1

N .

) UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA)
; DE MEXICO .

FACULTAD :DE QUIMICA

FLAVONOIDES Y TRITERPENOS DE
; Cnidoscolus tehuacanensis BRECKON
i: (EUPHORBIACEAE).

TESIS MANCOMUNADA

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA  BIOLOGA
P R E 8§ E N T A N

; ELIZABETH  ARREDONDO  RAMIREZ
? MARIA GUADALUPE CASTORENA ADAME

m MEXICO, D. F., 1996

TESIS LUl
FALLA DE ORIGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



—

1

.

) UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA)
% DE MEXICO ,.

FACULTAD' DE QUIMICA

FLAVONOIDES Y TRITERPENOS DE
Cnidoscolus tehuacanensis BRECKON
(EUPHORBIACEAE).

TESIS MANCOMUNADA

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA  BIOLOGA
P R E 8 E N T A N

ELIZABETH ARREDONDO RAMIREZ
MARIA GUADALUPE CASTORENA ADAME

m MEXICO, D. F. 1996 -

TESIS Cull
FALLA DE ORIGEN




JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE : DRA. RACHEL MATA ESSAYAG.
VOCAL: DR. ROGELIO GREGORIO PEREDA-MIRANDA
SECRETARIO: M. en C. MARIA ADELINA JIMENEZ ARELLANES

1er. SUPLENTE: M. en C. PERLA C. CASTANEDA LOPEZ.
2do. SUPLENTE Q.F.B. IRMA SUSANA ROJAS TOME

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA :
LABORATORIO 124, DEPTO DE FARMACIA, EDIFICIO E.
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

P

#

ELIZABETH ARREDONDO RAMIREZ.

SUSTENTANTES : M/

MARIA GUADALUPE CASTORENA ADAME.,

ASESOR : M.enC. ADELINA JIMENEZ ARELLANES



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Rachel Mata por darnos la valiosa e inmerecible oportunidad de formar
parte de su grupo de trabajo e introducirnos de esta forma en el grandioso mundo
de la investigacién en los productos naturales.

A la M. en C. Ma. Adelina Jiménez Arellanes por su amistad y su esmero por
conducirnos en esta tesis, para ver cristalizada una mas de nuesiras metas
propuestas.

Al Dr. Victor Rico del Instituto de Ecologfa, A.C. de Jalapa,Ver., por identificar y
proporcionar el material vegetal,

Al Dr. Federico del Rio y alaM. en C. Isabel Chavez del Instituto de Quimica, por
el regristro de los espectros de RMN.

Al Dr. Guillermo Delgado del Instituto de Quimica y al Dr, Rogelio Pereda Miranda
de la Facultad de Quimica, por proporcionar musstras autenticas.

A la QF.B. Graclela Chavez y a la Q. Maricela Gutiérrez de la Facultad de
Quimica, por el registro de los espectros de IRy UV.

A la Dlreccién General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) por su apoyo
brindado a través del Proyeclo IN 206795 otorgado a los doctoras Rachel Mata y
Rogelio Pereda.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo otorgado a |

través del convenio No. 25776P - M.



A todos nuestros compafieros y amigos del laboratorio 124: Perlila
Castafleda, Ledita Gomez, Susy Rojas, Marthita Macias, Perlita S&nchez, Tere
Gutiérrez, Laurita Acevedo, Claudina Villarreal, Carmen, Griselda Rios
(Griseofulvina), lsabelita Rivero, Blanca Rivero, Mirza, Fausto Rivero, Daniel
Chéavez, Samuel Estrada y José Luis Trejo, por su amistad, apoyo y ayuda
incondicional.



DEDICATORIAS

A DIOS
Por permitirme el haber concluido una de lags metas qua me propuse en la
vida.

A M MAMA LOLITA
Por ser qulén eres y porque graclas a ti he tenido la dicha de ver concluido
uno de los proyectos que me propuse graclas a tu esfuerzo para que todos
nos superaramos dia con dia, ademés de darte las graclas por tu paclencia, tu
amor, carifioc y comprensién; por tus valiosos consejos, por tu presencia y
palabras de dnimo que tuve a mi fado en el momento preciso, por esto y por
mucho mas y porque estards conmigo por siempre.

A MIPAPA JORGE
Por ser una persona muy especial en mi vida, por haber estado conmigo
cuando més lo necesitaba y porque sigue y seguira estando a mi lado, gracias
también por su célidad humana.

A MIPAPA EDGAR
Por todo el carifio, amor y compresion que me has brindado desde siempre,
ademds de darte las graclas por todo tu apoyo, tu ejemplo que me ha servido
de prototipo para esforzarme por sor una persona digna de confianza, tu valor
para saivar las adversidades, por tus paiabras que siempre Hevaré conmigo:
"giienta, saldremos adelante”, y por la mejor herencia que me puedes dejar; mi

carrera,



A MIS HERMANOS: TERE, MAGDA, CARMEN, DAMIAN Y FELIPE,
Por todos los momentos compartidos y fos que faltan por compartir, todos
reunidos.

A NIS SOBRINITOS

Jorge Eduardo, Larissa, Gaby e Irving: por sus travesuras que me hacen reir.

A TODOS MIS TIOS Y PRIMOS DE PACHUCA, HGO.
Por tener la dicha de contar con ustedes; por los momentos tan agradables
que hemos pasamos juntos y por todo el apoyo que me han brindado.

A LILI MUROZ
Por tu amistad, tu ayuda incondicional, tu gran calidad humana, los consejos

que me diste en el momento adecuado para orientarme, por tener la virtud de
escuchar a la gente,

A MI QUERIDISIMA UNIVERSIDAD Y A MI FACULTAD DE QUIMICA,

A TODAS LAS MUJERES DEL MUNDO
Parque dia con dia demuestran su afan de superacidn y competitividad.

A todos aquellos que con sus consejos me alentaron a no desistir, .

Elizabeth



A LA DOCTORA RACHEL MATADE E,

Por haber lluminado mi camino cuando todo fo vela tan oscuro y ya estando
con usted, por darme la oportunidad de conocer, sobre todo, su gran célidad
humana y profesionalismo. Gracias por compartir sus conocimientos conmigo

y todos los demas.

A ADE
Por {os momentos que vivimos juntas, por todo tu apoyo y toda tu aplicacion

para que culminara esta tesls.

A LUPITA
Porque me diste {a oportunidad de compartir tu tiempo y porgue el presente

vale més que el pasado.

A PERLITA C,
Por la asesoria que me diste cuando la necesite, por tu amistad y sencillez,

ELIZABETH



DEDICATORIAS

Luenamoe expredan de manora may especial nuettra gratitnd, 4 canico a
T ex C. Ma. Adetina Jimeney rhrellancs (HDE) for el gran
afoyo 4 comprention otorgados en cada wns de los momentss de wuestro
Dabaje porgue o hiciale Cuys Tamllién, fior wodbrannos un camins
cfomplar 4 sequin en W porsona, guoemos dechle gue dewpre te
necondanemod como algulen especialisimo gue Viende du mans sin espernar
necompenca alguna. Stempre rogaremos por gue DIOS te colme de
bendiciones.

Gracias fior tods (o gue has compantide con nossotras,

Lugita y Ely



DEDICATORIAS

Ante todo y sobre todo quiero darte gracias a ti SENOR DIOS por
concederme {a dicha de tu presencia incondicional ;m cada momento de
[a vida que me has dado como regalo de incalculable valor, por hacerme
feliz al ser tu hija, por compartir conmigo momentos dificiles que sin TU
amorosa compariia no hubiera superado por darme a mis amados padres
y hermanos y por permitirme seguir las huellas de tus pasos a lado de
cada uno de los nifios en quienes te hie conocido y amado profundamente

y afiora realizar uno de mis mds preciados suefios por todo esto y mds

ain,

Gracias JESUS

Ma. Guadalupe



A ta Dra Rackel Mata con una dedicatoria especial fuce we ha dads
la oportunidad de comocen ¢ apnenden muckas cosas a su lads af
penmitiune formar parte de su excelente grupo de trabajo, 4 ademds de
afreciar su gran bamanidad, de antemans pids disculpas pon todos
lod momentos gue fuide contranianla, Siempre la necondane gratamente.

Con wucks canins ¢ inmensa amistad te dedico esta tesis ADE pace
we has bundado tu wans de amiga incondicional. Gracias gor
founiliune acorcdme a UC fara conocen en i a una valioda fendona,

Para mis guoridisimas amigas Ledita, Portita Castareda, Manthita
g Susllyn (vecinitas), gnacias pon lsd momentss gue hemos fasads
Juntas, gor s valisss tiemfo en ol asesonamients fiana (a conituna. de
edta tesis ¢ cobre tods por gue creyeron en wi. Zue DIOS eote

acompaiiandolas  slempre ¢ gue fov medio de EL eatemss diempre
unidas,

7 wi compakera de tests Ly por darme la sportunidad de tabajan a
du lads y fasar momentos gratos,

Ma. Guadaluge.



A wé mamd Petrita por danme la dicka de sen su bifa, por compartin
momentos de incalewlalle valor, por tu faciencia g amon incondiclonal
gnacias for leganme el freciads tesono del sabor 4 for gogan de esta
tan auhclada weta conmigo fara toda la oida dends wi amada
Wadre.

Espors wo defraudarte nunca.

A wi papd Pauls con todo wi amon: fon du apoyo de incaleulable
valon, fon Crandmitiune diempne Ui animo de dupenacion fon negalanme
Vi pretencia g smplemente forgue has Babajado conmige fpara
nealigan edte suens comiin. Gracelas por tods lo gue me has dads.

Stempre podnewss salin adelante juntos com ayuda de
Dese.

A més amadisimos hemanos: anuel, Tere (né segunda mamd), fosé
Lats, Hecton, Authés, Agustin, Pauls. Gracias por e walioa
aguda ¢ por todo (s gue hemwss compantido Juntss esperands gue
diewmpre s les cumplan dus mds ankeladas metas ¢ por estan unidos en
la alegria de nealigan eote proyects de wi vida.

A wi mamd (uca for su iumenss amor esperando gue nod cuides
deade o clelo en donde edtoy seguna gue edtas. Siempre te seguiné

guerdends.



Con tods wi cariits pana mis guenidos dobninos: Luts ‘Wanuel,
rhacele, Chays. (Césan, Guillowws, Adolfo, Pedro, lfredo,
Emmanuel, MWaniva, José Luis, Bety, Bevito, sHex, Lupita, Rare
Borenice, Hécton Jomandits, Lawita, Yesaica, Sthethany, rgudtls
Pautes ([Biensenida)) loe guioro mucko a todos ¢ alempne loa Lendne es
wi coragin esperands gue edle fequens babajs dowa de wolévacidn
para la supenacisn de cada uno de udtedes.

