados se puede tomar como ejemplo a los
Estados Unidos de América en donde el 25% de todas las
prescripciones dispensadas por las farmacias desde 1959 hasta
1980 contenian extractos o principios activos obtenidos de
plantas superiores. Dicha cifra no ha variado
considerablemente en 1los 22 afios estudiados (Farnsworth,

1976).



Actualmente hay un camino abierto para que los
investigadores de 1los paises desarrollades organicen y
realicen programas de investigacién interdisciplinarios sobre
la utilizacién de fuentes naturales vegetales de
medicamentos. Dichas fuentes suelen ser abundantes y pueden
proporcionar productos galénicos seguros, estables
estandarizados y eficaces para su uso en la atencién primaria
de la salud o conducir al descubrimienéo de nuevos principios
biolégicamente activos derivados de plantas, que a veces son
apropiados para la elaboracién de medicamentos (Akerele, et
al, 1984).

Con respecto a los palses en desarrollec seria
particularmente conveniente identificar las plantas
medicinales de diversas localidades y estudiar las mismas con
la finalidad de obtener productos que puedan formar parte de
las listas nacionales de medicamentos o incluso sustituir
algunos de los productos farmacefiticos de importacién. En
general estos palses, entre ellos México, se caracterizan por
contar con una vasta flora medicinal, la cual en la mayoria
de los casos lamentablemente no ha side investigada con 1la
debida atencién.

El descubrimiento de un alto porcentaje de farmacos de
origen vegetal ha sido el resultado del estudio cientifico de
plantas empleadas en medicina tradicional gque constituye
entonces un método- apropiado para el descubrimiento de otros
farmacos Gtiles (Akerele, et al , 1984). La mayoria de estas

investigqaciones se ha realizado en palses desarrollados; sin



embargo, cada vez se subraya mis la necesidad de que los
paises en vias de desarrollo implementen sus propias
investigaciones sobre su medicina tradicional con el objeto
de obtener productos medicinales que les permitan resolver
sus problemas de salud de manera mids efectiva y econémica. La
estrategia ideal para implementar este tipo de investigacién
se resume en el diagrama de blogues que se ilustra en la
pagina siquiente.

En el caso particular de México la informacién existente
acerca del uso medicinal vern&culo de cientos de plantas es
extensa y plantea un sin nGmero de investigaciones. De manera
reciente se ha dado un mayor énfasis en el estudio de las
plantas con propiedades curativas, sin embargo, es necesario
sistematizar el estudio multidisciplinario de las mismas
siquiendo la metodologia descrita en el diagrama de blogques

antes mencionado.



Identilicar /as
planias de uso
verndculo

P

Consullar /a

Evalvar los

Decldir s/ es

Determinar /a
;

literatura - datos ,’;"‘/‘/z’::’ l’]‘f" e "';"{segﬁn
los datos
pertinente publicados astudlo _publicados
!
A
Seleccionar /as
pruebas
bioldgicas
Recolectar las
f planias
Establecer
prioridades pars e . -

Preparar profocolos
ipara los bloensayos

la efecuc/dn de

de inocuidad y
toxic/dad

A

i

Establecer criterios
ara los bioensayos
de /nocuidad y
loxicidad

Egtrateqia vara implementar la investigacién

/28 pruabas . |
, Determinar la Alslar e
. actividad /den/!//lc}‘a/r los
: biolégica ptinclplos
Recolectar las | ' g acliyes
plantas N
b Realizar P ‘ Freparar,
joensayos de : estabilizar y [Fealizar pruebas
inocuidad y
estandarizar en el hombre
foxicidad Jos extractos

'

E/aborar métod
pare /a

producclén

/ndustrial

en medicina tradicional.




JUSTIPICACION Y OBJETIVOS

Entre las plantas mexicanas que son utilizadas como
agentes terapefiticos en 1la medicina popular y que
potencialmente podrian constituir fuentes de principios
activos, se encuentran la Guazuma ulmifolja y la Hintonia
latiflora; 1la primera se utiliza contra el paludismo,
afecciones cutfneas y sifiliticas, elefantiasis, enfermedades
del pecho, lepra, tos y como agente hipocolesterolemiante en
tanto que la segunda se utiliza contfa el paludismo, como
agente hipoglucemiante y antiséptico.

Tomando en cuenta que uno de los principales criterios
para descubrir nueves productos naturales con actividad
biolégica, ha sido el estudio de plantas utilizadas en
medicina tradicional (Farnsworth y Bingel, 1977; Farkas,
1988; Farnsworth, 1980; Bingel, 1977; Graleffi, 1980;
Fairbairn, 1980; Salemink, 1980; jinter alia) se considers
pertinente realizar el estudio fitogquimico de 1las dos
especies antes mencionadas.

El estudio fitoquimicos de ambas especies forma parte de un
estudio sistem&tico de plantas mexicanas usadas en medicina
tradicional que pretende ademds de obtener principios activos
contribuir al conocimiento de la flora medicinal mexicana.
Indudablemente en el caso de obtener custancias activas este
proyecto podria constituir una aportacién para la resolucién

de problemas de salud ptiblica nacional.



Para cumplir con los objetivos generales se consideran
pertinentes los siguientes objetivos especificos:
1.- Recopilar la informacién bibliografica, boténica,
etnoboténica, quimica y farmacolégica de Hintonia latiflora
(Rubiaceae) y de Guazuma ulmjfolia (Sterculiaceae).
2,~ Efectuar 1las operaciones preiiminares propias a 1la
preparacién de los extractos vegetales para cada una de las
plantas objeto de estudio.
3.~ Preparar los extractos vegetales siguiendo las técnicas
fitoguimicas convencionales.
4.- Efectuar el fraccionamiento de los extractos obtenidos
mediante los métodos adecuados.
5.~ Separar y purificar el mayor niimero de constituyentes de
las diferentes fracciones obtenidas en el punto anterior.
6.~ Identificar mediante wétodos quimicos y espectroscépicos
las sustancias aisladas.
7.~ Determinar 1la toxicidad para Artemia salina de los
compuestos puros aislados, considerando que esta evaluacién
biolégica simple ha dado muy buenos resultados como indicador

preliminar de actividades biolégicas mids complejas.



CAPITULO I

CONSBTITUYENTES ADICIONALES DE LA HINTONIA LATIFLORA



1.- ANTECEDENTES.

El género Hintonia pertenece a la familia Rubiaceae
{(Subfamilia: Cinchonoideae; Tribu: cinchoneae) y comprende
cuatro especies, las cuales se encuentran distribuidas en la
regién mesoamericana. Desde el punto de vista medicinal 1la

especie mds importante es la Hintenia latiflora, (S et

Mocifio ex DC} Bullock, que se caracteriza por ser un arbusto
de siete metros de altura, de hojas opuestas, ovadas u ovales
de 4-12 cm; flores acampanadas, blancas aromdticas de 5-7 cm,
fruto capsulado oval o abovado, anguloso con semillas
pequeias y aladas (Martinez, 1989).

