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1. INTRODUCCION




ARNICA MEXTCANA (HETEROTHECA INULOLDES)




Introduccién

Los metabolitos secundarios presentes en las plantas y los compuestos obtenidos
por sintesis quimica constituyen las fuentes principales de sustancias de interés
terapéutico [1]. La investigacion en productos naturales ha proporcionado durante
los ultimos siglos, numerosos compuestos modelo que actualmente permanecen en
el mercado [2), y su relevancia en el descubrimiento de farmacos ha sido notabie en
las Ultimas décadas. El taxol (aislado de Taxus brevifolia) 3], la artemisinina (de
Artemisia annua) [4], los alcaloides vincristina y vinblastina (aislados de Catharantus

roseus), entre otras sustancias, pueden mencionarse como ejemplos sobresalientes.

Se han reconocido numerosas aiternativas en ta busgueda de sustancias activas a
partir de plantas, algunas de las cuales se mencionaran a continuacion [5]. La
aproximacion taxonémica se refiere al estudio de especies pertenecientes a grupos
vegetales definidos, considerando que la similitud morfolégica derive de una
similitud biosintética; asi, puede mencionarse que diferentes taxoides se encuentren
en diferentes especies de Taxus [6]. La aproximacion fitoquimica se refiere a la
busqueda especifica de metabolitos secundarios definidos en varios grupos de
especies [5]. Puede mencionarse la presencia de iridoides en numerosas familias
de plantas, entre las que destacan las familias Loganiaceae, Rubiaceae vy
Gentianaceae, entre ofras. La aproximacion etnoboténica se guia en el conocimiento
tradicional y retrospectivamente constituye una alternativa de éxito particular para la
busqueda de sustancias bioactivas. Finalmente, se ha identificado que el
conocimientc de los mecanismos de defensa de las plantas puede proporcionar

elementos importantes para la busqueda de moléculas bioactivas [71.

En nuestro pais, la quimica de productos naturales constituye una linea de
investigacion que se practica desde hace varias décadas. Sin embargo, dada la
diversidad vegetal de México, derivada de numerosos factores geograficos y

climaticos([8], es importante reconocer que sélo se ha estudiado, desde el punto de
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vista quimico, un porcentaje relativamente bajo de la vegetacidon. Por otro lado, y
considerando a las especies vegetales empleadas en la medicina tradicional, es
interesante mencionar que la diversidad de etnias proporciona un elemento adicional
de diversificacion, ya gque puede suceder que la misma especie vegetal tenga

diferente aprecio y uso en diferentes comunidades [9].

De acuerdo con datos recientes del Herbario Medicinal del IMSS, Ia flora medicinal
de México asciende a mas de 4000 especies [9,10], de aproximadamente 22000
plantas vasculares. De acuerdo a la encuesta de Lozoya [10], la mayoria de estas
especies vegetales se emplean para la atencién de padecimientos digestivos,
respiratorios y de la piel, asi como para malestares corporales, estados febriles y el
dolor. Entre las especies vegetales de uso medicinal frecuente, se encuentra el
arnica mexicana (Heterotheca inuloides), que se considera un recurso herbolario

importante para el tratamiento de afecciones de |a piel y traumatismos.

La investigacién de los constituyentes quimicos de las plantas y la evaluacién de
sus la actividades biolégicas, contribuird a enriquecer el conocimiento sobre

nuestros recursos naturales, favoreciendo asi su uso racional y conservacion.




2. OBJETIVOS




Objetivos

Objetivo General

Generar conocimiento referente a los recursos naturales de nuestro pais, mediante
la busqueda, aislamiento y caracterizacion de los metabolitos secundarios bioactivos
presentes en la flora empleada en la medicina tradicional, con el fin de ponderar su

potencial terapeutico y coadyuvar a su conservacién y aprovechamiento racional.

Objetivos Especificos

Recopilar la informacion ethomédica y quimica de la especie Heterotheca inuloides
(arnica mexicana), la cual se emplea tradicionalmente para el tratamiento de

padecimientos infecciosos e inflamatorios.

Realizar el aislamiento y caracterizacion de los principales metabolitos con actividad

anti-inflamatoria de Heferotheca inuloides.

Establecer posibles correlaciones entre el uso popular del vegetal con la estructura

molecular y propiedades bioldgicas de los metabolitos secundarios aislados.

Generar resultados que permitan ponderar el potencial de los metabolitos

secundarios bioactivos como agentes anti-inflamatorios.

integrar los conocimientos adquiridos con los informados en ia literatura con el fin de

proporcionar los antecedentes pertinentes para estudios adicionales subsecuentes.
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Antecedentes

A continuacién se describiran brevemente algunas generalidades del arnica
mexicana (Heterotheca inuloides), la cual pertenece a la familia Asteraceae, tribu
Astereae

Descripcion Botanica y Distribucion
Nombre Cientifico: Heterotheca inuloides

Nombre Comun: arnica mexicana, falsa arnica, tabaco de las montafias, acahual,

ornilla, acahualli, y xochihuepal.

El armica mexicana (Heterotheca inuloides) representa una de las especies
vegetales endémicas de nuestro pais mas utilizadas en la medicina tradicional.
Diversas encuestas y estadisticas preliminares la ubican entre las plantas
mexicanas méé frecuentemente empleadas con fines medicinales, en particular,
para el tratamiento de procesos inflamatorios y para otros padecimientos
relacionados. Precisamente el nombre de “arnica” proviene de la planta Amica
montana, la cual es europea y sus usos principales en el viejo continente son como

agente anti-inflamatorio [11].

Indudablemente que el mestizaje cultural después de la conquista permitid, por un
lado, el intercambio y cultivo de especies vegetales, y por otro, la substitucion o

equivalencia de las ya existentes.

En el caso del “Arnica mexicana” (Heterotheca inuloides), es claro que su similitud
en el aspecto fisico (flores amariilas y compuestas), y en el modo de empleo con el
arnica europea (Arnica montana), es el origen del nombre arnica mexicana en

nuestro pais. También recibe nombres en varias lenguas indigenas [11,12].

La distribucién geografica de Heterotheca inuloides es la siguiente: crece en
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regiones templadas, en las orillas de los caminos, en terrenos pedregosos o en
terrenos limpios. Actualmente se cultiva, y su distribucion natural es en el valle de
México, y en los lugares mas altos de los estados de Nuevo Leén, San Luis Potosi,
Hidalgo, Veracruz, Jalisco, Michoacan Colima, Tlaxcala y Puebla, principalmente
[13].

La descripcion botanica es la siguiente: es una planta herbacea perenne de 0.25 a
.1.00 m de altura, el tallo es cilindrico y piloso, esta poco ramificado en la parte
inferior y un poco mas en la parte superior, las hojas a veces son mas largas que
anchas, y las flores estan agrupadas en una cabezuela, todas colocadas en un
disco, son de color amarillo débil y sabor amargo, son parecidas a las margaritas.
Esta planta es anual y crece en la época de lluvia en los meses de julio y agosto
[13].

Uso en Medicina Tradicional.

El arnica mexicana se emplea, de acuerdo con Maximino Martinez, “en forma de
tintura alcohdlica aplicada tépicamente sobre las contusiones; pero al parecer sin
tener los mismos buenos efectos que con el “arnica de Europa” [11] (Amica
montana). Por otfro lado, Linares [9] indica que “su uso actual mas generalizado es
para lavar heridas, para el tratamiento de contusiones y para la curacion de

ronchas de la piel”, finalmente se informa que puede emplearse “para curar golpes

internos”.

Es conveniente mencionar que con el nombre de “arnica” se conocen otras
especies vegetales también empleadas en la medicina tradicional. En la tabla 1 se

enumeran algunas especies con este nombre vulgar.

E| “arnica” y las especies conocidas con este nombre, son muy apreciadas en la
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medicina tradicional, y se utilizan ampfiamente en todo el pais, sobre todo en las
zonas rurales. Sus usos especificos han sido trasmitidos de generacion en

generacion hasta nuestros dias.

Al comparar [a informacién entre el arnica mexicana (Heterotheca inuloides) y las
otras arnicas, puede observarse que la primera se usa principalmente para el
tratamiento de la inflamacion, mientras que, en términos generales, las otras
“arnicas” se emplean para lavar heridas, ronchas y afecciones cutaneas, que
puede correlacionar tanto con infecciones como con sintomas de inflamacion.
Todas las especies conocidas como arnica pertenecen a la familia de las
compuestas, a excepcion de Galphimia glauca (‘arnica roja”, familia
Malpighiaceae). Es pertinente mencionar que como “arnica” se encuentran
registradas en el diccionario de nombres vulgares y cientificos de plantas
mexicanas las siguientes especies: Heterotheca leptoglosa, Neurolaena lobata,
Trixis angustifolia, Trixia radialis, Verbesina greenmani. Finalmente puede
mencionarse que el arnica mexicana se usa en combinacion con otras plantas
entre las que destacan en combinacién con el romero (Rosmarinus officinalis
Labiatae), la santa maria (Chrysanthenum parthenium, Compaositae), y el té de

monte (Satureja macrostema, Labiatae) [14,15]. En la tabla 1 se indican algunas

especies de arnica, asi como su uso tradicional.
Antecedentes Fitoquimicos y Farmacolégicos.

Un estudio comparativo de Heterotheca inuloides y Amica montana, permitio
observar que Heteratheca inuloides, no contiene las lactonas sesquiterpenicas
tipicas de la arnica europea; tampoco contiene alcaloides. La composicién de

flavonoides en diferentes especies de Heterotheca varia considerablemente de una

especie a otra.
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Tabla 1 Algunas especies vegetales conocidas con el nombre de “arnica”.

Nombre vulgar Nombre cientifico Usos Ref.
Arnica Mentzelia conzattii Afecciones cutaneas [14]
Arnica Zexmenia pringeli Para lavar heridas [14]
Arnica rosa Aster gymnocephalus Para granos, heridas [14]

e hinchazén
Arnica de diente Taraxacum officinale Para quitar granos [16]
Arnica de peluche Heterotheca inufoides Para granos, ronchas [16]
y comezon
Arnica Tithonia diversifolia Reumatismo [16]
Arnica Tanacetum parthenium  Para curar granos,he- [16]
tidas y para la sarna
Arnica Trixis inula Reumatismo [16]
Arnica morada Aster gymnocephalus Tratamiento de heridas [16]
Arnica amarilla Grindelia oxylepsis Tratamiento de heridas  [16]
Arnica roja Galphimia glauca para curar heridas y [16]

granos

Investigaciones realizadas por Kubo y colaboradores (1994) [17] establecieron que
los sesquiterpenos 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7) y 7-hidroxicadaleno (57),
presentan una potente actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas.

Ademas el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7) muestra actividad bactericida contra




Antecedentes

Sthaphylococcus aureus resistente a la penicilina. Este mismo grupo de
investigadores encontrd en 1996 que B-cariofileno (55), el 6xido de cariofileno (56),
7-hidroxi-3,4-dihidrocadalenc (7) y 7-hidroxicadaleno (57) también inhiben la
peroxidacion microsomal de los lipidos, lo cual correlaciona con la actividad

anti-inflamatoria {18].

Por otra parte, Kubo y colaboradores (1995) [19] aislaron el sesquiterpeno
denominado inuloidina (58), que presentd actividad inhibidora del crecimiento de
plantas de lechuga, y no presentd la actividad antibacteriana mostrada por el

7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y el 7-dihidroxicadaleno.

Estudios quimicos de estas especies han reportado algunas substancias comune,
ya que durante varios afios el Arnica montana y Heterotheca inuloides han sido
tema de estudio de varios grupos de investigacion, encontrandose como

constituyentes principales, en ambas especies, los siguientes metabolitos.

Heterotheca inuloides Arnica montana
(Arnica mexicana) (Arnica)

Poliacetilenos Lactonas sesquiterpénicas

Sesquiterpenos biciclicos Flavonoides

Flavonoides Alcaloides pirrolidinicos

Glicosidos de flavonoides Glicosido de flavonoides

Esteroles

A continuacién se muestra una lista de las especies de Heterotheca y Amica
analizadas hasta ahora y las sustancias aisladas.
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SUBSTANCIAS AISLADAS DE ESPECIES DE HETEROTHECA

ESPECIE: Heferotheca inuloides [20).

