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RESUMEN

Estudios quimicos realizados sobre especies mexicanas del género Tephrosia
(Leguminosae), han permitido el aislamiento de numerosos flavonoides, algunos de los

cuales poseen actividades bioldgicas.

En esta investigacion, se llevd a cabo el estudio quimico de Tephrosia crassifolia
y T. major, aislando diferentes metabolitos, cuyas estructuras fueron caracterizadas por
métodos quimicos, espectroscopicos, espectrométricos y algunas confirmadas por

difraccion de rayos-X.

De la parte aérea y raiz de 7. crassifolia, se aislaron tres nuevos flavonoides,
tephromicrocarpanona, crassichalcona y crassifolina. Ademas de los siguientes
compuestos conocidos: hildgardtol A, metil-hildgardtol A, abbottina, 5-O-metil-

obovatina, obovatachalcona, sacarosa y una mezcla de B—sitosterol y stigmasterol.

De la parte aérea y raiz de 7. major, se aislaron tres flavanonas de estructuras
conocidas: glabranina, 7-O-metil-glabranina y spinoflavanona B, ademas de sacarosa y la

mezcla de B—sitosterol y stigmasterol.

Se realizaron transformaciones quimicas de la glabranina y 7-O-metil-glabranina
con DDQ, obteniéndose en el primer caso como producto de reaccion, una flavanona
conocida como obovatina, y en el segundo caso, se obtuvieron dos productos isomeéricos,

aductos de Diels-Alder.

También fue evaluada la actividad antiinflamatoria de tres flavonoides en ratas,
los cuales exhibieron una respuesta antiinflamatoria dependiente de la dosis, siendo mas

activa crassifolina que hildgardtol A y metil-hildgardtol A.



ABSTRACT

Previous chemical studies on mexican Tephrosia species (Leguminosae) resulted

in the isolation of a number of flavonoids, some of which possess biological properties.

Investigation of Tephrosia crassifolia and T. major, afforded several metabolites;
their structures were established by chemical transformations, spectroscopic methods and

some of them were confirmed by X-ray diffraction.

From the roots and aerial parts of 7. crassifolia, three new flavonoids,
tephromicrocarpanone, crassichalcone and crassifolin were isolated, in addition, the
known compounds hildgardtol A, methyl-hildgardtol A, abbottin, S-O-m'ethyl-obovatin,

sucrosa and a mixture of B—sitosterol and stigmasterol were also identified.

The roots and aerial parts of T. major, afforded three known flavanones
glabranine, 7-O-methyl-glabranine, spinoflavanone B, sucrosa, and a mixture of

B-sitosterol and stigmaterol.

Chemical transformation of glabranine with DDQ, yielded a known flavanone
obovatine and the reaction of 7-O-methy-glabranine with DDQ afforded two isomeric

adducts, as a result of the Diels-Alder reaction.

Anti-inflammatory activity of the three flavonoids were evaluated in rats, which
exhibited a dose-dependent antiinflammatory activity. These results showed that
crassifolin is a better antiinflamatory agent than hildgardtol A on methyl-hildgardtol A, at

the same dose.

ii
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I. INTRODUCCION

Mucho antes de que se iniciaran las investigaciones sobre los productos quimicos
naturales y los organismos vivos que los sintetizan, los humanos en diversas partes del
mundo, ya hacian extractos, tinturas y otras preparaciones de plantas y animales. Algunas de
estas preparaciones naturales les servian como remedios para aliviar malestares de ciertas

enfermedades o fueron usados en la caceria y en fa guerra.l

Actualmente, los compuestos de fuentes naturales juegan un papel muy importante en
la medicina moderna, muchos de ellos, son farmacos clinicamente utiles para el tratamiento
de enfermedades. Otros, proveen compuestos basicos que pueden ser modificados ligeramente
para hacerlos mas efectivos o menos toxicos. Un Giltimo papel, pero no menos importante es
que algunos productos naturales, contienen compuestos que demuestran poca 0 ninguna
actividad, pero que pueden ser modificados quimicamente o utilizados como modelos o
prototipos para producir farmacos sintéticos, no muy féciles de obtener por otros métodos.>”
En los paises desarrollados, se ha estimado que aproximadamente un 80% de los

medicamentos usados en el cuidado de la salud primaria, provienen de plantas.*

Por otro lado, el estudio quimico de la flora nacional es interesante debido a su gran
abundancia y diversidad. Ademas, muchas de estas plantas constituyen el recurso mas amplio
y valioso de la medicina indigena tradicional en nuestro pais, lo cual motiva al estudio de

dichas especies.

A pesar de que las especies mexicanas del género Tephrosia no son utilizadas en la
medicina tradicional, resuita interesante su estudio quimico, ya que estas especies, han
demostrado la presencia de flavonoides. Estos compuestos, presentan una gran variedad de
actividades bioldgicas, entre ellas, la antiinflamatoria. Lo anterior motivé el estudio de dos
especies de este género, con la finalidad de aislar fos metabolitos secundarios de tipo
flavonoide para evaluar su actividad antiinflamatoria y de esta manera contribuir al estudio

quimico de la flora mexicana, en especial del género Tephrosia.



1.1 Antecedentes botinicos y quimicos sobre el género Tephrosia.

Dentro de la gran diversidad vegetal que posee México, se encuentra el género
Tephrosia perteneciente a la familia de las leguminosas. Botanica y taxonémicamente las
feguminosas juegan un papel importante en la vegetacion de muchas partes del mundo. En
general algunas tienen propiedades medicinales, lo que las hace ain mas interesantes. Las
leguminosas, quimicamente estan constituidas por diversos metabolitos secundarios, aunque
principalmente contienen flavonoides.’

El género Tephrosia se encuentra ampliamente distribuido en regiones tropicalesd de
clima calido, abarcando mas de 400 especies en todos los continentes a excepcion de Europa.
En Meéxico, se encuentran aproximadamente 50 especies, ubicandose principalmente en las

costas del pacifico y del golfo de México.”’

Algunas especies de este género han sido utilizadas por el hombre para diversos fines,
por ejemplo 7. sinapou y T. multifolia son utilizadas en la zona del caribe y centroamérica
como pisicida.6 En Africa, 7. vogelii y T. macropoda y en Australia, T. rosea y T.
astragaloides, son usadas para el mismo fin.® T. virginiana es utilizada en norteamerica como
insecticida, esta propiedad se debe a la presencia de rotenona, un flavonoide que ha llegado a
ser importante por su actividad insecticida no téxico para mamiferos. T. vogelli y T
macrantha son utilizadas en Africa y México respectivamente como ornamentales, por sus
atractivas flores. A este género, también se le atribuyen varias propiedades medicinales, entre
estas se puede mencionar, el uso de la raiz de 7. virginiana, como vermifugo y 1. senna,
como purgante en norteamérica.® 7. multifolia y T. cinerea son empleadas en la zona del
caribe como febrifugos, contra afecciones nerviosas, cutaneas y venéreas, mientras que T.
apollinea es utilizada en Israel para aliviar los colicos.” En México, no se tiene conocimiento
de su uso medicinal, solo se tienen referencias del uso de . leiocarpa (nawe o naweke), como
insecticida, empleado por los tarahumaras para matar los piojos de sus animales y de ellos

mismos, ademés, se sabe que también la usaban para la pesca primitiva,7



Hasta el momento, de las especies mexicanas se han estudiado desde el punto de vista
quimico 37 de ellas (dato no publicado). De estos estudios resalta el hecho de que estas
especies sintetizan compuestos flavonoides y la gran mayoria son flavonoides prenilados.8 A
continuacion, se listan algunas Tephrosias mexicanas publicadas en la literatura, de donde se
aislaron algunos metabolitos secundarios de estructuras conocidas y un nGmero importante de
flavonoides aislados por primera vez de estas especies. Las estructuras de los flavonoides

mencionados a continuacion se encuentran en el anexo A.

+ T.madrensis® 5,7-dimetil-8-isoprenilflavano, 7-O-metil-glabranina, -sitosterol.

¢ T wooddii:"° caxacacina, mixtecacina (5-O-metil-obovatina).
¢ T. nitens'' ninetina, rotenona, o-toxicarol, 5,7-dimetoxi-8-prenilflavano, 7-O-
metil-glabranina, B-sitosterol, stigmasterol.

¢ Twatsoniana'® tephrowatsina A, B, C, D, y E, 5-O-metil-quercetina, 5,7-

dimetoxi-8-prenilflavano, 7-O-metil-glabranina, ninetina.
s T viridiflora:, viridiflorina, elongatina, villosinol, 11-hidroxi-tephrosina, B-

sitosterol y stigmasterol

o T abbottiae:** abbottina, tephrobbottina, obovatina, 5-O-metil-obovatina, 7-O-
metil-glabranina, rotenona, deguelina, B-sitosterol, stigmasterol, lupeol.

¢+ T quercetorum:” quercetol A, B, y C, 7-O-metil-glabranina, 5,7-
dimetilglabranina, 5-O-metil-obovatina, tephrowatsina A.

¢ T leiocarpa:*® tephroleocarpina A y B, rotenona, rotenolona B, dehidrorotenona,
P y

tephrosina, 7-O-metil-glabranina, obovatina.

. v a 7 . .o .
¢ T vicioides'!" enantiomultijuguina.

¢+ T tepicana:18 tepicanol A, a-toxicarol, 7-O-metil-glabranina, tephrowatsina A y

B, y quercetol B.



¢ Tephrosia crassifolia Benth.

Es un arbusto perenne, de 1-2 m de altura, con hojas de 10-20 cm de largo, foliolos de
3 x 1.2 cm, ovados o elipticos. Flores de 12-14 mm de largo, pétalos de color rosa a carmin.
Su fruto es una legumbre de 4-5 cm x 4-5 mm, casi recta, con 6-7 semillas de color pardo a
obscuras. Su floracién y fructificacién es de octubre a febrero y de noviembre a marzo,

repectivamente.7

Se distribuye en México, desde Sinaloa hasta Oaxaca, exclusivamente por la vertiente

del Pacifico en bosques de Pinus y Pinus-Quercus, en altitudes entre los 200-900 m.s.n.m.”

No se tiene informacidn sobre su uso en la medicina tradicional. En cuanto a estudios
quimicos realizados, solo se encontré el estudio de la parte aérea, de donde se aislaron dos

flavonoides: tephrowatsina B y 7-O-metil-glabranina, ademas de B—sitosterol.w

¢ Tephrosia major Micheli

Es un arbusto perenne de 1-1.5 m de altura, con hojas extendidas de 13-20 cm de
largo, foliolos de 3-5 cm de largo, ovaladas o elipticas. Flores de 18-21 mm de largo, petalos
de color blanco con rosa o violeta. Legumbres casi rectas de 4-4.5 cm de longitud, con 6-9
semillas casi redondas de 3-4 mm de didmetro, de color café obscuras. Florece en diciembre.
Se distribuye en México en los estados de Guerrero y Jalisco en bosques de Pinus y Pinus-

Quercus, en altitudes de 600-500 m.s.n.m.*°

No se tienen datos de su uso en la medicina tradicional. De los estudios quimicos
realizados anteriormente, de la parte aérea y raiz de esta especie, se aislaron los siguientes
flavonoides: glabranina, 7-O-metil-glabranina, obovatina, sumatrol, o-toxicarol y quercetina,
tephrobbottina, tephrowatsina A, tephrowatsina B, quercetol B y tephromajorchalcona,

ademas de lupeol y una mezcla de B-sitosterol y stigmasterol 2"%2



1.2 Generalidades sobre flavonoides.

Los flavonoides constituyen uno de los mas grandes grupos de metabolitos
secundarios.”> Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, principalmente en
forma de glicosidos. La gran mayoria son pigmentos responsables de la coloracién de
numerosas flores y algunos frutos y del sabor de muchos alimentos y bebidas como el té y el

vinp 4%

Son compuestos fenolicos que presentan estructuras quimicas intimamente
relacionadas, basadas en un esqueleto de 15 atomos de carbono (Cs-C3-C5).26 Los flavonoides
se biosintetizan a través de una ruta mixta, Ja ruta del acido shikimico y la del acetato-
malonato.?® El intermediario comin a todos los flavonoides es la chalcona, su formacién
ocurre por la condensacién de p-cumaril-CoA (Ce-Cs) con tres unidades de malonil-CoA (Ce),

2927 (ver anexo A).

y a partir de éste derivan los diferentes tipos que existen

La funcion fisiologica de los flavonoides en los vegetales, como ocurre para muchos
metabolitos secundarios, no es bien conocida, algunas hipotesis indican que son antioxidantes
(por quelacion de los metales), otros son inhibidores enzimaticos, o bien, protegen contra
radiaciones nocivas. La funcion ecologica de estos pigmentos es mas evidente, al ser
responsables del color de muchas flores, por lo tanto, son “guias del néctar”, motivos visibles
al UV para los insectos, de esta manera atraen y guian a los polinizadores, favoreciendo asi, la
reproduccion de las especies. Algunos son fitoalexinas y otros estén implicados en

mecanismos alelopaticos.”***
¢ Propiedades biologicas de los fiavonoides.

La propiedad mas importante atribuida a los flavonoides, es la propiedad “vitaminica
P”. En 1936, Szent-Gyorgyi observd que una mezcla de dos flavanonas llamada citrina,
disminuia la permeabilidad y fragilidad capilar en humanos, por lo cual se le dio el nombre de

vitamina P. Sin embargo el término vitamina P fue abandonado porque estos flavonoides no



podian ser definidos como tal, por lo que fue preferible designarlos con el calificativo de

factor P.24%

Por otro lado, los flavonoides despliegan un conjunto impresionante de acciones
bioquimicas y farmacoldgicas, algunas de los cuales sugieren que ciertos miembros de este
grupo pueden afectar significativamente la funcién de maltiples sistemas celulares en
mamiferos, ya que algunos poseen actividad antiinflamatoria, antiviral, anticarcinogénica,

entre otras.”