La H. latiflora estd incluida en un conjunto de plantas
que constituyen el complejo "Copalchi". Estas plantas
pertenecen a las familias Rubiaceae y Euphorbiaceae ; y sus
cortezas se caracterizan por ser extremadamente amargas y por
su empleoc en el tratamiento del paludismo. La H. latiflora
goza ademas de reputacién folcklérica como  agente
hipoglucemiante y antiséptico .

Desde el punto de vista fitoquimico son escasos los
estudios que se han descrito sobre el género Hintonia; la H.
atiflo ha sido la finica especie investigada y 1los
diferentes estudios han permitido el aislamiento e
identificacién de una oxidocumarina (1) (Reher, et al, 1983},
tres triterpenos tetraciclicos del tipo cucurbitano (2,3 y 4)

(Reguero, et al, 1987, camacho,1990, Mata, et al, 1990), seis



fenilcumarinas (5, 6, 72, 8 , 9, Yy 10 ) (Soto, et al, 1988;
Camacho,1590; Mata et al, 1990), el manitol (11) , el 8-
sitosterol (J2) y una flavona (13) (Camacho, 1990; Mata, et

al, 1990). En el cuadro 1 se resumen las investigaciones

fitoquiricas sobre H. latiflora.

Cabe hacer notar que en el estudio realizado por Camacho
(1950) se detectaron compuestos adicionales en las fracciones
cromatogr&ficas de mayor polaridad del extracto metanbélico de
la planta. Entre ellos destacaban un croméforo rojo y otro
amarillo, siendoc el primero particularmente inestable. En esa

ocasién no fue posible la separaci6én de ambos compuestos.

El extracto metandlico de la corteza asi como las
fenilcumarinas y la glucocucurbitacina aisladas del extracto
fueron evaluadas in__vitro comoc agentes antipalidicos
potenciales. El método de evaluacién empleado esti basado en
la inhibicién de la toma de hipoxantina radioactiva por el
pardsito Plasmodium falciparuym y en todos los casos se
utiliz6 difosfato de cloroguina como control positivo ; el
extracto metandélico de la planta y el glucésido 5 presentaron
una concentracién inhibitoria (IC g4) igual a 12.5 ppm; la
glucocucurbitacina 4 fue menos activa encontrdndose un valor

inhibitorio (IC so) de 31 ppm (Camacho, 1990).



La actividad potencial como agente antimicrobiano de los
contituyentes de H. latiflora, ha sido también objeto de
estudio. Como resultado de esas investigaciones se encontré
que el 5-0-B-galactopiranosil-3/-4/-dihidroxi-7-metoxi-4-

fenilcumarina 8 es activa contra C, albicans. (Rojas, 1990).

Finalmente cabe destacar que ninguno de los compuestos

obtenidos por Camacho {1990) presentd toxicidad apreciable

para A. salina Leach.
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CUADRO 1. Metabolitos secundarios descritos de H.latiflora.

Oxidocumarinas

7-Metoxi~4’/,5’~dihidroxi-4-
fenil~5,2/~oxidocumarina, 1

Cucurbitanos
Ho f
25-Acetil-23,24-dihidro or
cucurbitacina, 2 MOH
23,24-Dihidrocucurbitaci- wo
na, 3
¥
t Meke
3. AsH
Hoq
al
3-0~8 -D-Glucopiranosil-23, on
aoH

24~dihidro-cucurbitacina, 4

G0 ¥




CUADRO 1. Metabolitos secundarios descritos de H.latiflora

(Continuacién)
Fenilcumarinas
Me O

5~0-8-D-Glucopiranosil-3’,4’~ cHy On
dihidroxi-7-metoxi~-4-fenilcu- " o o
marina, 5 )

oN

HO H
L} oM

5-0-B-D-Glucopiranosil-2/,4*,
57~ trihidroxi-7- metoxi- 4 =
fenilcumarina, &

5-0-{6"-Acetil~B-D-galactopi-
ranosil)y -3/,4’- dihidroxi-7 -
metoxi-4~fenilcumarina, 2




CUADRO 1. Metabolitos secundarios descritos de H.latiflora

(Continuacibn)

12

5-0-8-D- Galactopiranosil-3‘,
4’-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-
cumarina, 8

5-0-B-D-Galactopiranosil-4/-
hidroxi-7-metoxi-4-fenilcu-
marina, 9

$-0-fA-D-Glucopiranosil-7,3’,
4’-trihidroxi-4-fenilcumarina,
10




CUADRO 1. Metabolitos secundarios descritos de H.latiflora

{Continuacién)
Flavona
7~Metil-luteolina, 13
otros
Ha0H
Crp
Manitol, 11 !
i
O10H
CHOH
Hz0H

B-Sitosterol, 12

HO
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2. MATERIALES Y METODOSB.

2.1, Materjal vegetal.

La corteza de Hintonia latiflora (Scsse et Mocino ex DC)
Bullock se colecté en Jolalpan, Puebla en mayo de 1987. Una
muestra de referencia (Voucher: Bye y Linares No. 15516) se
deposit6 en la coleccién etnobotdnica del Herbario Nacional,
Instituto de Biologia, UNANM.

El material vegetal se secd en una estufa, se corté en
pequefios trozos y posteriormente se pulverizé en un molino de

cuchillos Modelo T. Wiley 4.

2.2 Métodos_de Extraccién y Fraccionamiento.

El material vegetal pulverizado se extrajo primero con
hexano Yy posteriormente con metanol siguiendo el
procedimiento sehalado en el Esquema 1 El extracto
metandlico fue fraccionado de manera preliminar mediante un
proceso de particién segGn el procedimiento descrito en el
Esquema 2.

El extracto de acetato de etile resultante (60.1g) del
proceso de particién se fraccioné via una columna
preparativa, utilizando como adsorbente gel de silice (1.20
kg, silica gel G 60 Merck 70-230 mallas); el proceso de
elucién se efectué con hexano-cloroformo, cloroformo y
cloroformo-metanol en diferentes proporciones. Se recogieron

un total de 470 fracciones de 250 ml cada una. Cada fraccién
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se analizé por cromatografia en capa fina combin&ndose
aquellas cromatogr&ficamente similares, En el Cuadro 2 se
resumen los sistemas de eluyentes empleados, el nfimero de
fracciones obtenidas con cada uno de ellos y las fracciones
combinadas.

Las fracciones de mayor polaridad 311-324 ( 10.845 g) se
recromatografiaron en una columna abierta sobre 13.7 g de
gel de sfilice impregnada con &cido oxilico al 10%. Se
recogieron un total de 335 fracciones de 100 ml cada una
utilizando como eluyentes cloroformo y mezclas de cloroformo-~
metanol en diferentes proporciones. Cada fraccién se analizé
por cromatografia en capa fina combinidndose como en el caso
de la columna original, aquellas que resultaron similares. En
el Cuadro 3 se resumen los sistemas de elucién empleados, el
nimero de fracciones obtenidas con cada uno de ellos y las

fracciones combinadas .
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Material vegetal molide ¥/

1) Extraccién con hexano 2/
2; Fittracién
3} Concentracién in vacuo del filtrado

3

Extracto hexanico 3/ Residuo vegetal

1 Extraccion con MeOH 4/

2) Fiitracién
3) Concentracion in vacuo
det fiitrado -
f [}
Residuo vegetal Extracto metandlico

concentrado 5/

1/ Canlidad de material vegetal 1.5 kg.