COMPUESTOS:
S
el O-R
(1)R=Ac
{2) R = Ang
cadaleno (3)
OO a “OH
OR
R=CH3 4-Metoxiisocadalenc (4 ) 1-Isopropil-4,6-dimetil
R=H 4-Hidroxiisocadaleno (5) 1,2,8 8a-tetrahidro-2-
naftol ( 6) OH
OH
BSOS E
8
7-hidroxi-3,4-dihidro 4-hidroxi-2-isopropil-4,7-di- Quercetina (9)
cadaleno (7) metil-1(4H)-naftalinona (8)
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ESPECIE: Heterotheca inuloides [21]

a-Amirina (10) p-Amirina (11) p-Sitosterol (12}

HC

Estigmasterol (13) Estigmastan-7-enol (14)

Colesterol (18)

Estigmastanol (15)

10
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ESPECIE: Heterotheca inuloides {21}

COMPUESTOS:

Lanosterol (17) Cicloartenol (18) a-Espinasterol {19)

Avenasterol-7-enol (21)

2,3-epoxi-7-hidroxi
B-catacoreno(23)

Campesterol (22) 4-hidroxi-2-isopropil
-4 7-dimetil-1{4H)-naf-
talinona (8)

11
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ESPECIE: Heterotheca inuloides [22]

COMPUESTOS:

NOMBRE SUBSTITUYENTES

3 5 6 7 3 4’
Luteolina (24) OH OH OH OH
Kamferol (25) OH OH OH OH
Eter-3,7-dimetilico CH,O CH,O
de kamferol (26)
Eter-3,7 4'-trimetilico CH,0 CH,O CH,0
de kamferol (27)
6-Metoxi-eter-3,7-di- CH,O OCH, CH,0
metilico de kamferol (28)
Quercetina (9) OH OH OH OH OH
Eter-3,3'-dimetilico de CH,0O CH,O
quercetina (29)
Eter-3,4'-dimetilico de CH,0 CH,O
quercetina (30)
Eter-3,7-dimetilico de CH,O CH,0
quercetina (31)
Eter-3,7,3"-trimetilico CH,0 CH,0 CH,0
de quercetina (32)
Eter-3,7 4'-trimetilico CH,0 CH,O CH,0
de quercetina (33)
Eter-3,7,3" 4'-tetrameti-  CH,O CH,0 CH,0 CH,O
lico de quercetina (34)
Quercetagetina (35) OH OH OH OH
Eter-3,8,7 4'-tetrametili-  CH,O CH,0 CH,O CH,O
co de quercetagetina (36)
Eriodictiol (37) OH OH OH OH
Eter-3'-metilico de erio- CH,O
dictiot (38)
Eter-7,3"-dimetilico de CH,0 CH,O

eriodictiol (39)

12
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ESPECIE: Heterotheca inuloides [23, 24)

COMPUESTOS:

(40) 3-O-f-glucdsido de kamferol

R = B-glucésido
(41) 3-O-p-galactésido de kamferol R
R
R

-galactdsido
= B-rutinésido
= B-rabinobidsido

uwou
- e

(42) 3-0O-p-rutindsido de kamferol
(43) 3-O-p-rubinobidsido de kamferol

(44) 3-0-p-Glucosido de quercetina R = B-glucosido (80) Acido caféico
(45) 3-O-B-Galactosido de quercetina R = B-galactésido (81) Acido protocaféico
(46) 3-O-p-Glucurdnido de quercetina R = B-glucurénido  (62) Acido clorofénico

(47) -3-O-B-Glucurédnido éter 3"'metilico (53) Umbeliferona
de quercetina R = p-glucuronido

(48) 3-U-a-L-arabindsido de quercetina R = a-arabinbsido

(49) 3-O-p-rutindsido de quercetina R = B-rutindsido

13
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ESPECIE: Heterotheca inuloides [17 , 24]

COMPUESTOS:

B-Cariofileno (54)

HO

7-Hidro>€icadaleno (56)

Heterotheca inuloides [18]

B-cariofileno (54)

Epéxido de p-cariofileno (55)
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7)

7-hidroxicadaleno (56)
quercetina (9)
kamferol (25)

4
N
W

H "H

Epéxido de p-
cariofileno (55)

7-Hidroxi-3,4-dihidro-
cadaleno (7)

a~Espinasterol (19)

HO

Inuloidina (57)

14
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ESPECIE: Heterotheca latifolia [25}

COMPUESTO

= iValO _F

HO

(58) 12 13 (59)

WO Ai-Bu\fO }

o) 0
HO HO

O H ! H

(61) (62)
OH
OAc
Ho HO HO
& H ) H OH O

(©3) (64) | (65) 7-a-OH

(66) 7-p-OH
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ESPECIE: Heterotheca latifolia [26]

COMPUESTOS:

MeQ

Heterotheca grandiffora {27]

¢ R
HO : R
X
H
(71) (72) (73) (74) (75) (76) (77)
R OH OAng OMeBu OiBu R Me CO;H COM

Ry O Ha Hy

16
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ESPECIE Heterotheca villosa [28]

COMPUESTOS:

(82) (B3) (84) (8%)

R OH H H H
Rt H OH OOH OAc

(81)

86) (87) (88
o) o7 (@ o
R i-val Tigl Tigl _ o .
R1 H H OH 4-Hidroxi-3-isovaleroil
acetofenona (89)
Umbeliferona (53}

ORI

17
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ESPECIE: Heterotheca subaxillanis [29]

COMPUESTOS:

OAng

RO ~_.+OR1 (91) (92) (93)
R H Me H
R, Ang Ang H
(90)
X
S
RN

(95)
(94)

7-Hidroxicadaleno (42)

7-Hidroxi-3,4-dihidroca
daleno (7)

4-Hidroxi-2-isopropil-4,7-
dimetil-1(4H)-naftalinona

(8)

18
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SUBSTANCIAS AISLADAS DE ARNICA MONTANA (ARNICA)

Glucurénidos de flavonoles de Arnica montana [30]

R, R,
(96) H OH 3-0O-p-D-Glucurdnido de guercetina
(97) H H 3-0O-p-D-Glucurdnido de kamferol
98) H OCH, 3-0-B-D-Glucurénido de isorhamnetina

(
(99) OCH;, OH 3-0--3-D-Glucuronido de patuletina
(100) OCH, H 3-0O-B-D-Glucurénido de 6-metoxikamferol

19
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Arnicélidas de Arnica montana [31]

Arnicolidas

(101) R = Ac
(102) R = COCHz (CHa)z
(103) R = COCH(CHa)z
(104) R = COC(CH3) -CHz

Dihidrohelenalina (105)

O (:)Ac

Acetiltetrahidrohelenalina (107) Acetilhelenalina (108)

20
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Arnica chamisonii [32]

HG
6-Desoxichamisondlida (110)

Diacetato 6-desoxichamiso- Arnifolina (112)
nélida (111)

21
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Arnica montana [33)

O
WOH
H

Tusilagina (114)

Neotusilagina (116)

Neoisotusilagina (117)

22
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Arnica montana [34]

HO
HO =
0
o) O
O
HO =
oo L~
O OH
HO™ N\~
)

Acido-1,4,5-O-cafeoilquinico (118)

HO
HO AN\ -0
0
H OH
© HOOCW
HO _~_ _0O OH

0
Acido-1,4-di-O-cafeoilquinico (119)

OH

OH

23
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Arnica montana [35]

HO
HO

Pectolaringenina (121)

7-0-B-glucosido de hispidulina {120)

Rs0

Ry
(122) 3-0-p-glucosido de isorhamnetina H
(123) 3-0-p-gic de B-metoxikamferol OCH;,
(124) 3-0-p-glcp de patuletina OCH;

(125) 3-0-B-D-glcpde espinacetina OCH;

CH

OCHj

H

H

24
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Actividad Anti-inflamatoria

Proceso Inflamatorio.

La inflamacién se define como la respuesta fisioldgica del organismo a lesiones
ocasionadas por factores externos o internos. Es un proceso complejo en el que
intervienen factores de tipo humoral, celular e inmunolégico, todavia hoy en dia
conocidos de forma incompleta.

Se reconocen dos modelos de inflamacion: aguda y crénica. La primera es una
respuesta inmediata, de corta duracién. Se caracteriza principalmente por la
exudacion de liquido y proteinas plasmaticas, y por la migracién de leucocitos al
lugar de la lesion. Asi, la inflamacion aguda es una reaccién que depende mas de
la intensidad de la lesién que de la causa de la misma. Si la inflamacién perdura
varios dias, se desarrolla la inflamacién cronica, que se caracteriza por la aparicion
de linfocitos y macréfagos en el lugar de la lesién, asi como por la proliferacion de

vasos sanguineos y tejido conjuntivo [36].

Cuando un tejido del organismo recibe un estimulo inflamatorio, se desencadena
una serie de cambios progresivos, cuyos sintomas son rubor, calor e hinchazon. El
rubor y el calor son debidos a un incremento del flujo sanguineo en la zona, como
resultado de la vasodilatacion, la hinchazén es el resultado de alteraciones en ia
permeabilidad vascular. Inmediatamente después del estimulo inflamatorio, que va
seguido de un breve periodo de vasoconstriccion, se produce dilatacidon o
hiperemia. Al mismo tiempo, se incrementa la permeabilidad vascular,
produciéndose exudacion. El exudado puede ser diferente en funcién de la

cantidad de proteinas plasmaticas o de leucocitos neutréfilos (supurativos o pus)

que contenga.

El fluido extravascular acumulado en el espacio intersticial, como consecuencia de

la exudacion plasmatica, recibe el nombre de edema (37].
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La inflamacion esta controlada por mediadores quimicos, que poseen funciones
especificas en la misma como son: histamina, 5-hidroxitriptamina, serotonina o
cinina, prostaglandinas, leucotrienos, el factor de activacién plaquetaria (PAF)

citocinas, radicales libres, acido hipocloroso, etc. [38].
Evaluaciéon de Farmacos.

La evaluacion de farmacos con actividad anti-inflamatoria se fleva a cabo por
diferentes métodos, los mas usados son la prueba de la carragenina en las patas
traseras de ratas, y el edema inducido por el 13-acetato tetrahidroforbol (TPA) por

ser mas confiables y reproducibles, ademas de que se utiliza poco material.
Edema Inducido por Carragenina en Rata.

Este modelo es el mas eceptado en la investigacion y evaluacion de farmacos anti-
inflamatorios, ya que muestra una buena correlacion con los resultados obtenidos
en clinicas. Las carrageninas son polisacaridos extraidos de algunas algas rojas.
La inyeccién subcutanea de carragenina produce una reaccion inflamatoria aguda

no especifica como resultado de la accién secundaria de varios mediadores {39).

Este modelo de carragenina consiste en inyectar este agente inflamatorio en una
de las patas traseras de la rata a la cual se va a tratar con el producto de prueba,
el efecto anti-inflamatorio se observard en el volumen de la pata trasera
comparada con la pata no tratada. Este modelo muestra dos fases:

1.- Fase inicial. Medida por la histamina y serotonina.
2.. Fase tardia: Medida por metabolitos del acido araquidénico. Se ha determinado

que los inhibidores de araquidonato ciclooxigenasa (COX) son mas efectivos que

los inhibidores del araquidonato lipooxigenasa (LO) en inhibir la inflamacion
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inducida por carragenina:

Modelo Experimental de TPA

Este modelo es utilizado para la valoracién de ta actividad anti-inflamatoria de
farmacos aplicados por via topica y es utilizado por diversos grupos de
investigacion [38, 40). La valoracion de este ensayo consiste en tratar una oreja
con este agente y tratada con el producto a ensayar y la actividad anti-inflamatoria
se determina comparando el peso de la oreja tratada con la no tratada. Este
ensayo involucra:

Dependencia de la liberacién de acido araquidénico y metabolitos.

Interaccion con sitio receptor en la proteina quinasa C(PKC)

Un incremento en la enzima biosintética poliamina ODC (ornitina descarboxilasa).

Se ha determinado que inhibidores de PLA, CO y LO asi como corticoides, son
efectivos en la supresidon del edema después de la aplicacién tépica de TPA. Este

método se describe en la parte experimental.

£n los tltimos afios se han realizado diferentes estudios para evaluar la actividad
anti-inflamatoria de los flavonoides. Sobre la base de estos estudios se ha sugerido
que los flavoncides no solamente incrementan la permeabilidad capilar, sino que
también inhiben numerosos estados en la inflamacién. La actividad anti-
inflamatoria de Heterotheca inuloides puede ser atribuida a la quercetina y sus
glicosidos que han sido ampliamente estudiados por sus efectos sobre la
inflamacion. El flavonol ejerce efectos anti-inflamatorios en el edema inducido con
aceite, la quercetina (9) inhibe la secrecién de histamina. Los flavonoides ofrecen
la ventaja de alto margen de seguridad y carencia de efectos secundarios tales
como la ulceracion, con respecto a drogas anti-inflamatorias [41,42,43] tipo

aspirina.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De! extracto acetonico de Heterotheca inuloides se obtuvieron varias fracciones
mediante cromatografia en columna, empleando mezclas de hexano-acetato de

etilo de polaridad creciente, como se informa en la parte experimental.

La elucidacion estructural se describird de acuerdo al grupo de productos naturales
al cual pertenecen las substancias aisladas, que son los siguientes:

sesquiterpenos, flavonoides, cumarinas, esteroles vy glicéridos.

Para la caracterizacion estructural de los constituyentes se realizd el analisis
comparativo de sus constantes fisicas y espectroscapicas, y la comparacion directa

con muestras auténticas.

Sesquiterpenos.

De la fraccién E ( eluato 41-66) se aislé por cromatografia un sélido blanco, pf 103-
104°C. Esta substancia mostrd en IR (CHCl,, espectro 1) absorciones
caracteristicas para grupos oxhidrilo, en 3375 cm”, bandas en 2959, 2869 cm’
correspondientes a metilos y metilenos, y absorciones en 1620, 1429 cm)

asignables a insaturaciones aromaticas.