Estudios experimentales realizados in vitro han demostrado que los flavonoides
pueden inhibir y algunas veces inducir, una gran variedad de sistemas enzimaticos en
mamiferos. Algunas de estas enzimas estan involucradas en importantes rutas que regulan la
division y proliferacion celular, agregacion plaquetaria, desintoxicacion y respuesta inmune e

inflamatoria.>>%

Ultimamente, se ha puesto mucha atencién a las propiedades antioxidantes de los
flavonoides, causada por su habilidad para captar radicales de oxigeno. Estos radicales de
oxigeno y la lipoperoxidacion pueden estar involucrados en ciertos estados patoldgicos tales

. . . ‘s st 29
como la aterosclerosis, el cancer o la inflamacidn crénica.

¢ Absorciéon, metabolismo y biodisponibilidad de flavonoides

El conocimiento sobre la biodisponibilidad y farmacocinética de flavonoides en
humanos es indispensable para evaluar el papel benéfico de estos compuestos en la salud. El
destino de los flavonoides en el cuerpo después de la ingestién estd determinada por su
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion, de los cuales cada una tiene su propia

velocidad y extension.

Absorciéon. Estudios realizados en roedores y humanos sobre la absorcién de
flavonoides demostraron que la capacidad de absorcion del colon es mucho menor que la del

intestino delgado. Ademas, contrario a lo que siempre se habia pensado que solo las agliconas
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eran absorbidas, se observé que también los flavonoles glicosidados son bien absorbidos en
humanos sin previa hidrélisis por los microorganismos de la flora intestinal, y que los
flavonoles glicosidados presentes en alimentos, son mejor absorbidos que las agliconas
puras.?*® Por otro lado, uno de los factores que puede afectar la absorcion de flavonoides,
son las proteinas de la dieta, porque se unen a los polifenoles, reduciendo de esta manera, su

.« 4]
absorcién.®

Metabolismo. Los sitios principales del metabolismo de los flavonoides, son el
higado y la flora intestinal, aunque otros tejidos como el rifidn y la pared intestinal también

L 30,31
pueden participar. 0

Metabolismo por el higade. Tanto los flavonoides como sus metabolitos absorbidos
del colon después de la accion bacteriana, son subsecuentemente metabolizados por enzimas
localizadas principalmente en el higado. Las reacciones de la fase I de biotransformacion
introducen grupos polares a la molécula, éstas solo han sido descritas para flavonoides
sintéticos carentes de grupos hidroxilos. La conjugacidn de los grupos hidroxilos polares con
acido glucuronico, sulfato o glicina, constituyen las reacciones de la fase II de
biotransformacion, de esta manera, el conjugado formado al ser soluble en agua, puede ser

excretado en orina.

Metabolismo por la flora intestinal. Los flavonoides no absorbidos y los flavonoides
conjugados secretados con la bilis en el intestino son degradados por las bacterias en el colon.
Las principales reacciones bacterianas son la hidrolisis de flavonoides glicosidados y
conjugados y la fision anular de la aglicona para formar los cidos fenodlicos, los cuales

también son absorbidos y excretados en la orina.

Biodisponibilidad. La biodisponibilidad absoluta de los flavonoides no ha sido
demostrada, pero en estudios realizados, es evidente que ésta, difiere para los alimentos

diferentes.



Por otro lado, uno de los objetivos de esta investigacion es evaluar la actividad
antiinflamatoria de los flavonoides aislados de las especies en estudio, por lo que es
conveniente definir qué es la inflamacion, qué caracteristicas clinicas presenta, cuales son sus

mediadores y que agentes pueden actuar como antinflamatorios.

1.3 Inflamacidén

La palabra inflamacién deriva del latin “flamma”, que significa fuego o “inflammare”,
prenderse o encenderse. En Grecia fue usada la palabra “phlogosis”, que significa drca
inflamada.>? Se entiende por inflamacién el conjunto de mecanismos involucrados en la
respuesta del cuerpo frente a una agresion, encamidados a eliminar al agente agresor y reparar

el dafio >

El proceso de inflamacion, como parte que es del mecanismo de defensa inmune, es
normal y, en consecuencia es benéfico para el organismo. No obstante, en algunas
condiciones se prolonga en forma indebida dando lugar a dafio tisular y manifestaciones
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clinicas muy importantes.

La inflamacién se divide en tres fases: inflamacién aguda, respuesta inmunitaria e
inflamacién crénica.®* La inflamacién aguda, constituye la respuesta inicial a la lesion
tisular, causada por factores enddgenos (fractura de un hueso o necrosis de tejido), y por
factores exdgenos, los cuales incluyen varios tipos de dafios, tales como, dafios fisicos o
mecénicos (quemadura, cortadura), dafios quimicos (exposicién a sustancias corrosivas), dafio
biologico (infeccién por microorganismos) *y dafio inmunolégico (reacciones de
hipersensibilidad). La respuesta inmunitaria, se origina cuando células inmunitariamente
competentes se activan en respuesta a microorganismos o sustancias antigénicas extrafias
liberadas durante la respuesta inflamatoria aguda o cronica. La falta de una oportuna
resolucion del proceso inflamatorio por persistencia del antigeno o agente agresor dentro de

los tejidos, da lugar a la inflamacién crénica que llevard irremediablemente al dafio



permanente de los tejidos, por ejemplo la artritis reumatoide, gota, asma, tuberculosis,

linfogranuloma venéreo, etc.

Las caracteristicas clinicas clasicas que comprende la respuesta inflamatoria son
rubor, calor, dolor, tumor y pérdida eventual de funcion del area afectada.”® A continuacion se

describe brevemente el origen de cada una de estas manifestaciones.

La manifestacion inicial del proceso es rubor, y se debe a la vasodilatacion que,
aumenta el flujo sanguineo a la zona afectada. Este mecanismo tiene por objeto asegurar un
adecuado suministro al sitio de agresién, de factores plasméticos como anticuerpos,
mediadores de la inflamacion, etc. y de células como polimorfonucleares o macrofagos. El
incremento del flujo sanguineo en la zona afectada trae como consecuencia el aumento local
de la temperatura o calor. El tumor o hinchazon, ocurre como consecuencia de la exudacion
de liquidos y 1a migracién de células de los capilares hacia los tejidos. Al exudado plasmatico
sigue el proceso de infiltracién celular, que en las primeras horas esta dado por PMNs
(neutrofitos, eosinéfilos y basofilos) y luego por macrofagos y linfocitos. Finalmente, el dolor

se debe a la activacion del sistema de las cininas y de las prostaglandinas.”

¢ Mediadores de 1a inflamacién

Se denominan asi, a una serie de compuestos que actiian como mensajeros entre las
células involucradas, ellos activan una apropiada respuesta inflamatoria cuando son liberados
por algunos tejidos dafiados.® Son producidos directa o indirectamente por las células antes
mencionadas o se derivan de otros factores humorales. Se dividen en dos grupos principales,
los primarios o proteinizados, que a su vez pueden ser de origen celular o humoral, y los

secundarios, solo de origen celular.”

Mediadores primarios de origen celular. Se encuentran en los granulos

citoplasmaticos o lisosomas de las células fagociticas y de los mastocitos.



De los fagocitos salen por degranulacion externa inducida por difentes estimulos
fisicos, quimicos u hormonales, la elastasa y colagenasa, ambos dafian tejidos. La catepsina
G, actiia sobre los factores C3 y C5 del complemento generando C3ay C5a. La lactoferrina,

induce la produccién de radicales hidroxilicos.”

De los mastocitos y baséfilos se originan, por degranulacién  inducida
inmunoldgicamente (IgE), por factores fisicos o por factores quimicos, los siguientes
mediadores: la histamina, que representa el mediador de la inflamacion de mas rapida accion;
cuando actia sobre los receptores H; es un potente vasodilatador, aumenta la permeabilidad
capilar, induce la contraccion del masculo liso y estimula los nervios sensoriales.”® Por otra
parte, el factor activador de las plaquetas, el cual incrementa la permeabilidad vascular,
produce edema, contraccion del musculo liso e hipotensién sistémica. Por ultimo, la

serotonina, que influye aumentando 1a permeabilidad vascular y vasodilatacion.>*

Mediadores primarios de origen humoral. Se derivan de los sistemas del
complemento, coagulacion y quininas.33 Del complemento, por acciéon de la catepsina, se
originan polipéptidos anafilotoxicos, como Cda, C3a, C5a, que incrementan la permeabilidad
capilar y facilitan la liberacion de histamina.’® Del sistema de coagulacién, se origina la
fibrina y el plasmin. Del sistema de las cininas activado por el factor de Hageman, se
produce bradicidina, esta incrementa la permeabilidad capilar, produce vasodilatacion y

dolor, por estimulos sobre las terminaciones nerviosas.”*

Mediadores secundarios, su sintesis empieza una vez que la respuesta inflamatoria se
ha iniciado.®® De los macrofagos se origina la interleucina I (IL-I), uno de los mediadores
mas importantes, responsable de la induccion de fiebre, estimula la produccion de proteinas
de la fase aguda de la inflamacién, tales como: la proteina C reactiva (PCR), la cual aparece
dentro de las primeras 24 horas del proceso inflamatorio agudo; €sta incrementa la fagocitosis
y se adhiere a linfocitos y macrofagos; fibrinogeno, la formacion de fibrina a nivel tisular,
aisla los antigenos, formando a su alrededor un gel protector; proteina A sérica del amiloide,

. . e 323
que adquiere importancia en procesos cronicos.™ 3

10



De los polimorfonucleares, macrofagos y células endoteliales, se originan los
eicosanoides (PGs, LTs, TXs,), importantes mediadores de la inflamacién y punto clave en el

tratamiento de la misma, por lo que se describiran mas adelante.

De los macréfagos se produce el factor necrosante tumoral (TNF), también
conocido como linfotoxina y caquexina,’® potente mediador de la fase aguda de la
inflamacién, estimula la sintesis de PGE,, y de proteinas de la fase aguda, tiene efecto

citotdxico sobre células tumorales.

Del metabolismo del oxigeno, activado por degranulacién externa de los

porlimorfonucleares se originan: el superoxido (‘0,), los radicales hidroxilicos (OH), el

peréxido de hidrégeno (H;02).*%

¢ Eicosanoides

Son productos de oxidacién de acidos grasos insaturados, poseen importantes
actividades biologicas, algunas de las cuales tienen que ver con el proceso inflamatorio y la
respuesta inmune. El 4cido graso precursor mas importante es el 4cido araquidonico,

compuesto de 20 atomos de carbono (acido 5,8,1 1,14-eicosatetraenoico).34

El dcido araquidénico se deriva de fuentes alimenticias o es sintetizado en el cuerpo
a partir del acido linoleico.*® Es almacenado en los lipidos de las membranas celulares y
esterificado a fosfolipidos como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol.
Asi, el paso limitante en la sintesis de eicosanoides, es la liberacion del acido araquidénico de
los fosfolipidos de la membrana por fosfolipasas especificas, principalmente fosfolipasa A,
(PLA,) o fosfolipasa C (PLC) y diacilglicerol lipasa.™ En algunos tipos de células estas
enzimas son dependientes de calcio y son activadas por el incremento en la concentracion de
calcio intracelular. De esta manera, la sintesis de eicosanoides puede iniciarse por una

variedad de estimulos que incrementen el nivel de calcio intracelular. Esto ocurre a través de
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mecanismos de transducion de sefial, mediado por receptores especificos (hormonas), 6 a
través de la perturbacién de la integridad de la membrana celular (trauma fisico, quimico 6
inmunolégico), los cuales provocarén la activacion de PLA;. Una vez liberado el 4cido
araquidonico, es oxidado enzimiticamente a través de cuatro rutas principales:

ciclooxigenasa, lipoxigenasa, epoxigenasa P430 y via radicales libres>**® (Figura 1).

fisico
Estimulo ¢ quimico

inmunologico

Fosfolipidos de| la membrana celular

¥

$[car]
T~ [Fosfolipasa C
'cnrlh:onernlth.l H[Fosfcﬁpasa Ay I

dacilgheerol
DChpasa
1
i A OOH

! 20

17 12 1a 5 7 19
acido araquidonico

28 [:]

radicales libres

[ciciooxigenasa lipoxigenasal endoperoxidasa

P450
prosiaglandinas  HPETEs l isoprostanes
prostaciclinas HEPEs epdxidos
tromboxanos leucotrienos
lipoxinas

Figura 1. Liberacion y metabolismo det dcido araquiddnico y

sitios de accidn de firmacos antiinffamatorios,

Prostaglandinas (PGs). El nombre de prostaglandina deriva de “prostata”, ya que en
un principio se pensd que se originaban en la glandula prostética.”’“ Actualmente, se sabe
que, estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en pequefias cantidades en
todos los tejidos y liquidos corporaies.37 Son considerados como hormonas que actuan

localmente, es decir, cerca de su area de sintesis. Presentan un amplio espectro de actividad
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biolégica, influyen en la agregacion plaquetaria, intervienen en procesos inflamatorios,
inhiben las secreciones gastricas, influyen en los aparatos reproductores, estimulan las

contracciones uterinas en el parto, entre otras %

La estructura basica de una molécula de prostaglandina es un 4cido carboxilico de 20
atomos de carbono que contiene un ciclopentano entre C-8 'y C-12 y un hidroxilo en C-15. Las
primeras prostaglandinas aisladas fueron lilamadas E (soluble en Eter) y F (soluble en buffer
de Fosfato) respectivamente. Las diferentes clases de prostaglandinas que existen se
distinguen por los sustituyentes en el ciclopentano, designadas por letras, por ejemplo PGE; y

PGH,, etc, y el subindice indica el nimero de dobles enlaces.?**®

Las prostaglandinas se biosintetizan a partir del acido araquidénico por la accion
inicial de la enzima prostaglandina endoperéxido sintetasa. Existen dos isoformas de esta
enzima, la PGH sintetasa-1 (COX-1), y ia PGH sintetasa-2 (COX-2),”  que se mencionarin

mas adelante.