2/ Extraccidn via maceracién (dos veces por periodos de dos dias cada vez,
6.9 | de hexano).

3/ Cantidad total de extracto hexénico 3.5 kg.

4/ Extraccién via maceracion {tres veces por periodos de dos dias cada vez,
6 { de metanol).

5/ Cantidad tolai de extracto metanélico 318.5 g.

Esquema 1. Extracclén de /s corteza de H, latiflora
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Extracto metanélico 1/

Particiéon
AcOEt-MeOH-H0 {12:1:3) 2/

|

i

v
Fase acuosa Fase orgénica

Concentraclén in vecuo

'
!
|
v

Extracto de acetato de etilo

concentrado 3/

1/ 318.5 g de extracto metanélico se disolvieron en 0.60 | de metanol~ 1.0 |
de agua.

2/ Se efectuaron cuatro extracclones con AcOEt (de 600 ml cada vez).
Se err;pleé un extractor liquido-liquido, para liquidos menos densos
que el agua.

3/ Peso del extracto de acetato de etllo concentrado 60 g.

Esquema 2. Fraccl lento preliminar del extraclo metandlico de H. latiflora




CUADRO 2.RESUMEN DEL FRACCIONAMIENTO VIA CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO DE Hintonia
latirlora

Fluyente Proporeién No. fracciones Fracciones
combinadas
Hex—CHc13 50:50 1-18 1-74
HEx-CHCL: 30:70 19-14 75-120
CHC13 100 75-108 121-133
CHC13-HeOH 99:1 109-118 134-158
CHC14-MeOH 98:2 119-139 159-165
CHCIJ_HeOH 97:3 140-153 166-174
CHCIJ-HeOH 96:4 154-175 175-185
CHCIJ-HeOH 95:5 176-185 186-204
CHCIJ-HeOH 94:6 186-208 205-211
CHC13-HeOH 92:8 209-248 212-220,221-251,
252-288
CHCl:-HeOH 90:10 249-398 289-293,294-301,

302-310,311-324,
325-329,330-338,

339-364
CHC1,-MeOH 85:15 399-417 365-398
CHC14~MeOH 80:20 418-431
CHC14-MeOH 70:30 432-455 399-470

CHC14-MeOH 50:50 456




CUADRO 3.

FRACCIONES 311-324 DEL EXTRACTO METANOLICO DE H. LATIFLORA.
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RESUMEN DE LA COLUMNA DE SEPARACION DE LAS

Eluyente Proporcién  No. Fracciones Fracciones
combinadas

CHC1, 100 1-21 1-7,8,9-24

CHCIJ-HeOH 99:1 22-34 25~38

CHC13-HGOH 98:2 35-59 39-44,45,46-54
55,56~58,59

CHCl3~HeOH 97:3 60~90 60-68,69,70-82
83-90

CHCIJ-HEOH 96:4 91~118 91~-100,101~114,
115

CHC13-He0H 95:5 119-146 116-124,125,126,
127-133,134,135,
136,137,138,139,
140-150

CHCIJ-HEOH 94:6 147~-173 151-163,164-174,

CHClz-MeOH 93:7 174-194 175-187

CHCIJ-MeOH 92:8 195-275 188-222,223-224,

276-300 225-227,228-238,

239-240,241-242,
243,244-247,248,
249-253

CHCla_MeOH 80:20 301-319 254-255,259-260,
261-262,263,264~
265,266-268

CHCIJ-HQOH 70:30 320-355 269-272,273~-274,

275-276,277,278,
279-290
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2.3, 4lisis cromat COS _ana cOs, e vos _e
a d ada.

En todos los casos los andlisis cromatogréficos tante
analiticos como preparativos en capa fina se efectuaron
siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de
vidrio recubiertas de silice (silica gel GF ,g,, Merck),
varios sistemas de eluyentes Y diferentes ageﬁtes
cromogénicos.

Los sistemas de eluyentes y reactivos reveladores empleados
se resumen en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Sistemas de eluyentes y agentes cromogénicos
utilizados para los andlisis cromatogr&ficos en capa fina.

Sistemas de Composicién Proporcién Referencia
eluyentes
I Hexano/AcOEt Diversas -
proporciones
II CHC1,/MeOH " -
I1I ACOEE/HeOH " -
v AcOEt/CHCl » -
v Hexano/CHCi " -
vI IsopOH/AcOE'?‘/HZO 83:11:6 stahl, 1969
Reactivo Agentes cromogénicos Referencia
Composicién
1 Sulfato
cérico * 12 g sulfato cérico Stahl, 1969
22.2 ml H,S0, conc.
350 g hieio picado
II Anisaldehido* 0.5 ml anisaldehido Stahl, 1369

9 ml etanol
0.5 ml H,S04 conc.
1 =l 6ciéo acético

* Para el desarrollo del color era necesario calentar por dos
minutos aproximadamente a 110°C.
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4. slamjento urificacién de los Compuestos.

2
2.4.1 Obtencién de 1la 5-0-(6"-acetil-B-D-glucopiranosil)-
7,3,4’-trihidroxi-4~fenilcumarina, 14.

De las fracciones 228-238 de la columna 2 (Cuadro 3) se
obtuvo un polvo amarillo, el cual fue purificado mediante
sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada. Se
utilizaron un total de 12 placas de gel de silice y como
sistema de elucién cloroformo-metanol (75:25). Al cabo del
proceso se obtuvieron 31.3 mg de un material cristalino color

amarillc con p.f. 205-208°C.

2.4.2. Obtencién del Producto II.

De las fracciones 279-290 ( 0.7511 g) de la columna 2
(Cuadro 3) se obtuvo un polvo rojo que fue purificado
mediante 20 placas preparativas. El sistema de elucién
empleado en este caso consisti6 de CHCl;-MeOH (7:3). Como
resultado de este procedimiento se obtuvieron 213.3 mg de un

s6lido con p.f.151-154 °c.

2.5 Caracterjzacién de los compuestos aislados.

2.5.1 Determinacién de las constantes fisicas Yy
espectroscépicas.

a).~ Los puntos de fusién fueron obtenidos en un aparato de
Fisher-Johns y no estan corregidos.

b).- Los espectros de infrarrojo fueron registrados en un
espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer 599B.

c).- Los espectros de ultravioleta se obtuvieron en un

espectrofotémetro Perkin -Elmer 202.
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d) .- Los espectros de RMN se determinaron en un instrumento
varian VXR-300S (Instituto de Quimica, UNAM).

e).~ Los anilisis elementales se efectuaron en el
Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica,
UNAM,

f).- Las rotaciones 6pticas se determinaron en un polarimetro

Perkin-Elmer No. 241.