4 wio guevidas cunadas: Wartha (wi bovmana), Marny, Guanita,
Audrea, fose ¢ para Manthita Comills queridisima amiga por
aqudarme cuands wds ls necesitaba y especialmente fion conféar en we.

A4 mis inoloidables amigos: Lupita gy, Mocedes Chatlé, Padre
Salvadon (Contreras, Madne snita for su amistad desintercsada ¢
#on el animo gue demfpne me infudioron.

Ma. Guadaluge.



CONTENIDO

Lista de Cuadros
Lista de Espectros
Lista de Figuras
Lista de Esquemas
Lista de Gréficas

Lista de Abreviaturas

l. ANTECEDENTES

1.1. Antecedentes del género Cnidoscolus
1.2. Antecedentes fitoquimicos del género Cnidoscolus
1.3. Antecedentes de Cnidoscolus tehuacanensis

II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

. PARTE EXPERIMENTAL

1. Material Vegetal

2. Métodos de extraccion y fraccionamiento preliminar

3. Andlisis cromatogréficos

4. Ensayos blolbgicos
4.1. Determinacién de la toxicidad para el crust&ceo Artemia
salina Leach.
4.2, Determinacién de |a actividad alelopéatica del extracto,
fracciones y compuestos puros.
5. Aislamiento y purificacion de los compuestos.

5.1 Fraccionamiento de la fraccién primaria D.

Pégina
1

M

Vi

Vil
Vil

iX

11
14
15
15
16
18

18

20
20



5.1.1 Aislamiento y purificacion del Acetato del moretenal (18).

5.1.2 Aislamiento del moretenol (19) y #-silosteral (20).

5.1.3 Obtencién de los compuestas 7,3' 4'-éter trimetiiico del
eriodictiol (21) y 3,7 4'-éter trimetilico del camperol (22).
5.1.4 Aislamianto del 3,7-éter dimetilico del camperol (23)
5.2 Fraccionamiento secundario de Ia fraccién primaria E.
5.2.1 Obtencidn del 3,5,7-¢ler trimetilico del camperol (24)
5.3 ldentificacion del -D-glucositosterol (25)

6. Caracterizacion de los compuestos aislados.
6.1 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscapicas y

especiromélricas,

6.1.1 Puntos de fusién.

6.1.2 Espectros de IR.

6.1.3 Espeactros de masas.

6.1.4 Especiros de RMN-"H y RMN-"C.
6.1.5 Obtencién de derivados acetilados.
6.1.6 Saponificacion

6.1.7 Prueba de Lisbermann-Buchard,

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1.Identificacion del compuesto Acetato de moretenol (18).
2.ldentificacidn del compuesto moretenol (19).
3.Identificacion de 7,3 4'-8ter irimetflico del eriodictiot (21).
4.ldentificacion del 3,7,4"-éter trimetflico del camperol (22).
5.1dentificacion del 3,7-ter dimetiiico del camperol (23).
6.Identificacion del 3,5,7-éter trimetilico del camperol (24).

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

20
20
22

23
24
24
24
26

26
26
26
26
26
27
27

28
34
37
39

48
54

59



VI ESPECTROS

VIIi. BIBLIOGRAFIA

63

93



Cuadro 1

Cuadro 2

Cuadro 3

Cuadro 4

Cuadro 5

Cuadro 6
Cuadro 7

Cuadro 8

Cuadro 9
Cuadro 10

Cuadro 11

LISTA DE CUADROS

Secciones y distribucion geografica del género
Cnidoscolus.

Actividad bioldgica de metabolitos secundarios aislados
de C. phyllacanthusy C. multilobus.

Fraccionamiento primario dei extracto CHCl;-MeOH total

de Cnidoscolus tehuacanensis (Breckon).

Sistemas de elucidn empleados para los anélisis
cromatogréficos en capa fina.
Agentes cromogénos utilizados para los andlisis
cromatograéficos en capa fina.

Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria D,

Resumen del fraccionamiento de la fraccién DO-DP.

Resumen del fraccionamiento de la fraccidn terciaria
DO-DP IX

Fraccionamiento secundario de 1a fraccién primaria E.

Rendimiento de los derivados aacetilados.

Efecto del exiracto, fracciones de C. lehuacanensis
sobre el crecimiento radicular de Amaranthus

hypochondriacus

Pagina

16

17

17

21
22
23

25
27
29



Cuadro 12

Cuadro 13

Cuadro 14

Cuadro 15

Cuadro 16

Cuadro 17

Cuadro 18

Cuadro 19

Efecto del extracto y fracciones de C. tehuacanensis
sobre el crecimiento radicular de Echinochloa crusgall
Estructuras y rendimiento de los compuestos aislados
del extracto CHCly-MeOH de Cnidoscolus tehuacanensis
(Breckon).
Constantes espectroscopicas del acetato de morstenol
(18).

Constantes fisicas y espectroscépicas del moretenol

(19).

Constantes espectroscdpicas de 7,3',4"-éter trimetilico
del eriodictiol (21).
Constantes espectroscdpicas de 3,7,4'-éter trimetitico
del camperol (22).
Constantes espectroscdpicas de 3,7-8ter dimetilico del
camperol (23).
Constantes aspactroscdpicas de 3,5,7-8ter trimetilico dei

camperol (24).

32

33

36

38

42

46

50



Espectro 1
Espectro 2

Especlro 3
Espectro 4
Espectro §
Espectro 6
Espectro 7
Espectro 7a

Espectro 8

Espsctro 9

Espectro 10

Espectro 11

LISTA DE ESPECTROS

Espectro IR del Acelalo del moretenol (18)
Espectro de RMN-'H del Acetato del moretenol
(18)

Espectro de RMN-"C del Acstato del morstenol
{18) Modalidad APT

Espectro de IR comparativo del Acetato del
moretenol (18)

Espectra de IR para el moretanol (19)
Espectro RMN-'H para el moretenol (19)

Espectro RMN-"C para el moretenol (19)

Espectro RMN-"C modalidad DEPT para el
moretenof (19)

Espectro IR de 7,3',4’- éter trimetilico del eriodictiol
(21)

Espectro UV ds 7,3',4'- éter trimetilico del
eriodictiof (21)

Espectro de masas de 7,3',4'- éter trimetilico del
eriodictiof (21)

Espectro de RMN-'H de 7,3',4'- éter trimelilico del
eriodictiol (21)

Pdgina

63

64

65

66

67

68

69

70

73



Espectro 12

Espectro 13

Espectro 14

Espectro 15

Espectro 16

Espectro 17

Espectro 17a

Espectro 18

Espectro 19

Espactro 20

Espectro de RMN-"C de 7,3',4- éter trimetilico del
eriodictiol (21)

Espectro IR del 3,7,4'-éter-trimstilico del camperol
(22)
Espectro UV del 3,7,4'-éter-trimstilico del camperol
(22)

Espectro de masas del 3,7 4'-éter-trimstilico del
camperol (22)

Espectro de RMN-'H del 3,7,4'-4ter-trimtilico del
camperol (22)

Espectro de RMN-'°C del 3,7,4™éter-trimetilico del
camperol (22)

Espectro de RMN-""C modalidad DEPT del 3,7,4'-
éter-trimetilico del camperol (22)

Espectro IR del 3,7-éter-dimetllico del camperol
(23)

Espectro UV del 3,7-éter-dimetilico del camperol

(23)

Especlro de masas del 3,7-éter-dimetilico del
camperol (23)

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84



Espectro 21

Espectro 22

Espectro 23

Espectro 24

Espectro 25

Espectro 26

Espectro 26a

Espectro 27

Espectro de RMN-'H del 3,7-8ter-dimetilico del
camperol (23)

Espectro RMN-"C modalidad APT del 3,7-éter-
dimetilico del camperol (23)

Espectro IR del 3,5,7-éter trimetilico del camperol
(24)

Espectro UV del 3,5,7-&ter trimetilica del camperol
(29)

Espectro RMN-'H del 3,5,7-8ter trimetilico del
camperol (24)

Espectro RMN-'>C del 3,5,7-éter trimetllico de!
camperol (24)

Espectro modalidad DEPT del 3,5,7-éter trimetitico

del camperol (24)

Espectro de RMN-'H para el acetilado del
compuesto (24)

85

87

88

89

91

92



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 4a

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

“Mala mujer”, Cnidoscolus tehuacanensis.

Distribucion geografica de Cnidoscolus tehuacanensis
en la Republica Mexicana.

COSSY para el 7,3 4'-éter trimetilico del eriodictiol
(21)

NOE diferencial para 5,7- éter dimetilico del camperol

(23)

NOE diferencial para 5,7- éter dimetilico del campero!
(23)

Posibles estructuras para el compuesto 24

Pagina

4

51

52

57

Vi



Esquema 1

Esquema 2

Esquema 3

Esquema 4

LISTA DE ESQUEMAS

Palrén de fragmentacion de la 7,3',4"-éter
trimetitica del eriadictiol (21)

Patrén de fragmentacion dei 3,7,4'-8ter
trimetiiico del camperoi (22)

Patrén de fragmentacién del 3,7- éter dimetilico
del camperal (23)

Patrén de fragmentacion dei 3,5,7-éter trimetilico
del camperol (24)

Vil

Pagina
43

47

53

58



Griéfica 1

Gréfica 2

viil

LISTA DE GRAFICAS
Pagina
Efecto del extracto y fracciones primarias sobre el 30
crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus.
Efecto del extracto, fracciones primarias sobre el 31

crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli.



LISTA DE ABREVIATURAS X

TMS : Tetrametilsilano

CDCl, : Cloroformo deuterado

DMSO0-d;, : Dimetilsulféxido hexadeuterado

Piridina- ds : Piridina pentadeuterada

EMIE : Espectro de masas obtenido por impacto electrénico
IR : Infrarrojo

UV : Ultravioleta

RMN-'H : Resonancia magnélica nuclear de hidrégeno
RMN-"C : Resonancia magnética nuclear de carbono 13
8 : singulete

d : doblete

dd : doble de doble

m : multiplete

t: triplete

J: Constante de acoplamiento

MHz : Mega Hertz

Hz : Hertz

p.f. : Punto de fusién

mL. : Mililitros

ppm : Partes por milldn

& : Desplazamiento quimico



D,0 : Agua deuterada.

L : Litros

°C : Grados Cenligrados

CIM : Concentracion Inhibitoria Minima

CLso : Concenlracién Letal media

COSSY : Resonancia magnética homonuclear ('H) bidimensionat { correlated
spectroscopy)

HETCOR : correlacion heteronuclear

KBr ; Bromuro de Potasio

m/z ; Relacién masa/carga

Kg. : Kilogramos

@ : Gramos

mg : Miligramos

ug - Microgramos

cm. : Centimelros

AcOEt ; Acetato de etilo

MeOH : Metanol

Hex : Hexano

Rf : Factor de retencién

DEPT : Distortionless enhancement by polarization transfer
NOESY : Nuclear overhauser effec! speciroscopy diferential

CHCI,-MeOH: Cloroformo-metanélico



L-ANTECEDENTES



|. ANTECEDENTES
1.1 Antecedentes del Género Cnidoscolus.