La PGH sintetasa, es una enzima bifuncional que tiene dos actividades distintas sobre
el acido araquidénico: (1) ciclooxigenasa y (2) peroxidasa.”® En la primera, ambas enzimas
(COX-1 y COX-2), promueven la captura de dos moléculas de oxigeno, una para formar el
anillo endoperdxido en C-9 y C-11, y otra para formar el grupo hidroperoxido en C-15 dando
lugar a PGG,. La segunda actividad involucra una reduccion del perdxido para dar PGH; con
un grupo hidroxilo en C-15, que es esencial para la actividad biologica.>® Ambos
endoperoxidos son quimicamente inestables, pero pueden ser transformados enzimaticamente

a partir de PGH, en una variedad de productos que incluyen PGl;, PGD,, PGE;, 0 TXAz
(Figura 2).

Las prostaglandinas que actian como mediadores de la inflamacién son PGE;, PGl y

PGD,, estas son responsables de la manifestacion de rubor y edema que se presentan en la

inflamacion aguda®** Ademas, causan vasodilatacion y sensibilizan las terminaciones
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nerviosas aferentes a la accion de la histamina y bradicidina. A nivel del hipotdlamo, la PGEa,

producida por estimulo de la IL-1, es la responsable de la produccitn de fiebre.™

4cido araquidonico

ciclooxigenasa
{1a oxidacion)

COCH

(2a. oxidacion)

o~
0==0
ciclooxigesa

D .-““\\\_/\/\—-'COOH

Ot

HOOC l

s rol,

FGI,
[ — i
sutetasa

PGE,

sintetasa

Figura 2. Biosintesis de prostaglandinas y tromboxanos. (PGH sintetasa*, enzima bifuncional).

Tromboxanos (TXs). Se derivan del acido araquidonico por la via ciclooxigenasa

(figura 2). Bl TXA,, como mediador de la inflamacion, es un potente vasoconstrictor, sus

niveles aumentan en la inflamacién aguda y pueden actuar previniendo hemorragias.”

2
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Leucotrienos (LTs). Se generan del 4cido araquidénico por accion de la lipoxigenasa,
que le agrega un endoperdxido en C-5 o C-12, generando los acidos hidroperoxitetraenoicos
(HPETES), los cuales se convierten rapidamente a acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs)

y leucotrienos.>*** (Figura 3).

Como mediadores de la inflamacion, el LTB4 y 5-HETE, exhiben una fuerte atraccion
quimiotactica para los polimorfonucieares que se acumulan en el sitio afectado.”® Los

leucotrienos, LTC4 y LTD,, incrementan la permeabilidad capilar.®’

fcido araquiddnice

Oz | s-lipoxagenasa

0.0H
Ot
—_—
=== == peroudasa — —
5-HPETE 5. HETE
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e 3
. glutation- o S
S-transferasa CsHil (E‘]s-Gl
LTA, 1 LTC,4
¥-Glu
hidrotasa
GGTP
OH OH OH
COOH
N AT AV N COOH
= CsH. E:;
L’!B‘; S Cis-Gl LTD4

Figura 3. Biosintesis de leucotricnos.

¢+ Agentes antiinflamatorios.

Los farmacos que inhiben algunas enzimas que participan en la biosintesis de

eicosanoides, ejercen accion antiinflamatoria.”
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Los corticosteroides pueden bloquear la sintesis de eicosanoides, porque estimulan la
sintesis de lipocortina, un inhibidor proteico de la PLA,, de esta manera, impiden la liberacion
del acido araquidénico disminuyendo apreciablemente la produccion de PGs, TXs, y LTs que

. . . . 7
intervienen en el proceso inflamatorio. ™

La terapia con glucocorticoides, farmacos antiinflamatorios esteroidales (AlEs o
SAIDs), usada en artritis reumatoide, en la medida de lo posible deberia evitarse ya que estd
asociada a un amplio rango de efectos secundarios adversos que dependen de la dosis y
duracion del tratamiento, tales como osteoporosis, Glceras géstricas, glaucoma, hipertension,
obesidad, impotencia, entre otros>**? En el anexo A se representan las estructuras quimicas
de algunos AIE, tales como, betametasona, hidrocortisona, parametasona, metilprednisolona,

triamcinolona, cloprednol, prednisona, dexametasona.

Los firmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINE o NSAIDs), como la aspirina,
bloquean la formacién de PGs y TXs por inhibicion de la enzima ciclooxigenasa, pero no

inhiben los productos del 4cido araquidonico via lipoxigenasa.*®

Como ya se habia mencionado antes, existen dos formas de la enzima ciclooxigenasa
conocidas como COX-1 y COX-2 (figura 4). La COX-1, es una enzima vinculada a la
produccién de las prostaglandinas fisiologicas en el rifion y en el estomago, su activacion da
lugar a la produccién de prostaciclina (PGIp), que cuando es liberada por el endotelio
vascular, es antitrombotica y por la mucosa géstrica, es citoprotectora. Mientras que la enzima
COX-2, esta ligada a la produccion de prostaglandinas en el sitio de inflamacion pero no en
otros sitios.”>*!

Los farmacos AINEs actuales inhiben preferentemente la COX-1 y no son
selectivos.®® En el anexo A, se muestran algunas estructuras de AINE, tales como aspirina,
naproxen, ibuprofeno, indometacina, piroxicam, diclofenaco, fenilbutazona, tolmetina,
ketorolac y nabumetona. Los inhibidores selectivos de la enzima COX-2 pueden tener

mejores perfiles de seguridad gastrointestinales y renales,”” muy utiles en la terapia de la

inflamacion crénica, ya que podrian ser antiinflamatorios sin los efectos secundarios que
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reducen la funcién renal o producen ulceraciones gastricas como por ejemplo, meloxicam,

nimesulid y etodolac que inhiben preferentemente la COX-2. 4

Estimulos fisiologicos Estinulos inflamatorios
i

|

¥
(cox)

constitutivarente presente inducida en respuesta
en muchos tejidos 2 los estimulos
TXAz PGE2 proteasas
funcién plaquetaria funcion renal prostaglandinas

otros mediadores inflamatorios

prostaciclina (PG 2)
—citoprotectora (mucosa gastrica)
-antitromrh 6tica (endotelio vascular)

Inflamacién

Figura 4. Las dos isoformas de ciclooxigenasa, COX-1y COX-2.

¢ Potencial antiinflamaterio de flavonoides.

En afios recientes se han hecho diferentes estudios para determinar el potencial
antiinflamatorio de los flavonoides.® Se ha observado que los flavonoides ejercen su
actividad antiinflamatoria, ya que muchos pueden modular la sintesis de prostaglandinas,

funcionan como inhibidores enzimaticos y también tienen propiedades antioxidantes.*?

Algunos flavonoides pueden modular la sintesis de prostaglandinas por inhibicion de
las enzimas que participan en este proceso. Existen aquellos que pueden inhibir la enzima
ciclooxigenasa, como por eemplo la flavanona, hesperetina, flavona y galangina.**¥
Mientras que otras pueden inhibir la enzima lipoxigenasa, entre ellas se tienen a la fisetina,
quercetina, ramnetina y miricetina.® Ademas, la quercetina también es un buen inhibidor de

la fosfolipasa Az >’
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Otra de las enzimas que pueden inhibir los flavonoides es la enzima fosfodiesterasa, la
cual cataliza la descomposicion del AMPc y, como los farmacos que elevan los niveles de
AMPec tienen accion antiinflamatoria, los flavonoides que fomenten niveles elevados de

AMPe también actuaran de manera similar, como por ejemplo la amentoflavona.*>**

Los flavonoides también pueden manifestar propiedades antiinflamatorias a través de
su accion antioxidante, que les permite actuar contra el dafio tisular, debido a la formacion de
radicales libres generados como subproductos de fas rutas ciclooxigenasa y lipoxigenasa. Su
potencial antioxidante radica en su capacidad de captar radicales libres, como por ejemplo ta

. f . . . . 9
catequina, rutina, morina, clanina, y delf'mma.2 32

Uno de los modelos experimentales que existen para determinar la actividad
antiinflamatoria es el modelo de edema inducido por carragenina en ratas; en el cual se han
encontrado niveles elevados de los productos de la ciclooxigenasa, tales como, la PGE; y el
TXB,, que intervienen en el proceso inflamatorio. Por lo tanto, fos compuestos que inhiben
este edema, pueden ser considerados con actividad antiinflamatoria, como por ejemplo la
linarina y pectolinarina,” y el kolaviron (una mezcla de los biflavonoides: GB1, GB2 y

kolaflavanona).”’

Como se puede apreciar, todos los flavonoides antes mencionados muestran actividad
antiinflamatoria de una u otra manera. Algo que es importante mencionar, es la ventaja que
tienen los flavonoides sobre los farmacos antiinflamatorios clasicos, ya que carecen de los
efectos secundarios téxicos, asociados con el uso de estos farmacos sintéticos, es decir, no

.y B . 32,45
causan ulceracion gastrica como los AINE.™
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L. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

Si de las especies del género Tephrosia, se han aislado principalmente compuestos
flavonoides, los cuales presentan diversas actividades bioldgicas; por lo tanto, es muy
probable que del estudio quimico de Tephrosia crassifolia y T. major, se aislen metabolitos

secundarios del tipo flavonoide con actividad antiinflamatoria.

Objetivo general:

Realizar el estudio quimico de las especies Tephrosia crassifolia y T. major y evaluar

la actividad antiinflamatoria de los flavonoides mayoritarios aislados de dichas especies.

Objetivos especificos:

¢ Aislar y caracterizar Jos flavonoides presentes €n T. crassifolia y 1. major
mediante la aplicacion de la metodologia convencional en quimica organica.

¢ Evaluar la actividad antiinflamatoria de los flavonoides mayoritarios aislados en el
modelo de edema inducido por carragenina en ratas.

¢ Realizar transformaciones quimicas de los flavonoides mayoritarios para
determinar su reactividad quimica.

¢ Integrar los conocimientos adquiridos con los informados en la literatura, con el
fin de proporcionar antecedentes para estudios posteriores.

+ Contribuir al conocimiento del perfil fitoquimico del género Tephrosia y del perfil

quimico-biologico de los flavonoides.
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I11. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material y Equipo

¢ Anilisis cromatogrifico

Para el analisis cromatografico en columna se utitizé Silica Gel Kieselgel 60 GFzsq

como fase estacionaria, en columnas de vidrio de diferentes capacidades.

Para el analisis cromatografico cualitativo en capa fina se utilizaron cromatofolios de
Silica Gel Fass Merck de (20 X 20 cm X 025 mm). Para el analisis cromatografico
preparativo, se emplearon cromatoplacas de Silica Gel Fzs4 Merck (20X20em X 0.5, 1y2
mm) con indicador de fluorescencia. Se utilizaron diferentes sistemas de elucion y como
reveladores, una lampara de UV Spectroline Modelo CX-20 (254 y 365 nm) y una solucién de
sulfato cérico (12 g sulfato cérico, 22 ml Hz504, 350 g hielo).

¢ Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los

productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusion (°C) se determinaron en un aparato Fisher ~Johns y no estan

corregidos.

Las rotaciones opticas se determinaron en un polarimetro Jaco Dip-360 con lampara

de sodio, en cloroformo o metanol.

Los espectros en el infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotometro Nicolet Magna
750 FT-IRSX, en disolucion de CHCl; o en pastilla de KBr, las absorciones se dan en cm’.
Los espectros en el uitravioleta, se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu Uv160U, las

absorciones se dan en nimn.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear se determinaron a 200 y 300 MHz en
el caso de RMN 'H, y a 75 MHz para RMN BC, en espectrometros analiticos Varian-UNITY
200 y Varian VXR-300, utilizando como disolvente cloroformo deuterado. Los
desplazamientos quimicos estan dados en ppm referidos al tetrametilsilano como referencia
interna. Se utilizaron secuencias de pulso para experimentos de desacoplamiento y por
transferencia de polarizacién en 'H y B¢ (DEPT) y .para el registro de espectros
bidimensionales de correlacion homonuclear (COSY) y correlacion heteronuclear
(HETCOR).

.
Los espectros de masas por impacto electronico se determinaron a 70 eV en un

espectrometro Jeol IMS-AX505HA.

Las difracciones de rayos X, se realizaron en un difractémetro Nicolet P3/F o Siemens

P4/PC con radiacion de molibdeno.

3.2 Estudio Quimico de Tephrosia crassifolia Benth

Material vegetal. El material vegetal utilizado para el presente estudio, fue
recolectado por el Dr. Oswaldo Téllez Valdés (Instituto de Biologia de la UNAM). Se
recolectaron hojas, tallos y raiz de 7. crassifolia en el Municipic de Compostela en el Estado
de Nayarit, el 27 de enero de 1995. Una muestra de esta planta fue depositada en el Herbario
Nacional (MEXU), Instituto de Biologia de la UNAM. Voucher No. 13061,

Extraccién. El material vegetal seco y molido se extrajo mediante un proceso de
maceracion con diferentes disolventes en orden de polaridad ascendente, a temperatura
ambiente durante 24 horas con cada uno. Se obtuvieron los siguientes extractos después de

evaporar el disolvente por destilacion a presion reducida, (Tabla 1).
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Tabla 1. Extractos obtenidos de 7. crassifolia

Disolvente Hojas (143.3g) Tallos (682.6g) | Raiz (810g)
Hexano 22¢g 31g 163 ¢g
Diclorometano 26g 53g 203 g
Acetato de etilo 08¢g 34¢g 70g
Metanol 217g 2268 253 g

Anilisis del extracto diclorometinico de hojas

Este extracto (2.6 g), se preadsorbié en 5 g de silica gel para fraccionarlo via
cromatografia en columna empacada con 20 g de silica gel, eluyendo a presién reducida con
mezclas de disolventes de polaridad ascendente. Se obtuvieron 190 fracciones de 100 ml cada
una, las cuales se concentraron por destilacion a presion reducida y se reunieron aquellas de

componentes semejantes en ccf (Tabla 2).