2.5.2. Hidrélisis &cida de 14 para obtener la aglicona 14A

Por cada 20 mg del compuesto 14 se afiadieron 20 ml de HCl
IN . La mezcla anterior se hirvié a reflujo durante una hora.
Al cabo de este tiempo se extrajo la aglicona de la fase
acuosa con acetato de etilo ; la fase orgdnica se lavo
sucesivamente con una soluci6n reactivo de bicarbonato de
sodio y agua. La fase de acetato de etilo se secé sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio,

obteniéndose un sélido cristalino.

El s6lido cristalino anterior se purificé via una
cromatografia preparativa en capa delgada, utilizando como
sistema de eluyentes cloroformo-metanol (8:2). Después de la
purificacién cromatogradfica se obtuvieron 4.3 mg de la

aglicona 143 con p.f. 204~206°C.
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2.5.3. Obtencién de los derivados acetilados de 14,147 Y
Producto II.

Para obtener los derivados acetilados de los compuestos
14, 14A y Producto II se utilizaron un ml de piridina y un ml
de anhidrido acético por cada 100 mg de muestra. La mezcla de
reaccidn se dejé en reposo durante 24 horas y al término de
este tiempo los productos acetilados fueron separados de la
manera convencional (Pavia ,1976).

El compuesto acetilado de 14 se purificéd mediante 2
placas preparativas utilizando como sistema de elucién
cloroformo-metanol (95:5). Se obtuvieron 17.1 mg de un sélido
amarillo, 14B, con p.f. 71-73%.

El compuestc acetilade del Producte II se purificé
mediante 7 placas preparativas utilizando como sistema de
elucién hexano-cloroformo (1:1) obteniéndose 81.35 mg de un

material cristalino con p.f. 54-57 °c..

2.5.4. Hidré6lisis enzimltica de 14 y Producto II.con 8-
glucosidasa y celulasa.

A 5 mg del compuesto objeto de hidrélisis se 1le
adicionaron 0.2 ml de agua destilada y 10 mg de celulasa. La
mezcla se incubbé a 36°C durante 72 horas.

A 5 mg de muestra se le adicionaron un ml de aqua
destilada y 5 mg de f-glucosidasa. Al igual que en el caso

previo la mezcla se incubdé a 36°C durante 72 horas.
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Al cabo de la hidrélisis los azficares se detectaron
cromatograficamente mediante el sistema de elucién VI y el
agente cromogénico II del Cuadro 4. En todos los casos se
utilizaron patrones de azlGcares adquiridos comercialmente de

la casa Merck.

2.5.5. Prueba de Molisch para carbohidratos.

A una pequefia cantidad de cada uno de los compuestos
disueltos en 3 ml de agua destilada, se les adicioné un ml de
una solucién reactivo de a-naftol {10% en etanal};
sequidamente se adicionaron por las paredes de los tubos de
ensayo dos gotas de Acido sulftorico concentrado, observandose
una coloracién violeta en la interfase de los liguidos, lo
que era indicativo de la presencia de carbohidratos. Se

emplearon ademids controles positives y negativos.



25
3.0 RESULTADOS

El extracto metanflico de la corteza de H. latiflora fue
sometido a un fraccionamiento preliminar via un proceso de
particién entre acetato de etilo y agua. El extracto org&nico
resultante fue objeto de un fraccionamiento adicional
mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de
silice. como resultado del andlisis cromatogréfico
preparativo se obtuvieron tres conjuntos de fracciones, 1las
poco polares, las de mediana polaridad y las de mayor
polaridad (Cuadro 2). las fracciones polares 311-~324 (Cuadro
2} contenfian los croméforos rojo y amarillo previamente
detectados por Camacho (1990). La recromatografia de estas
fracciones en una columna de gel de sfilice originaron las
fracciones secundarias indicadas en el Cuadro 3. De las
fracciones combinadas 228-238 (Cuadro 3]} se obtuvo un sélido
cristalino amarillo el cual, después de su purificacién
mediante una cromatograffa preparativa en capa delgada generd
31.3 mg del compuesto 14 . Su rendimiento en base a la planta
seca es de 0.002 %Y. El compuesto 14 se obtuve como un sélido
amarillo cristalino con p.f.= 205-208 °C, soluble en metanol.
En el <Cuadro 5 se resumen sus constantes fisicas y

espectroscépicas.

El producto natural fue sometido a varias reacciones
quimicas durante su proceso de caracterizacién y los

resultados fuercn los siguientes:
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a) El tratamiento del productc natural con anhidrido acético
y piridina origin6é el derivado heptacetilado correspondiente

34B.

b} La hidr6lisis &cida con HCl1 1 N del compuesto natural
gener6 1la 5,7,3’,4’-tetrahidroxi~-4~fenilcumarina 147 Y
permiti6é detectar mediante an&lisis cromatograficos a la 8-D-
glucosa como fGnico carbohidrato presente. La posterior
acetilaciébn de este producto originé el derivado

tetracetilado 14C .

En los cuadros 6, 7 y 8 se resumen las constantes fisicas y

espectroscbpicas de 143, 14B y 14C, respectivamente.

c) La prueba de Molisch para carbohidratos resultd positiva.

De la fraccién combinada secundaria 279-290 (Cuadro 3) se
obtuvo un polvo rojo, el cual, después de su purificacién
mediante una cromatografia en capa delgada originé 213.3 mg
del Producto II. Su rendimiento en base a la planta seca es
de 0.014 %. El Producto 1] se obtuvo como un sélido con p.f.=
151-154 °C, soluble en metanol. Este producto se encuentra en

proceso de caracterizacién.
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CUADRO 5. Constantes fisicas y espectroscépicas de la 5-Q-(6"
-acetxl—B-D-glucopxranos;l) 7,3',4'~trihidroxi-4
~fenilcurmarina. 14.

HO

F.M. : Cy3Hy,0,,

P.M. : 490

g/mol

P.F. : 205-208 °C

Andlisis elemental: C ;g 243 H 6.11%

MEOH
U.V.x nm:
max.

KBr
I.R.v cm”
max.

a s -129
D
RMN‘H

(DMSO-dg,8 )

rinl13c
(DMSO-dg,6 )

i

258 y 331 (Espectro 1)

3440, 1701, 1618, 1602,1384,

1368, 12155, 1083
(Espectro 2)

(C=1, MeOH)

2.0 (s,3H,CH4CO-), 2.6 {(dd,J=7Hz,1H,H-2"),
3.02 (dd, 14, J=7Hz, H-4"), 3,18 (dd 1H,J=7Hz,H-3
3.41 (m,1H, J=7,3 Hz, H-5"), 4.05(dd,1H,JI=7Hz,H-6
4.68 (d,lH,j=BHz,H-1"), 5.58 (s,1H, H—:)
6.25 (s,1H, H-8), 6.32 (s,1H,H-6), 6.58-6.8 (m,3H
H-2’, H-5' y H-6")

{Espectro 3)

20.64 (CH,-CO-), 63.24 (C-6"), 69.58 (C-4"), 72.9
(c-2"), 73.75 (C-5"), 76.00 (C-3"), 97.47 (C-8),
99.78 (C-€), 100.24 (C-1"), 100.90 (C-4a), 109.28
{C-3), 114.52 (C-5Y), 115.57 (C-2’), 119,164 (C-6
130.79 (C-17), 144,20 (C-3’), 145.67 (C~-4’), 155.
(c-4), 156.05 (C-8a), 156.76 (C-5), 160.085 (C-2)
165.33 (C-7), 170.35 (CH,_CO-)

?Espectto 4)
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CUADRO 6. Constantes fisicas y espectroscbpicas de la
5,7,3',4’-tetrahidroxi-4~fenilcumarina, l4A3.