En el espectro de masas (espectro 2) se observa el ion. molecular (M") a m/z 216,

lo cual sugiere fa férmula molecular C,5H,,0.

En el espectro de RMN'H (CDCl,, 300 MHz, espectro 3} de este compuesto, se
pueden observar sefiales aromaticas. Especificamente, en § 6.85 se observa una
sefal simple que integra para un hidrogeno,; éste fue asignado a un protdn

bencenoide. También se observa otra sefial simple en 8 6.67, que integra para un
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hidrogeno y que corresponde a una relacién para entre ambos. Tomando en
consideracion ambas sefiales se propone la formula parcial A mostrada en Ja figura
1.

H

Figura 1. Férmula parcial A

En & 5.67 se observa una sefial triple y ancha que integra para un hidrégeno, y fue
asignada a un hidrégeno vinilico. En 6 4.53 se observa una sefial simple que
integra para un hidrégeno probablemente de un oxhidrilo; en & 2.31- 2.34 se
observa una sefial multiple que integra para tres hidrégenos, probablemente de un
metileno y un metino; en & 2.23 y 1.96 se observan dos sefiales simples que
integra cada una para tres hidrégenos, correspondientes a dos metilos: uno
aromatico y otro vinilico, respectivamente. En § 1.83 se observa una sefial séxtuple
que integra para un hidrégeno caracteristico de un metino adyacente a dos metilos.
Los cuales, se observan como dos sefiales dobles en § 0.87 y 0.79, que integra

cada una para tres hidrégenos y que corresponden a los metilos geminales.

La comparaciéon entre los parametros de resonancia magnética nuclear, infrarrojo,
espectrometria de masas, punto de fusion, y rotacion dptica, obtenidos para esta
substancia, y los informados en la literatura [20] para la 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaieno (7) tabla 6, permitié establecer la identidad de ambas.

La tabla 6, ubicada en la parte experimental, muestra comparativamente los datos

de RMN'H informados en la literatura y los obtenidos en et presente trabajo.

29




Discusién de resultados

La configuracién en C-4 se propone como 4S unicamente por convencién en la
representacion de los sesquiterpenos del cadinano, como los representa Bohlmann
y colaboradores [20]. E! discernimiento entre las estructuras enantiomericas

permanece por realizarse.

7-Hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7)

Mediante la aplicacién de procedimientos cromatogaficos se aislo, de la misma
fracciéon E, un so6lido cristalino con pf 115-116° C. Esta substancia mostr6 en IR
(CHC, espectro 4) absorciones caracteristicas para grupos oxhidrilo en 3599 cm”’,
en 2927, 2866 cm’' muestra absorciones para grupos metilos, y en 1631, 1426 cm”

se observan bandas para grupos arométicos.

En el espectro de masas (espectro 5) se observa el ion molecular (M*) a m/z 214,

fo cual sugiere la formula molecular C,5H,;0.

El analisis del espectro de RMN'H (CDCl,, 500 MHz, espectro 6) para este
compuesto indica notables similitudes al espectro 3 (correspondiente a 7). En &
7.89 y 7.25 se observan dos sefiales simples que integran cada una para un
hidrégeno, atribuidos a los hidrogenos de un anillo bencénico. Se observa un

sistema AB en 8 7.15 (J=7 Hz), lo cual sugiere que hay un segundo anillo
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bencénico con dos hidrégenos en posicion orto, asi mismo se observa una sefial
simple en § 4.96 que integra para un hidrégeno, asignable a un hidrégeno
hidroxilico. Se observa una sefial heptuplete en 5 3.67 que integra para un
hidrégeno, correspondiente a un metino unido a dos metilos geminales,
observandose, complementariamente, una sefial d en & 1.37 que integra para seis
hidrogenos de estos dos metilos. Finaimente se observan dos sefiales simples en &
2.55 y & 2.45 que integra cada una para tres hidrégenos, correspondientes a dos

metilos aromaticos.

La comparacion con los datos espectroscopicos de la literatura mostrados en la
tabla 8 (ubicada en la parte experimental) permitié establecer que el compuesto
aislado es 7-hidroxicadaleno (57), aislado previamente de Heterotheca inuloides
[17].

T

7-Hidroxicadaleno (57)

La fraccion G estuvo constituida por dos componentes mayoritarios, de acuerdo
con su andlisis por ccf, los cuales fueron separados por cromatoplaca preparativa.
El primer constituyente que se obtuvo fue un aceite amarillo; esta substancia
mostré en IR (CHCI, espectro 7) bandas de absorcion correspondientes a grupos
oxhidrilo en 3586 cm ™, en 2965 cm' para grupos metilo y en 1662 cm™ se observa

una sefal intensa caracteristica de grupo carbonilo.
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En el espectro de masas (espectro 8), se observa el ion molecular (M*) a m/z de

230 lo cual sugiere la formula molecular C,;H,,0,.

En el espectro de RMN'H (CDCI,, espectro 9), para este compuesto se puede
observar que presenta sefiales en la zona de 8§ 7.89 - 7.37, lo cual indica la
presencia de protones aromaticos, diferentes a los espectros anteriores.
Especificamente, en § 7.89 se observa una sefial doble (J=1.0 Hz) que integra para
un hidrégeno, asignada a un hidrégeno bencénico; en & 7.65 se observa una sefal
doble (J= 7 Hz) que integra para un hidrégeno, lo cual indica que hay un sistema
de hidrégenos orto, ya que en § 7.40 se observa una sefal dd (J= 1y 7 Hz)

correspondiente a un hidrégeno bencénico adicional.

La sefial en 2.40 (s, 3H) corresponde a un metilo aromatico que se ubica en la
posicion orto a los hidrogenos bencénicos, debido a la presencia de un anilio
fusionado adicional, que se colocara en las posiciones remanentes. Esta discusion
establece la formula parcial A mostrada en la figura 2, la cual incluye el trazo del

sistema ABX.

H-3
H-5
Hy Hg | H6 -
N e N
Hs §
H3C % [ A
[lllllllli[?!rllllll[lllli71
He 8 7 6

i . | rcial A. L
Figura 2. Formula pa 'TSTBLET:E._E!) 55

Por otro lado, en & 6.69 se observa una sefal d (J=1.6 Hz), presumiblemente de
un hidrégeno vinilico, el cual se encuentra acoplado a larga distancia con un

hidrogeno que aparece en & 3.08 (como heptuplete dobleteado).
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La multiplicidad como heptuplete se explica si se ubica este metino como unido a
dos metilos (8 1.09 y & 1.14, 3H c/u, d, J=10). El desplazamiento quimico del protén
vinilico (& 6.69) establece su ubicacion B a un grupe carbonilo (evidenciado por la
absorcion de 1662 cm™ en (R), lo cual permite deducir la formula parcial B de la

figura 3

& H
|

H
CHsy
O CHs

Figura 3. Férmula parcial B

La sefal adicional en & 1.60 (s, 3H), se atribuye a un metilo sobre carbono
cuaternario unido a oxigeno, que para satisfacer la férmula molecular, el oxigeno
pertenece a un hidroxilo terciario. La combinacion de los fragmentos A y B con el

residuo metil carbinélico permite la integracién de las férmulas C y D. Figura 4.

OH
98 904
HO
O
Formula C Férmula D

Figura 4. FormulaCy D.

La absorcion en iR del grupo carbonilo (1662 cm') es mas consistente con la

formula C, en la cual el carbonilo esta flanqueado por insaturaciones, mientras que
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en la férmula D sélo tiene una insaturacion adyacente. Adicionalmente, la formuia
C pertenece al esqueleto de cadinano. Esta discusién permite establecer la formula

C como la correspondiente al producto ratural de Heterotheca inuloides.

Esta misma estructura se ha reportado en la literatura [20) como producto natural y
se denomina 4-hidroxi-2-isopropil-4,7-dimetil-1(4H)-naftalinona. Los datos de

RMN'H de la literatura se muestran en la tabla 12 de la parte experimental.

Con respecto a la estereoquimica del alcohol terciario, esta se establece como a
dado el efecto de Cotton positivo observado en la curva de dicroismo circular

{(espectro 10).

4-Hidroxi-2-isopropil-4,7-dimetil-1{4H) naftalinona (8)

El segundo compuesto que se aisld de esta fraccién se describird mas adelante, ya

que se trata de una cumarina.

De la fraccion L se aislé por procedimientos convencionales un sdlido, cuyas
caracteristicas son las siguientes: en IR (KBr, espectro 11) se observa la presencia
de las bandas correspondientes a grupos oxhidrilo en 3294 cm™; en 2957, 2523

om’ se observan absorciones para metilos y metilenos, y en 1680 cm’ se observa

una banda intensa de carbonilo.
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El espectro de RMN'™C (CDCl,, 75 MHz, espectro 12) muestra 15 sefiales, lo cual
establece la naturaleza sesquiterpénica de esta substancia. Entre estas sefiales
destacan las seis correspondientes a carbonos bencénicos (140.07, 138.78,
1290.22, 128.28, 126.48, 126.00), un carbonilo de acido carboxilico (5 168.10), un
carbono cuaternario unido a oxigeno (6 69.21), dos metinos alifaticos (5 42.80 y
30.80), dos metilenos (5 36.33 y 19.57), y tres metilos (5 30.81, 20.93 y17.55)

En el espectro de masas (espectro 13), se observa el ion molecular (M*) a m/z 248,
lo cual indica la formula molecular C,;H,,0,, y esta de acuerdo con un compuesto
bencénico con un Acido carboxilico, fusionado a un ciclohexano; esta deduccion es

congruente con los seis grados de insaturacién presentes en la estructura.

En el espectro de RMN'H, (CDCI,, 500 MHz, espectro 14) se observa un sistema
ABX correspondiente a una substitucién 1,2,4 del anillo bencénico. La sefial a mas
bajo campo (s 7.99, d, J=1 Hz) corresponde al protdn desprotegido por el grupo
carboxilico, mientras que los hidrégenos en disposicién orfo resuenan en § 7.70 (d,
J=8.5Hz)y § 7.92 dd, ( J= 8.5 y 2.0 Hz), lo cual permite deducir la formula parcial

Ade la fig 5. En esta figura se muestra el trazo del espectro y la formula parcial.

o
o
k1]
~

AR
Ho H-2 l '

O H,
_ i FETTTTTTPITTETT | TR
Figura 5. Férmula parcial A 7.96 pom 7.76 ppm

La presencia del ciclohexano fusionado al benceno, del carbinol terciario (8 1.50,

7.7

3H, s) y del grupo isopropilo permiten extender la estructura al cadinano 1-metil-a-

hidroxi-calamenano (66).
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OH

HOOC

Acido 7-metil-7-a-hidroxicalamen-15-oico (66)

En concordancia con los datos de RMN'C arriba descritos, ambos epimeros han
sido informados en literatura (como ésteres metilicos) [25}, como derivados de los

acidos naturales de Heterotheca latifolia.

Figura 6.

| a diferencia notable reside en el desplazamiento quimico de H-10. Es claro gue el
isdbmero que tenga el desplazamiento quimico a mas bajo campo debe poseer una
orientacion cis con el hidroxilo en C-7. De esta deduccién se concluye que la
informacién publicada por Bohlmann no es correcta. En efecto, en la discusion de
los resultados del articulo del autor aleman argumenta este efecto, pero las
formulas publicadas se encuentran invertidas. Asi, la substancia de Heterotheca
inuloides posee la estructura con el hidroxilo en C-7 « y el isopropilo en orientacion
B pseudo ecuatorial, como se muestra en la figura 7. Estas asignaciones se

confirman mediante las interacciones NOESY, las cuales se muestran en la figura
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Figura 7. Interacciones observadas en el espectro NOESY (66)

De la fraccién | se aisld por cromatografia un sélido cristalino con pf 168-170° C.
Esta substancia mostré en IR (KBr, espectro 15) absorciones caracteristicas para
grupos hidroxilo en 3622 cm™, en 2972 cm™ para grupos metilo, y en 1692 cm™ se
observa una sefial intensa caracteristica de un grupo carbonilo, presumiblemente

de acido.

El espectro de RMN'™C (125 MHz, espectro 16) para este compuesto presenta
quince sefiales, las cuales confirman al grupo carbonilo de acido (3 150.21), a los

fragmentos aromaticos y a los metilos.

En el espectro de masas (espectro 17) se observa el ion molecular (M") a m/z 228

correspondiente a C,sH,s0,, de un producto natural de naturaleza sequiterpénica.

El analisis de los desplazamientos quimicos y multiplicidades de las sefales del
espectro de RMN'H (CDCI, 500 MHz, espectro 18) de esta substancia permite
deducir la presencia de un sistema ABC de un sistema bencenoide tetrasubstituido
similar al descrito para (66), y son las sefales de § 9.05 (d ,J=1.8 Hz), & 8.15 ( dd,
J=15, 8.5 Hz) y & 8.09 (d, J=8.5 Hz). Un segundo sistema bencenoide puede
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deducirse del espectro, donde se observa una sefial dd (J=8) en & 7.40, que
integra para dos hidrégenos y que estan en posicion orto formando un sistema AB.
Esto puede confirmarse en el espectro NOESY (espectro 19) donde se observa la
interaccion del H-8 con el metilo en C-7. Para este metilo se observa una sefial
simple en & 2.70 que integra para tres hidrégenos. También se observa interaccion
de H-9 con dos metilos geminales de un isopropilo, observandose una sefal d en d
1.42 que integra para los seis hidrégenos de dichos metilos. Finalmente, en & 3.85
se observa el heptuplete caracteristico de un metino unido a los dos metilos

geminales.