De las fracciones 49-59, se caracterizd una mezcla de p-sitosterol (12), v stigmasterol
(13). De las fracciones 124-146, tras sucesivas cromatografias en placa preparativa en el
sistema de elucion Hex-AcOEt 7:3, se aislaron 75.8 mg de un compuesto que se caracterizo
como 5-O-metil-obovatina (7)°', ademas, se aislaron 236.7 mg de otro compuesto que se
caracterizé como tephromicrocarpanona (1), el cual en c.c.f revela de color naranja obscuro,
cuando se utiliza como revelador quimico sulfato cérico, y en luz UV (365nm) revela de color
azul fluorescente. De acuerdo con datos no publicados en la literatura, este compuesto fue

aislado por primera vez de T. microcarpa.
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Tabla 2. Resumen de la cc del extracto diclorometanico de hojas de T¢

Eluyente Proporcion % | No. Fracciones | Fracc. reunidas

Hexano 100 1-25 1-3, 4-9, 10-19
Hex-CH,Cly 95:5 26-45 20-26, 27-37
Hex-CH,Cly 90:10 46-59 38-35
Hex-CHCly 80:20 60-67 49-59
Hex-CH,Cl» 70:30 68-74 60-74
Hex-CHCl 60:40 75-99 75-80
Hex-CH)Cl; 50:50 100-116 81-88
Hex-CH,Cl, 40.60 117-131 89-105
Hex-CH,Cl, 30:70 132-137 106-123
Hex-CH,Cl, 20:80 138-141 124-146

CH,Cl, 100 142-171 147-163
CH,ClL-AcMe 90:10 172-173 164-172
CH,Cl,-AcMe 50:50 174-190 173-190

Tephromicrocarpanona (1). (ver figura 5, pag. 39). Solido cristalino de color
blanco, en forma de pequeiias agujas.

p.f.=112-114°C

[et]p= +10 (c=1.1 mg/ml, MeOH)

UV A MeOH nm (€)= 212 (30010), 242 (14509), 290 (17410)

IR vip CHCls om''= 3017, 1669, 1621, 1593, 1476, 1345, 1272, 1138, 1103, 911.

EMIE m/z (ab. rel.)= CaH004, 336 M" (100), 321 (18), 259 (9), 232 (43), 217 (80),
108 (16), 77 (8).

RMN *H (300 MHz, CDCl)= 1.77 (3H, 5, H-13), 2.81 (1H, dd, I=16.5 y 3Hz, H-3eq),
2.94 (1K, dd, J= 15.45 y 7.5 Hz, H-92), 2.99(1H, dd, J=16.5 y 12.9 Hz, H-3ax), 3.27 (1H, dd,
J= 16,5y 9.75, H-9b), 3.89 (3H, 5, OMe), 4.93 (1H. 5, H-122), 5.07, (1H, s, H-12b), 5.28 (1K,
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dd, J=9.75y 7.5, H-10), 5.43 (1H, dd, I=12.9y 33 Hz, H-2), 6.12 (1H, s, H-6), 7.40 (SH, m,

fenilo). (ver espectro 1, pag. 86)

Analisis del extracto hexdnico de tallos.

El extracto hexanico de tallos (3.1g), se fracciond en una columna crom
empacada con 32 g de silica gel, el proceso de elucion se efectud utilizando mez
disolvente de polaridad creciente. Se colectaron 75 fracciones de 100 ml cada una (Tabla 3).
De las fracciones 30-39, se caracterizo una mezcla de B-sitosterol (12) y stigm

(13). De las fracciones 67-70, se caracterizaron: 5-O-metil-obovatina (N

153.7 mg de tephromicrocarpanona (1).

Tabla 3. Resumen de la cc del extracto hexanico de tallos de 7c

" Eluyente Proporcién % | No. Fracciones | Fracc. reunidas
Hexano 100 1-17 1-7
Hex-CH,Cl» 90:10 18-23 8-16
Hex-CHyCly 80:20 24-29 17-23
Hex-CH,Ch 70:30 30-34 24-29
Hex-CH,Cl; 60:40 35-42 30-39
Hex-CH,Cl; 50:50 43-50 40-67
Hex-CH:Cl, 40:60 51-56 68-70
Hex-CHyCl2 30:70 57-62 71-73
Hex-CHaCl2 20:80 63-66 74-T75
Hex-CH:Clz 10:90 67-70 -
CH.Cl, 100 71-73 -
CH:Clx-AcOEt 50:50 74 -
AcOEt-MeOH 90:10 75 -

atografica

clas de

asterol

, no cuantificada y

24



Analisis del extracto diclorometinico de tallos

E| extracto diclorometanico de tallos (5.3 g), se fracciond por cromatografia en
columna empacada con 53 g de silica gel. Se obtuvieron 62 fracciones de 100 ml cada una,

eluidas con los disolventes que se indican en la Tabla 4.

En las fracciones 10-11 eluidas de esta columna, se caracterizo abbottina (3", en las
fracciones 31-43, la mezcla de B--sitosterol (12} y stigmasterol (13), y en las fracciones 44-51,

se caracterizaron tephromicrocarpanona (1) y 5-O-metil-obovatina (7).

Tabla 4. Resumen de la cc del extracto diclorometénico de tallos de Tc

Eluyente Proporcion % | No. Fracciones | Fracc. reunidas
Hexano 100 1-7 1-9
Hex-CH;Clz 90:10 8-31 10-11
Hex-CH,Cl, 80:20 32-38 12-30
Hex-CH;Cl, 70:30 39-43 31-43
Hex-CH,Cly 60:40 44-52 44-51
Hex-CH,Cl, 40:60 53-54 52-59
Hex-CH,Cl, 20:30 55-57 60-62
CH:Cl; 100 58-59 .
AcOEt 100 60-61 -
AcOFEt-MeOH 90:10 62 -

Ademas, de las fracciones 12-30, se purificaron 40 mg de muestra por cromatografia
en placa preparativa en el sistema de elucion Hex-CH,Cly 3:7, obteniéndose 27 mg de un
liquido viscoso de color amarillo. La estructura de este compuesto se determind basandose sus
datos espectroscopicos, los cuales corresponden para una chalcona no publicada en la

literatura, por lo que se le dio el nombre de crassichalcona (2).
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Crassichalcona (2) - (ver figura 5, pag 39). Liquido viscoso de color amarillo.

[alp= +37.5 (c= 4.9 mg/ml, CHCl3)

UV Amax MeOH nm (£) = 215 (18312), 348 (17668)

IR Vmax CHClicm™ = 3026, 1649, 1604, 1110.

EMIE vz (ab. rel.)= Ca1Hz04 M* 336 (100), 335 (37), 321 (20), 307 (17), 259 (60),
233 (8), 131 (8), 103 (10), 77 (6).

RMN *H (300 MHz, CDCh)= 1.76 (3H, s, H-11°), 2.94, (1H, dd, J=15 y 7.5 Hz, H-
7°a), 3.29 (1H, dd, =15 y 9.9 Hz, H-T’b), 3.9 (3H, 5, OMe), 4.92 (1H, s, H-10’a), 5.07 (1H, s,
H-10°b), 5.28 (1}, dd, J= 9.9 y 7.3 Hz, H-8"), 5.99 (1H, s, H-5"), 7.38 (3H, m, H-3, H-4, H-6),
7.57 (2H, m, H-2, H-6), 7.74 (1H, d, J= 15.8 Hz, H-at), 7.85 (1H, d, J= 15.8 Hz, H-B), 14.17
(1H, s, OH). (ver espectro 10, pag. 95).

La ofra parte de las fracciones 12-30 se purifico por cromatografia en columna. En las
fracciones eluidas con Hex-CH,Cl, 90:10, se caracterizaron 49 mg de abovatachalcona (8)*' y

311 mg de crassichalcona (2).
Analisis del extracto de acetato de etilo de tallos

Este extracto (3.4 g), se preadsorbié en 7 g de silica gel y se fraccion6 en columna
cromatografica empacada con 34 g de silica gel. Se obtuvieron 33 fracciones de 100 ml cada

una, eluidas como se indica en la tabla 5.

En la fraccion 11 eluida de esta columna se caracterizd obovatachalcona (8)51, en las
fracciones 12-13, se caracterizd crassichalcona(2), en las fracciones 17-20, la mezcla de
B-sitosterol (12) y stigmasterol (13) y en las fracciones 21-29, se caracterizd

tephromicrocarpanona (1) y 5-O-metil-obovatina (.
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Tabla 5. Resumen de la cc del extracto de AcOFEt de tallos de Tc

Eluyente Proporcion % | No. Fracciones | Fracc, reunidas
Hexano 100 1-4 1-10.
Hex-CH2Cl, 90:10 5-8 11
Hex-CH;Cl 80:20 9-10 12-13
Hex-CHCl, 70:30 11-14 14-16
Hex-CH2Cl2 60:40 15-17 17-20
Hex-CH,Cl, 50:50 18-20 21-29
Hex-CH,Cly 40:60 21-23 30-33
CH,Cl, 100 24.26 -
CH,Cl,-AcOEt 90:10 27.30 -
AcOEt-MeOH 90:10 31-33 -

Anailisis del extracto hexanico de raiz

Este extracto (16.3 g), fue parcialmente soluble en hexano por lo cual se separé por
filtracion un sélido insoluble en dicho disolvente, quedando 6.3 g de un compuesto cristalino
de color amarillo claro, con pf= 111-114°C. En ccf, en el sistema de eluciéon Hex-AcOEt 7.3,

revela una mancha de color café. Se caracterizd como hildgardtol A (4).>
Las aguas madres se purificaron por cromatografia en columna empacada con 110 g

de silica gel. Se obtuvieron 158 fracciones de 100 ml cada una eluidas con mezclas de

disolventes de polaridad ascendente (Tablia 6).
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Tabla 6. Resumen de la cc de las aguas madres del extracto hexénico de raiz de Tc

Eluyente Proporcion % No. Fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-74 1-3, 4-9
Hex-CH,Cl 90:10 89-111 10-25, 26-30
Hex-CH2Cl, 80:20 112-123 31-50, 51-74
Hex-CHCl 50:50 124-136 75-91, 92-136
CHCl; 100 137-154 137-154

CH,Cl,-MeCH 90:10 155-158 155-158

De las fracciones 10-25 se caracterizo abbottina (6)", de la 51-74 una mezcla de
B-sitosterol (12) y stigmasterol (13); en las fracciones 137-154, se caracterizé 5-O-metil-

obovatina (7)°' y de las fracciones 92-154 se caracterizo hildgardtol A (4)™.

Ademas de las fracciones 92-154, cristalizo un compuesto que se purifico por
recristalizacién en hexano, obteniéndose 242 mg del compuesto puro, que ccf usando el
sistema de elucién CH;Cls, revela una mancha de color café claro. Se caracterizd por sus
datos espectroscopicos como un biflavonoide, cuya estructura no se encuentra publicada en la

literatura, se le dio el nombre de crassifolina (3).

Crassifolina (3). (ver figura 5, pag. 39). Sélido cristalino de color blanco en forma

de pequefias agujas, insoluble en hexano, acetona, metanol, soluble en diclorometano, éter y

benceno.
p.f.= 249-250°C
[a]p=+ 42.4

UV Aoy CHCly nm (€)= 248.5 (12154), 279 (8916.12)

IR vyx CHCl; o™= 3033, 1615, 2973, 1468, 1374, 1254, 1215, 1038, 901
EMIE m/z (ab. rel.)= CazHiyO7, M* 658 (15), 338 (22), 321 (100), 320 (75), 305 (53),
243 (18), 219 (15), 129 (16).
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RMN *H (300 MHz, CDCls) 8 ppm= 1.75 (6H, sa, H-13, H-13"), 1.94 (2H, td, J= 12y
2.4 Hz, H-3a, H-3"), 2.84 (2H, dda, J= 12.6 y 10.8 Hz, H-3a, H-3"a), 2.86 (2H, dd, J= 153y
8.3 Hz, H-9a, H-9'%), 3.16(2H, dd, J= 153 Hz y 9.45 Hz, H-9b, 9'b), 3.54 (6H, 5, 2 OMe),
4.86 (2H, sa, H-12a, H-12'a), 4.9 (2H, t, J= 2.4 Hz, H-4, H-4"), 5.04 (2H, s2, H-12b, H-12'b),
5.14 (2H, t, 1=9 Hz, H-10, H-10, 5.37 (2H,da, 10.8 Hz, H, H-2, -2, 6.04 ( 2H, s, H-6, H-
6), 7.35-7-52 (10H, m, H-grupos fenilo). (ver espectro 16, pag. 101).

Analisis del extracto diclorometanico de raiz

Este extracto (20.3 g), se disolvi6 en una mezcla de Hex-CH,Cl, y después de filtrar se
obtuvo 1.98 g de un solido cristalino de color blanco, pf= 249-250°C, que se caracterizé por

sus constantes fisicas y por comparacién en ccf, como crassifolina (3).