[o]
HO (o] ~
,/'
HO
OH
OH

F.M. : Cy5H; 006
P.M., : 286 g/mol

P.F. : 217-220 %

KBr
I.R. v em~1: 3300, 1700, 1660,1620, 1605,1550,
max. :
1520, 1440, 1370, 1300,1160, 1120,
1080, 1040, 1000, 810 {Espectro 5)
RMN’H : 5.59 (s, 1H, H-3), 6.06 (d, 1H, J= 3Hz, H-8)
(DMSO-dg, 8) 6.16 (d, 1H, J= 3Hz, H-6), 6.4-6.8 (m, 3H, H-2',

H-67, H-5')

(Espectro 6)
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CUADRO 7. Constantes fisicas y espectroscébpicas de la 5-Q-(tetracetil-
B8-D-glucopiranosil)-7,3’,4’'-triacetoxi-4-fenilcumarina, 14B

AcO

-
cupre o

H (o]
B e 1)l
AcO H Ohs
H A OA¢

F.M. : C3ygH3,0,g
P.M. : 683 g/mol

P.F. : 71-73 %%

KBr
I.R. cm™1: 1780, 1720, 1600,1500, 1420,1360,
max.
1200, 1110, 1020, 900,830, 600
(Espectro 7)
RMN'I : 1.89 (s, 3H,CH4;-CO-), 1.99 (s, 3H, CHa-CO-), 2
(CDC14,s ) (s, 6H,2CH,~-CO-}, 2.34 (s5,6H,2CH,-CO-), 3.5-5.2
(m, 7H, Hl’~H-6"), 6.2 (s, 1H, ﬂ-a), 6.67 (d,

1H, J= 3Hz, H-8), 6.93 (4, 1H, J= 3Hz, H-6),
7.05-7.35 (m, 3H, H-2’, H-6’, H-57),
{Espectro 8)
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CUADRO 8. Constantes fisicas y espectroscbpicas de la 5,7,3%,4'-
tetracetoxi-4-fenilcunarina, l4C

Ac

OAc

F.K. i Cp3Hyg0,4

P.M. : 455 g/mol

KBr
I.R.v em~l: 3050, 2920, 2850,1780, 1730,1610,
mix.
1500, 1420, 1370,1200, 1120, 1060, 1020,

900, 750
(Espectro 9)

RMN‘H : 1.80 (s,3H,CHy-CO-), 2.25 (s,3H,CH4-CO-), 2.32
(Piridina-dg) (s,3H,CH4-CO-), 2.34 (s,3H,CH,~CO-), 6.29 (s,1H,
H-3),7.10 (1H,d,J=3Hz,H-6), 7.28 (1H,d,T=IHz, H-8)
7.34 (1H,dd,J=8,3Hz,H-6*), 7.43 (1H,d,J=IHz,H-2’
7.50 (1H,d,J:8Hz , H-5¢).
(Espectro 10)
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4.DISCUSION DE LOB’RBSULTADOE.

Sucesivas cromatografias en columna y capa delgada de un
grupo de las fracciones de mayor polaridad del extracto
metanblico de H. latiflora (Sesse et Mocifio ex DC) Bullock,
permitieron el aislamiento de un nuevo producto natural, el
cual fue caracterizado como la 5-0-(6"-acetil-B~D-
glucopiranosil) -7, 3’, 4’ - trihidroxi-4~fenilcumarina. El
anilisis de las evidencias quimicas y espectroscépicas que
permitieron determinar su  estructura se discute a
continuacién.

El producto 14 se aisld como un sélido cristalino de color
amarillo soluble en metanol con p.f.=205-208°C . su férmula
molecular se establecié como CyqHy509, por anilisis
elemental; las caracteristicas de solubilidad del compuesto,
asi como su comportamientc frente al reactivo de Molisch
sugirieron su naturaleza glicosidica. La hidrélisis A4cida
(HCl 1N} de una pequefia cantidad del producto natural
permitié6 detectar a la glucosa como Gnico carbohidrato
presente en el producto de hidrélisis.

Los méximos de absorcién observados al UV ( 258 y 331 nm)
y las bandas a 1701 y 1618 cm™} en el espectro de IR
indicaron a priori que el compuesto era una fenilcumarina

(Agquino, 1988; Mata et al, 1987, 1988, 1990)

El espectro de RMN'H en DMSO-d; (espectro 3) present6

sefiales para:
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a) Cinco hidrbgenos aromiticos entre & 6.2y & 6.8.

b} El protédn vinilico H-3 de una 4~fenilcumarina a § 5.58.

c) El protén anomérico o orientado de wuna hexosa a §4.68
(d,J=7 Hz) .

d) Varios grupos hidroxileo en ¢ 4.25.

e) Los hidrégenos geminales de un ester de un alcohol
primario en & 4.05 (m,2H).

f) Los hidrégenos geminales de las funciones oxigenadas
secundarias de una hexosa ( 4 multipletes en § 3.41,¢& 3.18,8
3.02 y § 2.60) .

g) El singulete caracteristico del metilo de un grupo acetato

alifatico en § 2.0.

El estudio detallado del espectro de RMN’H bidimensional
(Figura 1) permiti6é confirmar que la porcién sacérida de la
molécula era 1la 6-acetil-p-D-glucosa. Los aspectos més
importantes del andlisis fueron los sigquientes:

a) La sefial en & 4.68 (H-1") correlacionaba con el doblete de
dobletes (J=7 Hz) en 6 2.60 (H-2").

b) H-2" ademés de interaccionar con H~1" lo hacia también con
el doblete de dobletes (J=7 Hz) en & 3.18 (H-3"). De acuerdo
a las magnitudes de las constantes de acoplamiento la
disposiciébn relativa de H-2" y H-3" debia de ser traps
diaxal, al igqual que la de H-1" y H-2". KH-3" correlacionaba
adicionalmente con el doblete de dobletes (J=7 Hz) en & 3,02
(H-4"); una ver nmis el valor de la constante de acoplamiento

indic6 una relaci6n traps diaxial entre H-3" y H-4q".
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¢) H-4" se acoplaba también con la sefial en & 3,41 (H-5", dd,
J=7, 3 Hz) y esta Gltima con el multiplete centrado en & 4.05
(Hy-6"). La relacién entre H-4" y H-5" debia ser traps de
acuerdo al valer de J cobservado.

d) Finalmente, el multiplete centrado en 8 4.05
correlacionaba también con el multiplete centrado en & 4.4
(Hp,~6"’). Es de hacer notar que Ha—s" Yy Hb—ﬁ"' cunformaban el
sistema AB caracteristico de los protones enantiotépicos del
metileno de un ester de un alcohol primario. Como ya se
especificé previamente, los desplazamientos quimicos
observados para Ha-s" Y Hb-s“' eran congruentes con la

presencia de un ester de un alcohol primarioc en la molécula.

