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1. Justificacion y Objetivas

L JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las plantas medicinales constituyen hoy en dia, materias primas valiosas para
realizar estudios conducentes a la bisqueda de principios activos de interés medicinal. Estas
investigaciones han permitido obtener compuestos bioactivos de interds terapéutico, para el
tratamiento de las enfermedades mis frecuentes que afectan a un vasto sector de la
poblacion no sélo de México sino de todo el mundo. Afortunadamente, en la actualidad el
interés cientifico por el estudio de las plantas medicinales ha cobrado fuerza a nivel
mundial y es cada vez mis notable el incremento de instituciones gubemamentales y
empresas farmacéuticas que se interesan por incorporar en su esquema de investigacidn,
estudios sobre especies vegetales empleadas en la medicina tradicional.

De esta forma, surge un gran interés por establecer programas que contemplen la
conservacién de la biodiversidad, en particular, la de especies medicinales para el posible
descubrimiento de fdrmacos. En este conlexto, se generd el programa internacional
denominado “Intemational Cooperative Biodiversity Group Program” (ICBG), el cual
estd patrocinado por ias siguientes instituciones gubermnamentales de los Estados Unidos de
América del Norte: National Science Foundation (NSF), U.S. Agency for International
Development (USAID) y National Institute of Health (NIH).

Los objetivos generales del programa intemacionat ICBG (Suffnes et al., 1995) son
los siguientes:

1. Proponer estrategias para identificar y preservar los recursos naturales renovables en

paises en vias de desarrollo.



I Justificacion v Objetivos

2. Establecer nuevas industrias que promuevan la investigacién de los recursos naturales

para el descubrimiento de firmacos novedosos.

3 Contribuir al crecimiento de la infraestructura de investigacion de los paises que

participan en el programa.

4, Buscar nuevos farmacos de origen natural para tratar algunas de las enfermedades mas

frecuentes que ocasionan problemas en un amplio sector de fa poblacion mundial.

5. Proporcionar apoyo para formar investigadores capacitados para realizar estudios sobre

los recursos naturales renovables de los paises que participan en el programa.

6. Implementar proyectos de investigacion de bajo costo para el estudio de los recursos

naturales renovables regionales que presenten un gran potencial terapéutico.

7. Desarrollar a largo plazo, las estrategias tanto ecologicas como econdmicas que
permitan el establecimiento de cultivos de recursos naturales con importancia

terapéutica en paises subdesarrollados.

En el programa intemnacional, participan algunos paises de Ameérica Latina en una
labor conjunta con los Estados Unidos de Amdrica del Norte, en el proyecto de

investigacion “Bioactive Agents from Dryland Plants of Latin America”; estos son:
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Chile, Argentina y México. Las instituciones cientificas norteamericanas que desarrollan el

programa antes mencionado son: la Universidad de Arizona y las compaiiias American

Cyanamid Company, Wyeth-Ayerst Laboratories y GWL Hansen’s Disease Center. En

Chile, la Universidad Catélica de Chile; en Argentina participa la Universidad Nacional de

la Patagonia y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y, por Gltimo, en

México, participa la Universidad Nacional Auténoma de México, a través de la Facultad de

Quimica y del [nstituto de Biologia.

La Facultad de Quimica a través de un convenio con la Universidad de Arizona

realiza las siguientes actividades:

a)

b)

c)

d)

Preparar los extractos orgdnicos de las especies que han sido seleccionadas
previamente mediante un criterio etnomédico.

Enviar los extractos para las evaluaciones biolégicas que se realizan en los
laboratorios de las compafias American Cyanamid Company, GWL Hansen's
Disease Center y Wyeth-Ayerst Laboratories.

Realizar el fraccionamiento biodirigido de los extractos que presentan
actividad biologica potencial.

Aislar y purificar los compuestos responsables de la actividad presentada.
Identificar, mediante métodos espectroscépicos y espectrométricos, los

compuestos aislados de las fracciones activas.

En el convenio establecido con la Universidad de Arizona, esta contemplada una

clausula de confidencialidad que tiene como fin no dar a conocer los resultados de la
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actividad biol6gica hasta establecer las patentes pertinentes. Por lo tanto, en el presente
trabajo de tesis no se describira ningiin resultade de tipo bioldgico.

Una de las principales metas de! proyecto “Bioactive Agents From Dryland Plants of
Latin America”, es el descubrimiento de nuevos farmacos potenciales a partir de algunas
especies medicinales de las zonas 4ridas de México.

Dentro de este contexto, se generd el presente trabajo de tesis, seleccionando la
especie Flourensia cernua (D.C.) con base en los resultados demostrados por el extracto
total de esta especie en los ensayos biologicos preliminares.

Esta investigacién tiene como objetivo general, realizar el aislamiento y la
caracterizacion de los principios activos responsables de la actividad biolégica demostrada,
para 1o cual se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar la investigacion bibliografica sobre la especie Flourensia cernua.

2. Preparar el extracto organico de las hojas de F. cernua, via un proceso de
maceracion.

3. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto organico de la planta,
mediante métodos cromatogrificos adecuados.