Tabla 7. Resumen de la cc de las aguas madres del extracto diclorometénico de raiz 7c

Disolvente Proporcion % No. Fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-24 1-26
Hex-CH:Clz 95:5 25-34 27-36
Hex-CH,Cla 90:10 35-50 37-45
Hex-CH2Cl2 80:20 51-74 46-53
Hex-CH;Cl» 70:30 75-130 54-70
Hex-CHCly 60:40 131-143 71-77
Hex-CH,Clz 50:50 144-196 78-81
Hex-CH:Cl 40:60 197-206 82-85
Hex-CH,Clz 30:70 207-212 86-245
Hex-CH,ClL 20:80 213-218 246-258
Hex-CH,Cl2 90:10 219-224 259-263
CH,Cl, 100 225-244 -
CH;Cl;-Me;CO 90:10 245-258 -
Me,CO-MeOH 90:10 259-263 -
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Con las aguas madres de este extracto, sc montd una columna cromatografica, de
donde se caracterizd en las fracciones 37-35, abbottina (6),"* en las fracciones 86-244,
hildgardtol A (4),%® metil-hildgardtol A (5)°* y nuevamente se aisl6 1.47 g de crassifolina (3) y

de las fracciones 245-258 se caracterizb 5-O-metil-obovatina N

Analisis del extracto de acetato de etilo de raiz

Este extracto (7.0 g), se disolvid en una mezcla de Hex-CH,Cl; 50:50 y después de
filtrar se obtuvieron 500 mg de un sélido cristalino, pf= 148-150°C, que se caracterizé como
crassifolina (3).

La aguas madres se fraccionaron en columna cromatografica, de donde se
caracterizaron, en las fracciones 2-15 abbottina (6),' en las fracciones 17-27 hildgardtol A
(4),”® metil-hildgardtol A (5)* y crassifolina (3) y en las fracciones 28-35 se caracterizo 5-O-

metil-obovatina (7).

Tabla 8. Resumen de la cc de las aguas madres del extracto de AcOEt de raiz de Tc

Eluyente Proporcion % No. Fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-15 1, 2-15
Hex-CH:Cl, 50:50 16-36 16, 17-27
Hex-CH,Cl, 100 37-55 28?55
CH,Cl;-AcMe 90:10 56-60 56-60




Analisis del extracto metanolico de raiz

Este extracto (25.3 g), se disolvi6 en metanol y se fracciond por cromatografia en

columna empacada con 250 g de silica gel, se eluyeron107 fracciones de 200 ml cada una.

(Tabla 9).

De estas fracciones eluidas se caracterizd en 16-23, abbottina (6),"* en 24-26,
hildgardtol A (4)"* y metil-hildgardtol A (8)°* y de las fracciones 27-34, 5-O-metil-obovatina
(7).* Ademas de las fracciones105-107, cristalizé un compuesto de pf=188-189°C, que se

caracterizd como sacarosa (14).

Tabla 9. Resumen de la cc del extracto metandlico de ¢

Eluyente Proporcion % | No. Fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-6 1-15
Hex-CH,Clz 90:10 7-12 16-23
Hex-CH,Cl» 80:20 13-17 24-26
Hex-CH,Cl, 70:30 28-30 27-37
Hex-CH,Cly 60:40 31-44 38-59
Hex-CH,Cly 50:50 45-50 60-69
Hex-CH,Cl 100 51-58 70-104
AcOEt 100 59-69 105-107
AcOEt-MeOH 90:10 70-81 -
AcOEt-MeOH 80:20 82-91 -
AcQOEt-MeOH 70:30 02-107 -
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Finalmente, fueron reunidas aquellas fracciones obtenidas de las diferentes columnas
cromatogaficas, en las que se identificaron los mismos compuestes, con el fin de purificarlos,
ya sea por ccf o recristalizacién, y obtener su rendimento (Tabla 10). (ver estructuras en la

figura 5, pag 39).

Tabla 10. Rendimiento de los metabolitos aislados de 7. crassifolia

Material vegetal (g) Metabolito (g) Rendimiento (%)
crassifolina (3) (4.1920) 0.5175
hildgardtol A (4) (6.800) 0.8395
metil-hildgartol A (5) (0.8378) 0.1034
Raiz (810) abbottina (6) (0.1371) 0.0169
5-O-metil-obovatina (7) s/c
B—sitosterol (12), stigmasterol (13) sc
sacarosa (15) (0.300) 0.0370
tephromicrocarpanona (1) (0.5560) 0.0805
crassichalcona (2) (0.3380) .0495
Tallos (682.6) 5-0-metil-obovatina (7) (0.1375) 0.0201
obovatachalcona (8) (0.0794) 0.0116
abbottina (6) slc
B-sitosterol (12), stigmastrol (13) s/c
tephromicrocarpanona (1) (0.2367) 0.1651
Hojas (143.3) 5-O-metil-obovatina (7) (0.0590) 0.0411
B—sitosterol (12), stigmasterol (13) s/c

sfc= sin cuantificar
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3.3 Estudio quimico de Tephrosia major Micheli

Material vegetal. El material vegetal de T.major fué recolectado en noviembre de
1997 en el estado de Jalisco, por ¢l Dr, Oswaldo Téllez Valdez. Una muestra de esta planta

fue depositada en el Herbario Nacional (MEXU).

Extraccién. El estudio se efectud con hojas, tallos y raiz previamente secado y molido
para ser sometido a una serie de extracciones sucesivas con cuatro disolventes de polaridad
ascendente (Hex, CH2Cl;, AcOEt, MeOH) a temperatura ambiente. Se obtuvieron los

extractos correspondientes después de evaporar el disolvente a presion reducida, (tabla 11).

Tabla 11. Extractos obtenidos de 7. major

Disolvente Hojas (256 g) Tallos (335 g) Raiz (297 g)
Hexano 3.1g 23g 49 ¢g
Diclorometano 40g 56¢g 250¢g
Acetato de etilo 11g 30g 71g
Metanol 170g 140g 247 ¢

Analisis de los extractos de hojas

Los extractos hexanico (3.1 g), diclorometanico (4.0 g) y de acetato de etilo (1.1 g)de
hojas, se reunieron por ser semejantes al compararios en ccf en el sistema de elucion Hex-
AcOEt 8:2. El extracto total se preadsorbid en 10 g de silica gel y se fracciond en columna
cromatografica empacada con 60 g de silice. Se obtuvieron 67 fracciones de 150 ml cada una,
eluidas como se indica en la tabla 11. De las fracciones 41-50, eluidas de esta columna, se

caracterizé 7-O-metil-glabranina (10)53 y una mezcla de p-sitosterol (12) y stigmasterol (13)

(Tabla 12).
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Tabla 12. Resumen de ia cc de los extractos de Hex, CH2Ch y A

cOEt de hojas Tm

Eluyente Proporcion % No. Fracciones Fracc. reunidas

Hexano 100 1-31 1-15, 16-20
Hex-CH2Clz 90:10 32-44 21-26, 27-35
Hex-CH,Cl2 80:20 45-50 36-40
Hex-CH,Cly 70:30 51-56 41-45
Hex-CHxCl2 50:50 57-58 46-50

CH.Cl, 100 59-64 51-54
AcOEt-MeOH 90:10 65-66 55-65
AcOEt-MeOH 80:20 67 66-67

Andlisis del extracto hexdnico de tallos

El extracto hexanico de tallos (2.3 g), se fracciond por cromatografia en columna

empacada con 23 g de silice. Se obtuvieron 51 fracciones de 150 ml cada una (Tabla 13).

Tabla 13. Resumen de la cc del extracto hexanico de tallos de Im

Eluyente Proporcion % | No. Fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-16 1-7, 8-11
Hex-CH,Cla 90:10 17-39 12-20, 21-31

Hex-AcOEt 90:10 40-45 32-39
AcOEt-MeOH 90:10 46-49 40-49
AcOEt-MeOH 80:20 50-51 50-51

De las fracciones 21-31, se caracterizd spinoflavanona B (9),54 en las fracciones 32-39,
7-O-metil-glabranina (10), y en las fracciones 40-49, se caracterizb glabranina (11)” oy

una mezcla de sitosterol (12) y stigmasterol (13).
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Andlisis del extracto diclorometinico de tallos

Este extracto (5.6 g), se preadsorbi6 en 8 g de silica gel y se fraccioné en columna
cromatografica empacada con 50 g de sitica gel. Se colectaron 57 fracciones de 150 ml cada
una (Tabla 14).

De las fracciones 8-19, se caracterizd spinoflavanona B (9Y* y 7-O metil-glabranina
(10),” de las fracciones 21-23, se caracteriz6 la mezcla de R—sitosterol (12) y stigmasterol

(13). De las fracciones 24-43 se caracterizo glabranina (1 1).5%%

Tabla 14. Resumen de la cc del extracto diclorometanico de tallos de Tm

Eluyente Proporcion % No. Fracciones | Fracc. reunidas
Hexano 100 1-3 1-7, 8-19
Hex-CH,Clz 90:10 4-8 21-23
Hex-CH:Cl, 80:20 9-18 24-27
Hex-CH,Cl, 50:50 19-40 28-43
CH,Cl, 100 41-54 44-54
CH,Cl,.-MeOH 90:10 55-57 55-57

Analisis del extracto de acetato de etilo de tallos

Este extracto (3.0 g), se preadsorbi6 en 6 g de silica gel vy se fracciond en columna
cromatografica, empacada con 30 g de silice. Se obtuvieron 58 fracciones de 150 ml cada una.
(Tabla 15)

En las fracciones 12-19, se caracterizéd spinoflavanona B (9)54 y 7-O-metil-glabranina

(16)*, en las fracciones 20-35, se caracteriz6 glabranina (11).55’56
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Tabla 15. Resumen de la cc del extracto de AcOEt de tallos Tim

Eluyente Proporcion % | No. fracciones Fracc. reunidas
Hexano 100 1-7 1-11
Hex-CH2Cla 90:10 8-11 12-19
Hex-CH:Cly 80:20 12-17 20-35
Hex-CH,Cly 50:50 18-33 36-42
CH,Ch 100 34-54 43-50
CH,Cl;-MeOH 50:10 55-58 51-58

Anilisis del extracto metanoélico de tallos

Este extracto (14.0 g), se preadsorbid en 18 g de silica gel y fue separado por

cromatografia en columna empacada con 130 g de silica gel. Se obtuvieron 160 fracciones de

150 ml cada una, (Tabla 16).

Tabla 16. Resumen de la cc del extracto metandlico de tallos de 7m

Eluyente Proporcion No. Fracciones | Fracc. Reunidas
Hexano 100 1-14 1-28, 29-38
Hex-MeClz 90:10 15-22 39-40, 41-44
Hex-MeCly 80:20 23-35 45-50, 51-67
Hex-MeClz 50:50 36-102 68-79
MeCl, 100 103-122 80-87
MeCl,-MeOH 90:10 123-140 88-98
AcMe-MeOH 90:10 141-150 99-124
AcMe-MeOH 80:20 151-159 142-159
lic:I\JIe-I\/Ic;‘:OH 50:50 160 160

En las fracciones 29-38 se caracterizé spinoflavanona B (9)** y 7-O-metil-glabranina

(10), en las fracciones 39-40, se caracterizG una mezcla de sitosterol (12) y stigmasterol
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(13), en las fracciones 45-67 se caracterizo glabranina (1 1)°** y en las fracciones 142-259, se

caracterizo sacarosa (14).

Anslisis de los extractos de raiz

Los extractos hexanico (4.9 g), diclorometénico (25.0 g) y de acetato de etilo (7.2 g)
de raiz se reunieron por ser semejantes en ccf, usando el sistema de eluciéon Hex-AcOEt 8:2. El
extracto total se preadsorbié en 50 g de silica gel y se fracciond en columna cromatografica,

empacada con 160 g de silica gel. Se obtuvieron 280 fracciones de 150 ml cada una. (Tabla

17).

Tabla 17. Resumen de la cc de los extractos de Hex, CH2Cl> y AcOEt de raiz Tm

Eluyentes Proporcion % No. fracciones Fracc. Reunidas
Hexano 100 1-15 17-20, 21-38
Hex-MeCl, 90:10 16-139 39-63, 64-138
Hex-MeCly 80:20 140-202 139-149, 150-174
Hex-MeCl, 60:40 203-234 175-214, 215-243
Hex-MeCl, 50:50 235-257 244-249, 260-277
MeCl, 100 258-274 260-277, 278-281
MeCl,-MeOH 90:10 275-282 282

En las fracciones 21-138 eluidas de esta columna se caracterizaron, spinoflavanona B

9)°* y 7-O-metil-glabranina (10 53y en las fracciones 150-243, se caracterizé glabranina
y Y

(I 1) 55,36
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Finalmente, fueron reunidas las fracciones obtenidas de las diferentes columnas
cromatograficas, que presentaron los mismos compuestos, para purificarlos y obtener su

rendimiento (Tabla18). (ver estructuras en la figura 5, pag. 39).

Tabla 18. Rendimiento de los metabolitos aislados de 7. major

Material vegetal (g) Metabolito (g) Rendimiento (%)

spinoflavanona B (9) (0.120) 0.0404

Raiz (297) 7-O-metil glabranina (10} (1.7115) 0.5762
glabranina (11) (2.1364) 0.7193
B—sitosterol (13), stigmasterol (14) s/c
spinoflavanona B (9) (0.065) 0.0194
7-O-metil glabranina (10) (0.4971) 0.1483

Tallos (335) glabranina (11) (0.55%91) 0.1668
B—sitosterol (13), stigmasterol (14) slc
sacarosa (15) (0.280) 0.0835

Hojas (256) 7-O-metil glabranina (10) (0.025) 0.0097
B-sitosterol (13), stigmasterol (14) sf/c

s/c= sin cuantificar.
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4. R=0H
5. R=OMe 6 7

OH 0

10. R=OMe
11. R=OH

HO

12 13 14
Figura 5. Compuestos aislados de Tephrosia crassifolia y T. major.
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3.4 Transformaciones Quimicas

Reaccién de oxidacién de hildgardtol A con dicromato de piridinio. A 50 mg de
hildgardtol A (4) disueltos en10 m! de CH;Cly, se le adicionaron 150 mg de dicromato de
piridinio (PDC) (1:3), esta mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente con agitacion
magnética, se siguid el curso de la reaccidn por ccf, después de 2 horas, la mezcla de reaccion
se filtré y se purifico por cromatografia en columna eluyendo con CH2Cl,. Se obtuvieron 19.2
mg del producto de reaccion, compuesto (D (38.4 %), el cual se caracterizd por sus datos

espectroscopicos como una flavanona.