Las interacciones descritas en los incisos a al d,

permitieron proponer la siquiente estructura parcial:

El arreglo de los hidrégenos y funcicnes oxigenadas de la
estructura parcial anterior corresponden al mismo de la 6-
acetil-f-D-glucosa, glicosidicamente enlazada a una aglicona

a través del oxigeno hidroxilo B orientado en C-1".



45

Otra evidencia adicional de que la porcién azucarada de la
molécula era la 6-acetil-B-D-glucopiranosa fue proporcionada
por el espectro de RMN 3¢ ya que se observaron sefiales en
63.24 (C-~6"), 69.58 (C-4"), 72.93 (C-2%"), 73.75 (C-5"), 76.0
(Cc-3") y 100.24 (C-1")} (Markham, 1982). Como se puede
apreciar las sefiales para C-6" y C-5" se encontraban
paramagnéticamente ( &4=+3) Yy diamagnéticamente ( 44§=-3)
desplazadas respectivamente, con relacién a los valores
normales , en congruencia con la ubicacién del acetato en la
posicién C-6 (Markham 1982).

El espectro de rRMN13C del glicésido 14 mostrd ademis
sefales caracteristicas para una 4-fenilcumarina con
sustituyentes oxigenados en las posiciones 5,7,3' y 4/ (Ver
Cuadro 5 y Espectro 3).

La hidrélisis &cida de una mayor cantidad del glicésido
permitié la obtencién de la aglicona correspondiente 14A. El
espectro de RMN’'H de esta aglicona fue muy similar a la del
glicésido 14 diferenciéndose fundamentalmente en la ausencia
de las sefiales para el azficar. Las resonancias méas
importantes fueron las siguientes:

a) El singulete correspondiente al H-3 ( §5.58) del nGcleo
base.

b) Un sistema AB gque por analogia a los compuestos
previamente aislados de 1la planta, era atribuible a 1los
protones meta relacioﬁados H-6 y H-8 del anillo A 8§ 6.06

(d, J=3 Hz) y & 6.16 (d, J= 3 Hz) (Camacho, 1590).
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c) Resonancias para tres hidrégenos aromiticos adicionales

(6.4-6.8, m) y que deblan corresponder a los del anillo B.

El tratamiento con anhidrido acético y piridina de 1la
aglicona 147 originé el derivado tetracetilado 14C. Su
espectro de RMN’H en piridina permitié determinar claramente
el patrén de sustitucién del anillo B del nGcleo cumarinico
ya que, ademds del sistema AB correspondiente a los
hidrégenos del anillo A se observé un sistema ABX.

El sistema ABX (Figura 2) era consistente con la presencia
de dos grupos hidroxilos restantes en la posicién 3/ y 4’ del

nlcleoc base.

T I T T T T ] T 1
8 7

FIGURA 2: Porcion arom&tica del comouesto 14
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La presencia de una de las sefiales de los grupos acetilo
diamagnéticamente desplazada en el espectro de RMN'H del
derivado tetracetilado 14C (4 1.80 en el espectro en piridina
Y 6 1.59 en el espectro en CDCl;) y, la ausencia de tal sefial
en el derivado totalmente acetilado del glucdsido confirmaron

- inequivocamente que el azGcar =z encontraba en la posicién

cinco (Camacho, 1990).

Con base a las evidencias presentadas se identificé al
compuesto obtenido come la 5 - 0 ~ ( 6%-acetil- B- D -
glucopiranosilt ) - 7 , 3’ , 4’ « trihidroxi - 4 -
fenilcumarina, el cual constituye un nuevo producto natural.
Este compuesto presenté el mismo patrén de oxigenacién en el

nGcleo cumarinico que los previamente obtenidos de la planta.

El compuesto fue evaluado contra bacterias Gram (+), Gram
{-) y contra Candjda albicans, encontrdndose actividad contra
bacterias Gram (+) ( Bacjllus subtilis y Staphylococcus
aureus ).
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En todos 1los casos la actividad se determiné a
concentraciones de 100 y S50 ppm. En el caso de B. gubtjlis
los halos de inhibicién fueron de 20 y 18 mm a las
concentraciones de 100 y 50 ppm respectivamente; por otra
parte, los halos de inhibicién observados con $§. aureus
fueron de 15 y 14 mm a las concentraciones correspondientes a

100 y 50 ppm.



CAPITULO IX

ESTUDIO QUIMICO PRELIMINAR DE GUAZUMA ULMIFOLIA
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1. ANTECEDENTES

La Guazuma ulmifolia, Ilam. (sinonimias : Thoebroma
guazuma, Guagzuma polybotrya, Cava, Guazuma tomentosa, Guazuma
quazuma ) conocida vulgarmente con el nombre de guazima,
caulote o© pixoy es una planta de la familia de las
Esterculiiceas. En México se encuentra distribuida en 1los
estados de Veracruz, Morelos, Guerrero, Tabasco, Campeche,
Sinaloa, Nayarit, Tamaulipas y en general en todos los climas
cilidos del pais.

Su corteza es utilizada popularmente contra el paludismo,
afecciones cutédneas y sifiliticas, elefantiasis, enfermedades
del pecho, lepra y come agente hipocolesterolemiante. La
decocciébn de los frutos se utiliza como remedio contra la tos
Y como agente hipocolesterolemiante (Martinez, 1989, Bye,
1989 y Navarrete,1990).

La planta (Figura 3) se caracteriza por ser un arbusto o
&rbol de hojas cortamente peciolaéas, ovadas de 4 a 16 cm de
largo, agudas, aserradas, de flores pequefias, verde
amarillentas o blanquizcas; frutos ovoides cubiertos de
puntas cortas de 4 cms de largo por 2 1/2 cm de ancho

(Martinez, 1989).
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Desde el punto de vista fitoquimico se han realizado
varias investigaciones sobre esta planta. Estos estudios han
pernitido el aislamiento y caracterizacién de varios
triterpenoides ( Anjaneyulu y Suryanarayana, 1977a ,1977b,
1980), algunos flavonoides (Sankara y Narayana, 1963), el
lignano sirangaresinol; dos cumarinas y el B8-sitosterol
(Anjaneyulu y Suryanarayana, 1980). En el Cuadro 9 se resumen
estos estudios y como se puede apreciar en el mismo los

frutos de la planta no han sido objeto de estudios quimicos.
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rieurs 3 GUAZUMA. Guazuma tomentosa.



CUADRO 9. Metabolitos aislado de

G.ulmifolia.
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Parte de la Planta: FLOR

Kaempferol

Quercitina

Kaempferitrina




CUADRO 9. Metabolitos aislado

de
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G.ulmifolia (Continuacién).