Aunque el género Cnidoscolus es frecuentemente confundido con
especies del género Jatropha; a causa de la influencia de Mueller, quien traté al
género Cnidoscolus como una seccion precedente del género Jalropha este
parecido ubica al género Cnidoscolus en la la misma subfamilia Crotonoideae
segun las clasificaciones generales de Pax y Hoffman (1931) y Webster (1975).
Pax, en el Pflanzenreich (1910), reconoce 44 especies de Cnidoscolus y lo
divide en seis secclones (Cuadro1), basandose principalmenie en las
caracleristicas del androceo (Mc Vaugh, 1844). Sin embargo debido a las
caracteristicas de los segmentos perianteos de las flores Muelier sefiala que la
diferencia principal para el género Jatropha reside en la presencia de pistilos
cognados en sus flores (Breckon, 1979)

Cnidoscolus es digno de consideracidn como un género independiente
caracterizado por |a presencia de glandulas petiolares distintivas, vellosidades
epidérmicas punzantes y una envoltura floral blanca (Mc Vaugh., 1944),

Cuadro 1. Secciones y distribucidn geogréfica del género Cnidoscolus.

Seccién Especies Distribucion
| Vitfoliae 19 Sudamérica
It Homosae S
i Oligandra 3 Sur de Brasil

v Plalyandrae 1 Cuba
\ Jussieuia | ] e
Vi Calyptrosolen 21 e




Actualmente el género Cnidoscolus cuenta con aproximadamente 50 especies
(Breckon., 1979). De eslas especies C. multilobus es conocido popularmente
como mala mujer lisa y C. tehuacanensis como mala mujer. Desde el punto de
vista medicinal las especies de C. stimulosus, C. urens y C. souzae se ulilizan
como agentes antialergénicos, antimicrobianos y diuréticos, respectivamente
(Seigler et al., 1969, Martinez., 1959, Von., 1973). Y las especies de C:
chayamansa y C. aconilifolius se emplean como alimento por su contenido en
protelnas y carbohidratos (Booth et al., 1992, Donkoh., 1990).



1.2 Antecedentes fitoquimicos del género Cnidoscolus.

A la fecha se han descrito en la literatura algunas investigaciones acerca
de la composicion proteinica y quimica de algunas especies del género
Cnidoscolus.

De C. chayamansa y C. aconilifolius (Booth et al., 1992, Yeh et al., 1987,
Donkoh et al., 1990) se ha determinado la composicidn proteica debido a que
estas dos especies son muy empleadas como fuentes alimenlicies por su alto
contenido en carbohidratos y proteinas.

Por otro lado, los estudios fitoquimicos tendientes a determinar el
contenido metabélico secundario sobre el género Cnidoscolus son escasos. A
continuacion se describen los metabolitos secundarios eislados de este género.

De la raiz de C. urens; se aislaron e identificaron los compuestos
xochitloldiona (1); isoxochitlolona (2) (Dominguez et el., 1992). En le refz de C.
texanus, se delectd la presencia de secéridos (Rouse et el.,, 1954), ademés se
eisleron de les mismes especies los metebolitos secundarios linamarina (3), el
ecetato de la p-amirina (4) y le amirine (5) (Seigler et el, 1968). En las
vellosidades de este especie se detect6 la presencie de serotonine (Lookadoo et
al., 1991); la histamina también se eisl6 de las vellosidedes de la especie de C.
oligandrus (Cordsiro et el., 1983). Por olro lado se reporté la presencia de un
principio cienogénico y de los &cidos linbleico, oleico, palmitoleico, palmitico,
esledrico y miristico de les semillas de C. stimulosus (Seigler et el., 1969).

Del latex de C. elasticus se han carecterizado el acetato y cinamato de
lupeol (6) y (7), respectivamente (Dominguez et al., 1982) y el p-fenil propionato
de lupeol (8) (Cabellero et al., 1984).

Ademds de la corteza de C. phyllacanthus se aislaron verios derivados
triciclicos del tipo benzocicloheptano (Endo et al., 1991 b), tales como el éter
metilico de la favelina (9), Ia favelina (10) y la deoxofavelina (11). De esta misma
especie, Endo y colaboradores (1991 e, 1992) aislaron derivedos tetraciclicos del
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ciclopropano como la favelanona {12) y un derivado telraciclico del ciclobutano, la
neofavelanona {13).

Otra especie recientemente investigada es C. multilohus. de la cual se aisld
el acetalo de moretenilo (14), el acetalo de lupeol (6), el moretenol (15), la
moretenona (16) y el -sitosterol (17) (Delgado et al., 1994).

Adicionalmente a los compuestos 2, 8, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 aislados de
C. phyllacanthus y C. multilobus se les explord su actividad bioldgica (citétoxica y
antiinflamaloria) (Endo et al., 1991a y 1991 b, Dominguez et al., 1992 y Delgado et

al., 1994), los resultados obtenidos de estas evaluaciones se citan en el Cuadro
2.

Cuadro 2. Actividad bioldgica de los metabolitos secundarios aislados de
C. phyllacanthus y C. mullilobus

Compuesto Actividad Bioldgica Referencia
Acelalo de moretenilo Antiinflamaloria Delgado et al., 1994
{14)
Moretenol Antiinflamatoria Delgado et al, 1994
(15)
Isoxochitlolona Antibacteriana (E .coli, Dominguez et al.,
{2) Sthaphylococcus aureus) 1992
Favelanona Citotéxico (Leucemia de Endo et al, 1991a
{12) muridos P-388)
Neofavelanona Citotéxico (L.eucemia de Endo et al., 1991 a
{13) muridos P-388) '
Favelina Citotdxico {Leucemia de Endo et al, 1991b
(10) muridos P-388) :
“Eter metllico de Cliotéxico (Leucemia de Endoetal, 1991 b
favelina (9) muridos P-388)
Deoxifavelina Citotdxico (Leucemia de Endoetal, 1981 b
(1) muridos P-388)
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1.3 ANTECEDENTES DE Cnidoscolus tehuacanensis.

La especie de Cnidoscolus tehuacanensis Breckon, pertenece a la familia
Euphorbiaceae, en México se le conoce popularmente como mala mujer (Figura
1).

Esta especie es endémica de la Repubica Mexicana y se distribuye en el
Valle de Tehuacan {Actepec y Sierra de Zapotitian, Puebla y Cuicatlan, Oaxaca)
(Figura 2).

C. tehuacanensis es un arbusto que crece en suelos arenosos y de piedra
caliza, se localiza a 750 y 1800 msnm; mide en promedio de 0.5 a 3.5 m de alto
con tronco muy duro y rigido desde la base, de ramas bajas, densas y extendidas,
el troco base mide de 3 a 4 cm de didmetro, sus hojas son altemas de forma
ovoide y palmeada que miden 7-12 cm de ancho, sus flores son blancas
pequenas, sus frulos de forma elipsoidal de color amarillo claro y las semillas son
de forma eliptica, la caracteristica principal de esta espacie es la presencia de
vellosidades amarillentas abundantes tanto en la hoja como en el tallo. Esta
espacie florece en verano. Generalmente se le asocia con Cellis - paliida;
Actinocheila filicina y Manihotoides paucifiora.



nMala mujer”, Cnidoscolus (eliracanensis.

Figura 1.
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Flgura 2, Distribucién geografica de Cnldoscolus tehuacanensis en la Répﬂbllca ‘

Mexicana.



II.- JUSTIFICACION Y OBIETIVOS
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los resultados obtenidos en una investigacién previa, conducente a la
determinacién de la potencialidad anlimicrobiana de 30 exlractos orgénicos de
especies vegetales empleadas en la medicina tradicional mexicana, permitieron
demostrar que el extracto CHCly -MeOH de las partes aéreas de Cnidoscolus
tehuacanensis, presentaba aclividad especifica contra el hongo Trichophyton
mentagrophytes. La concentracion inhibitoria minima (MIC) del extracto {ue de
400 png/mL (Gutiérrez et al., 1996).

Con base en estos resultados y debido a que no exisle ninguna

investigacién quimica ylo biolégica de esla especie en la literatura, se decidid
realizar el estudio quimico del extracto CHCl,-MeOH de la especie medicinal en
cuestion con la finalidad de obtener los compuestos que pudieran ser
potencialmente responsables de la actividad antifingica demostrada por el
extracto orgénico y de esta manera contribuir al conocimiento integral de la flora
medicinal mexicana.
La obtencién de metabolitos secundarios con aclividad antifngica conlribuiria a
la solucién de uno de los problemas graves de salud publica, ya que las micosis
sistémicas y superficiales en Ja actualidad se han incrementado enormemente
debido a problemas de inmunosupresién como es el caso del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), diabeles y trasplantes de érganos por tan
solo mencionar unos ejemplos y los fdrmacos empleados para el tratamiento de
estas enfermedades son poco selectivos, poco eficaces y de elavédo costo.

Tomando en cuenta estos antecedentes. y considerando que los extractos
vegetales con propiedades biolégicas demostradas constituyen fuentes valiosas
de principios activos, ei presente trabajo tiene como objetivos particulares:

1.- Recopilacién de la informacion bibliogréfica necesaria acerca de los aspectos
bioldgicos, etnobotanicos y taxondmicos de Cnidoscolus tehuacanensis Breckon.
2.- Efectuar las operaciones preliminares como son la recoleccién del material
vegetal, desecacion y fragmentacion.
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3.- Preparar el extracto orgénico de la planta (partes aéreas) via maceracion,
de acuerdo a la metodologia convencional y fraccionarlo mediante los métodos
cromatogréficos adecuados.

4.- Separar y purificar el mayor nimero de constituyentes posibles a parir de
las diferentes fracciones obtenidas.

5.- ldentificar mediante métodos quimicos y espectroscopicos los producios
alslados.

6. Determinar el efecto del exiracto, fracciones asf como de alguncs de los
compuestos puros aislados sobre el crecimiento radicular de Echinochloa
crusgalli y Amaranthus hypochondriacus con la finalidad de buscar melabolilos
secundarios con posible actividad herbicida.

7.- Determinar la toxicidad del extracto, de las fracciones y de los compuestos
aislados para las larvas del crust&ceo Artemia salina Leach.



II1.- PARTE EXPERIMENTAL
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1.- Material Vegetal

El material vegelal (partes aéreas) de Cnidoscolus tehuacanensis Breckon
se recolectd 5 Km al Sur de Zapotitlan, Puebla, en Diciembre de 1993 y fue
identificada por el Dr. Victor Rico del instituto de Ecolagia, AC., Jalapa Ver. Una
musstra de referencia se depositd en la coleccion etnoboténica del Herbario del
Institulo de Ecologia, en Jalapa, Veracruz con Voucher J.A Zavala 63-XAL. La
planta se secd a temperatura ambiente y pulverizé en un moline de cuchillas,
modelo Willey. 4.