Compuesto I, (ver figura 6, pag.43). Solido cristalino blanco.

pf=111-113°C

UV Auax MeOH nm (€)=212 (30010), 242 (14509), 290 (17410)

[at]p=+10 (c= 2.0 mg/ml, MeOH)

IR Viax cm™ CHCl= 2497, 1668, 1622, 1595, 1482, 1346, 1273, 1137, 1103, 914,

EMIE m/z (ab. rel. )= Cp1HaoOs, M* 336 (100), 321 (7), 259 (8), 232 (38), 217(46),
104(21), 103(15), 77(15).

RMN 'H (300 MHz, CDCly)= 1,77 (3H, sa, H-11%), 2.82 (1H, dd, J=16.5 y 3 Hz, H-
3a), 2.95 (1H, dd, J= 15.3 y 7.5 Hz, H-7’), 2.99 (1H, dd, J= 16.5 y 12.6, H-3b), 3.27 (1H, dd,
§=15 y 9.9 Hz, H-T'b), 3.89 (3H, s OMe), 4.93 (1H, sa, H-10°a), 5.07(1H, sa, H-10’b), 5.29
(1H, dd, J= 9.6 y 7.5 Hz, H-8’), 5.43 (1H, dd, J= 12.6 y 3Hz, H-2), 6.12 (1H, s, H-6), 7.36-
7.46 (5H, m, H-grupo fenilo). (ver espectro 9, pag. 94).

Reaccién de 7-O-metil-glabranina con DDQ. A 60 mg de 7-O-metil-glabranina (10)
disueltos en 8 m! de dioxano seco se le adicionaron 121 mg de diclorodicianobenzoquinona
(1:3 eq) se dejo a reflujo con agitacién magnética, siguiendo el curso de la reaccion por ccf,
después de 2 horas, ya habia reaccionado toda la materia prima, por lo que se detuvo la

reaccion enfriando la mezcla y se procedi6 a purificar el producto de reaccion por filtracién y
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cromatografia en columna. Se obtuvieron los compuestos II (18.6 mg) y III (9.4 mg) que se

caracterizaron como aductos de Diels-Alder.

Compuesto IL. (ver figura 6, pag.43). Cristales ortorrémbicos de color naranja.

pf =214-216°C

[et]p= -30 (c= 2.4 mg/ml, CHCl)

UV Ayax CHCl; nm (€)= 241.5 (2099), 288.5 (4949), 323.5 (793).

IR Vo om’! CHCL= 3400, 2922, 1720, 1638, 1583, 1555, 1444, 1373, 1301, 1253,
1205, 1166, 1111, 789, 760.

EMIE mvz (ab. rel.)= CasHaoClN,Og, M 562 (5), [M+2] 564 (3), 336 (100), 321
(12), 217 (10), 204 (6), 189 (5), 161(5), 136(5), 131 (4), 103 (4), 77 (4).

RMN 'H 300 MHz, CDCh= 1.57 (3H, s, H-16), 2.51 (1H, da, }=17.4 Hz, H-15eq),
2.80 (1H, dd, J=17.4 y 3 Hz, H-3eq), 2.96 (1H, da, ]=17.4 Hz, H-15ax), 3.06 (1H, dd, J=17.4
y 14.1 Hz, H-3 ax), 3.69 (3H, s, OMe), 4.15 (1H, sa, H-12), 5.42 (1H, sa, H-13), 5.54(1H, dd,
J=14.1 y 3 Hz, H-2), 6.04 (1H, s, H-6), 7.4 (5H, sa, H-anillo B), 12.38 (1H, s, OH). (ver
espectro 24, pag. 109).

Compuesto ITIL. (ver figura 6, pag.43). Cristales en forma de agujas de color amarillo.

Pf=151-153°C

[o}p=-115.3 (c=1.3 mg/ml, CHCl3)

UV Amax CHCl; nm (€)=241.5 (10954), 289.0 (25729), 304.5 (6297).

IR Vi CHCly cm'= 3400, 2980, 1720, 1638, 1584, 1143, 1373, 1252, 1205, 1111,
720, 667.

EMIE m/z (int. rel) = CasFooChNoOg, M' 652, [M+2] 654, 336 (100), 321 (15), 228
(12), 217 (14), 204 (6), 189 (5), 161(5), 136(5), 131 (4), 103 (4), 77 (4).

RMN *H 300 MHz, CDChL= 123 (3H, s, H-16), 2.67 (1H, da, J=17.1 Hz, H-15eq),
2.73 (IH, dd, J=17.1 y 2.4 Hz, H-3eq), 2.98 (IH, da, I=17.7 Hz, H-15ax), 3.14 (1H, dd,
J=17.1 y 14.1 Hz, H-3 ax), 3.70 (3H, s, OMe), 4.12 (1H, sa, H-12), 5.15 (1H, sa, H-13), 5.22
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(1H, dd, J=13.8 y 2.4 Hz, H-2), 6.05 (1H, 5, H-6), 7.4 (SH, m, H-anillo B), 12.30 (1H, s, OH).
(ver espectro 30, pag. 115).

Reaccion de glabranina con DDQ. A 150 mg de glabranina (11) disueltos en 10 ml
de dioxano seco, se le adicionaron 116 mg de DDQ (1:1.1 eq), la mezcla resultante se dejo
reflujar con agitacion magnética, siguiendo el curso de la reaccion por ccf, después de 2 hrs
de reflujo, la mezcla de reaccion se dejé enfriar y el precipitado se filtro. El filtrado fue
concentrado a presion reducida y cromatografiado para purificarlo. Se obtuvieron 117 mg del
producto de reaccion, compuesto IV (78%), que se caracterizd como el producto de ciclacion

de glabranina.

Compuesto IV. (ver figura 6, pag.43). Solido cristalino de color blanco.

pf=124-125°C

[ee]p=-64.2° (c=1.4 mg/mL, MeOH)

IR v em’ CHCL= 2935, 1641, 1589, 1477, 1375, 1276, 1114, 1091.

UV Amax nm (€) MeOH= 359 (2,645), 295 (9,200), 270 (32,810), 228 (10,817).

EMIE m/z (ab. rel.y= CaoHy04. M' 322 (43), 307 (100), 203 (87)

RMN 'H (300 MHz, CDCh)= 1.42 (3H, s, H-10", 1.44 (3H, s H-11"), 2.84 (1H, dd,
J=17.25 y 3 Hz, H-3a), 3.06(1H, dd, J=17.4, 12.9 Hz, H-3b), 5.43(1H, dd, J=12.9 y 3 Hz, H-
2), 5.47 (1H, d, J= 9.9 Hz, H-8"), 6.0 (1H, s, H-6), 6.55 (1H, d, J=9.9 Hz, H-7"), 7.43 (5H, m,
H-grupo fenilo), 12.08 (1H, s, OH). (ver espectro 36, pag. 121)
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Figura 6. Estructuras quimicas de los productos de reaccion

3.5 Evaluacion antiinflamatoria®

La actividad antiinflamatoria de los flavonoides se determind usando el modelo de
edema inducido por carragenina en rata descrito por Winter y col.,”” y se llevé a cabo de la

siguiente manera:

Se usaron ratas wistar macho (110-150 g), las cuales fueron colocadas en cajas de
acrilico (5 ratas por caja). Fueron alimentadas ad libitum (dieta de! laboratorio), se les
permitid libre acceso para beber agua, y permanecieron en ciclos de 12/12 horas de
luz/obscuridad.
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Para medir el edema de la pata del animal se usé un pletismoémetro, que consiste en un
aparato con una celda llena de agua dentro de 1a cual es sumergida la pata de la rata y se
desplaza un volumen que es registrado en un transductor calibrado a 1 v 2 ml de
desplazamiento. Antes del tratamiento a los animales, se determind el volumen de la pata
trasera de cada rata (Vo). Después, los compuestos en estudio fueron administrados por via
oral. Crassifolina (3), hildgartol A (4) y metil-hildgartol A (5), fueron administrados en dosis
de 10, 31 y 100 mg/kg. Se uso indometacina (Sigma) como farmaco de referencia en dosis de
2.5, 5y 7.5 mg/kg. Los animales control recibieron como vehiculo una solucidon de DMSG al
10% en metilcelulosa al 0.5% (vehiculo 1). Para la indometacina el vehiculo empleado fue
aceite mineral (Vehiculo 2). Sesenta minutos después de estas administraciones, cada rata
recibi6 en la pata trasera derecha, una inyeccion subcutanea de 0.1 mi de una suspensién de
carragenina al 1% (lambda carragenina tipo IV, Sigma). Se determiné el volumen de la pata
trasera de cada rata (Vt), el cual fue el promedio de 3 0 4 mediciones, ala 1, 2, 3, 4 y 5 horas

después de la inyeccion del agente inflamatorio.

La diferencia de las mediciones del volumen con carragenina (Vt) menos el volumen
obtenido antes del tratamiento (Vo), en cada uno de los animales, reflejo la variacion del
edema.

Para cada grupo, se obtuvo el porcentaje de inhibicion, usando la siguiente ecuacion:

%I = [ABcconlrol . ABCtrat.] X 100 / ABCcontro[

El 4rea bajo la curva (ABC) representa la integracion del efecto antiinflamatorio

(variacion del edema) durante el periodo de observacion (5 h), es decir, relaciona la variacion

del edema contra el tiempo, obtenido por el método trapezoidal.58
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IV. DISCUSION Y RESULTADOS

En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos del estudio quimico de
dos especies del género Tephrosia, de las transformaciones quimicas realizadas a los

productos naturales y la evaluacion antiinflamatoria.

La caracterizacion de los compuestos aislados se realizo basiandose en sus constantes
fisicas y espectroscopicas, asi como por comparacion en ccf en algunos casos, con muestras
auténticas. Para los compuestos de estructura conocida solo se darn las citas bibliograficas,
mientras que para aquellos que no se encuentran publicados en la literatura, seran discutidos

con mas detalle.

De los extractos obtenidos de T. crassifolia, se aislaron y caracterizaron los siguientes
flavonoides: hildgardtol A (4)*2, metil-hildgardtol A(5)"", abbottina (6)**, 5-O-metil-obovatina
()" y obovatachalcona (8)"!, la mezcla de esteroles: B-sitosterol (12} y stigmasterol (13) y
un disacarido: sacarosa (14). Ademas de tres flavonoides cuyas estructuras no estan descritas
en la literatura, los cuales fueron nombrados como: tephromicrocarpanona (1),

crassichalcona (2) y crassifolina (3).

De los extractos obtenidos de 7. major, se aislaron la mezcla de esteroles: B—sitosterol

12) v stigmasterol (13), sacarosa (14) y tres flavanonas conocidas como: spinoflavanona B
y stig P

(9),>* 7- metil-glabranina (10)* y glabranina (11).

55,56

Tephromicrocarpanona (1). Se aislo del extracto diclorometanico de hojas

como un solido cristalino blanco, p.f=112-114°C, [a]p= +10, su espectro de IR presenta
bandas de absorcién 3017 cm™ para (C-H) aromatico, una banda fuerte en 1668 cm™, para
grupo carbonilo conjugado, en 1662 y 1595, bandas para (C=C) aromatico y bandas de
absorcién en 1137 y 1103 para (C-O). En su espectro de UV, presenta 3 maximos de
absorcion en 212, 242, 290 nm, lo cual nos sugiere junto con los datos de IR, que este

compuesto debe ser de tipo flavonoide.*™*
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Por otro lado, se confirmé los antes mencionado analizando su espectro de RMN 'H,
donde presenta un sistema ABX, por la sefial doble de doble en 8 2.81 (J=16.5 y 3 Hz),
asignada al H-3eq, la sefial doble de doble en § 2.99 (J=16.5 y 12.9 Hz) asignada al H-3ax y la
seiial doble de doble en & 5.43 (J=12.9 y 3.0 Hz) asignada al H-2, caracteristico del nicleo de
una flavanona.’*®! En la region de los protones aromaticos, se encuentra una sefial maltiple
que integra para SH del anillo B monosustituido. Ademas en § 6.12 se encuentra una sefial
simple que integra para un proton, esta posicion y multiplicidad sugiere que el anillo A
presenta un proton aislado orto a dos grupos electronegativos, uno de ellos debe ser un
metoxilo ya que en 8 3.89 se encuentra una sefial simple que intregra para 3H, el otro
sustituyente del anillo A, debe ser un anillo dihidrofurano en C-7 y C-8, con una cadena
jsopropenilica tal y como lo presentan hildgardtol A (4)”?, metil-hildgartol A (5) y abbottina
(6),'* porque presenta las sefiales que forman el sistema ABX que lo caracteriza, estas son, las
sefiales dobles de doble en §2.94 (3=15.4 y 7.5 Hz), en 3.27 (J=154 y 9.7) y en 8 5.28
(J=9.7 y 7.5) asignadas a H-9a, H-9b y H-10 respectivamente, ademas de la sefial simple en
8 1.77 que integra para 3H, se asigna al metilo vinilico y las sefiales simples en $4.93 y
& 5.07 se asignan a los protones de un metileno vinilico que forman la cadena isopropenilica

en C-11 de este compuesto.

El espectro de masas por impacto electronico presenta un ion molecular de m/z 336,
congruente para la formula molecular C21H2004, ademas se observa que sigue el patron de
fragmentacion caracteristico de las flavanonas,”** dando lugar a los fragmentos m/z 232

[C3H204]" y m/z 104 [CsHs]™ que se originan de la ruptura retro-Diels-Alder (Figura. 7).