Parte de la Planta: HOJAS

3-Acetilfriedelina

friedelin-3f-o}

f-Sitosterol

MO




CUADRO 9. Metabolitos aislado

de

G.ylmifolia (Continuacidn).
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Parte de la Planta : CORTEZA

Friedelina

Acetato de taraxerilo

o oco

Acido acetil olean6lico

coon

Qi o




CUADRO 9. Metabolitos aislado

de
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G.ulmifolia (Continuacién).

1-Hexacosanol

ot ‘(Cﬂz) 24 CHOH

oue
ont
1 AN
NF
: : OMe
Sirangaresinol W y—dait
Me O
S
Ho
Cue
. . . e
6,7,8-Trimetoxicumarina
Mo 0 0 =°
=




CUADRO 9. Metabolitos aislado de
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G.ulnifolia (Continuaciébn).

Betulina

o100

B-Sitosterol

"o
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia) Vegetal

El fruto seco de G. ulmifolia se obtuvo en el Puesto
Ramirez, Mercado de Sonora, México D.F. , en noviembre de
1989. El material fue identificado por el Dr. Robert Bye
(Jardin Bot&nico, Instituto de Biologfa, UNAM) y una muestra
de herbario se depositd en la Coleccidén etnobotédnica del
Herbario Nacional (Voucher: Bye y Linares 17702) .

El material vegetal fue molido en un molino de cuchillos

tipo Wiley 4.

2.2. Métodos de extraccién y fracciopamiento.

El material vegetal molido se extrajo con una mezcla de
acetato de etilo y <cloroformo {1:1) de acuerdo al
procedimiento sefialado en el Esquema 3.

El extracto resultante (136.39 g) sa fraccioné via una
cromatograffa en columna abierta sobre gel de silice ( 1360 g
de silica gel G Merck 70~230 malla). El proceso de elucién se
inicié con hexano y se prosiguié con mezclas hexano-
cloroformo, cloroformo y cloroformo-metanol en distintas
proporciones. Se recogieron un total de 490 fracciones de 500
ml cada una; cada fraccién fue analizada por cromatografia en
capa fina, combinandose aquellas cromatograficamente

similares.. En el Cuadro 10 se enlistan los sistemas de
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eluyentes utilizados, los nGmeros de las fracciones eluidas

con cada uno de ellos y las fracciones combinadas.

2.3, Ajs)amjento y Purificacién de los_Compuestos.
2.3.1 Obtenciébn del B-sitosterol, 12.

De las fracciones 157-163 de la columna original Cuadro
10 se obtuvo un s6lido cristalino blanco, p.f. 140-142 °C. La

cantidad total obtenida fue de 150 mg.

2.3.2. Obtencién del glucésido del B-sitosterol, 315.
De las fracciones 382-394 de (Cuadro 10) se obtuvieron 140

mg de un polvo blanco de p.f. 243-246 °C

2.3.3. Obtencién de la mezcla I metilada para la
determinacién del contenido de 4&cidos grasos y esteroles
presentes en el extracto de acetato de etilo-cloroformo de
los frutos de G. ulmifolia

Las fracciones combinadas 164-176 de la columna original
(Cuadro 10) se disolvieron en éter y.fueron tratadas con un
exceso de una esolucién etérea de diazometano, preparada de
acuerdo a la técnica habitual. Al cabo de 24 horas de
reaccion, se elimindé el disolvente por concentracién al
vacio, obteniéndose 5.6 g. de un residuo s6lido (Mezcla I

metilada).
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Material Vegetal Molido 1/

— Extraccién con acetato de etilo
etilo—cloroformo (1:1_2/
- Filtracién ’

— Concentracién In vacuo

Extracto de Acetato de Residuo Vegetal
Etito—Cloroformo 3/

1/ Cantidad del material vegetal 4.6289 Kg.

2/ Extraccidn con maceracién (3 veces por perlodos de 2 dias
cada vez

3/ Cantidad total del extracto 136.39 g.

ESQUEMA 3. Extracc/én de los frutos de Guazuma ulmifolla



CUADRO 10.RESUMEN DEL FRACCIONAMIENTO VIA CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO-CLOROFORMO DE
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G. ULMIFOLIA

Eluyente Proporcién No. fracciones Fracciones
combinadas

Hexano 100 1-34 1-4,5-17,18-19,
20-31

Hex-CHC13 90:10 35-59 32-37,38~-59

Hex—CHCl: 80:20 60-159 60~74,75-108,109~
131,132-146

Hex-cHCl3 70:30 160-256 147-160.161-163.
164-176,177-231,
232-238

Hex-CHC13 60:40 257-301 239-302

Hex—CHCl: 50:50 302-315 303-317

Hex—CHC13 40:60 316-333 318-321

Hex—CHC13 30:70 334-342 322~344

Hex—CHCl3 20:80 343-353 345-357

CHC13 100 354-358

CHC13-HeOH 99:1 359-366 358-381

CHC14-HeOH 97:3 367-372

CHCl:—MeOH 95:5 373-425 382-421

CHCIJ—MeOH 90:10 426-455 422-436,437-454

CHCl:-HeOH 80:20 456-474 455-459,460-463,
464-479

CHCIJ-HeOH 70:30 475-490 480-486,487-488,
489-490

CHCL4-MeOH 50:50 491-504 494-496,497-499,
500-503

MeOH 100 505-600 504-600
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2.4 e acjién de Jlos mpuestos ais .

2.4.1 Determinaci6n de constantes fisicas y espectroscépicas.

Los aparatos para obtener las constantes fisicas y
espectroscépicas de los compuestos aislados fueron los mismos
yue se utilizaron en el estudio fitoquimico de H. latiflora

(Capitulo I, seccién 2.5.1)

2.4.2. Acetilacién de los compuestos 12 y 15.
La acetilacién del B-sitosterol y del B-D-glucositosterol
se realizé wutilizando 1la técnica convencional que se

describi6é en el capitulo I, seccién 2.5.3.

2.4.3. Determinacién del contenido de 4dcidos grasos y
esteroles de 1la Mezcla I mediante cromatografia de gases-

espectrometri{a de masas.

El andlisis de cromatograffia de gases-espectrometria de
masas de la Mezcla I metilada se realizé en un cromatégrafo
de gases acoplado a un espectrémetro de masas Hewlett-Packard
5988A. La columna utilizada fue del tipo metil silicon MB,
con una longitud de 30 m por 0.3 mm de diamgtro. El espesor

del film fue de 0.52 micrémetros. El gas acarreador empleado
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fue Helio con un flujo de 1 wl/min. La temperatura de 1la
columna se programé de 150 °C a 275 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 ©C por minuto. La temperatura del
inyector y detector fue de 275 9C, El voltaje para el
registro de los espectros de masas fue de 70 V. lLas masas se
registraron en un  rango de 33-600 amu. Para la
caracterizacién individual de los componentes de la mezcla se
utilizaron los patrones correspondientes de los acidos grasos

y esteroles vegetales mds comunes.
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3.0 REBULTADQB Y DIBCUBIOR

La cromatografia preparativa en columna del extracto
acetato de etilo-cloroformo de los frutos de G. ulmifolia
permitié el aislamiento de una mezcla de &cidos grasos y
esteroles (Mezcla I). El andlisis via cromatografia de gases~
espectrometria dé masas de la Mezcla I metilada permitié la
deteccién e identificacién de 5 ésteres metilicos de 4cidos
grasos Y cuatro esteroles. Los ésteres meti{licos
identificados corresponden a los 4&cidos: miristico (16),
palmitoleico (12), palmitico (18), linoleico (19) y oleico
(20). Los esteroles fueron caracterizados como el campesterol
(21), estigmasterol (22), sitosterol (12) y sitostanol (23).
En los Cuadros 11 y 12 se resumen los tiempos de retencién,
proporcién y fragmentos de masa m&s importantes para cada uno
de los compuestos antes mencionados.