2.- Métodos de extraccion y fraccionamlento preliminar.

El material vegetal seco y molido (2.6 Kg) se extrajo cuatro veces, con
una mezcla de CHCl-MeOH (volumen total de 28.5 L), dejando enlre cada
extraccion un periodo de 48 hrs, al cabo de este tiempo los exlractos
resultantes se fillraron y concentraron al vaclo, obleniéndose 186.65 g. El
residuo resultante, se fracciond mediante cromatografia en columna abierla
ulillzando como adsorbente ge! de silice (1.3 Kg. de silica gel G-60 Merck,
grénulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). El proceso de elucidn se efectud con
hexano, hexano-cloroformo, cloroformo, cloroformo-metanol y metanol, en
diferentes proporciones, obleniéndose un total de 92 fracciones de 500 ml. cada
una, combindndose aquellas que presentaron caracleristicas cromatogréaficas
similares.
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En el Cuadro 3 se resumen los sistemas de elucion empleados y los
grupos de fracciones obtenidas.
Cuadro 3. Fraccionamiento primario del extraclo CHChL-MeOH total de
Cnidoscolus tehuacanensis.

Eluyente Proporcién Fracciones Fracciones Clave - Peso
(%) combinadas @
Hexano 100 1-13 1-1 A 5.00
80:20 14-19 12-13 B 3.9
Hex-CHCly 60:40 20-31 14- 18 c 5.35
40:60 32-36 17-42 D 87.62
CHCl; 100 37-42 43-61 E 25.17
CHCly-MeOH 99:1 43-47 5256 F 23.59
95:5 48 - 56
80:10 57-64 57-61 G 12.56
80:20 65.-73 62-67 H 14.08
70:30 74-79 68-80 1 7.81
60:40 80-85 81-92 J 6.48
50:50 86 - 94
MeOH 100 92

3.- Analisis Cromatograficos.

Los andlisis cromatogréficos en capa fina se realizaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio y aluminio recublertas de
gel de silice (B0 GF 254 Merck), asi como varios sistemas eluyentes y diferentes
agentes cromdgenos. (Cuadras 4 y 5)
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Cuadro 4. Sistemas de elucion empleados para los andlisis
cromatograficos en capa fina.

SISTEMA DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
! Hex / CHCly Diversas
] CHCly/ MeOH Diversas
n CHCly 100%
Y MeOH 100%

Cuadro 5. Agentes cromégenos ulilizados para los andlisis cromatogréficos en

capa fina.
REACTIVO COMPOSICION REFERENCIA
Sulfato cérico 12 g de suifalo cérico. Slahl, 1869
22.2mL de H,;S0,,
350 g de hlelo picado,
H;S04 (10 %) 10 mL de H,SO, Stahl, 1869
concenlrado
80 mL de H,0 deslilada
Trcloruro de aluminio (AICly) 5.0 g de Uricloruro de aluminio Wannan, 1985
§ % aq, 100 mL de agua

* En todos los casos para el desamollo de color fue necesario calenlar aproximadamente 2

minutosa 110° C.



18

4. Ensayos Blolégicos

4.1 Determinacién de la toxicidad para el crustaceo Artemia salina Leach.
Este ensayo biolégico se realizé usando huevecillos de Artemia salina Leach,
empleando el método descrito por Meyer y colaboradores (1982).

Desarrollo de las larvas: Los huevecillos de Artemia salina se incubaron en
salmuera por 48 horas. Con la finalidad de proporcionar a las larvas un
desarrollo adecuado para realizar el ensayo.

Preparacién de la muestra: Se pesaron 20 mg del extracto, fraccién y/o
compuesto a evaluar y se disolvieron en 2 mL del solvente apropiado. Da la
solucién patrén se transfirieron 500, 50 y 5§ pL a 3 frascos viales y se dej6
evaporar el solvente a temperatura ambiente o al vacio. Cada concentracién se
preparé por triplicado.

Bioensayo: Se transfirieron 10 crustdceos a cada uno de los viales qué
contenfan las muestras a evaluar, se aforé a § mL con salmuera, obteniéndose
concentraciones  finales de 1000, 100 y 10 ug/mlL. Los frascos viales
conteniendo las arlemias se mantuvieron con iluminacién arificial durante 24
hrs., transcurrido este tiempo se procedio a contar el nimero total de crusticeos
sobrevivientes para calcular la Cls, 6 el porcentaje de mortalidad. Para el primer
caso se utiliza el programa de anélisis de probabilidad de Finney.

Cabe mencionar que para considerar a un extracto o fraccién activos, la
Clso debe ser menor a 1000 pg/mL y para el caso de un compuesto puro la Cls
debe ser menor a 200 pg/mL (Anderson et al., 1991).

4.2 Determinacion de la actividad alelopética del extracto y fracciones.

La actividad fitoinhibidora de los extractos y fracciones se realizé
midiendo el efecto de estos sobre e! crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondnacus y Echinochloa crusgalli,

Los bioensayos se realizaron siguiendo la metodologia descrita por Anaya
et al, 1990. Cada una de las muestras a evaluar se disolvié en un solvente
organico adecuado, preparédndose soluciones a dos diferentes concentraciones
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(500 y 50 ppm), 4mL de las muestras a evaluar se vertieron en cajas Petri
conteniendo un disco de pape! filtro (Watman No 1), el solvente se dejé
evaporar al vacio o0 a temperatura ambiente. Posteriormente, se pusieron a
germinar 10 semillas de las 2 especies vegetales de prueba, escogidas al azar,
humedeciendo previamente el papel filtro con 4 mL de agua destilada. Se hizé
el mismo procedimiento para los controles los cuales contenfan Gnicamente
solvente. Las cajas Petri se incubaron a 30°C y la actividad fitotéxica se registré
midiendo la longitud de las radicuias a las 24 hrs para la especie Amaranthus
hypochondriacus y 48 hrs para Echinochloa crusgalli, Se efectuaron 4 réplicas,
para todos los casos.
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5, Aislamiento y purificacién de los compuestos

5.1 Fraccionamiento de la fraccidn primaria D,

La fraccién primaria D (87.6 g) (Ver Cuadro 3), se recromatografié en una
columna abierta, utilizandose como adsorbente 897 g de ge! de silice (granulos
de 0.063- 0.2 mm), el proceso de elucidn se ilevd a cabo con hexano, hexano-
CHCl;, CHCl,-MeOH y MeOH (diferentes proporciones). Se colectaron un total
de 196 fracciones de 500 mL cada una y se analizaron por cromatografia en
capa fina combindndose aquellas que presentaron caracteristicas

cromatograficas simiiares.

5.1.1 Aislamiento y purificacion del Acelato de moretenol (18)

De las fracciones secundarias (DJ y DK, 86.7 g), se obtuvieron 15.0 g del
compuesto 18 el cual precipité como un polvo blanco con punio de fusién de
200-204 °C.

5.1.2 Aislamiento del moretenol (19) y p-sitostero! (20).

20 g de las fracciones secundarias DO-DP (Cuadro 6) fueron
recromatografiadas en una columna abierta, utilizdndose como adsorbente 200.4
g de gel de sllice. E| proceso de elucién se llevo a cabo con hexano-CHCl,
CHCl,, CHCl;-MeOH y MeOH (diferentes proporciones) (Cuadro 7).

Se colectaron un Iolal de 124 fracciones de 70 mlL cada una y se
analizaron. por cromatografia en capa fina combindndose aquellas que
presentaron similitud cromatografica.
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria D.
Eluyenle Proporcidn Numero de Fracciones Clave
(%) fracciones combinadas

Hexano 100 1-24 1-8 DA
7-9 DB

10 - 11 [o]e}

12 [o]v]

13 .20 DE

21-25 DF

25-28 DG

Hex-CHCl, 00:10 25.55 27- 41 DH
42. 62 DI

85:15 56 - 68 63 - 69 DJ

80:20 69 - 100 70 - 101 DK

70:30 101-111 102 - 116 DL

60:40 112-128 117 DM

118 - 122 DN

123 - 136 DO

55:45 129- 141 137 <148 DpP

50:50 142- 151 147 - 150 DQ

40:60 152.157 151 - 167 DR

30:70 158 - 167 168 - 175 Ds

CHCIy 100 168- 178 176 - 178 DT
CHCl3-MeOH 80:20 177-187 179 - 186 DU
50:50 188- 192 187 - 189 pv

190 - 193 DW

MeOH 100 193- 166 194 - 1086 DX

De las fracciones terciarias DO y DP Wi-VIi ( Ver Cuadro 7), eluidas con
mezcla hexano-CHCl; (diferentes proporciones) se aislaron y purificaron 460 mg
del compuesto 19 el cual se obtuvo como un polvo blanco de punto de fusion
159-161°C. De manera adicional el compuesto 20 cristalizé de las fracclones
terciarias DO -DP VUI-VIll {Cuadro 7).



Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento de la fraccién DO y DP.

Eluyente Proporcion Numero de Fracciones Clave
%) fracciones combinadas
Hex-CHCly 98:2 1.7 1-16 DO-DP |
95:5 8-14 17-24 DO-DP Il
80:20 15-20 25-29 DO-DPIIl
65:35 21.31 30-34 DO-DP IV
55:45 32-82 35-81 DO-DPV
50:50 83-03 82-90 DO-DPVI
40:60 94-102 91-102 DO-DP VII
20:80 103-113 103-120 DO-DP VIl
CHCly 100 114-119 121-124 DO-DP IX
CHCly-MeOH 50:50 120-124

5.1.3 Obtencién de los compuestos 7,3',4'-éter trimetllico del ericdictiol

(21) y 3,7,4"-éler trimetilico del camperol (22).

50 g de la fraccién lerclaria DO-DP IX (Cuadro 7) fueron
recromatografiados sobre una columna abierta empacada con 189 g de gel de
sllice (tamario de particula 0.063-0.2 mm). El proceso de elucidn se llevo a cabo
con hexano, hexano-CHCl, CHCly y CHCl;-MeOH y MeOH . en diferentes
proporciones. Como resultado de este proceso cromatografico se obluvieron 164
fracciones de 200 mL cada una, combindndose aquellas que presentaron un
perfil cromatogréfico similar. EI Cuadro 8 resume el fraccionamiento de la
fraccion terciaria DO-DP IX.