Los datos descritos permiten concluir que esta substancia (126} es un producto
natural presente en las partes aéreas de Heterotheca inuloides. El analisis de los
datos de los espectros NOESY, HMBC y HMQC (espectros 19, 20,y 21) permiten
realizar las asignaciones espectroscopicas inambiguas para los nucleos presentes.

Esta substancia no se encuentra descrita en la literatura.

Acido cadalen—15-oico (126)

De esta misma fraccion se aislé otro solido cristalino con pf 198-200°C. Esta
substancia mostré en IR (KBr espectro 22) absorciones caracteristicas para grupos
oxhidrilo en 3618 cm”, una banda intensa caracteristica de carbonilo de cetona en

1696 cm’', bandas en 1607 em™ de insaturaciones arométicas y bandas en 2975,
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2930 cm™ de metilos y metilenos.

En el espectro de masas (espectro 23) se puede observar el ion molecular (M") a
m/z 246, que sugiere la formula molecular C,sH,;O,, la cual se confirma por los
datos de RMN'"C (CDC!, 125 MHz, espectro 24)

En el espectro de RMN'H (CDCl, espectro 25) de este compuesto se puede
observar que presenta sefiales en la zona de & 6.71 - & 7.72, lo que indica la
presencia de un anillo bencénico. En particular, en 8 7.72 se observa una sefal
simple que integra para un hidrogeno del anillo aromatico y que por estar a campo
bajo los hidrégenos del mismo esqueleto, puede proponerse que este hidrégeno
esté cercano a un grupo carbonilo. La presencia del carbonile se corrobora en el
espectro de RMN'™C (125 MHz, espectro 24) por una sefial de cetona (5 203.94).
En § .75 se observa otra sefal simple que integra para un hidrégeno de! anillo
aromatico, esta descripcién permite proponer la formula parcial A mostrada en la

figura 8.
H

Z“

H O

e

Figura 8. Formula parcial A

La ausencia de hidrogenos bencénicos adicionales sugiere que el anilio aromatico
este unido a un segundo anillo, como lo indica la férmula molecular (C1sH.504). En
5 6.04 se observa una sefal doble (J=1.5) que integra para un hidrogeno,
probablemente vinilico. En & 5.39 y 3.25, se observan dos sefales simples
intercambiabies que integra cada una para un hidrégeno, asignadas a un proton

del fenol y a un grupo hidroxilo, respectivamente. En § 2.27 y 2.09 se observan dos
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sefiales simples que integra cada una para tres hidrégenos caracteristicas de dos
metilos, uno aromatico y otro vinilico, respectivamente, que por el experimento
NOESY (espectro 26) se observa la interaccion del metilo vinilico al H-5 de un
cadinano y con un hidroxilo en C-6. En § 1.90 se observa la sefial caracteristica de
un metino unido a dos metilos geminales; estos metilos se observan como dos
sefiales dobles que integran para seis hidrégenos. Mediante el andlisis de la
modalidad HMBC del espectro de RMN'H (espectro 27) se pueden corroborar las
interacciones siguientes: H-8 interacciona con C(1) del carbonilo y con el metilo
aromatico: H-5 interacciona con C(6) y C(4); H-13, H-14 interaccionan con C(2) y
C{12); H-15 interacciona con C(6) y C(7); H-11 interacciona con C(9} y C(3),
confirmandose la estructura (127). Esta substancia no se encuentra descrita en la

literatura.

2 6-Dihidroxi-4, 7-dimetil — 3 (4H)naftalinona (127)

La fraccion M estuvo constituida, de acuerdo a su analisis por ccf, por dos
componentes mayoritarios, que fueron separados por cromatoplaca preparativa. El
primer constituyente que se obtuvo fue un aceite amarillo; esta substancia muestra
en IR (CHCI, espectro 28) absorciones caracteristicas para grupos oxhidrilo en
3619 cm’', bandas entre 2955, 2869 cm™’ de metilos y metilenos, y no muestra

absorciones para grupos aromaticos o carbonilo.

El ion molecuiar M* m/z 238 observado en el espectro de masas (espectro 29)
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esta de acuerdo con C,;H,;O,, estableciéndose tres grados de insaturacion .

En el espectro de RMN™C (espectro 30) se observa la presencia de 15 sefiales a
campo alto, deduciéndose que no hay grupos aromaticos. En 8§ 72.27 y 70.78 se
observan atomos de carbono que llevan OH que por el experimento DEPT y APT
mostraron ser, uno secundario y otro terciario. También se observan claramente

seis sefiales de metilenos.

El espectro de RMN'H (CDCI, espectro 31) de este compuesto no mostrd sehales
en la zona de los hidrégenos bencénicos. En & 3.44 muestra una sefial triple que
integra para un hidrégeno de un metino unido a un grupo hidroxilo; en § 2.22 y 1.89
se observan dos sefiales ddd (J=12, 10, J= 9y 6), que integra cada una para un
hidrégeno de dos metinos, que presumiblemente se encuentran vecinos. En § 2.04
se observa una sefal dddd (15, 12.5, 5.5 y 3) de un metileno, ya que el otro
hidrégeno se manifiesta como un ddt (J=15, 5, 3) centrado en & 1.77. En & 1.64 se
observa una sefal df, (12.5, 5) que junto a la sefial en § 1.51 (m), constituyen otro
metileno. En & 1.54 se observa una sefal t (J=10), se encuentra acoplada
geminalmente a la centrada en & 1.49 (J=10, 9), que corresponde a otro metileno.
En 81.53 y 1.39 se observan dos sefiales multiples, que corresponden a un
metileno adicional en § 1.15 y 1.42 e integran para dos hidrégenos, ya que el otro
hidrogeno se manifiesta como un ddf (J=15, 5, 3) centrado en & 1.77. En 1.54 se
observa una sefial t (J=10), que integra para dos hidrégenos; en & 1.53 y 1.39 se
observan dos sefales multiples, que integra cada una para dos hidrégenos de dos
metilenos; en 1.47 se observa una sefial doble correspondiente a un metileno, y
finalmente en 1.02, 1.06 y 0.93 se observan tres sefiales simples que integra cada
una para tres hidrégenos correspondientes a tres metilos terciarios. Se deduce asi
que esta substancia es el cariolano 18,9p-dio! (128), que es un metabolito que

anteriormente fue aislado de Sindora sumatrana [44]. Los datos de RMN'H
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obtenidos para esta substancia y los informados en la literatura para este

compuesto se resumen en la tabla 20.

11"‘“-1.O/\OH

Cariolan-1p,9p-diol {128)

El segundo compuesto que se aislo es un sdlido cristalino con pf 258-260°C, y
mostré en IR (CHCL), una banda de absorcion en la region de los grupos oxhidrilo

en 3621 cm™, y bandas entre 2973, 2928, 2895 cm™ para metilos y metilenos.

E! espectro de masas (espectro 32) muestra el ion molecular (M) a m/z 444.
Considerando 30 sefales que se observan en el espectro de RMN™C (espectro 33)
puede proponerse una férmula molecufar C,Hi05. La presencia de un grupo
hidroxilo queda confirmada por la pérdida directa de 18 unidades de masa a partir
del fon molecular (M* -18 = 426 (32) ). Esta formula molecular requiere de 13

grados de insaturacion.

El espectro de RMN'H (CDC!, espectro 34) de este compuesto muestra |a
presencia de hidrégenos aromaticos. Son observables tres sefiales simples que
integra cada una para un hidrogeno, y que son las siguientes: en § 7.76, 7.05 y
7 00. Estas sefales pueden asignarse a dos anillos bencénicos, como se muestra

* en la estructura parcial A figura 9.
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Figura 9. Estructura A.

Adicionalmente, se observa un sistema AB correspondiente a dos hidrogenos orto
de un anillo bencénico (5 7.12, & 7.10, J=7.5) lo que establece la presencia de un

tercer anillo aromatico, como se muestra en la estructura parcial B de la figura 10

Figura 10. Férmula parcial B

En el experimento HMQC (espectro 35) muestra la presencia de tres metilos sobre
anillos aromaticos ( &, 2.76, s, que correlaciona con 3; 26.54; 3, 2.38, s, que

correlaciona con & 17.69;y &y 2.20, s, que correlaciona con &. 15.67.

Puede identificarse en esta estructura a un fenol (5, 4.86, &; 152.45), un alcohol
(presumiblemente terciario (5, 1.57, & 68.75), a un metino unido a oxigeno (5,
457, 8. 75.75), y a un metileno (8, 3.66, & 39.92) de acuerdo al espectro HMQC
(espectro 37). Los fragmentos deducidos pueden acomodarse considerando el
esqueleto basico de los cadinanos ané!ogos a los que anteriormente se han

discutido, para las férmulas parciales C y D que se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Férmulas parcialesCy D

Estas formulas parciales estdn de acuerdo con los fragmentos estructurales
descritos y fueron confirmados por las correlaciones observadas en el espectro

HMBC (espectro 38). Algunas correlaciones relevantes se muestran en la figura 12.

Figura 12. Correlaciones selectas observadas en el experimento HMBC.

Los fragmentos estructurales mostrados suman 12 grados de insaturacion, por lo
que es necesaria la presencia de un anillo adicional que combine a los dos
fragmentos estructurales. Considerando la numeracion indicada en la figura 11
pueden existir las conectividades C(2)-0-C(7") y C(11)-C(8), o bien,
alternativamente C{2)-0-C(8") y C(11)-C(7"), para generar las formulas E y F,
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respectivamente, las cuales representan regio-isbmeros. Figura 13.

Férmula E Férmula F
Conectividad C(2)-0-C(7") Conectividad C(2)-O-C(8')
y C(11)-C(8) y C(11)-C(7")

Figura13. Férmulas Ey F

La discriminacion entre las féormulas E y F se llevo a cabo mediante el analisis de
las correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC. En particular,
las interacciones mostradas en la figura 14, (H(11) = C(8"), H(11) -»C(7’), H(11)
5C(9") y H(2) -C(7"), dan evidencia de la conectividad C(2)-O-C(7) y C(11)-
C(8), lo cual indica que la férmula E corresponde a la estructura del metabolito

secundario de Heterotheca inuloides. Estas interacciones se muestran en la figura

14.
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Figura 14. Interacciones mostradas en HMBC.

Esta conectividad C(2)-O-C(7') y C(11)-C(8") queda confirmada mediante el
analisis del espectro NOESY. (espectro 37). Las correlaciones en esta modalidad

espectroscopica bidimensional que corroboran las uniones se muestran en la figura

15.

Figura 15. Correlaciones selectas observadas en el espectro NOESY.

En la estructura deducida existen tres centros estereogénicos que pueden generar
2% = 8 estereoisémeros (4 pares de enantiémeros). Dado que el producto natural

aislado es opticamente activo ([a]?; = -15), su estructura debe corresponder a uno

de los ocho esterecisémeros.
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Con el fin de simplificar la discusion de la estereoquimica de esta substancia se
consideran fas formulas mostradas en la figura 15, en las cuales se mantiene al

isopropilo con orientacién B y se tiene la fusién de anillos cis o trans

Cis Trans

Figura 16. Posibilidades esterecisoméricas para el dimero del cadinano
(se omiten los enantidmeros)

El isomero 4 de la figura 16 es el que se propone como la estructura correcta ya

que cumple con los siguientes requisitos

1.- El H-2 debe tener una disposicién “axial” ya que posee una constante lrans

diaxial (J=11,4) con otro hidrégeno.

2.- El isopropilo tendera a la orientacion ecuatorial (menos impedimento estérico)

3.- En el espectro de NOESY se observa la interaccion de H-2 —»H-11c.
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La figura 17 muestra [a proyeccion conformacional simplificada para el isémero 4

de lafigura 16.

Figura17.

Cumarinas

De la fraccion G, como ya se menciond anteriormente, se aisldé un compuesto

cristalino con pf 64-65°C

En el espectro de IR (CHCI,, espectro 38) se observa una banda intensa en 1729
cm’ caracteristica de grupos carbonilo y una banda en 1614cm™ para un grupo

aromatico.

£l espectro de RMN'"C (CDCI,125 MHz, espectro 39) muestra sefiales para

catorce carbonos, lo cual nos indica que no es un sesquiterpeno.

£n el espectro de masas (espectro 40) se observa el ion molecular (M) m/z 230 lo
cual indica la formula molecular C,,H,,0,, la cual esta de acuerdo con un sistema
bencénico fusionado a una cadena alifatica y a un éter ciclico, y esta deduccion es

congruente con ocho grados de insaturacion.