Los espectros de masas (Espectros 11, 12, 13, 14 y 15) de
los ésteres metflicos de los cinco &cidos fueron muy
similares . En todos los casos se detectaron los iones
moleculares correspondientes y los fragmentos diagnésticos
para los ésteres metilicos de Acidos grasos a m/z M-31, 74,
87 y 59 (Silverstein, Bassler y Morrill , 1981). En la
Figura 4 se representa la formacién de los iones antes
mencionados.

El pico a m/z 74 es el m&s caracteristico y se debe al

rearreglo de McLafferty.



.
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FIGURA 4. Formacién de los iones M-31, 59, 74 y 87 de los
ésteres metilicos de los &cidos grasos.

64



65

El m&s abundante de los &cidos caracterizados fue el &gido
linoleico, gue se encontrd en un proporcién de 38.07%.

En relacién a los esteroles el mis abundante fue el
sjtosterol y al igual que en el caso de los &cidos grasos
todos los espectros de masas (Espectros 16, 17, 18 y 19)
presentaron el perfil tipico de fragmentacién para este tipo
de conmpuestos. Los ‘ragmentos de masa mds importantes, se
observaron a M-15, M-18, M-15-i8 y M-18-cadena lateral
(Duffield, 1969).

Adicionalmente se aislaron de las fracciones 157-163 y
382-394 (Cuadro 10, Seccién 2.1} B-sitosterol y B8-D-
glucositosterol, los cuales fueron identificados por
comparaci6n de sus propiedades fisicas y espectroscépicas con
las de muestras auténticas.

La presencia de fitoesteroles y &cidos grasos insaturados
en los frutos de G. ulmifolia podrfa estar correlacionada con
el uso popular del fruto como agente hipocolesterolemiante.
El alte contenide de &cidos grasos insaturados explicarifa el
efecto hipocolesterolemiante de los extractos metanbélico y
hexdnico, evaluados por Navarrete (1990). El conjunto de
estas investigaciones validan el usoc etnomédico como agente
hipocolesterolemiante del fruto de Guazuma ulmifolia.

En ‘este estudio no fue posible aislar ninguna de las
sustancias previamente descritas como constituyentes normales
de l; corteza y de la flor, lo cual puede ser debido a
variaciones ontogénicas o a la diferencia de composiciébn de

los diferentes 6rganos.



Cuadro 11. Acidos Grasoe contenidos en el fruto de G. uimifolia

NOMBRE TR Nee FORMULA PH FRAGMENTOS
u* H¥-31 74

AC. HIRISTICO 8.846 6.67  CjgH3009 242 4 4 100
(16}

AC. PALMITOLEICO 10.87 13.55  CqH3303 268 4 13 67
(n

AC. PALMITICO 11.13 21,81 €yqH340; 270 & 4 100
(18}

AC LINOLEICO 12.94 38.07  CygH340p 294 6 6 19
(19)

AC. OLEICO 13.12 13.02  CygH3602 296 3 17 B9
(20}

* Identificado como el correspondiente ester met{lico
** Referido a la mercla total metilada

87

72

51

65

14
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OTROS

213(¥~29,2)
199 (M-43,6)
75(21)169(21)
55(28);41{42)
98(40)197(48);
BA(49):75(11);
69(70)55{100)
75(18)769(12);
55(24)143(26);
41(21)
265(M-29,1);
75(1)767(100),
43(22);41(50)
75(9)169(100) ¢
43(64)741(18)

No. DE

ESPECTRO

12

13

14

15

99
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Cuadro 12. Eateroles contenidos en el fruto de Guazuma ulmifolia

NOMBRE = A PORMULA PH FRAGMENTOS e NO. DE
M M-15 M-18 M-15-18 M-18-CL OTROS ESPECTRO

CAMPESTEROL 39.59 2,24  CpqH4g0 400 88 53 82 71 59 315 (¥~18-67,100)

(21) 289(4-33-18,77) - 16

43(95)

ESTIGMASTEROL 41.68 0.13  CygHagd 412 57 5 40 13 48 351(40) 743(100)

(22) 131(33) 17

SITOSTEROL 45.68 8.74  CygHgg0 a4 67 16 40 30 91 91(79)95(100)

(12) . 123(43)5145(33) 18

SITOSTANOL 46.23 2.04  CygHg,0 416 12 - 4 - 31 371(6)7 258 (31) 19

(23) 185(33); 81(100)

+ Referido a la mezcla total metilada

** CLt cadena lateral

oL
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RESUMEN Y CONCLUBIONES

Las conclusiones que se derivan de ambos capitulos son las

siguientes:

1. El estudio fitoquimico convencional de las fracciones de
mayor polaridad del extracto metanSlico de Hintonia latiflora
permitis el aislamiento y caracterizacién de una
fenilcumarina, la cual fue identificada como la 5-0-(6"-
acetil-B-D-gluopiranosil)-7,37,4/-trihidroxi-4-fenilcumarina,
un nuevo producto natural. El compuesto present6 moderada
actividad ~contra bacterias Gram (+) ( B. sgubtjlis y S.
aureus).bicho estudio también permitié el aislamiento de otra

sustancia que se encuentra en proceso de caracterizacién.

2. El1 estudio fitoquimico convencional del extracto de
acetato de etilo-cloroformo del fruto de Guazuma ulmifolia
permitid la deteccién e identificacién de cinco 4cidos grasos
y cuatro esteroles. Los &cidos grasos se identificaron como
el &cido miristico, el &cido palmitoleico, &cido palmitico,
8cido linoleico y &cido oleico; mientras que los esterocles se
identificaron como el campesterol, estigmasterol, sitosterol
y sitostanol. Adicionalmente fue posible el aislamiento del
B-sitosterol y sut gluc6sido correspondiente. La presencia de
estos constituyentes podrian estar correlacionados con el usc

popular del fruto como agente hipocolesterolemiante:
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En esta investigacién no se encontraron ninguno de los
compuestos previamente descritos en la literatura como
constituyentes de la corteza y de las hojas de la planta. La
ausencia de los mismos puede atribuirse a variaciones
ontogénicas y/o a 1la diferencia de composicién de 1los

diferentes érganos de la planta.
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