La fraccién f (88 mg) (Cuadro 8), se obtuvd al eluir la columna con
CHClz-hexano (90:10), se decoloro con carbén activado y posteriomente se
realizaron sucesivas cromatografias preparativas en capa fina empleando como
sistema de elucién hexano-AcQE! (65:35), dicho proceso permitié el aislamiento
y purificacién de 28.4 mg del compuesto 21 bajo la forma de unos cristales
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blancos opacos en forma de agujas con un punto de fusién de 165 - 166 °C y 44
mg del compuesto 22 bajo la forma de agujas amarillas opacas con un punio de
fusién de 150 - 152 °C.

5.1.4 Aislamiento del 3,7-éter dimetilico del camperol (23) de la
fraccién secundaria DS.

De la fraccién secundaria DS obtenida al eluir la columna con una mezcia
de CHCly-hexano (70:30) (Cuadro 6), cristalizé un polvo de color amarillo
canario, obteniéndose 130 mg del compueslo 23 con un punto de fusién de 243 -
245°C,

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento de la fraccién terciaria DO-DP IX,

Eluyente Proporcidn Numero de Fracclones Clave
(%) fracclones combinadas

Hexano 100 1-22
90:10 23-37

85:15 38-50 1-69 8
15:25 51-64

Hexano- CHC; 60:40 65-75 70- 94 b
§0:50 76-88

30:70 89111 95 - 98 c

25:15 112-119 99- 120 d

20:80 120 - 142 121122 e

10:90 143 - 150 123 -13§ f

CHCls 100 161- 156 138 -156 9

CHCly- MeOH 80:20 157 - 162 187 h

50:50 163 - 184 158 - 163 |
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5.2 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria E,

5.2.1 Obtencidn del 3,5,7-éter trimetilico del camperal (24).

2517 g de la fraccién primaria E (Cuadro 3) fué sometida a un
fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna abierta usando
como adsorbente silica gel (503.34 g). La elucidn se efectud con hexano, CHCl,
- MeOH y MeCGH en diferentes praporciones. Se recolectaron 154 fracciones de
un volumen de 250 mL, éstas se compararan por cromatografia en capafina y se
combinaron aquellas que presentaron similitud cromatografica.

De la fraccidn secundaria E-14 (Cuadro 9) la cual fue eluida en MeQH
100 % precipitaron de manera espontanea 106 mg del compuesto 24 en forma
de crislales de calor amarillo pélido, con punto de fusién > 250 °C, solubles en
MeCH.

Por olro lado de las fracciones secundarias E-3 y E-4 (Cuadro B8)
precipitaran de manera esponténea cristales de color blanco. La purificacién del
mismo se efectud mediante cromatografia preparativa (empleando placas de
silica gel de 20 X 20 cm y 0.25 mm de espesar) utitizando como sistema de
elucidn hexano-GHCly (60:40), obteniéndose 31.6 mg del compuesla 18, el cual
fue previamente aislado de la fraccidn primaria D como un compuesta
mayaoritaria.

5.3 ldentificacion del f-D-glucositosteral (25).

En la fraccidn primaria G (Cuadra 3) se detectd la presercia de B-D-
glucositosterol como compuesto mayoritario por comparacion cromalogréﬂca con
una muestra auténtica,



Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento secundario de la fraccidn primarie E.

Eluyente Proporcion Fracciones Fracclones Clave
(%) combinadas
Hexano 100 1-18 1.35
90:10 20-33 36-40
80:20 3.4 41-44 E-1
Hex-CHCly 80:40 45.63 45 E-2
50:50 64.77 46 - 48 E-3
40:60 78-98 49 .57 E4
CHCly 100 B7-114 58-62 E-5
63-68 E-8
CHCly-MeOH 80-10 115-118 69-75 E.7
70-30 120- 144 76.79 E-8
50.50 145. 152 80 E-9
61.83 E-10
84-95 E-N
0607 E12
98 - 89 E13
MeOH 100 153154 100107 E-14
108- 114 E-15
115- 119 E-18
120 - 154 E17
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6. Caracterizacion de los compuestos alslados.

6.1 Determinacién de las Constantes Fisicas, Especlroscdpicas y
Especirométricas.

6.1.1 Los puntos de fusion se midieron en un aparalo Fisher-Jones y no
estén corregidos.

6.1.2 Los espectros de IR se registraron en un especirofotémetro de
Perkin - Eimer, modelo 599, en pastilla de KBr.

6.1.3 Los especlros de masas se delerminaron en un aparato Hewlet-
Packard 5890, serie Il. El voltaje para el registro de ios espectros de masas fue
de70V.

6.1.4 Los especiros de RMN-'H; RMN-"C se registraron en un aparato
Varian VXR-3005 ulilizando como disolvente CDCly y piridina-ds y como
referencia intema TMS. Estos ditimos y los espactros de masas se determinaron
en el Instituto de Quimica de la UNAM.

6.1.5 Obtencién de derivados acetilados.

Para obtener los derivados acelilados de los compuesios 21 y 24 se
utilizé 1 mL de piridinay 1 mL de anhidrido acético por cada 100 mg de muestra.
En los dos casos la mezcla de reaccion se dejé en reposo durante 24 hrs o més
tiempo y al término de este, los productos acetilados fueron separados de la
manera convencional (Shriner et al., 1986). En el Cuadro 10 se citan los
compuestos acetilados, asi como su rendimiento y punto de fusién.
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Cuadro 10. Rendimiento de derivados acetilados.

Compuesto Peso del Peso del derivado | Punto de fusion
compuesto (mg) | acetilado (mg) (°C)
(21) 5 2 108-110
(24) 373 17.3 146 -149

6.1.6 Saponificacion,

A 18 mg del compuesto 18 se le agregaron 5 mL de metanol y 1 mL de
KOH al 50 % melandlico. La mezcla de reaccién se calentd a refiujo por un
tiempo de 15 hrs,

Al cabo de este tiempo, se adicionaron 2 mL de HCI 1N y posteriormente
se llevd a cabo una particion con CHCI, (tres vecss, con 5 mlL cada una); la
combinacién de los exiractos orgdnicos obtenidos se evaporaron a sequedad al
vaclo para obtener 20 mg de un producto sdlido constituido por una mezcla de
morelenol y otro conslituyente,

6.1.7 Prueba de Liebermann-Buchard para triterpenos y esteroides.

A 1 mg de los compuestos 18 y 19 contenidos en un tubo de ehsayo
respectivamente se adicionaron 1 mb de anhidrido acético y 1 mL de CHCly.
Posteriormente se adiciond por las paredes del tubo de ensayo sumergido an
hielo una gota de acido suiftrico y se observé la formacién de un anillo pardo
rojizo en la interfase que indicé prueba positiva para este ensayo.



IV.- RESULTADOS Y DISCUSION



29

IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Al extracto CHCl,-MeOH y fracciones primarias D y E de C. tehuacanensis
se les determiné la actividad alelopética, esta evaluacion se realizé midiendo el
efecto del extraclo y fracciones sobre el crecimiento radicular en dos especias de
malezas Amaranthus hypochondriacus 'y Echinochloa crusgalli a las
concentraciones de 50 ppm y 500 ppm, respectivamente. Los resultados de estas
evaluaciones biol6gicas no fueron significativas a las concentraciones evaluadas.
Los datos obtenidos se muestran en los Cuadros 11y 12. (Gréficas 1y 2).

Adicionalmente se le determind 1a toxicidad contra el crustaceo de Arlemia
salina LLeach. Los resultados no fueron significativos ya que los valores de 1.Cs
determinados para el exiracto y las fracciones evaluadas fueron > 1000 ppm,

Cuadro 11. Efecto del extracto y fracciones de C. tehuacanensis sobre el

crecimiento radicular de Amaranthus hypochondnacus

Muestra Tratamiento % Crecimiento
Exto CHCI,-MeOH Control 100
50 ppm 79.56
500 ppm 108.39*
Fracclén primaria D Control 100
50 ppm 98.2
500 ppm 94.7
Fraccidn primaria E Control 100
50 ppm 103.32*
500 ppm 130"

; * Inducen estimulacién en el crecimiento radicular.
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Cuadro 12. Efecto del extracto y fracciones C. tehuacanensis sobre el

crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli.

Muestra Tratamiento % Crecimiento

Exto. CHCly-MeOH Control 100

50 ppm 87.01

500 ppm 88
Fraccién primaria D Control 100

50 ppm 94.67

500 ppm 101.83"
Fraccion primaria E Controi 100

50 ppm 85.85

500ppm 87.41
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* Inducen estimulacin en el crecimiento radicular

De acuerdo a estos resultados se decidié realizar el estudio fitoquimico
convencional del exiracto de las parles aéreas de C. tehuacanensis, con la
finalidad de obtener los principios responsables de la actividad antifingica ya que
el extracto orgénico mostré actividad especifica contra el hongo Trychophyton
mentagrophyles en una invesligacion previamente realizada en el extracto
orgénico (Gutiérrez et al.,1996).

El fraccionamiento dei extracto CHCl,-MeOH permiti6 la obtenciéon de 10
fracciones primarias (seccién experimental, Cuadro 3); de donde se aislaron
cuatro flavonoides [(7,3',4'- éter trimetilico del eriodictiol (21), 3,7,4'-éler trimetllico
dai camperol (22), 3,7- éter dimetilico del camperol (23), 3,5,7- éter trimetflico del
camperol (24)), 2 triterpenoides [(acetato de moretenol (18) y moretenol (19)]; y 2
esteroles [(f-sitosterol (20) y p-D-glucositosterol (25)). De manera genaral los
compuestos aislados fueron identificados y caracterizados mediante sus
caracteristicas fisicas, especiroscopicas y especlromélricas. En el Cuadro 13 se
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resumen las estructuras y los rendimientos de los compueslos aislados en

relacion a planta seca.

Cuadro 13. Esltructruras y rendimiento de los compuestos aislados del

extracto CHCl,-MeOQH de Cnidoscolus tehuacanensis Brackon.

Compuesto Estructura Peso % en Relacién a
@ la planta seca
3,7- éter 0.13 0.005
dimetilico del
camperol
()
3,5.7-éter 0.106 0.0040
trimetilico del
camperof (24)
7,3' 4-éter 0.034 0.0013
trimetilico del 0 Q OCHy
erodictiol (21)
3,7, 4 er 0.08 0.0023
trimetilico del
camperol (22)
scelalo de 15.0 0.576
moretenol (18)
moretenol (19) 0.460 0.0177
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La discusion de la elucidacidn estructural de estos compuestos sera el objetivo
principal de esta seccion,

1. Identificacion del compuesto Acetato de moretenol (18).

£l praducto 18 se aislo al recromatografiar la fraccién primaria D (Ver Parte
experimental; Cuadro 6). Este compuesto se obtuvo como un sélido blanco con
punto de fusidn 200-204°C. Su férmula molecular se establecié como Cj.Hs; O;
por espectrometria de masas y RMN-'C (Cuadro 14).