En el espectro de RMN'H (CDCI, espectro 41) de este compuesto se muestran las
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siguientes seriales: en & 7.63 se observa una sefial d (J=9) que integra para un
hidrégeno, lo cual indica que hay una relacién vecinal con un hidrégeno vinilico,
que se observa como una sefal doble en 3 6.24 (J=9), observandose un sistema
AB, Ilo cual se confirma mediante las correlaciones que presentan los hidrogenos
en el espectro COSY. En § 7.35 se observa otra sefial doble (J=9.5) que integra
para un hidrogeno, lo cual indica que hay una relacién orfo con un hidrogeno
vecino, que se localiza en 8 6.83 como una sefal dd (J=2 y 9.5) que integra para
un hidrégeno, lo cual indica que tiene ubicados dos hidrégenos, uno en posicién
orfo y otro en meta, de un anitlo bencénico, estableciéndose el nicleo de la
cumarina. En & 5.47 se observa una sefial triple que integra para un hidrégeno,
presumiblemente de un hidrégeno vinilico. En §4.57 se ob'serva ofra sefial doble
(J= 6.5) que integra para dos hidrégenos de un oximetileno alilico, y finalmente se
observa una sefial doble que integra para seis hidrégenos, de dos metilos

geminales.

Se deduce asi que esta substancia es fa 7-(3,3 -dimetilaliloxi)cumarina, que es un
metabolito que ya ha sido aislado anteriormente [45, 46]. La ubicacion del
oxiprenilo se confirma en C(7) por comparacién de los datos publicados. Los datos

de RMN'H obtenidos para esta substancia y los informados en la literatura se

encuentran resumidos comparativamente en la tabla 11 de la parte experimental.

5 4
5. m
3 9" 2
/I\/\ 1
g S 0”7 10 @) 0

7-[3,3-dimetilatiloxilcumarina {130)
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Flavonoides.

De la fraccién N se aislé por cromatografia y cristalizacion un sélido amarillo con pf
>300°C.

Esta substancia mostré en IR (KBr, espectro 42) una banda de absorcion en la
region de los grupos oxhidrilo en 3334 cm™”, bandas en 1658 cm™ de grupos

carbonilo, en 1612, 1560 cm™ de compuestos aromaticos.

El analisis de RMN'™C (CDCl,, 75 MHz, espectro 43) muestra 15 sefales, pero
diferentes a los sesquiterpenos antes mencionados, y se observa que existen dos

anillos aromaticos.

En el espectro de masas (espectro 44) se observa el ion molecular (M) a m/z 302,
lo cual indica la férmula molecular C,;H,,0O,, v esta de acuerdo con 11 grados de

insaturacion.

En el espectro de RMN'H (CDCI, 300 MHz, espectro 45), de este compuesto
muestra un trazo caracteristico para flavonoides; es decir, sefiales a campo bajo
correspondientes a hidrégenos bencénicos, e hiddégenos fendlicos intercambiables.
En efecto, se observa un sistema ABX y un sistema AB caracteristico del nucleo
guercetina, en 8 6.93 se observa una sefial d (J=8.7), lo que indica que tiene un
hidrégeno vecino en posicién orto, en § 7.59 se observa una sefial dd (J=2), en §
7.75 se observa una sefial d (J=2) y a campos mas bajos se observa el sistema
AB, es decir en § 8.38 se observa una sefial d (J=2) y otra sefial d (J=2) lo cual
quiere decir que ambos hidrégenos estan en posicion mefa. Se deduce asi que
esta substancia es la 3,5,7,3'.4'-pentahidroxiflavona (quercetina 9), que es un

metabolito ampliamente distribuido en plantas superiores.
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Los datos de RMN'H (espectro 45) obtenidos para esta substancia y los
informados en la literatura para este compuesto se resumen en la tabla 23 de la

parte experimental.

3,5,7,.3".4'-Pentahidroxiflavona (guercetina 9)

Esteroles.

De la fraccidn G obtenida por elucién con hexano-acetato de etilo, se obtuvieron
por cromatografia y recristalizacion una mezcla de esteroles, f sitosterol (12) y

estigmasterol (13)

Glicéridos

De la fraccion K se aisld por cromatografia un aceite amarillo. Esta substancia
mostré en IR (CHCl,) absorciones caracteristicas para grupos oxhidrilo en 3622

cm', y en 2927, 2854 cm™ para metilos y metilenos.

En el espectro de RMN'H (CDC),) se observa la presencia de hidrogenos vinilicos
(5 5.34) y en § 3.84 de hidrégenos alilicos, sugiriendo la estructura de glicéridos
(ésteres del glicerol) para este grupo de substancias, donde el numero de atomos

de carbono en las cadenas puede ser variable.
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Ciscusion de resultados

Resultados de Ia Actividad Biolégica.

Fracciones

% de Inhibicién

A

- T G mm g O mW

=2 X «~

N

Sin Actividad
Sin actividad
Sin actividad
Sin Actividad
Sin Actividad
sin actividad
Sin Actividad
Sin actividad
66.95 £ 12.79
2867 +£6.78
36,25+ 17,91
52.26 + 4.96
68.75 £ 5.43
78134324

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién de las sub-

fracciones, Conc. 0.5 mg/oreja.

® Las fracciones marcadas en negritas fueron sometidas a analisis quimico

exhaustivo,
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Discusién de resultados

Actividad  anti-inflamatoria preliminar de ioa 11 metabolitos aislados de

Heterotheca inuloides.

COMPUESTO % DE

Conc. = 0.5mg/oreja INHIBICION
7-Hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7) 31.58+2.91
7-Hidroxicadaleno (57) 46.31+ 11.77
Naftalinona (8) 4171+ 10.21
7-[3,3-Dimetilaliloxi] cumarina {130) 14.17 £ 9.81
Acido cadalen-15-aico (126) 60.24 + 10.0
3,7-Dihidroxi-1,6-dimetil-3 (4H) naftalinona (127) 5724 +11.58
Glicérido 17.43£6.47
Calamenano (66) 24,60 + 15.31
Cariolan 1,9 p diof (128) 66.71 + 13.52
Dicadalenol (129} 70.39+ 10.33
Quercetina (9) 66.05 £ 16.20

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de los compuestos puros aislades.

Como se observa en la tabla 3, los tres altimos compuestos presentaron la mayor
actividad anti-inflamatoria por lo que se les realizd una curva dosis respuesta,cuyos
resultados se muestran en la tabla 4. Observandose como compuesto mas activo

el dicadalenol (129), y ef de menor actividad el cariolan-13,9p diol (128)
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Discusién de resultados

COMPUESTOS DOSIS (mgloreja) % INHIBICION EDEMA DE;, (mg/oreja)
(129) 0.01 17.08" + 4.05
0.05 29.45* £ 6.10 0.11
0.1 57.08" £4.73 {0.03,0.46)
5 70.15** £ 3.71
(128) 0.05 20.74* + 3.22
0.1 28.96" + 4.87 0.34
0.5 56.17** £ 3.01 (0.27,0.41)
1.0 67.76" £ 6.57
{9) 0.05 29.93" +7.38
0.1 41.86** + 547 " 016
0.5 67.42* + 3.92 {0.12,0.21)
1.0 ' 83.60* + 3.05
Indometacina 0.05 26.35*
0.1 34,77+ 0.18
0.5 60.53** {0.07,0.52)
1.0 93.48™

*p<0.05 ™ p<0.01
Tabla 4. Actividad anti-inflamatoria de Dicadalenol (129}, Cariolan1,9 p diol (128), y Quercetina (9).

En la prueba de TPA en ia oreja de raton.
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Parte Experimenfal

Material y Equipo

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no estan
corregidos. Los espectros de IR se obtuvieron en instrumentos Perkin-Elmer 238-8.
Los espectros de RMN'H se obtuvieron en un espectrometro anaiitico Varian
Gemini 200 y Varian XR-300, a 300 y 500 MHz, utilizando como disoivente CDCl, vy
tetrametilsilano (TMS), como referencia interna. Los espectros de RMN™C se
obtuvieron en instrumentos Varian a 75 y 125 MHz. Para la elucidacion estructural
de algunas sustancias se recurribé a experimentos en RMN'C con desacoplamiento
electronico por transferencia de polarizacion (DEPT), (HMQC), (HMBC), (COSY),
(NOESY), en RMN'H

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro Hewlett Packard 5985-

B, utilizando la técnica de impacto electrénico de ionizacion de 70 eV.

Procedimiento Experimental

Heterotheca inuloides fue colectada e identificada por el Dr. Robert Bye (Instituto
de Biologia de la UNAM), y una muestra de la misma se encuentra depositada en

el Herbario del Jardin Botanico de la Universidad Nacional Autdnoma de Mexico,
con la clave, R. B. 19401.

Para el estudio de esta planta se utilizaron las flores y hojas, que es el material que

se emplea en la medicina tradicional, las cuales se dejaron secar a temperatura

ambiente.

El material vegetal seco (3.5 Kg) fué extraido con acetona (3 ocasiones, 1 dia
cada vez) y posteriormente con metanol (3 ocasiones, 1 dia cada vez) a

temperatura ambiente, obteniéndose 195y 1 80 g de residuo, respectivamente. £l
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procedimiento general para la extraccion de la planta se muestra en el diagrama 1.

Material vegetal seco
Heterotheca inuloides

A Y

Extracto de acetona L Residuo vegetalJ
Cromatografias Maceracion con
sucesivas metanol
7 7T 171 1T ' T 7 T 1 lTExtractode metanol]
A B CDEVFGH I J KL

v N
Cromatografias
l i sucesivas
7-Hidroxi-3,4-dihidro
cadaleno (7) ]
7-Hidroxicadaleno (57) Quercetina (9) —

Cariolan-1,9-B-diol (128) 13
Dicadalenot (129)
4

B-Sitosterol (12)

Estigmasterol (13) \

Naftaiinona (8) Acido-7-a-hidroxicalamen
7-(3,3-dimetilalil- -15-oico (66)
oxi)cumarina (130) .

Glicérido

Acido cadalen*-15-oico (126)
2 B-dihidroxi-4,7-dimetil-3(4H)
naftalinona (127)

Diagrama 1 Obtencién de los extractos y principales fracciones en la purificacién de los
constituyentes de Heterotheca inuloides.
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La composicidon de los extractos obtenidos, asi como la pureza de las sustancias
aisladas, fueron analizados por cromatografia en capa fina (ccf). En esta técnica se
utilizaron cromatofolios Alugram-Sil G/UV 254 Macherey-Nagel; y como
reveladores, una solucion de sulfato cérico amoniacal al 1% en acido sulfurico 2N,
con posterior calentamiento de la placa a 70 °C, y una lampara de UV Spectroline

Modelo ex-20 con longitudes de onda a 254 y 365 nm.
A los dos extractos obtenidos, acetonico (195 g) y metandlico (180 g), se les
realizd 1a prueba de actividad anti-inflamatoria en el edema inducido por TPA en la

oreja de ratén, presentando la siguiente inhibicion.

% de Inhibicién Conc. 0.5 mgl/oreja

Exfracto de Acetona 61.72

Extracto de Metanol 4.49

Actividad anti-inflamatoria de extractos o compuestos de origen natural
administrado tépicamente en el edema inducido con 13-acetato-12-miristato diester

diforbol (TPA) en la oreja de raton.

Método para evaluar la actividad antiedematosa en ef edema inducido por

TPA.
Este método se realizd tomando en cuenta el método de Tubaro y Gdmez [38, 42]

En este estudio se emplearon ratones machos NIH cuyo peso oscild entre 25 a

30g. Se emplearon para las pruebas preliminares tres animales por compuesto en

una conc. de 0.5 mg/oreja, y para la curva dosis respuesta grupos de cinco a ocho
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animales por dosis a las conc. de 0.05, 0.1, 0.5, y 1.0 mg/oreja.

Los animales fueron anestesiados con imalgen y posteriormenta se les aplicé una
solucién de 13-acetato-12-O-tetradecanoil forbol (TPA 2.5 pg) disueltos en 10ul de
etanol, fanto en la parte interna como externa de la oreja derecha por medio de
una microjeringa, y en la oreja izquierda solo se le aplicé 10ul de etanol en ambas
caras, tanto los compuestos de prueba como el farmaco prototipo (indometacina)
se disolvieron en acetona, a las concentraciones antes mencionadas en un
volumen de 20ul fueron aplicadas tépicamente 10 minutos después de Ia
administraciéon de TPA en la oreja derecha. Los grupos controles recibieron
solamente acetona (20ul) y el grupo testigo recibio indometacina disueita en las
dosis especificadas anteriormente. La inflamacion se desarrolla por espacio de
cuatro horas, y al finalizar dicho periodo, fos animales se sacrifican por disiocacion
cervical, y se tomo de la porcion central de cada oreja una muestra de tejido con
ayuda de un sacabocados de (9 mm de diametro), posteriormente fueron pesados,
la diferencia en peso de esta porcion central fue tomada como medida de la

respuesta anti-edematosa, el % de inhibicién se calcula por la siguiente ecuacion

% de inhibicion = (Edema A — Edema B) X 100
Edema A

Edema (mg) = peso de la oreja tratada con TPA — Peso de la oreja sin TPA.
Edema A = Edema del grupo control

Edema B = Edema del grupo tratado con los compuestos.