La estructura de la tephromicrocarpanona (1) quedd confirmada al efectuar la
oxidacién de hildgardtol A {4) con dicromato de piridonio en CHzCl; a temberatura ambiente,
obteniéndose el compuesto (I) (Figura 8). La comparacién de los datos espectroscopicos del
producto de reaccién con los de tephromicrocarpanona (Tabla 19), asi como la comparacion
de ambos en ccf, llevé a la conclusion de que estos compuestos tenian la misma estructura,

por lo cual, se asigna la estructura (1) a esta flavanona.
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Tabla 19. RMN 'H 300 MHz, CDCl; de los compuestos (4), (I) y (1)

No.de H Hildgardtol A 4y Compuesto (I) | Tephromicrocarpano
na (1)

H-2 5.19, dd, (12.3, 2.0) 543, dd (12.6,3.0) | 5.43,dd, (12.9,3.3)
Heq |1.97, ddd (145, 12.1,3.9)| 2.82,dd (16.5,3.3) | 2.81,dd (165,3.3)
H-3ax 2.26, dt (14.4, 2.0) 2.99 dd (16.5, 12.6) | 2.99, dd (16.5, 12.9)

H-4 4,98 dd (3.9,2.0) - -

H-6 6.11, s 6.12,s 6.12,s
H-%eq 2.92, dd (15.1,7.7) 295 dd (15.3,7.5) | 2.94,dd (15.4,7.5)
H-9ax 3.24, dd (15.1,9.6) 3.27,dd (15.0,9.9) | 3.27,dd (15.4,9.7)
H-10 5.18, dd (8.63,7.9) 5.29,dd (9.6, 7.5) 5.28,dd (9.7, 7.5)
H-12a 4.89, s 4.93, sa 4.93, sa
H-12b 5.06, s 5.07, sa 5.07,sa

H-13 1.73, sa 1.76, s 1.77, s
C4+-OH 2.5, 8 - -
Cs-OMe 3.83,s 3.89,s 3.89, s
H-anillo B 7.40 7.40 7.40

Crassichalcona (2). Se aislo del extracto diclorometanico de tallos como un aceite
viscoso de color amarilio. Las bandas de absorcion que presenta en su €spectro de IR en 3050
(C=C), 1633 (C=0 o, B-insaturado), 1597 (C-H aromatico) y 1109 (C=0) y los méximos de
absorcidn en UV en 348 (17,668) y 215 (18,312), sugieren la presencia de una chalcona.”

En el espectro de RMN 'H, las sefiales dobles observadas en &7.74 (J=15.8 Hz) y
5 7.85 (J=15.8 Hz), forman un sistema AB y se asignan a los H-o y H-B del nticleo de la
chalcona, confirmando lo antes mencionado. Dos sefiales maltiples en 8 7.38 y 6 7.57, que

integran para 3H y 2H, corresponden a los protones del aniflo A monosustituido, H-3, H-4, H-
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5 y H-2, H-4 respectivamente. Para el anillo B, solo se observa una sefial simple en 8 5.99 que
integra para un protén aislado vecino a dos grupos electronegativos dado su desplazamiento a
campo alto, uno de estos grupos es un metoxilo por la sefial simple en 8 3.9 que integra para
3H vy el otro grupo es ¢l anillo dihidrofurano representado por las sefiales que forman un
sistema ABX, como el que presentan los compuestos @), (5%, (6)"*, por las sefiales dobles
de doble en § 2.94 (J=15 y 7.5 Hz), 5 3.29 (J=15 y 9.9 Hz) y doble de doble en 8528 (J=99y
7.5 Hz) asignadas a H-7’a, H-7’b y H-8’ respectivamente. Ademas de las sefiales simples
anchas en 8 4.92 y § 5.07 que integran cada una para un proton del metileno vinilico y la sefial
simple en & 1.76 que integra para 3H asignada al metilo vinilico de la cadena isopropenilica
en C-8° del anillo dihidrofurano en C-4’ y C-5"de la chalcona. El otro sustituyente del anillo B
es un grupo hidroxilo que se encuentra formando un puente de hidrégeno con el grupo
carbonilo o,B-insaturado por la sefial simple a campo bajo en 8 14.1 que integra para un

proton y que desaparece cuando el compuesto es tratado con agua deuterada.

El espectro de masas por impacto electronico de crassichalcona presenta un idn
molecular de m/z 336 congruente para la formula Cp;Hz004, ademas de los fragmentos tipicos
de las chalconas® de m/z 335 [M-HJ", 307 [M-CHOJ", 259 [M-C¢Hs], 217 [M-CsHu]", 233
[M-1037%, 131 [M-C12H1305] y 103 [CsH70-COY" (Figura 9).
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Figura 9. Patrén de fragmentacion propuesto para crassichalcona

De acuerdo con lo antes mencionado y también por razones bioge:méticas"’l27 se

propone la estructura (2) para este compuesto, ya que si se tiene la flavanona,

tephromicrocarpanona(l), el precursor debe ser la chalcona, crassichalcona(2), (Figura 10).
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Figura 10. Isomerizacion de crassichalcona

Crassifolina (3). Se aislé del extracto hexanico de raiz como un sélido cristalino en
forma de pequefias agujas blancas, pf= 249-250°C, [a]p= +42.4. Su espectro de IR mostrd la
presencia de bandas de absorcién para grupos aromaticos en 3060 y 1620, bandas para (C-0)
en 1112, pero no presentd bandas para grupos hidroxilo o carbonilo. El espectro de UV
presenta dos maximos de absorcién en 248 (12,154) y 279 (8,926) similares al hildgartol A
(4)*?, siendo la magnitud del coeficiente de extincion molar casi el doble de éste. Estos datos,
junto con los de espectrometria de masas, sugieren que este compuesto debe ser un

biflavonoide.

El espectro de masas mostr6 un ion molecular de m/z 658, congruente para la férmula
molecular CqHiO7. Ademas presenta los fragmentos de m/z 338 [Cng2204]+', 321
[Ca1H2103]" y 320 [Ca1H200s], caracteristicos de un biflavonoide®® con unién éter (R-0-R), ya
que se sabe que este tipo de compuestos tienden a sufrir ruptura sobre ambos lados del
ligando etéreo dando lugar a los fragmentos Iy I (Figura 11), los cuales sufren posteriores
rupturas. Cabe mencionar que el peso molecular de crassifolina es el doble de m/z 338
correpondiente al hildgardtol A (4)** con 18 unidades de masa menos, lo que indica que este

compuesto debe ser un dimero de hildgardtol A (4).”
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Figura 11. Patrén de fragmentacién propuesto para crassifolina

Lo anterior se confirmd al analizar su espectro de RMIN 'H, donde las sefiales triple de
doble en 8 1.94 (J=13.0 y 2.4 Hz), doble de doble en 8 2.86 (J=13.2, y 10.8 Hz) triple en
5 4.90 (J=2.4 Hz) y doble ancha en §537 (J=10.8 Hz), forman un sistema ABMX que

describen el ncleo de un flavano-4-sustituido™, y dado el peso molecular y que no se observa
la sefial para el sustituyente en C-4, como en los compuestos (4)* y (5)?, para hidroxilo o

metoxilo, el sustituyente para crassifolina debe ser otra unidad del mismo flavonoide (Tabla
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20). Ademas, en la region de los protones aromaticos presenta una sefial multiple en 3 7.43
que integra para 10H y se asignan a los protones de los anillos B y B’ del biflavonoide, una
sefial simple a campo alto en §6.04 que integra para 2H, corresponde a los protones
aromaticos H-6 y H-6""de los anillos A y A’. La sefial simple en & 3.54 que integra para 6H se
asigna a dos metoxilos en C-5 y C-5” respectivamente. Las sefiales dobles de doble en & 2.86
(=153 y 83 Hz), y 83.16 =153 y 9.45) y triple en 8 5.14 (J=8.85 Hz) que integran cada
una para dos protones, forman un sistema ABX que corresponde al anillo dihidrofurano en C-
7y C-8 del anillo Ay C-7° y C-8’ del anillo A’ respectivamente, con la cadena isopropenilica
en C-10 y C-10°, representada por una sefial simple en 8 1.94 que integra para 6H de los
metilos vinilicos y dos sefiales simples en & 4.86 y 8 5.04 que integran cada una para 2H de
los metilenos vinilicos, estas sefiales son similares a las que presentan hildgardtol A (42,

metil-hildgardtol A (5)°* y abbottina (6)" para el anillo dihidrofurano con la cadena

isopropenilica.

Tabla 20. RMN "H, 300 MHz, CDCl; de los compuestos (3), (4) y (5)
No.deH | Crassifolina (3) Hildgardtol A (4)° Metil-hildgardtol A (5)°
H-2 537, da (10.8) 5.19, dd, (12.3, 2.0) 5.25,dd (12.4,2.2)

H-3eq | 1.94,td (13.0,2.4) | 1.97,ddd (145, 12.1, 3.9) | 1.83,ddd (13.4, 12.3,3.0)
H-3ax | 2.86,dd (13.2, 10) 2.26, dt (14.4, 2.0) 2.30, dt (14.2,2.3)
H-4 4.90,t (2.4) 498, dd (3.9, 2.0) 4521 (2.7)
H-6 6.04, s 6.11,s 6.08, s
H-9¢q | 2.86,dd (15.3,84) | 2.92,dd(15.1,7.7) 2.90, dd, (15.1, 8.0)
H-9ax | 3.16,dd (153,94) | 3.24,dd (15.1,9.6) 322, dd, (15.1,9.7)
H-10 5.16, 1 (8.8) 5.18, dd (8.63, 7.9) 5.16,1(8.7)
H-12° 486,s 4.89,s 4.87,s
H-12b 5.04,s 5.06, s 5.05,s
H-13 1.76, s 1.73, sa 1.76, s
Cs+R - 2.5, sa, OH 3.45, s, OMe
Cs-Ome 3.54,s 383, s 3.81,s
H-anillo B 7.43 7.4, m 7.4, m
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La estructura propuesta para crasssifolina (3) quedd confirmada por difraccion de
Rayos X (Figura 12), en donde s¢ puede asignar ademas la estereoquimica relativa para los

centros asimétricos de este biflavonoide.

Figura 12. Vista estereoscopica de la estructura molecular de crassifolina

Cabe mencionar que crasifolina es el segundo biflavonoide aislado del género
Tephrosia después del tepicanol A, aislado de T tepicana.'® Ambos dimeros presentan la

unién C-0-C, es decir: éter-4,4”-biflavanilo. (Figura 13).
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Figura 13. Biflavonoides aisiados del género Tephrosia

Con respecto a la estereoquimica relativa de los centros asimétricos de
tephromicrocarpanona (1) y crassichalcona (2), asi como para hidgardtol A (4)5 % en este caso,
se pueden asignar tomando como referencia la propuesta para crassifolina (3) por difraccién
de rayos X, ya que sus estructuras estan intimamente relacionadas por razones biogenéticas.
(Figura 14).
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crassichalcena tephromicrocarpanona

OMe OH

hildgardtol A @ 0 0

crassifolina /

Figura 14. Estereoquimica relativa de los de losflavonoides aislados
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¢ Transformaciones quimicas

Con la finalidad de determinar la reactividad de 7-O-metil-glabranina (10)° y
glabranina (1 1),>*% se hicieron reaccionar estas flavanonas con DDQ, el cual es un reactivo
fuertemente oxidante muy usado en reacciones de aromatizacion,® en la ciclacion de
compuestos fenblicos,®’ en reacciones de dehidrogenacion de compuestos carbonilicos

aplicado en la quimica de cetonas esteroidales® o para preparar flavonas,® entre otras. 5%

Reaccion de 7-O-metil-glabranina con DDQ. En esta reaccion se esperaba obtener a
partir de la 5 7-dihidroxi-8-isoprenilflavanona (10),” la flavona correSpondiente,ﬁ5 sin
embargo, al analizar los datos espectroscopicos de los compuestos obtenidos, se determind
que no fue asi, sino que se obtuvieron dos compuestos isoméricos XI y IHI (Figura 19), cuyos
pesos moleculares determinados por espectrometria de masas por impacto electronico, indican

un aumento de 226 unidades de masa.

Haciendo referencia al trabajo publicado por Asato y Kiefer® donde obtienen un
aducto de Diels-Alder a partir de tetrametiletileno en presencia de DDQ (Figura 15), se puede
pensar gue en este ¢aso, la cadena isoprenilica en C-8 de la flavanona, reacciona con DDQ,

obteniéndose también como producto de reaccion el aducto de Diels-Alder correspondiente.

0 OH
cl N N cl CN
+ —— +
I Gt
ci CN cl CN
0 IDDQ OH

O
CN
Ci

a
CN
8]

Figura 15. Reaccién de tetrametiletileno con DDQ
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Compuesto IL Cristales ortorrombicos de color naranja, pf=214-216°C, [a]p= -30.8,

su espectro en el IR present6 bandas de absorcidn en 3400 cm' (OH), 1720 (cetona ciclica a-
halogenada), 1638 (C=0O conjugado), 1583(C=C), 789 y 760 (C-Cl), su espectro en el UV
presentd maximos de absorcion en 241.5, 288.5 y 323.5 nm. Por RMN 'H, se observo que no
hubo cambios en el nicleo base de la flavanona, a(in presenta el sistema ABX caracteristico,”

por las sefiales dobles de doble en 52.82 (=174 y 3 Hz), §3.08 J=17.4 y 14.1 Hz)y 8 5.55
(J=14.1 y 3 Hz), similares a las de 7-O-metil-glabranina (10), ademas, presenta la sefial
miltiple que integra para SH del anillo B, la sefial simple en 0 6.06 que mtegra para un
proton, H-6, en 6 3.71 una sefial que integra para 3H asignada al grupo metoxilo en C-7 y la
sefial simple a campo bajo en & 12.1 del grupo OH quelatado con el carbonilo de esta
flavanona. La diferencia mas notable con respecto a la materia prima son las sefiales para la
cadena isoprenilica que no aparecen, en lugar de estas, aparecen dos sefiales simples anchas
en 8 5.44 y 8 4.16, cada una integra para un hidrégeno, dos sefiales dobles que forman un
sistema AB en §2.53 (J=17.7 Hz) y § 2.17 (J=18 Hz), se asignan a un metileno y otra sefial
simple ancha en & 1.58 que integra para 3H asignada a un metileno vinilico. En el espectro de
RMN C (DEPT), presenta sefiales para CH-vinilico en & 121.7, para CH-alifatico en 8 37.7,
para CH,-alifatico en §31.2 y para CHa-vinilico en § 22.5, estas sefiales corresponden a las

syt - . 1 .
altimas sefiales mencionadas de RMN "H respectivamente.