£l espectro de IR (Cuadro 14, Espectro 1) presentd bandas de absorcién
caracteristicas para el enlace C-H (2940 y 1244 cm™), metilos geminales (1374
cm "), carbonile de éster (1736 cm’) y para metileno olefinico terminal (1640 y
882 cm™).

El espectro de RMN-H presentd un perfil tipico de un triterpenoide de lipo
hopano (Mahato y Kundu, 1994) y a conlinuacion se describe, el andlisis de este
espectro (Cuadro 14, Espaeclro 2).

a) En la zona comprendida enitre 8 0.76 -1.66 se observaron siete singuletes
atribuibles a slete grupos melilos los cuales debfan estar unidos a carbonos
cuaternarios; una de astas sefiales dabla corresponder a un metilo sobre doble
ligadura de acuerdo al desplazamienta quimico que presentaba (5 1.66),

b) En 5 2.01 se abservé un singulete caracteristico para un grupo acetato,

¢) Adicionaimente, se observa un doblete dableteado (J = 7.7 y 11 Hz) en § 4.49
asignable al protén geminal de una funcién éster.

El éster se ublcd en ta posicién tres con base en consideraciones biogenéticas. Ei
palrén de acoplamlento indicaba la dispasicldn B del grupo éster.

d) Finaimente, se observo la presencia de un sistema AB (5 468, d, J =23 Hz, §
5.8 Hz, d, J = 2.3 Hz), que integraba para dos protones correspondientes a los
hidrégenos olefinicos de un metileno terminal,

El especo de RMN-'C modalidad APT (Espectra 3) mostré 18 sefiales
negativas de las cuales once debian corresponder a once metilenos (5 37.81, &
23.71, 5 18.21, § 34.26, § 25.16, 5 27.47, § 35.58, § 20.96, 5 40.00, 5 29.86)
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presentes en la molécula y las siete sefiales restantés debian corresponder a
siete carbonos cualernarios (6 38.43, 37.12, 40,89, 42.98, 42.86, 50.80, 170.87);
ademas se observaron 14 sefiales positivas (8 16.13, 17.98, 19.27, 21.21, 27.94,
38.11, 47.99, 4835, 50.39, 5544, 80.98), ocho de estas sefiales debian
corresponder a los grupos metilos evidenciados en el espectro de RMN-'H y seis
a los metinos presentes de la molécula (C-3, C-5, C-9, C-13, C-17, C-21).

Las caracteristicas especlroscopicas antes mencionadas y la comparacion
de las mismas con las de una muestra auténtica de acetato de moretenol (Ver
Espectro 4) obtenida de Cnidoscolus multilobus, permitieron identificar al
compuesto como acetato de moretenol (Delgado et al., 1994, Chawle et al., 1991).
Es importante mencionar que se ha descrito en la literatura que este compuesto
presenta actividad antiinflamatoria (Chawla et al., 1991).
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Cuadro 14. Conslantes espectroscopicas del Acetato de moretenol (18).

2940, 2867, 1736, 1640, 1374, 1244y 882

IR V iz (KBr) cm™

(Espectro 1)

RMN-'H 5 (CDCl;) [4.49 (dd, H-3, J=11y 7.7 Hz) 468 (d, H-29,
(Espectro 2) J = 2.4 Hz), 4.55 (d, H-29', J = 5.8 Hz) 2.01 (s,

CH:CO), 1.66 (s, CHs), 1.37 (s, CHy), 1.01 (s, CHy),
0.92 (s, CHs), 0.83 (s, CH), 0.81 (s, CHs) 0.76 (s,
CHs).

RMN-TC (CDCly) | 170.87 (CO), 150.88 (C-22), 109.29 (C-29), 80.98
(Modalidad APT)  |(C-3), 55.44 (C-5), 55.44 (C-17), 50.39 (C-9), 48.35
(Espectro 3) (C-13), 47.99 (C-21), 42.98 (C-14), 42.66 (C-18),
40,89 (C-B), 40.00 (C-19), 38.43 (C-4), 37.81 (C-1),
37.12 (C-20), 27.94 (C-23), 27.47 (C-12), 25.16 (C-
11), 2371 (C-2), 21.21 (COCH;), 20.96 (C-16),
19.27 (C-26), 18.21( C-6), 17.98 (C-24), 16.13 (C-
25),
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2.- ldentificacién del moretenol (19).

El compuesto 19 se aislé al recromatografiar la fraccién secundaria DO
y DP (Ver parte experimental, Cuadro 7). Este producto se obtuvo como un
sélido blanco con punto de fusién 198-200°C. Su férmula molecular se
establecié como CypHsO, por espectrometria de masas y RMN-°C. Las
constantes fisicas y espectroscopicas del producto se resumen en el Cuadro
15. El compuesto reacciond en forma positiva frente al reactivo de Liebermann-
Burchard. Su espectro de IR (Cuadro 15, Especiro §) presentd bandas de
absorcion caracteristicas para OH (3378 y 3247 cm™), C-H saturado (2922,
2852 y 1456 cm™), grupo metilo geminal (1380 cm™ ) y grupo metileno terminal
(1650 y 882 cm™). Los espectros de RMN-'H y RMN-"C mostraron el perfil
tipico de un triterpenaide y fueron muy similares a los del compuesto 18. Las
principales diferencias fueron las siguientes:
a) En § 3.19 se observd un doblete dobleteado, con constante de acoplamiento
de 16.2 y 5.1 Hz que integraba para un protdn, esta sefial se asigno al
hidrdgeno unldo al carbono de la funcidn carbindlica (C-3) .
b) En el espectro de RMN-'’C (Espectro 7) se observé una sefal en § 79.03
correspondiente al metino en C-3.
Estas caracteristicas especiroscépicas (IR, RMN-'H, RMN-PC) y
conslderaciones de tipo quimiotaxondmicas nos permitieron identificar al
compuesto como el moretenol, este compuesto ha sido aislado de C.
multilobus (Euphorbiaceae) (Delgado et al., 1994) y en Pluchea lanceolala
(Compositae) (Chawla et al., 1991),

Es importante mencionar que se realizd c.c.f comparativa de este
compuesto con el producto obtenido de saponificacidn del acetato de
moreteno! (18), observandose que ambos presentaban el mismo valar de Rf,
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Cuadro 15. Conslantes espectroscépicas del moretenol (19).

IR Vméx (KBr) cm™

(Espectro §)

3378, 3247, 2922, 2852, 1680, 1640, 1564,
1466, 1380, 882.

RMN -'H § (CDCly)
(Espectro 6)

3.19 (dd, H-3, J = 16.2 Hz y 5.1 Hz), 1.67 (s,
C=C- CHs ), 1.25 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.96 (s,
3H), 0.83 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), y 0.78 (s, 3H),
468 (d, 1H, Hy J = 2.4 Hz); 4.56 (dd 1H, Hz J
=1.5Hzy 4.2Hz).

RMN-C 5 (CDCl,)
(Espectro 7)

170 (CO), 150.88 (C-22), 109.70 (C-29), 79.0
(C-3), 55.28 (C-5), 50.42 (C-9), 48.26 (C-13),
47.99(C-17), 39.01 (C-21), 42.98 (C-14), 42.86
(C-18), 40.89 (C-8), 40.00 (C-19), 38.86 (C-4),
37.81 (C-1), 37.12 (C-10), 35.57 (C-15), 34.74
(C-7), 29.70 (C-20), 27.85 (C-23), 27.42 (C-12),
25,11 (C-11), 23.71 (C-2), 20.93 (C-16), 19.27
(C-26), 18.21 (C-6), 17.98 (C-24), 16.13 (C-25).
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3. Identificacion del 7,3',4'-éter trimetilico del eriodictiol (21).

El fraccionamiento en columna abierta de la fraccion DO-DP (Ver parte
experimental, Cuadro 6), permiti6 obtener la fraccibn DO-DP IX, la cual se
sometié a una cromatografia nuevaments en una columna abierta de gel de silice,
de donde se obtuvo la fraccion f. Sucesivas cromatografias preparativas en capa
delgada de la fraccion f (Ver parte experimental, Cuadro 8), permitieron el
aislamiento del compuesto 21, como agujas de color blanco con un punto de
fusion de 165-166°C. Las conslantes espectrométricas y espectroscopicas
utilizadas para su identificacion se resumen en el Cuadro 16. La formula
molecular de! producto natural se establecié como CysH;s0¢ por espectrometria de
masas y RMN-"C. Su espectro de IR (Espectro 8) presentd sefiales para hidroxilo
(3458 cm™), C-H (2942 cm™), C=0 de y-pirona (1658 cm™) y anillo aromatico
(1598 cm™).

Los espectros de UV, EM, RMN-'H y RMN-'C (Espectros 8,10, 11 y 12),

permitieron proponer que el producto natural era el 7,3'.4'-éter trimetilico del
eriodictiol (21). Las observaciones mas importantes que sustentaron esta
propuesta fueron las siguientes:
a) La presencia en el espectro de RMN-'H (Especiro 11) de las sefiales en 5 5.4
(dd, J=12.90y 3.0 Hz.), 3.14 (dd, J = 17.25, 12.9 Hz) y 2.80 (dd, J = 17.5, 3.1 Hz),
las cuales debfan corresponder a un sistema ABX. Adicionalmente es importante
mencionar que en el experimento COSSY (Figura 3) se abservd una clara
correlacidn entre el conjunto de sefales recién descritas.

En el espectro de RMN-'>C (Espectro 12) las sefales asignables a C-2 y
C-3 se observaron en &, 78,5 y 43.5, respectivamente (Harborne et al,, 1975).

b) En ambos especiros de RMN (Espectros 11 y 12) se observé la presencia de
tres grupos metoxilo (54 3.84, 3,90 y 3.92 y 5, 56.0, 56.0, 55.6) los cuales debfan
corresponder a los metoxilos ubicados en C-3', C-4'y C-7.
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¢) También se observo en el especlro de RMN-'H entre & 6.88-6.99 las sefales
para un sistema ABX que integraba para lres prolones. Estas sefales fueron
asignadas a los hidrogenos 2', &' y 6' del anillo B. Los fragmentos en m/z 151 y
164 (Esquema 1) presentes en el espectro de masas, confirmaron que la
flavanona tenia el anillo B disustituido con dos grupos metoxilos. Es importante
hacer notar que el fragmento m/z 151 representa uno de los iones diagnéstico
para la idenlificacién de una flavanona disustituida en el anillo B (Harbome el
al.,1986). Adicionalmente en este espectro se observaron dos dobletes (J = 2.1)
centrados en & 6.09 correspondientes a un sistema AB. Estas sefiales eran
asignables a los H-6 y H-8 del anilio A los cuales de acuerdo al desplazamiento
quimico debian encontrarse entre dos funciones oxigenadas. El fragmento m/z
167 (Esquema 1) observado en el espectro de masas y que se genera por una
ruptura de lipo Retro Diels-Alder era consistente con la presencia de dos grupos
oxigenados en el anillo A; uno de ellos correspondid a uno de los metoxilo
evidenciado claramente en el espectro de RMN-'H y de un grupo hidroxilo el cual
debla encontrarse en C-5. El argumento mas importante para ubicar este Gltimo
grupo fue la presencia de un singulete en § 12.02, 1a cual es diagnéstica para un
hidroxilo en C-5 quelatado con el grupo carbonilo en C-4.