Estos resuitados muestran que el extracto de acetona fue el mas activo, por lo
cual se procedié a realizar una fraccionacién por cromatografia en columna a
presidn reducida (cepr). Para ello, fue necesario adsorber el extracto en gel de

silice Merck 80 GF 254 en una relacion extracto 1:5. El desarrollo de la
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cromatografia se llevé a cabo utilizando inicialmente hexano como eluyente e
incrementando la polaridad gradualmente con una mezcla de hexanoc-acetato de
etilo. El namero de fracciones resultantes de la columna cromatogafica anterior, el
peso de las mismas y las sustancias aisladas a partir de estos, se presentan en la

tabla &

Eluato Fraccion Peso Eluyente Compuesto
{ 500 mi). (9). {Hex/AcOEY) Identificado
1-13 A 5.6 Hexano
14 -20 B 23 99:1
21-3 C 3.2 98:2
32-40 D 17.3 97:3
41 -66 E 7.8 95:5 7-Hidroxi-3,4
dihidrocadaleno (7)
67 - 87 F 14.9 93.7
88-115 G 94 91:9 p-Sitosterol (12),
Estigmasterol (13)
116 -130 H 6.3 88:12
131-145 | 7.8 85:15
146 - 157 J 58 80:20
158 -169 K 10:10 75:30
170 - 193 L 6.8 70:30
194 - 211 M 55 60:40
212 -227 N 11.2 50:50

. Tabla 5 Fracciones obtenidas de !a columna cromatografica de extracto hexanico del &rnica
mexicana.

Los datos espectroscopicos de la 7-hidroxi, 3-4-dihidrocadaleno  son los

siguientes:
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O

7-Hidroxi 3,4-dihidrocadaleno (7)
Rf 0.33 (hex-AcOEt 9:1)
PM 216
Pf 103-4°C

UV (MeOH) A max. (€) 304.0 (71.), 265.5(11.394), 221.5(362.34),

[a)p 2 =-24(c 2, MeOH)

IR (espectro 1, CHCI,, cm™), 3599, 2927, 2866, 1631, 1446, 1464

RMN'H (espectro 3, 300 MHz, CDCl,, 8, J {(Hz); 6.85 (1H, s, H-5), 6.67 (1H, s, H-8),
5.67 (1H, t, H-2), 4.53 (1H, s, OH), 2.31-2.34 (3H, m, H-3 y H-4), 2.23 (3H, s, C-15),

1.96 (3H, s, C-11), 1.83 (1H, hep, H-12), 0.87 (3H, d, C-13), 0.79 (3H, d, C-14).

EMIE (espectro 2, m/z int.rel. ) 115 (8), 128 (8), 145 (12), 158 (34),173 (100), 216
(24)

La comparacién de los datos de RMN'H obtenidos para (7) con los informados en

la literatura [20] para 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7), las cuales se muestran en
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ia tabla 6 y permitio establecer la identidad de ambas substancias.

Asignacion Datos repotados de Datos
literatura Cbservados

H-2 m, 5.71 t,5.67
H-3 m, 2.38 m, 2.31-2.34
H-4

H-5 s, 6.89 s, 6.85
H-8 s, 6.62 s, 6.67
H-11 d,1.99 5,1.97
H-12 q, 1.88 hep, 1.83
H-13 d, 0.82 d, 0.87
H-14 d,0.80 d,0.79
H-15 d, 2.28 s, 2.23

Tabla 6. Datos de RMN'H obtenidos de 7 y los reportados[20]

A las subfracciones se les realizd nuevamente la evaluacion de actividad
antiinflamatoria a la conc. de 0.5 mg/oreja en el edema inducido por TPA en la
oreja de raton, mediante el procedimiento descrito anteriormente. Los resultados

se presentan en la tabla 2. En discusion de resultados.

La fraccion E (41-66, 7.8 g) fue sometida a fraccionamiento por cromatografia en
columna de 5 cm de didmetro empacada con 40 g de silica gel 60 GF-254 (5:1
silica muestra). La elucidén de esta columna se realizé a presion reducida y se
utilizé hexano 100% hasta la fraccién 8, posteriormente se utilizaron mezclas de
hexano:AcOEt (98:2) hasta la fraccién 23 y 96:4 hasta la fraccion 30.

Con los eluatos 14-25 (3.2 g) se prepard una nueva columna cromatogréafica, de 3

cm de diametro, 20 g de silica gel 60 GF-254, 5:1 silica muestra, a presion

reducida, y los datos para esta columna se muestran a continuacién en la tabla 7
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Eluato Fraccion Pesoc Eluyente Copmpuesto
(g). (Hex-AcOEt) ldentificado
1-5 E, 1.50 98:2
6-10 E, 0.85 94:6
11-15 E, 1.70 90:10 7-Hidroxicada
leno (57)
16- 23 E. 2.0 85:15

Tabla 7. Fracciones obtenidas de los eluatcs 14-24

De ta fraccién E, se aisldé un compuesto sélido cristalino, el cual se purificd
mediante recristalizaciones sucesivas empleando acetona a temperatura ambiente,
obteniéndose 35 mg de 7-hidroxicadaleno. Sus caracteristicas fisicas vy

espectroscdpicas son las siguientes.

HO. . l

7-Hidroxicadaleno (57)
Rf 0.35 (hex-AcOEt 9:1)

PM 214

Pf115-6°C

IR (espectro 4, CHCL, cm™), 3622, 2972, 1692,

RMN'H (espectro 6, 500 MHz, CDCL,),5 .J (Hz); 7.89 (1H, s, H-5), 7.25 (1H, s, H-
8), 7.15 (2H, dd, J=7, H-2 y H-3), 4.96 (1H, s, OH), 3.67 (1H, hep, H-12), 2.55 (3H,

s, H-11), 2.46(3H, s, H-15), 1.37 (6H, d, H-13 y H-14).
EMIE (espectro 5 m/z (int.rel)) 214 (75),199 (11),173 (14), 154 (100),136 (88), 12
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(15), 107 (21), 89 (18), 77 (19).
Los datos obtenidos para esta substancia y los comparados con la literatura [17]

permitieron establecer la identidad de esta substancia, tabla 8

Asignacion Datos informados Datos observados 500

H 300 MHz, CDCl;: MHz CDCI,

H-2, H-3 7.15 7.15,dd(J=7)
H-5 7.85,5 7.89s
H-8 7.235 72553
H-11 254 s 2.55,s

H-12 3.66,m 3.67 hep

H-13,H-14 1.36,d 1.37.d
H-15 2.45d 2.46s

Tabla 8 Comparacion de los datos obtenidos para 57 con los informa-
dos en la literatura [17].

La fraccion G (88-115 9.4 g) fue sometida a fraccionamiento en una columna
cromatografica empacada con 90 g de silca gel 60 GF-254 en relacién 10:1 de
silica muestra a presion reducida, iniciando la elucién con hexano 100% vy
posteriormente se utilizaron mezclas de hexano-AcOEt, obteniéndose los

siguientes resultados tabla 9.

Eluato Fraccion Peso Eluyente Compuesto
(g). {Hex/AcOEt) identificado

1-86 G, 1.8 hexano 100%

7-10 G, 0.8 98:2

11-16 G, 1.0 96:4

17-18 G. 1.5 9:1 Estigmastero! (13)

{-Sitosterol (12)

19-27 G; 0.55 85:15

28 - 40 Ge 0.45 4:1

41-46 G, 1.2 76:25

Tabla 9 Fracciones obtenidas del eluato G
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De la fraccién G, cristalizod un sélido en forma de agujas que por sus constantes
fisicas y espectroscopicas y comparacion con una muestra auténtica resuitd ser

una mezcla de b-Sitosterol (12) y Estigmasterol (13).

Con las fracciones G,y G, (1.65 g) se prepard una columna cromatografica, 5 cm
de diametro, 16 g de silica gel 60GF-254, 10:1 silica muestra, a presion reducida.

Los datos obtenidos para esta columna se muestra en la tabla 10.

Eluato Fraccién peso Eluyente Compuesto
{mg) {Hex/AcOEt}  \dentificado
1-7 G1 150 98:2
8-15 G2 700 9:1
16 - 24 GY%¥ 350 87:13 Naftalinona (8)

Coumarina (124)
25 - 32 G4 200 80:20

Tabla10. Fracciones obtenidas de Gy y G;

Debido a que la separacion no fue eficiente, la fraccion G-3' (350 mg) fué aplicada
sobre una cromatoplaca preparativa (1.5 mm, 20 x 20 cm) eluida una vez con una
mezcla de hexano-acetato de etilo, 8:2. De esta placa se extrajeron 45 mg de un
solido cristalino que se identificd como la cumarina (130) (7-3',3'-dimetilaliloxi-
cumarina), y un aceite de color amarillo que se caracterizé como naftalinona (8)

Las caracteristicas fisicas y espectroscépicas de estos compuestos son las

siguientes.

7-[3,3-dimetilaliloxilcumarina (130)

Rf =0.55 (hex-AcOEt 85:15).
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UV A, MeOH: 324nm (¢ 13639), 205.5 (¢ 31510)
IR (espectro 38, CDCl, cm™) 1729, 1614, 1279

RMN'H (espectro 41, 300 MHz, CDCI,), 8,J (Hz); 7.63 (1H, d, J=9, H-4), 7.35 (1H,
d, J=8.5, H-5), 6.85 (1H, d, J=2.5, H-8), 6.83 (1H, dd, J=2, 7.5, H-6), 6.24 (1H, d,
J=9.5, H-3), 5.47 (1H, t, H-2"), 4.57 (2H, d, J=6.5, H-1"}, 1.79 (6H, d, H-4" y H-5").

RMN®C (espectro 39, 125 MHz, CDCI, 8): 161.29 (C-2), 113.00 (C-3), 143.43 (C-
4), 128.68 (C-5), 113.25 (C-6), 162.21 (C-7), 101.62 (C-8), 155.94 (C-9), 112.46 (C-
10), 65.46 (C1°), 118.70 (C-2), 139.24 (C-3°), 25.77 (C-4°), 18.25 (C-5').

EMIE (espectro 40, m/z (int.rel.) 230 (6), 162 (100), 134 (36), 69 (44), 41 (34),

Los datos obtenidos para esta substancia y los reportados en la literatura [39,40)

permitieron establecer la identidad de esta substancia, tabla 11

Asignacion Datos informados 300 Datos observados 500

H MHz, CDCI, MHz, CDCI,.

H-3 6.20, d J=9Hz 6.24, d J=9.5Hz
H-4 7.60, d J=9Hz 7.63, d J=9Hz

H-5 7.34, d J=9Hz 7.35, d J=8.5Hz

H-6- 6.84 m 6.83,dd,J=2,7.5
H-8 6.84, m 6.85,d,J=2.5

H-2' 548, m 547t

H-1' 455, d 457, d,J=6.5

H-3' 1.75, d 1.79, d

Tabla 11 Comparacion de los datos de RMN'H observados en el presente tra-
bajo con los informados en la literatura para 130 [45, 46].
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4-Hidroxi-2-isopropil-4,7-dimetil-1(4H) naftalinona (8)

Rf 0.62 (hex-AcOEt, 85:15)

PM 230

UV (MeOH) A max (g): 275.4 (275.23), 236.0 (422.43), 210.2 (663.93)

[a]p? =5 (c 3, MeOH)

IR (espectro 7, CHCI, cm™); 3586, 2965, 2930,1662,1611,1263

RMN'H (espectro 9, 300 MHz, CDCl,), 8, J (Hz); 7.89 (1H, d, J= 1.0 H-8), 7.65 (1H,
d, J=8, H-5), 7.40 (dd, J=2y 7,H-6) 6.69 (1H, d, J=1.6, H-3), 3.08 (1H, hepd, H-12),
2.40 (3H, s, H-15),1.59 (3H, s, H-11), 1.07 (6H, dd, H-13, H-14).

EMIE (espectro 8 m/z (int. rel) 230 (25), 215 (100), 197 (23),187 (88), 173 (20)

Los datos de RMN'H obtenidos para este compuesto y los comparados con

fos de la literatura se muestran en la tabla 12.
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Asignacién Datos informados Datos observados 300
300 MHz, CDCI, MHz, CDCI,
H-3 d, 6.53 d, 6.69
H-5 d8.14 d, 7.65
H-6 dd,7.04 dd, 7.40
H-8 d, 7.52 d, 7.89
H-11 s, 1.41 5, 1.59
H-12 qd, 3.25 hepd, 3.08
H-13, H-14 dd, 1.11 dd,1.07
H-15 s, 2.19 5.2.40
Tabla 12. Comparacion de los datos de RMN'H obtenidos y reportados
para 8 {20]

La fraccion | (131-145, 7.8 g) fue sometida a fraccionamiento por cromatografia en
columna de 3 cm de diametro empacada con 13 g de silica gel 60 GF-254 (5:1
silica- muestra). La elucion de esta columna se realizb a presion reducida y se
utilizé hexano-AcOEt, iniciando la elucion con 95:5 hex-AcOEt, obteniéndose los

resultados mostrados en la tabla 13.

Eluato Fraccién Peso Eluyente Compuesto
{9) {Hex-AcOEt) Identificado
1-7 I 1.234 95:5
8-9 t, 2.458 9:1 acido cadalen-15-
oico (126)
10-13 4 1.321 9:1
14-186 | 4 0.528 8.2
17 -23 is 0.328 8:2
24 - 30 | g 0.245 7:3 2 ,6-dihidroxi,4,7-dimetil-3-
(4H)calamenano(127)

31-34 [ 1.385 73

Tabla 13. Fracciones cbtenidas de l.