Su espectro de masas por impacto electronico presenta un ion molecular de m/z 562
con una contribucién isotdpica M+2 de m/z 564 con un peso molecular promedio calculado
de 563.3943 congruente con la férmula C,oH20C1HN,0¢ ¥ un pico base de m/z 336 (M-2271%,
que se origina de la ruptura RDA, esta pérdida de 226 unidades de masa corresponde a
CeCLIN,O,, es decir, el reactivo DDQ, utilizado en esta reaccion, como se pude apreciar en el

patron de fragmentacion propuesto (Figura 16).
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Figura 16. Patrén de fragmentacion propucsto para el compuesto II

Por lo antes mencionado y por difraccion de rayos-X de este producto, se establece la
estructura de uno de los isdmeros, el compuesto II, ademas de la estereoquimica relativa para

sus centros asimétricos (Figura 17).

Compuesto ITI. Cristales amarillos en forma de agujas, pf= 151-153°C, [a]p= 1153,
los mismos maximos de absorcién que presenta en el UV'y las bandas de absorcién en el IR,
asi como, su peso molecular determinado por espectrometria de masas por impacto
electronico son los iguales que para el compuesto II. Su espectro de RMN 'H, también
presenta las mismas sefiales que el compuesto 1L Finalmente, se logro cristalizar una fraccion
que contenia ambos productos, y los cristales de los isdbmeros se separaron manualmente, para
realizar la difraccion de rayos X, con el que se pudo establecer sin lugar a dudas la estructura

de este isomero minoritario, el compuesto II. (Figura 18).
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Figura 19. Reaccion de 7-O-metilglabranina con DDQ

Como es sabido, en la reaccién de Diels-Alder, es posible obtener dos aductos
isoméricos de acuerdo con las reglas de Alder, estos pueden ser debido a la adicidon endo o
ex0.%° En este caso, se obtuvieron ambos productos y como era de esperarse, en esta mezcla

de estereoisomeros, el producto endo (IT) se obtuvo en mayor cantidad que el producto exo

().

Reaccion de glabranina (11} con DDQ. De esta reaccion se obtuvo el compuesto IV,
como un sélido cristalino blanco, pf= 124-125°C, [o]p= -64.2°. Su espectro de RMN 'H
presenta las sefiales dobles de doble que integran cada una para 1H en 6 2.84 (J=17.25y 3
Hz), 53.06 (J=17.4y 12.9Hz) y 5 543 (J=12.9y 3 Hz), éstas forman un sistema ABX tipico
del niicleo de una flavanona, ademas presenta la sefial multiple en 8 7.43 que integra para 3H,
asignada a los protones del anillo B monosustituido, una sefial simple que integra para un
proton aislado en & 6.00, asignada al H-6, orto a dos grupos electronegativos, uno de estos
grupos es un grupo OH en C-5 formando puente de hidrogeno con el carbonilo de la
flavanona, por la sefial simple que se encuentra desplazada a campo bajo en & 12.08, estas
sefiales son iguales a las que se observan para glabranina (11), por lo tanto se deduce que en
esta reaccién no hubo cambios en el nicleo de la flavanona. La diferencia mas notabe en
RMN 'H del compuesto IV con glabranina (11)55’56 son las sefiales para los protones de la
cadena isoprenilica y la sefial para el grupo hidroxilo en C-7, que en este caso no aparecen, sin

embargo aparecen las sefiales dobles que integran para un protén formando un sistema AB en
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§ 5.47 (J=99Hz) y 3655 (J=99Hz)y dos sefiales simples en § 1.42 y & 1.44, cada una
integra para 3H. Su espectro de masas presenta un ion molecular de m/z 322, congruente para
la formula molecular CaoHis04, €l hecho de que presente dos unidades de masa menos que
glabranina, por consiguiente una insaturacion mas y que su espectro de RMN 'H no presente
mas sefiales para protones vinilicos, esta insaturacion debe ser un ciclo, por lo tanto las dos
sefiales simples que integran para 3H y el sistema AB corresponden a las sefiales de un anillo
gem—dime,til-cromeno.51

Por otro lado, se sabe del uso de DDQ para la sintesis de cromenos naturales’”’" a
partir de un fenol con una cadena isoprenilica en orto.”* Si la glabranina (11) presenta ambos
grupos, la cadena isoprenilica en C-8 orto al grupo OH, se puede decir que esta es la parte
més reactiva de la molécula en la reaccion frente a DDQ, lievandose a cabo una reaccion de

ciclacion oxidativa,®* dando lugar al anilio gem-dimetil-cromeno. (Figura 20).

El compuesto IV, producto de ciclacion de glabranina (11), fue aislado como producto
natural de Tephrosia obovata'. Esto se comprob6 haciendo una comparacién en ccf y de sus
constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto IV con los publicados para obovatina,™*
llegando a la conclusion de que se trata del mismo compuesto. Lo cual sugiere que en la
biosintesis de la obovatina (XV), el precursor inmediato puede ser la glabranina (11), pudiendo

considerar esta reaccion como una reaccion biomimética.

DD
CH,Cly

Figura 20. Reaccion de glabranina (11) con DDQ
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+ Evaluacion antiinflamatoria

En este trabajo se evaluaron solamente los tres flavonoides mayoritarios aislados de
Tephrosia crassifolia. La evaluacién de los demas metabolitos secundarios, tanto de T.

crassifolia como de T. major, constituyen un estudio posterior.

Los flavonoides evaluados fueron crassifolina (3), hildgardtol A (4) y metil-
hildgardtol A (5), los cuales mostraron una actividad antiinflamatoria dependiente de la dosis.

Fn la tabla 21 se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria de estos compuestos.

Los valores del area bajo la curva (ABC), indican el efecto inhibitorio que mostraron

los flavonoides evaluados, en un periodo de observacion de S horas.

De los compuestos valorados, crassifolina resultd ser més activo que hildgardtol A y

metil-hildgardtol A, como se puede apreciar en la figura 21.

Estudios previos, han demostrado que existen niveles elevados de los productos de la
ciclooxigenasa, como la PGE,, en el edema inducido por carragenina.*® Probablemente la
actividad antiinflamatoria de 3, 4 y 5, se deba a su efecto inhibitorio sobre la ciclooxigenasa,
enzima que interviene en la sintesis de prostaglandinas en el metabolismo de 4cido
araquidonico. Esta suposicion, se ve apoyada por el hecho de que la mezcla de biflavonoides
conocida como kolaviron® inhibe la sintesis de prostaglandinas que intervienen en el proceso
inflamatorio. Aunque no se ha demostrado con precision cudl es el mecanismo. Otra
posibilidad, podria ser, la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa, como es el caso del
biflavonoide amentoflavona’ 6, a través de su accion antioxidante como captadores de

radicales libres.”

62



010 mglkg

70 B 31 mgkg
Se0 2 100 merkg
o
5 50 .
8 *
840 : [
‘g HH
a 30 i *
S
£

10

0 : B .

metil-hildgardiol A hildgardtol A crassifolina

flavonotdes
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Tabla 21. Efecto antiinflamatorio de flavonoides sobre el edema inducido por carragenina en ratas

% variacion del edema + EEM

Grupos dosis mg/kg tiempo (horas)
1 2 3 4 5 ABC %ol
Control (vehiculo 1) 296+15  304+21 360+18  326+20  298+22 1287177 -
Metil-hildgardtol A 10 250+ 1.7 29.0+2.0 316122 294+ 1.7 27.2+16 116.1+7.3 98+56
31 242+ 1.1%* 278+12 2883+09% 266+1.2 248+12 1077+ 4.4 16.3+3.4
100 208+2.0* 238+ 1.8% 210+27% 204+19% 19811.8* 859 +8.3* 333+ 6.2*
Control (vehiculo 1) 315+18 328+ 1.5 393+1.1 353+1.0 325+1.9 139.5+48 .
Hildgardtol A 10 240+ 1.6%% 255+1.7% 185+13* 268+09* 248+09% 1051%3.0% 24.6 +3.5%
31 223+1.8% 237+10% 250+ 11% 233+409*% 220+0.4% 94.1 +4,3¢* 32.5+3,0*%
100 173+ 1.1*  19.5+06% 205+09% 19.0+12*% 17.830.8* 76.5 +3.4*% 45.2 4+ 2.4%
Control (vehiculo 1) 248+0.9 286 +0.9 302+04 266+04 234+07 109.5+24 .
Crassifolina 10 1724+08*% 186+ LI% 196+ 12% 170+ 15% 146+ 14% 711+47%  351+42%
31 162+0.9% 178+ 1.0% 168+07% 142+06* 11.6+05%  62.7£29% 427+27*
100 126+05% 104+08% 86+09*  68+06* 44+02* 343+11% 688+ 10%
Control (vehiculo 2) 144 +08 186%15 220120 186+ 1.3 150+17 73.9+5.7 .
Indometacina 2.5 108+02% 134+13% 148+12% 12409  94+09% 503+33%  319:+45%
5 10.8+0.3* 126+08* 126+08* 11.0%1.0% 6.8 +1.5% 45.0 +3.4% 39.1 +4.6%
75 80+0.3* 80+1.0* 11.0+07* 7.6+ 1.0% 4.2 +0.6% 327+2.7% 558 +3.6%

Cada valor indica ¢} promedio -+ EEM de 5 ratas.
*p < 0.01, ¥*p<0.05 repecto al control
% I porcentaje de inhibicion del edema
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V. CONCLUSIONES

El estudio quimico de las especies Tephrosia crassifolia y T. mayor permitid el
aislamiento de diferentes metabolitos secundarios, de estos resalfa el hecho de que a

excepcion de B-sitosterol y stigmasterol, todos son de tipo flavonoide.

De los extractos obtenidos de las partes aéreas y raices de T. crassifolia, se lograron
aislar y caracterizar por analisis quimicos, espectroscopicos y por difraccion de rayos X en
unc; de los casos, tres flavonoides cuyas estructuras no se encuentran publicadas en la
literatura, estos fueron, una flavanona, tephromicrocarpanona (1), una chalcona,
crassichalcona (2) y un biflavonoide, crassifolina (3). Ademas, los siguientes flavonoides de
estructuras conocidas como: hildgardtol A (4), metil-hildgardtol A (5), abbottina (6), 5-O-
metil-obovatina (7), y obovatachalcona (8) asi como, sacarosa (14) v una mezcla de

B—sitosterol (12) y stigamasterol (13).

De los extractos obtenidos de las partes aéreas y raices de 1. major, se aislaron y
caracterizaron, tres flavanonas conocidas como: spinoflavanona B (9), 7-O-metil-glabranina
(10) y glabranina (11), ademas de sacarosa (14) y la mezcla de P~sitosterol (12} y
stigmasterol (13).

En las transformaciones quimicas, la reaccion de 7-O-metilglabranina (10) con DDQ,
permitié la obtencién de dos isdmeros aductos de Diels-Alder, estos fueron, el compuesto 11,
producto endo, mayoritario y el compuesto (1), producto exo, minoritario, sus estructuras
fueron establecidas sin lugar a dudas por difraccién de rayos X. Mientras que de la reaccion
de glabranina (11) con DDQ, se obtuvo el producto de ciclacién correspondiente, el
compuesto (IV). De estas dos reacciones se puede concluir que Ia parte mas reactiva de ambas
moléculas frente a DDQ, es la cadena isoprenilica en C-8, que en el primer caso, da como
productos de reaccién los aductos de Diels-Alder correspondientes, v en el segundo caso,

ocurre la ciclacidn con el grupo OH, en C-7. Por otro lado, el compuesto (IV), es conocido
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como obovatina, un producto natural aislado de T. obovata, por lo que esta reaccion podria

considerarse como una reaccion biomimética en la sintesis de este producto.

Con respecto a la evaluacién antiinflamatoria, solamente fueron evaluados los
flavonoides: crassifolina (3), hildgardtol A (4) y metil-hidgardtol A (5), empleando el modelo
de edema inducido por carragenina en ratas. En la cual se observo que el edema producido en
un periodo de 5 horas, fue inhibido por estos compuestos, mostrando una actividad
antiinflamatoria dependiente de la dosis. Siendo mas activo crassifolina, que hildgardtol A y
metil-hildgardtol A. Estos flavonoides, presentaron una respuesta favorable, de manera que,
pueden ser considerados como flavonoides antiinflamatorios. Lo anterior comprueba la

hipotesis propuesta en un principio.

Finalmente, por el estudio quimico realizado y los antecedentes que se mencionaron,
es importante hacer notar que las especies del género Tephrosia biosintetizan principalmente
compuestos de tipo flavonoide, los cuales presentan diversas actividades bioldgicas y podrian
ser considerados como prototipos de farmacos, por lo que resulta interesante continuar con el

estudio quimico-bioldgico de dichas especies.
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BIOSISNTESIS DE FLAVONOIDES
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FLAVONOIDES AISLADOS POR PRIMERA VEZ DE TEPHROSIAS MEXICANAS
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CONTINUACION
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FLAVONOIDES CONOCIDOS AISLADOS DE TEPHROSIAS MEXICANAS
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CONTINUACION
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+ CAPTADORES DE RADICALES LIBRES
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FLAVONOIDES INHIBIDORES DEL EDEMA INDUCIDO POR CARRAGENINA
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ESTRUCTURAS QUIMICAS DE ALGUNOS ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDALES
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1.

ESTRUCTURAS DE ALGUNOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES
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