Con base en el andlisis anterior la estructura del compuesto 21 se
establecié como la 5-hidroxi-7,3',4'-trimetoxiflavanona 6 7,3',4' éter trimetilico del
eriodictiol. Este compuesto se ha descrito como un derivado sintético de la
ciclizacién de 2'6'-dihidroxichalcona (Miles y Main, 1989) y ademas ha sido
aislada previamente de Notholaena limitanea variedad mexicana (Wollenweber et
al., 1980).
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Cuadro 16. Constantes espectroscdpicas del 7,3',4'-éter trimetilico
del eriodictiol (21).

CH,0 0 O OCH,
O OCH,

OH O
IR Vmax (KBr) cm 3458, 3084, 3000, 2942, 2844, 1658, 1588.
(Espectro 8)
UV (MeOH) nm 285
(Espectro 9)
EMIE, vz 330 [M(79.5)] 320 [M-H (23)], 193 M-

(Espectro 10)

CoHic0; (13)]; 167 (6.55); 164 [M"-CqHsO,
(65.6)]; 151 (100); 149 (19.7); 138 (9.8); 121
(4.9)

RMN-'H, J (CDCls)
{Espectro 11)

6.4,dd, J=12.90 Hz. y J = 3.0 (H-2); 3.14, dd,
J=17.25y J =129 Hz. (H-3a), 2.80, dd, J = 3.1
y 17.5 (H-3b), 6.07, s, (H-6 y H-8), 6.98, m (H-2-
H-6'); 3.92, 3.90, 3.81 (3-OCH,); 12.021, s (OH-
5)

RMN-C, 5 (CDCI,)
(Espectro 12)

433 (C-3), 79.2 (C-2), 94.28 (C-B), 95.14 (CB),
103.14 (C-10), 109.5 (C-5'), 111.2 (C-2), 118.8
(C-6"), 130.82 (C-1'), 149.4 (C4"), 149.55 (C-3),
16281 (C-9), 164.16 (C-5), 195.87 (C-4), 56.0,
56.0, 55.6 (3-OCHj) y 167.9 (C-9).
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Esquema 1. Palrdn de fragmentacion del 7,3'4"-éter trimetilico del eriodictiol (21).
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4.- Ideniificacion del compuesto 3,7,4'-éter trimetilico del camperol (22)
Sucesivas cromalografias en columna y en placa preparativa de la
fraccion secundaria DO-DP (Ver Cuadro 7 y 8, seccién experimental),
permitieron el aislamiento y purificacién del compuesto 22 como agujas
amarillas con p.f = 150-152°C. Su férmula molecular se establecié como
C1sH1s05 por espectrometria de masas y RMN-"C.

El espectro de IR (Cuadro 17, Espectro 13), presenté bandas de
absorcion caracteristicas para grupos hidroxilo (3416 cm™), C-H (2922 cm™),
carbonilo de y-pirona (1656 cm™) y anillo aromético (1598 cm™).

Por otro lado, el espectro de UV (Cuadro 17, Especlro 14) mostré dos
bandas de absorcion tipicas para flavonas (Markham, 1982) a 267 y 344.6 nm.
Las caracleristicas especiroscdpicas antes mencionadas, el comportamiento
cromatografico mostrade por el producto natural, al ser revelado con. solucién
de AICl, al 5 %, asi como consideraciones de tipo quimiotaxénomico (Ismail et
al, 1977) permitieron sugerir la naturaleza flavonoide del compuesto
(Harborne et al., 1988 y Harborne, 1994; Markham,, 1985). Adicionalmente,
los espectros de RMN-'H, RMN-"*C mostraron un perfif tipico para flavonoides,
los cuales confirmaron lo propuesto (Harborme et al., 1986), y fueron muy
similares a los del compuesto 23. Las‘ diferencias principales para el
compuesto 22 fueron las siguientes:

a) En el espectro de RMN-'H, se observé una sefial adicional en § 3.86, que
integraba para tres hidrégenos, atribuible a un grupo metoxilo unido al anillo
aromatico.

b) Por otra parte, el espectro de RMN-'>C (Cuadro 17, Espectro 17), mostrd
una sefal adicional en § 55.41 que de acuerdo al desplazamiento quimico
observado, debla corresponder a un grupo metoxilo ubicado en C-4', la sefial
para este dltimo carbono apareci6 en § 161.67.
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Tomando en cuenta las sefales observadas en el espectro de RMN-'Hy
RMN-"C asl como el comportamiento cromatografico y las bandas observadas
en al espectro de UV, el compuesto 22 se identificd como el 3,7,4'-éter
trimetflico del camperol, el cual ya habia sido aislado previamente de
Aframomun giganteum K.Schum (Vidari et al., 1971), de Siderilis cystosiphon
(Svent). (Fernandez et al., 1988), de Haplopappus sonorensis (Encarnacién et
al., 1989) y de Hyptis albida H.B.K. (Pereda-Miranda y Delgado, 1990).

Cabe destacar sin embargo, que este estudio constituye el primer
reporte de la presencia de esle metabolito en el género Cnidoscolus y
especificamente en C. tehuacanensis .
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Cuadro 17. Constantes espectroscdpicas del 3,7,4-éter trimetilico del

camperal (22).

(Espectro 17)

IR vmax (KBr) cm! 3416, 2922,1656,1598,

(Espectro 13)

UV (CHCIs-MeOH 1:9) nm  [267, 3446

(Espectro 14)

EMIE, m/z 328 [M* (100)] ; 327 [M'-H (81.7); 297

{(Espectro 15) [M'-OCH, (8.69)]}, 285 [M' -COCH,
(40)], 269 (3.4), 167 (7), 166 (1.4), 164
(1.87); 135 (7.8); 122 (0.934), 121
(0.934); 71 (2.8).

RMN-'H, 5 (CDCl;) 12.65 (s, OH-5), 8.07 (d, H-2', H-6", J =

(Espectro 16) 9.3 Hz), 7.02 (d, H-3', H-6, J = 9.0 Hz)
,6.44 (d, H-6, J = 2.4 Hz), 6.35 (d, H-8,|
J=24Hz) 3.89 (s, -OCH,), 3.87 (s,
OCH, ) y 3.86 (s, OCHa).

RMN-"C, § (CDCly) 178.8 (C-4), 161.67 (C-4') ,165.42 (C-

7), 162.04 (C-5), 166.75 (C-9), 155.90
(C-2), 138.8 ( C-3), 130.14 (C-2, C-6")
97.82 (C-6), 92.16 (C-8 ), 122.82 (C-
1), 114,06 (C-3, C-5'), 106.06 (C-10)
55.40, 55.77, 60.11 (3-OCHs ).
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Esquema 2. Patrén de fragmentacién del 3,7 4™-éler trimetilico del camperol
: (22).
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5. Identificacién del compuesto 3,7-éter dimetilico del camperol (23).

El compuesto 23, se aislé como agujas de color amarillo intenso, con punto
de fusibn de 243-246°C. Su férmula molecular CyHi0Os se establecid por
espectrometria de masas y RMN-C. Este compuesto precipité de forma
esponténea de la fraccién secundaria DS, la cual se obtuvo al recromatografiar la
fraccién primaria D (Ver Cuadro 6, seccién experimental).

El espectro de IR (Cuadro 18, Espectro 18) presentd bandas de absorcion
caracteristicas para grupos hidroxilo (3244 cm), C-H (2945 cm™), C=0 de y-
pirona (1658 cm™) y anillo aromético (1598 cm’). E! espectro de UV (Cuadro 18,
Espectro 19), mostré dos bandas de absorcién caracleristicas para flavonoles a
347.6 nmy 267 nm (Markham, 1982).

Los espectros de RMN-'H, RMN-C (Espectro 21 y Especiro 22) mdslraron
que el producto natural era un derivado del 3 éter metlico del camperol (Harborne
et al,, 1986).

El espectro de RMN-'H en piridina-ds (Cuadro 18, Espectro 21 ), presentd
las sigulentes sefiales:

a) En § 3.46 y 5 3.64 se observaron dos singuletes asignables a 2 grupos
metoxilo.

b) En § 13.37 se observé una sedial que integré para un protén,que de acuerdo a
su desplazamiento quimico era asignable al OH quelatado en C-5.

¢) End 7.87 y 7 se observaron dos dobietes (J = 9.0 Hz) cada uno integrado para
dos protones caracteristico de un sistema A;B, de un anillo aromético para-
sustituido, La presencia dei anilio aromético disustituido se confirmé en el
espectro de masas al observar los fragmentos en m/z 121, 118, 94 y 93 (Espectro
20, Esquema 3).

d) End 6.38 y 6.29 se observé un sistema alribuible alos hidrégenos H-6 y H-8
La magnitud de la constanta de acoplamiento (1.7 Hz) era consislente con la
disposicion meta de estos dos hidrégenos ubicados en el anilio A El
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desplazamiento quimico de H-6 y H-8 evidenciaban la presencia de un grupo
metoxilo en el C-7 (Harborne et al, 1986). La posicion de este meloxilo se
confirmé al registrar los Efectos nucleares de Overhauser diferencial (NOEDIF)
(Ver Figura 4). En este experimento se irradio el singulete que aparece en b 3.46
observandose que se exaltaban las seiales que correspondian a los protones H-6
(6 6.38) y H-8 (6.29). Adicionalmente la ubicacién del metoxilo en C-7 se confirm6
en ol espectro de masas al observar los fragmentos en m/z 167, 138, 122, (Ver
esquema 3).

e) En & 4.63 se observa un singulete ancho asignado a un OH en C-4'
Estas evidencias indicaban claramente que la molécula tenfa dos grupos
metdxllos uno de los cuales fue asignado al C-7 del anillo A restando por ubicar el
otro metoxilo, el cual podia estar ubicado en la posicién 5,3 6 4' de la molécula.
Con la finalidad de ubicar este grupo metoxilo, se decidid realizar el experimento
NOE-diferencial (Ver Figura 4a), en donde se irradid el metoxilo en § 3.6 y
observéndose la exaltacion de una de las ramas del sistema A;B; (5 7.88).

Una evidencia adicional que indicaba que el metoxilo se encontraba en C-3 fue
confirmado por el espectro de masas (Esquema 3) al observarse un pico en m/z
de 271 [M-43}°.