La fraccion |, presenté cristales blancos, las cuales se recristalizaron de acetona a

temperatura ambiente, obteniéndose 8.5 mg de acido cadalen-15-oico (126). Las
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caracteristicas fisicas y espectroscépicas de este solido son las siguientes.

HOOC | I

Acido cadalen-15-cico (126)
Rf 0.44 (hex-AcOEt, 4:2)

PM 228

pf: 168-170°C

UV (MeQH) X max (g): 335 (165.3), 285.5 (501.6), 241.5 (3283.2, 213(2017.8)
[a]o?=5 (c 2, Me.OH)

IR (espectro 15, CHCl;, cm™); 3618, 1696, 1607.

RMN'H (espectro18, 500 MHz, CDCI,), &, J (Hz); 8.05 (1H, d, J=1.8,H-4), 8.15
(1H,d,J=1.5, 8.5, H-2), 8.09 (1H, d, J= 8.5, H-1}, 7.4 (2H, dd, J=8, H-8 y H-9), 3.86
(1H, hep, H11), 2.70 (3H, s, H-14), 1.42 (6H, d, H-12, H-13).

RMN®™C (espectro 16, 125 MHz,CDCl,) 125.42 (C-1), 124.69 (C-2), 144.78 (C-3),

128.01 (C-4), 132.16 (C-5), 130.67(C-6), 125.72 (C-7), 129.34 (C-8), 122.45 (C-9),
135.72(C-10), 28.45 (C-11), 23.78 (C-12,13), 172.03 (C-15).
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EMIE (espectro 17, m/z, (int.rel.) 228 (72), 213 (100), 169 (12), 153 (17), 154 (26).

La fraccion |, (.245 mg) se fraccioné nuevamente por cromatografia a presion
reducida en una columna de 2 cm de diametro, empacada con 1.5 g de silica gel
60 GF-254 (5:1 silica muestra) y con una mezcla de Hex-AcOEt 75:25 como

eluyente, las fracciones resultantes de esta separacion fueron:

les (eluatos 1-3, 102 mg), |l (€luatos 5-9, 60.0 mg), | (eluatos 10-14, 65 mg)., _
La fraccion |, (65 mg) se aplicé sobre placa preparativa (2.0 mm, 20x20 cm)
eluyéndose una vez con hexano-acetona 7:3 separandose una banda color verde
obscuro. De esta placa se extrajeron 15 mg de 2,6-dihidroxi-4,7-dimetil-3-(4H)
naftalinona (127) como un solido en forma de polvo de color blanco. Las

caracteristicas fisicas y espectroscopicas son las siguientes.

HO

O

2 ,B-dihidroxi-4,7-dimetil-3-(4H)
naftalinona (127)

Rf 0.56 (hex-AcOEt, 7:3)

PM 246

Pf: 198-200°C

UV (MeOH) A max (g): 308.5(711.76), 256(2925.76), 204.5(1525.2).

IR (espectro 22, CHCI,, cm™) 3618, 1696, 1607,2975, 2930.
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RMN’H (espectro 25, 300 MHz,CDCl,), 8, J (Hz); 7.72 (1H, s, H-8), 6.75 (1H, s, B-
5), 6.04 (1H, d, J=1.5, H-3), 5.39 (1H, s, OH), 3.25 (1H, s, OH), 2.27 (3H, s, H-15),
2.09 (3H, s, H-11), 1.90(1H, het, H 12), 0.87 (3H, d, H-13), 0.84 (3H, d, H-14).

RMN®C (espectro 24, 125 MHz, CDCI;) 129.03 (C-4), 79.39 (C-2),131.96 (C-3),
129.03 (C-4), 110.74 (C-5), 159.88 (C-6), 123.57 (C-7), 130.04 (C-8), 139.71 (C-9),
126.76 (C-10), 19.11 (C-11), 39.73 (C-12), 17.10 (C-14), 16.81 (C-13), 15.30 (C-
15).

EMIE (espectro 23, m/z (int.rel.); 246 (26), 204 (98), 175 (100), 176 (90), 161 (19),
71 (16), 43 (52), 41 (18).

La fraccion K (158-169, 4.1 g) fue sometida a fraccionamiento en una columna
cromatografica empacada con 20 g de silica gel 60GF-254 (5:1 silica muestra ) a
presién reducida. El desarrollo de la cromatografia se llevé a cabo utilizando
mezclas de hex-AcOEt como eluyente, e iniciando la elucién de la columna con 9:1
hex-AcOEt, 'incrementando la polaridad gradualmente con dicha mezcla. El

desarrollo de dicha cromatografia se muestra en la siguiente tabla.

Eluato Fraccién Peso Eluyente Compuesto
{g). {Hex/AcOEY) Identificado
1-2 K, 0.523 90:10
3-4 K, 0.612 85:15
5 K, 0.754 80:20
6-9 Ka 0.542 75:25 Glicerido
10-14 Ks 0.862 70:30

Tabla 14. Fracciones obtenidas de K

De la fraccion K, se aislé un compuesto sélido cristalino, purificandose mediante

recristalizacion  sucesiva, empleando acetona a temperatura ambiente,
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obteniendose 35 mg de un compuesto que por sus caracteristicas fisicas vy

espectroscopicas corresponden a un glicérido
Rf 0.24 (hex-AcOEt, 7:2)

Pf:118-120°C

IR (CHCl,,cm™): 3622, 2927, 2854,

RMN'H (300 MHz,CDCl,), & 5.34 (hidrégenos vinilicos), § 2.01(hidrogenos alilicos)

y & 3.84 (hidrogenos doblemente alilicos).

La fraccion L (170-193, 6.8 g) fue sometida a fraccionamiento en una columna
empacada con 35 g de silica gel 60 GF-254 (5:1 silica muestra) a presiéon reducida.
En este caso, se utilizaron mezclas de hex/AcOEt 9:3, obteniéndose los resuitados

que se muestran en |a tabla 15.

Eluato Fraccién Peso Eluyente
{g) {hex-AcOEt)
2.3 97.3
4-7 L, 1.75 95.5
8-12 L‘2
13-15 La 1.92 90.10

Tabla15. Fracciones obtenidas de L

Con los eluatos 8-12, que integraron la fraccién L, se preparé una nueva columna
cromatografica, de 2 cm de didmetro, 10 g de silica gel 60 GF-254 (5:1 silica

muestra), que se desarrollé a presion reducida. Los datos de esta columna se

muestran en fa tabla 16.
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Eluato Fraccién Peso Efuyente Compuesto
{9) (Hex/AcOEt) Identificad
1-15 L, 0.342 95:5
16 -17 L, 0.298 90:10 Calamenano
(66)
18-22 L, .0424 85:15

Tabla 16. Fraccicnes obtenidas de L,
De la fraccién L, se aislé un compuesto sdlido cristalino, el cual se purifico
mediante cristalizacion sucesiva de acetona a temperatura ambiente, obteniéndose

10.5 mg de acido 7-metil-a-hidroxi-calamen-15-oico (66). Sus caracteristicas fisicas

y espectroscopicas son las siguientes.

HOQC

Acido 7-Metil-a-hidroxicalamen-15-oico (66)

Rf 0.36 (hex-AcOEt, 7:3)

PM 248

Pf: 203-205°C

UV (MeOH) A max () 277.5 (44.40), 237 (263.22), 2086.5 (722.

[a]o? = 21 (c 2 MeOH)
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IR: (espectro 11, CHCI,, cm™); 3294, 2957, 2872, 1680, 1433, 1273.

RMN'H (espectro 14, 500 MHz, CDCI,) 5, J (Hz) 7.99 (1H, s, H-4), 7.92 (1H. dd, J=
2, 8.5 Hz, H-2), 7.70 (1H, d, J=8.5, H-1), 2.69 (1H, q, H-10), 2.34 (1H, oct, H-11),
1.7-2.0 (4H, m, H-8, H-9), 1.5 (3H, s, H-14), 1.05 (3H, d, H-12), 0.79 (3H, d, H-13).

RMN™C (espectro 12, 125 MHz CDCl,): 126.00 (C-1), 126.48 (C-2), 148.07 (C-3),
129.22(C-4), 138.78 (C-5), 128.29 (C-6), 69.21 (C-7), 36.33 (C-8), 19.57 (C-9),
42.81 (C-10), 31.01 (C-11), 20.93 (C-12}, 17.57 (C-13), 30.81 (C-14),168.10 (C-15).

EMIE (espectro 13, m/z ( int.rel) 248 (3), 233 (54), 187 (73), 143 (100), 128 (28),
115 (14).

Los datos de RMN'H obtenidos para esta substancia y los informados en la

literatura se resumen comparativamente en la tabla 17.

Asignacion Datos informados, 300 Datos observados
MHz, CDCI, 500 MHz, CDCI,.
H-1 7.70,d 7.70d, y=8.2
H-2 7.82, dd 7.92,dd, J=2,85
H-4 793, s 7.99, s
H-8, H-9 1.5-1.9,m 1.7-20,m
H-10 208 m 269, c
H-11 2.45, dqq 2.34, oct.
H-12 1.07, ¢ 1.05, d
H-13 0.70,d 0.79,d
H-14 153, s 1.50, s

Tabla 17 Comparacion de los datos de RMN'H obtenidos y reportados
para 66 [25]

De la fraccion M (194-211, 55 g) se someti6 a un fraccionamiento por
cromatografia en columna de 5 cm de diametro y empacada con 27.5 g de silica
gel 60GF 254 (5:1 silica muestra) la elucion de esta columna se realizd a presion

reducida y se utilizaron mezclas de hex-AcOEt, empezandose a eluir con hex-
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AcOEt 97:3 y los datos para ésta fueron los siguientes, tabla 18.

Eluato  Fraccién Peso Eluyente
{g). (Hex-AcOEt)

1-18 M, 0.885 97:3

17 M, 0.231 95:5
18-23 M, 0.802 92:8
24 -26 M, 0.955 90:1
27 -34 M, 0.432 85:15
35-42 M, 0.824 80:20
43-48 M, 0.101 78:22

Tabla 18. Fracciones obtenidas de M

Con los eluatos 27-34 (0.432 g M,) se prepard una nueva columna cromatografica
de 2 cm de diametro y empacada con 4.3 g de silica gel 60GF -254 (10:1, silica
muestra) a presién reducida, empezandose a eluir con hex-AcOEt 95:5. Los datos

obtenidos para esta columna fueron los siguientes tabla 19.

Eluato Fraccién Peso Eluyente Compuesto
(g). (Hex-AcOEt) Identificado
1-20 M, 0.68 95:5
21-26 M. 0.7 90:1
27 -34 My 0.101 85:15 Cariofan 1,9
p-diot (128)
35 - 46 M, 0.125 80:20 Dicadalenol (128)

Tabla 19 Fracciones obtenidas de M.
La fraccidn M, fue aplicada sobre placa preparativa (20x20, 0.2 ¢cm) eluida una vez

con una mezcla de hex-AcOEt (75:25). De esta placa se extrajeron 15 mg de un

solido cristalino que se denomind dicadalenol.
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Dicadalencl {129)

Rf= 0.35 (hex-AcOEt, 4:1).
PM 444
IR (CHCI,;cm™); 3621, 2973, 2928. 2875, 1437.

UV (MeOH) % ., (); 337.5 (444), 323 (3848); 288.5 (2072), 243 (112628), 204.5
(110704).

RMN'H (espectro 34, 500 MHz, CDCL,), 8, J(Hz); 7.77 (1H, s, H-5"), 7.12 (2H, dd,
J=7.5 y 8.0, H-2'y 3'), 7.05 (1H, s, H-8), 7.00 (1H, s, H-5), 4.85 (1H, s, OH), 4.
57(2H, dd, J=11,4, H-2), 3.68 (2H, d, J=12, H-11), 3.62 (1H, sept, J=7,H-12),
2.74(1H, m, H-12), 277 (3H, s, H-11), 2.37 (3H, s, H-157), 2.94 (1H, ddd,
J=12.8.4,H-4), 2.20 (2H, ddd, J= 14,4,4 H-3), 2.20 (3H, s, H-15), 157 (1H, s, OH),
1.34 (6H, d, H-13" H-14"), 1.09 (3H, d, H-13), 0.85 (3H, d, H-14).

RMN®™C (espectro 33, 125 MHz, CDCI,); 68.75 (C-1), 76:75 (C-2), 25.95 (C-3),
40.69 (C-4), 130.98 (C-5), 123.75 (C-6), 152.46 (C-7), 111.21 (C-8), 139.40 (C-9),
130.15 (C-10), 39.92 (C-11), 33.51 (C-12), 21.50 (C-13), 18.03 (C-14), 15.67 (C-
15), 131.03 (C-17), 129.77 (C-2)), 119.23 (C-3'), 142.67 (C-4"), 124.06 (c-5), 126.83
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(C-6'), 149.19 (C-7"), 112.10 (C-8"), 133.14 (C-9’), 127.99 (C-10’), 26.54 (C-171),
28.51 (C-12'), 23.64 (C-13'y 14'), 17.68 (C-15').