4, Aislar y purificar los compuestos de las fracciones bioactivas.

5. Establecer la estructura quimica de los compuestos aislados mediante el empleo de
métodos espectroscopicos, espectrométricos y quimicos.

6. Contribuir al conocimiento fitoquimico de la especie Flourensia cernua.
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11, INTRODUCCION

2.1 Antecedentes del género Flourensia

El género Flourensia pertenece a la familia Asteraceae, tribu Heliantheae, subtribu

Ecliptinae (Bohlmann et al., 1984), e incluye 15 especies algunas de las cuales, han sido

objeto de numerosos estudios conducentes a la determinacién de su contenido metabdlico.

Estas investigaciones han permitido el aislamiento de un gran nimero de metabolitos

secundarios; en el Cuadro 1 se resumen las especies incluidas en el género Flowrensia, asi

como los metabolitos secundarios aislados de las mismas.

Cuadro 1. Especies del género Flourensia y metabolitos secundarios aislados.

Especie Metabolitos secundarios Referencia
aislados
F. campestris Flavonoides Dillon y Mabry, 1977, Wollenweber vy
Yatskievych, 1985,
F. dentata Flavonoides Wollenweber y Yatskievych, 1985.
F. laxa Flavonoides Dillon y Mabry, 1977, Wollenweber vy

Yatskiavych, 1985,

F. thurifera

Flavonoides
Cumarinas
Benzofuranos
Benzopiranos

Faini et al., 1977.




1. hrrroducerdn

Cuadro 1. Especics del género Flourensia y metabolitos secundarios aislados (continuacién}.

{ F.cermua

—_— = =

—Heﬁbolitos

secundarios aislados

— —_— T

r ~ Referencia

"Dillon &f &/, 1976; Dillon y Mabry, 1977; Estel &!]

Flavonoides
al., 1994;; Estell at al., 1994y, Estell ot af,, 1896;
Fredrickson ef al, 1994; King e! al, 1996y,
Kingston ef al, 1975; Rao et al, 1970,
Wollenweber y Yatskievych, 1985,
Taninos Estell et al.,, 1994, Estell of al., 1996, King et al.,

1096.; Fredrickson ef af., 1994.

Compuestos fendlicos

Estell gf al., 1994, Estall of af., 1996; Fredrickson
et al., 1994; King a! al., 1996,; King et al., 1996y,
Schowalter, 1996.

Terpenoides Estell et al., 1994,; Estell of al.,, 1994, Eslell et
al.,1996; Fredrckson et al, 1994; King st al,
1996,; King el al., 1996y, Kingsten et al, 1971,
Kingston et al, 1975; Naidu y Rao, 1979;
Pettersen ot al., 1975; Schowalter, 1996,
Acetofenonas Bohimann y Grenz, 1977; Estell ot al, 1994,
Estell et al., 1996.
Alcaloides Estell ot al., 1994,; Estell ef &, 1996,
Benzopiranos Bohimann y Grenz, 1977; Fredrickson st al,
1994; Naidu y Rao, 1979.
Benzofuranos Fredrickson el al., 1994,
Cetonas Bohimann y Grenz, 1977,
F. monticola Flavonoides Wollenweber y Yatskievych, 1985
F. resinosa Flavonoides Beohlmann y  Grenz, 1977; Wollenweber y
Yatskievych, 1985.
Terpenoides Rodriguez y Rodriguez, 1972; Wollenweber y
Yatskievych, 1985.
Acetofenonas Bohlmann y Grenz, 1977.
Benzofuranos Bohimann y Grenz, 1977
F. retinophylla Flavonoides Dillon y Mabry, 1977; Stuppner y Miller, 1994,
Wollenweber y Yatskievych, 1985.
F. iHicifoh'a Flavonoides Dillon y Mabry, 1977; Wollenweber y Yatskievych
1985,
F prr[chern'ma Flavonoides Wollenweber y Yatskievych, 1985
F. macrophylla Flavonoides Bohimann et al., 1984; Wollonweber y
Yatskiovych, 1985.
Terpenoides Bohimann ef al., 1984,
Acetofenonas Bohimann ef al., 1984.
F. oolepis Flavonoides Guerreiro et af, 1979; Wollenweber y
Yatskievych, 1985.
TC(pcnoidcs Guerreiro a! al., 1979; Priotti y Zygadlo, 1977.
F. heterolepis Flavonoides Bohlmann y Jakupovie, 1979; Wollenweber y
Yatskievych, 1985,
Tcrpenoides Bohimann ot af, 1984; Bohimann y Jakupovic,
1979,
Benzopiranos Bohlmann y Jakupavic, 1979,
Acetofenonas Bohimann et al, 1984; Bohlmann y Jakupovic,

1979,

Compuestos Aromdticos de

tipo Cs-C3

Bohimann y Jakupovic, 1979.
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Cuadro 1. Especies del género Flourensia y metabolitos secundarios aislados (continuacién).

Metabolitos
secundarics aislados

=

Referencia

" | Bohimann ¥ Jakuﬁt‘:, 1979.