El espectro de RMN "°C modalidad APT (Espectro 22) mostré 6 sefales positivas
las cuales fueron asignadas a los metinos y metilos de los carbonos C-2' y C-6' (5
131.05), C-3'y C-5' (116.50), C-6 (98.4), C-8 (92.54), OCH;- (5 59.99) y OCH,- (5
55.98). Ademas se observaban 9 senales negativas que de acuerdo a los
desplazamientos quimicos debian corresponder a los C-4 (5 179.14), C-7 (5
165.89), C-4' (162.53), C-5 (161.95), C-9(157.20), C-2 (156.72), C-3 (141.9), C-
1' (121.61) y C-10 (106.5).

E! andlisis detallado de los espectros de IR, UV, el espectro de masas y la
comparacién de sus datos espectroscdpicos con los descritos en fa literatura
(Urbatsch el al,, 1976; Herz et al, 1973, Rodriguez et al, 1972) permitieron
identificar al compuesto como 3,7-éter dimetilico del campero!.
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A la fecha este compuesto ha sido aislado de las especies Heterotheca
inuloides Cass y Arnica alpina ssp attenuata (Schmidt et al., 1993), Cistus palinhae
(J. de Pascual et al., 1983), Ambrosia eriocentra (Gray) Payne (Heriz et al., 1973)
y de Ericamena diffusa (Urbatsch et al,, 1976). Es importante subrayar que no
habla sido aislado en la especie Cnidoscolus.

Cuadro 18. Constantes espectroscdpicas del 3,7-éter dimetilico del camperol
(23).

RV max (Kr) o] 222 2976, 1660, 1568

{Espectro 18)

UV (MeOH) nm|347.6y 267.

(Espectro 19)

RMN-'H, & (Piridina dg)| 13.37 (s, OH-5), 7.87 (d, H-2' y H-6', J = 9.0 Hz),
(Espectro 21) 7(d, H-3'yH-5 J =84 Hz)6.29 (d, H-B, H6 J =

1.5 Hz), 3.64 (s, -OCHj), 3.46 (5, ~OCHy).
RMN-C, 5 (CDCly)[131.05(C-2'y C-6'), 116.50 (C-3'y C-5'), 98.4 (C-

(Espectro 22) 6), 92.54 (C-8), 59.99 (-OCH,), 55-98 (-OCH,) y
162,63 (OH-C-4").

EMIE, m/z 314 [M' (100)}; 313 [M'- H (84.9 )]; 296 {M-H,0

(Espectro 20) (16.87)], 285 [M-CO-H (15.07)); 283 (M-

OCH,(9.52)]"; 271 [M-CHy-CO (30.15)]; 138 [ M-
CO (3.96 )} 166 (3.16); 148 (1.58); 121 (14.28).
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Esquema 3. Patron de fragmentacion del 3,7-éter dimetilico del camperot (23).
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6. Identificacion del 3,5,7-éter trimetilico del camperol (24).

El fraccionamiento en columna abierta de la fraccion primaria E, permitié la
obtencién de Ja fraccion E-14 {Var Cuadro 9), la cual fue eluida con MeOH
(100%). De esta titima fraccion se obtuvo el compuesto 24 el cual pracipilé de
forma espontédnea, este producto se aisld como un sélido amorfo, de color crema,
con punto de fusién mayor a 250°C y soluble en MeOH. Su férmula molecular se
establecid como CqsHys0s por espectrometria de masas y RMN-"C.

€l espectro de IR (Cuadro 19, Espectro 23) mostré bandas de absorcidn
caracteristicas para grupos hidroxilo (3433 cm™*), C-H (2997.6 y 2932 em™), C=0
de y-pirona (1632 cm™) y anillo aromético (1594 cm”).

Por ofro lado, el espectro de UV (Cuadro 19, Especiro 24) mostré 2 bandas
de absorcién a 262.7 y 336.7 nm generados por el sistema benzoilo del anillo A
(Banda 1) y por el sistema cinamoilo del anillo B (Banda I), respeclivamente.
Estas bandas son caracteristicas para flavonas.

El andlisls detallado de ios espectros de RMN-'H, RMN-'*C (Cuadro 19,
Espectros 25 y 26), sugirieron que el producto 24 era un derivado del 3-éter Iri-
melilico del camperol, el clual mostré gran similitud en sus caracteristicas
espaclroscépicas con el compuesto 23. Las evidencias que permitieron
determinar las diferencias estructurales son las siguientes: ‘

a) Ausencia de la sefial para el OH quelatado entre § 12-13,

b) La presencia de un si'ngulete en b 9.52, esta sefial debia corresponder a un OH
no quelatado el cual debia estar ubicado en C-4', La ubicacidn del grupo OH en
C-4' fue también corroborado en el espectro de masas, al observarse los
fragmentos en m/z de 118, 121 (Esquema 4).

c) Por olro lado, la ausencia de la sefial caracterfstica para H-3 de una flavona
(Markham, 1982) o de un hidroxilo de un flavonol, sugerla que la molécula era un
éter metilico de flavonol,

Estas evidendas sugirieron claramente que el compuesto 24 tenia en su
astructura 3 grupos OMe y un grupo OH, sin embargo, restaba por determinar e!
palron de sustitucion en la molécula, el cual se establecié mediante 8l andlisis del
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patrén de fragmentacion generados en el espectro de masas ya que existian 3
posibles estructuras (Ver Figura 5). De esta Figura, la estructura A se descarla
por ausencia de la sefal del OH quelatado en el espectro de RMN-'H ya que esta
sefial aparece en § 12.0. La estructura B mostré el palrén de fragmentacién
esperado, [os fragmentos mas imporiantes y que ayudaron a ubicar la posicién del
grupo OH y del grupo metoxilo fueron los picos en m/z 118, 121, 285, 181, 154y
136 (Esquema 4). Adicionalmente las sestructuras propuestas A y C se
dascartaron por el palrdn de fragmentacion obtenido en et espectro de masas del
compuesto 24 (Esquema 4), ya que ambos compuestos tendrfan que presentar
fragmenlos en m/z 121, 164, correspondientes a la porcién cinamolio de la
molécula.

Con !a finalidad de ubicar de manera inequivoca la posicién del grupo hidroxilo,
se decidié preparar el derivado acetilado (Espectro 27), este especiro mosird las
sigulentes diferencias con respecto al producto natural:

i) La sefal para el grupo acetato en § 2.32 confirmd la presencia de un grupo
hidroxilo en la molécula original.

ii) Por ofro lado se observd un desplazamiento para-magnético de las seftales
asignadas a! sistema A;B, del anilllo aromélico para-sustituldo, estas sefales
aparacen en § 7.22 (H-3' y H-5'), 5 8.16 (H-2' y H-6').

La preparacién de! derivado acstilado fue decisivo para determinar la posicién del
grupo GH en la molécula.

El anélisis det espactro DEPT (Espectro 26a) confirmé [a presencia en ta molécula
de 3 melbxilos ubicados en C-3, C-5 y C-7 (6 69.53, § 56.27 y § 55.73), un
carbono con un grupo OH (6 161).

Con base en el analisis anlerior, e comportamiento cromatogréfico, los
datos obtenidos de IR y UV y la comparacién de sus datos especlrascépicos con
fos descritos en la literatura (Harborne 1986, Harborne 1994 y Urbatsch el al,,
1976), permitieron identificar al compuesto como el 3,5,7-éter {rimelllico del
camperol (24), el cual ha sido obtenido previamenle de Ericameria diffusa
(Urbatsch et al., 1976), sin embargo esta investigacién constituye el primer
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reporte de la presencia de esle metabolito en el género Cnidoscolus y
especificamente en C, fehuacanensis.

Cuadro 19. Constantes espectroscipicas del 3,5,7-éter trimetilico del

camperal (24).
CH;0 l 0 O OH
OCH,
OCH; 0

IR Venas (KBr) cm* 3433, 2932, 1632, 1594
(Espectro 23)
UV (MeOH) nm 2627y 336.7
(Espectro 24)
RMN-'H, 5 (CDCl,-DMSO) |9.52 (s, OH-4'), 6.95 (dd, H-3', H-§' ) =9 Hz), 7.95
(Espectro 25) (dd,H-2'y H6' J =9 Hz), 3.74 (s, OCH;,), 3,.82 (s,

OCH,), 3.85 (s, OCHB3), 6.45 (d, J = 2.4 Hz), 6.25

(d, J=2.4Hz). ‘ ;
RMN-“C 174 (C-4), 161 (C-4'), 164 (C-7), 159 (C-5), 153.5
(Espectro 26) (C-9), 160 (C-2), 141 (C-3), 96 (C-6), 129.73 (C-2',

C-6'), 121 (C-1"), 115.58 (C-3', C-5', 110 (C-10),

92.54 (C-8), 55.73, 56.2, 59.5 (3-OCH,).




Figura 5.

-Posibles estructuras para el compuesto 24.
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Esquema 4. Palrén de fragmentacién del 3,5,7-éter trimetilico del camperol (24)



V.- RESUMEN Y CONCLUSIONES
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El presente estudio fitoquimico constituye la primera investigacion del
contenido metabdlico de la especie endémica Cnidoscolus tehuacanensis, el
extracto CHCIy-MeOH (1:1) de esta especie permitid el aislamiento de tres
derivados metilicos del camperol (3,7,4"- éler trimetilico del camperol (22), 3,7-
éter dimetilico del camperol (23) y 3,5,7-etér trimetilico del camperol (24), una
flavanona (5-hidroxi-7,3',4' trimetoxiflavanona (21), dos triterpenos: acetato de
moretenol (18) y moretenol (19) y dos esteroles (f-sitosterol y B-D-
glucositosterol).Todos los compuestos representaron productos naturales
conocidos. |

El extracto organico no mostrd actividad sobre el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli ni toxicidad - contra el
crustéceo Artemia salina Leach. por lo que esta especie vegetal no constituye una
fuente polencial de compuestos con actividad fitotéxica, ni citotoxica, Dado que el
extracto organico mosiré actividad especifica contra el hongo Trichophyton
mentagrophytes, esta especie vegetal puede constituir una fuente potencial de
principios con actividad antifingica.
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Recomendaciones:

a) Determinar la actividad antifingica de los compueslos aislados, con la
finalidad de identificar a los metabolitos secundarios responsables de la actividad
antifingica mostrada por el extracto orgénico.

b) Aislar y caracterizar otras flavonas y riterpenos presentes en buena cantidad

en las fracciones de mayor polaridad; estableciendo un método adecuado para su
separaclén y purificacion, ya que no se lograron separar adecuadamente por los
métodos cromatogréaficos convencionaies, dado que estos se obtuvieron como
una mezcla de compuestos. Ademés determinar la actividad antifiingica de los
mismos.

c) En la literatura se ha descrito que flavonoides como el camperol (Amtzen et
al, 1974), presenian aclividad sobre la fotosintesis por lo que también es
necesario explorar la actividad fotosintetica de los derivados melllicos del
camperol aislados de C. fehuacanensis.
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