EMIE (espectro 32), m/z (int.rel); 444(48), 426(29), 383(12), 218(29), 175(100),
83(4), 69(6), 43(9).

Las caracteristicas fisicas y espectroscopicas del aceite amarillo corresponden a

128 y son las siguientes:

Cariolan 1,9-p-diol (128)
Rf 0.43 (hex-AcOEt, 4:1)

PM 238

IR (espectro 28, CHCI,, cm™), 3619, 3454, 2955, 2932, 2869

RMN'H (espectro 31, 500, MHz, CDCl,),8 (ppm),J (Hz): 2.22 (1H, ddd,12, 10, 8.5,
H-2), 1.54 (2H, t, 10, H-3), 1.89 (1H, ddd, 12,9,6,H-5), 1.30 (2H, m, H-6),1.53 (2H,
m, H-7), 3.44 (1H, t, H-9), 2.04 (2H, ddd, 15,12,5H-10), 1.64 (2H, td, 12,55, H-

11),1.47 (2H, d, H-12),1.00 (3H, s, H-13), 1.02 (3H, s, H-14), 0.93 (3H, s, H-15).

RMN®C (espectro 30, 125 MHz, CDCI ,): 70.852 (C-1), 38.157 (C-2), 34.036 (C-3),
35.051 (C-4), 43.940 (C-5), 20.441 (C-6), 34.451 (C-7), 39.326 (C-8), 72.236 (C-9),
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28.161 (C-10), 33.421 (C-11), 42.463 (C-12), 20.780 (C-13), 30.499 (C-14), 26.624
(C-15).

EMIE espectro 29, m/z (int.rel); 238 (8), 220 (37), 179 (66), 127 (98), 123 (100), 43
(69), 95 (62).

Los datos de RMN'H obtenidos para esta substancia y los informados en la

literatura para el cariolan 1B,9p~diol (128) se muestran comparativamente en la

tabla 20

Asignacidn Datos informados Datos Observados 500
H 400MHz, CDCI, MHz, CDCL,.

2-H 2.22,ddd,J=12,10,8.5 2.22,ddd,12,10,8.5
3-H 1.49,dd,10,9 1.54 110
5-H 1.89,ddd,12,9,6 1.89,ddd,12,9.6
6-H 1.39.m 1.39,m
7-H 1.55-1.42m 1.53,m
g9-H 344,13 3.44.t
10-H 1.77,ddt,15,5,3 2.04,ddd,15,12,6,3
11-H 1.51,m 1.64.td, 12.5,5
12-H 1.42d 1.47.d
13-H 1.00,s 1.00,s
14-H 1.025,s 1.025,s
15-H 0.93, s 0983, s

Tabla 20 datos obtenidos y reportados del cariolan-1,9-3-diol [47]

La fraccion N (212-227 10.2 g) fue sometida a un fraccionamiento por
cromatografia en columna de 5 cm de diametro y empacada con 51 g de silica gel
60 GF-254. La elucion de esta columna se realizd a presion reducida y se utilizaron

mezclas de hex-AcOEt, empezandose a eluir con hex-AcOEt 97:3 e incremento

gradual de la polaridad.
El namero de las fracciones resultantes de ta columna cromatogréfica anterior se
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Eluato Fraccion Peso Eluyente
{g.) {Hex-AcOEt)
1-8 N, 0.998 97:3
9-11 N, 2.74 95:5
12-19 N, 2.99 80:10
20-29 N, 1.855 85:15
30-39 N g 1.202 80:20

Tabla 21. Fracciones obtenidas de N,

Los eluatos 20-29 reunidos (fraccion N, 1.85 g) se sometieron nuevamente a un

fraccionamiento por cromatografia en una columna de 1.5 cm de diametro y

empacada con 18.5 g de silica gel 60 GF-254 (10:1 silica muestra). La elucion de

esta columna se realizo a presion reducida y se utilizaron mezclas de hex-AcOEt,

empezando la elucion con hex-AcOEt (95:5) e incrementando la polaridad

gradualmente.

El namero de fracciones resultantes de la columna cromatogafica anterior se

presenta en la tabla2.

Eluato Fraccion Peso {g). Eluyente Compuesto
(Hex-AcOEt) Identificado
1-9 N, 0.224 95:5
10-18 N, 0.345 g0:10
19 - 26 N, 0.128 85-15 Quercetina (9)
27-36 N, 0.422 80:20
37 -42 N 0.325 75.25

Tabla 22. Fracciones obtenidas de N,
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De los eluatos 19-26 (fraccion N, se aislé un compuesto sélido de color amarillo, el
cual se purificé mediante recristalizaciones sucesivas de acetona, a temperatura

ambiente, obteniéndose 45 mg de quercetina (9).

OH O

Quercetina (9)

Rf 0.40 (hex-AcOEt 73:35)

PM 302

Pf 304-306°C

IR (espectro 42, CHCI, cm); 3334, 1658, 1612, 1514.

EMIE (espectro 44), m/z (intrel): 302(100), 273(8), 153( 7), 137(8), 128(6) 97(3),
69(6)..

RMN'H (espectro 45 300 MHz, CDCly), 8, J(Hz); 12.1 (1H, s), 10.2 (1H,s), 9.0
(1H,s), 8.8 (1H,s), 8.5 (1H, 5), 7.75 (1H, d, J=2, H-27), 7.59 (1H, dd, J=2, H-6"), 6.9

(1H, d, J=8.5, H-57), 6.38 (1H, d, J= 2.0, H-8), 6.21 (1H, d, J= 2, H-6),

RMN"C (espectro 43, 300 MHz, CDCl,); 175.32 (C-4), 163:58 (C-7), 160. 56 (C-
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5),156.09 (C-9), 147.02(C-2), 146.05 (C-3'), 144.48 (C-4"), 135.45 (C-10), 122.30
(C-17), 119.90 (C-67),115.10 (C-57), 114.73 (C 27), 102.87 (C-3), 98.04 (C-6), 93.15
(C-8).

La tabla 23 muestra comparativamente los datos obtenidos de la quercetina

aislada de Heterotheca inuloides con los informados en la literatura

Asignacion Datos informados Datos observados

H 300 MHz, CDCI,. 500 MHz, CDCI,
H-6 6.17,d,J=2 6.21,d,J=2
H-8 6.37,d,J=2 6.38,d,J=2
H-5 6.87,d,J=8.5 6.9,d,J=8.7
H-6" 7.61,dd,J=2 7.59,dd,J=2
H-2° 7.72,d,J=2 7.75,d,J=2

Tabla 23. Datos obtenidos y reportados de la quercetina. (9) [47]

Al extracto de metanol de Heterotheca inuloides se le realizé una fraccionacién por
cromatogafia en columna a presion reducida (ccpr). Para ello, fue necesario
adsorber el extracto en gei de silice en una retacion 1:1 y se aplicé en una columna
empacada con silica gel GF-254 en una relacion 1:5. El desarrollo de la
cromatografia se llevé a cabo utilizando inicialmente hexano como eluyente e
incrementando la polaridad gradualmente con una mezcla de hexano-AcOEt. El

namero de las fracciones resultantes de la columna cromatografica anterior se

presenta a continuacién, tabla 24
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Eluato Fraccion peso (g) Eluyente Compuesto
{Hex-AcOEt) ldentificado
3-5 A 6.5 hexano
6-8 B’ 35 98:2 Estigmasterol (13)
9-12 C’ 4.1 95:5
13-20 D 16.0 93:.7
21-28 E 8.5 90:10
29-40 F 15.8 85:15
41 -55 G’ 10.3 80:20 Quercetina (9)
56 - 64 H’ 9.6 75:25
65 - 81 { 6.4 70:30

Tabla 24. Fracciones obtenidas del extracto de MeOH.
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Resumen y Conclusiones

El anélisis quimico y la evaluacién biolégica preliminar de Heterotheca inuloides
permitié la generacion de conocimientos referentes tanto a los constituyentes de
esta especie como de su actividad biolégica. En esta investigacion se aislaron ¥y
caracterizaron por métodos guimicos y espectroscépicos tres nuevos metabolitos
secundarios: dos sesquiterpenos de! grupo del cadinano, acido cadalen-15-oico
(126), y 2,6-dihidroxi-4,7-dimetil-3-(4H)-naftalinona (127), y un dimero de
sesquiterpeno también de tipo cadinano, al cual se le denomind triviaimente
dicadalenol (129). Ademas se aislaron cinco sesquiterpenos ya descritos en la
literatura; 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7), 7-hidroxicadaleno (57), naftalinona (8),
acido 7-a-hidroxicalamen-15-oico (66), cariolan-13,9p-diol (128), quercetina (9), la
cumarina (130), estigmasterol (13) y B-sitosterol (12), y un glicérido. Estos resultados
manifiestan la notable variacién que existe en los constituyentes de este vegetal, ya
que de las trece substancias, tres representaron metabolitos secundarios
novedosos. En el estudio preliminar de actividad anti-inflamatoria, se observé que el
extracto de metanol no presenté dicha actividad, sin embargo, el compuesto puro
aislado de este extracto, que fue la quercetina, si mostr6 actividad. Por otro lado, el
extracto de acetona mostré actividad, y de aqui se aislaron la mayor parte de los
metabolitos, incluyendo al dimero dicadalenol (129). Es importante sefialar que a
cada metabolito se le realizd el ensayo biologico, observandose que la mayoria de
ellos mostraron actividad. Los metabolitos con mayor actividad anti-inflamatoria .
fueron la quercetina (9), cariolan-1B,9p-diol (128) y el dicadalenol (129). La |
evaluacion de la dependencia con respecto a la dosis indicd que el compuesto con
mayor actividad fue el dicadalenol (129), seguido de ia quercetina (9), y por Ultimo
el cariolan-1p, 9p-diol. Conociendo que Heteroteca inoloides tiene sesquiterpenos
activos, resultaria conveniente conocer la actividad de estos compuestos en otro tipo
de ensayo, como el de la carragenina en la pata de ratén, asi como re-evaluar otros
sesquiterpenos presentes en esta especie para poder establecer la relacion entre la

estructura molecular y la actividad biologica.
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Espectro 1. IR (CHCI, cm™) 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7)
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IR (CHC{, cm™) 7-hidroxicadaleno (57)

Espectro 4.
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2-isopropil-4,7-dimetil-1(4H) naftalinona (8)

Espectro 7 IR (CHCI, cm™) 4-hidroxi,

IYIII1'll||!T?]'HIIH!]IHIIIITlTTr“'Ii'!ITP?I'IH!‘Il‘ﬂ]“l“]’ﬁr]ﬁ']ﬂ“!'l’Tﬂ'l"ﬂpTY]ﬂTr‘I’!l!‘lllll:[llll'll‘]lll]'”l’!“’“l|IIIIIIIIIII‘;HI'!IlIIIIlIlIIIIII'IN!IIIIHII'!Ii'lllIIIIII|III

: -
{llllllllilll;!!IIIIISIIEIIISU'll‘llllllﬁ!!_..l"

B P T R L




5L - - A | S R 11 Bl
1

29

[

“y!

Bel

a2l ait Bar 86

es B
'

|

(8) euoujeyeu (Hy)1-awip-

Ly

T

jidosdost

“_...‘_____

L4

a2

Ixo1piy

¢

‘v (A2 02) W3

[+1:] B P9
1 i
_ L T
a1 f44
| YT
|

’

SS

g onoads]

[ _.__

(R4




vLy i
L 948 942
0 Hdd 1 [+

th-h.._h..__.._._....p_rh.._._f.__..__—..n—....—....-....—-.Pbb...h—.._—_..-F-.n._-...»-...--..H.-b-F-LL

y

S

6

114

w..llJa«J.

7

(8) euouieyeu {Hp) | inaunp-; ‘p-idoidosi-g-xa1piy-¥ (F10AD 'ZHIN 00€) H.NIWY "6 ondads3

7




1

P

———
relemrererr—tr— ————
rrrt——

1|
ﬂ
|

0oy [wujyiBua@aepn 00¢

6/€10°€-"WU #0Z

o
L

r

Y90L6'L-"WU'0ZZ
ot

IOy

,/

#E£0966°0'Wu 662

|

(g) euouleleu (Hy)}-jiewip-2 p-idoidosi-z-xoIpiu-p (HOSW) DQ 01 on9ads3

83



IR (KBr, cm™) Acido 7-Metil-7-a-hidroxicalamen- 15-oico (66)

Espectro 11.
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IR (KBr, cm™') Acido cadalen-15-oico (126)

Espectro 15.
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IR (KBr cm) 2,6-Dihidroxi-4,7-dimetil-3(4H)-naftalinona (127)

Espectro 22.
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IR (CHCI,, cm) Cariolan-1p,9p-diol (128)

Espectro 28.
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Espectro 31. RMN'H (500 MHz, CDCI,) Cariclan-13,9p-diol (128)
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IR (CHCI,, cm™) 7-3',3'-dimetilaliloxi-cumarina (130)

Espectro 38.
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Espectro 42. IR (KBr, cm™) Quercetina (9)
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Espectro 43. RMN"”C (500 MHz, CDC},) Quercetina (9)
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