F. heterglepis Cetonas
F. climax Flavonoides Muller, 1940
F, laurifolia Flavonoides Gyerrero y Flores, 1990,

De los compuestos incluidos en el Cuadro 1 se desprende que los flavonoides

representan los constituyentes mayoritarios de este género (Fredrickson et al., 1994). En

consecuencia, se considerd apropiade realizar una recopilacién de los flavonoides aislados a

partir de las diferentes especies de Flourensia. En el Cuadro 2 se muestra la informacidn

derivada de la misma, indicando las estructuras de los flavonoides obtenidos hasta 1a fecha.

Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia.

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
F. cermua Wollenweber y Yatskievych,
OH ¢ 1985.
R O
CH;0
OH O
R
(1) OCH; 4 5-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona
Circimaritina
(2) OH 4’.5,7-trihidoxi-6-metoxiflavona
Hispidulina
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuzcidn).

| ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
F.resinosa Wollenweber y Yatskievych,
1985.
R 0
R OH O
(3) OH 5,7-dihtdroxiflavona
Crisina
(4y OCH, 5-hidroxi-7-metoxiflavona
Tectocrisina
F. resinosa ) Wollenweber y Yatskievych,
Rz 1 1985.
Ry O
OH O
R R;
(5) OH OH 5,7 4 -trihidroxiflavona
Apigenina
(6) OH OCH, 4’-éter metilico de la
apigenina
(7) OCH; OCH; 7.4’ -éter dimetilico de la
apigenina
F. resinosa R, [ Wollenwebery Yaiskievych,
2
1985.
Ry O
OCH;
OH O
Rl R;
(8) OH OH 3-&ter metilico del camperol
(% OCH; OH 3,7-éter dimetilico de!
camperol
Kumatakenina
(10) OH OCH, 34'-éter dimetilico del
camperol
Ermanina
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacién).

| ESPECIE |

F. resinosa

T_ - REFERENCIA ]
resinosa Wollenweber y Yatskievych, !
1985,
R,
Ry R,
(1) CH OCOH Galangina

{12) OH OCH, 3-éter metilico de la galangina

(13) OCH; OH 7-éter metilico de la galangina

F. resinosa Wollenweber y Yatskievych,
1985,
)
F. resinosa Wollenweber y Yatskievych,
1985.
(15) 7-€ter metilico de la apigenina
F. resinosa Wollenweber y Yatskievych,

OCH;,

OH O

(16) 3,3’-éter dimetilico de la quercetina

1985,
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacion).

(20) 3-éter metilico de la quercetina
{9) 3,7-éter dimetilico del camperol
Kumatakenina

| Especiz | " COMPUESTO ) REFERENCTA
I resinosa 11.' oH | Wollenweber y Yatskievych,
1985.
HO
CH;O
OH O
u i _(17) 3,6-éter dimetilico de la galetina -
F. cernua Wollenweber y Yatskievych,
OH
1985.
R
(18) OH 6-éter metilico de la
escutelareina
(19) OCH;  6,7-éter dimetilico de la
B escutelareina
F. cernua Wollenweber y Yatskievych,

1985.

F. illicifolia

(8) 3-éter metilico del camperol

Dillon y Mabry, 1977.
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1. Introduccion

Cuadro 2. Fiavonoides aislados del género Flourensia (Continuacién).

|

SPE

1

CI

C

ll

m o]

F. oolepis

heterolepti

jﬁ REFERENCIA
- —

—

=

_(21) 3- hldroxlﬂavanona

F. hetero[ep:s

CH;0 l 0 O

(22) 7-metoxiflavanona

Wdﬁ-®$7mtsmych,
1985.

Woil?v&?bei' E&ékievygﬁ.—.
1985.

[F- heterolepis

Wollenweber y Yatskievych,
1985.
OH
CH;30 0 O
OH O
{23) 7-metoxi-8-isopentenil-eriodictiol
F. oolepis Wollenweber y Yatskievych,

°‘*
.6
0

(24) 2’.4"-dihidroxichalcona

1985.
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Cuadre 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacion),

REFERENCIA

R R: Rs
(26) OH OCH; OCH,; 3.6-éter dimetilico de
lz quercetagetina
(27) OCH; OCH, OCH; 3.6,3'-éter trimetilico
de la quercetagetina

1985.

ES
F, heterol Wollenweber y Yatsluevycll
1985.
(25) OG-éter metilico de la galetina
(8) 3-éter metilico del camperol
i_ {17) 3,6-éter dimetilico de la galetina
F. illicifolia Wollenweber y Yatskievych,

F. illicifolia
F. retinophylia

OH O

(28) 5,7-dihidroxiflavanona
Pinocembrina

Wollenweber y Yatskievych,
1985.

F. retinophylla

(%) 3,7-éter dimetilico del camperol

Kumatakenina

Wollenweber y Yatskievych,
1985.
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia {continuacién).

ESPECIE

~ COMPUESTO

F. retmoph yila

P s e —— T ==

OH

F. retinophylia -

R

{30) OCH; 5,7-dihidroxi-3’-metoxiflavanona
(31) OH 5,73 -tohidroxiflavanona

] Etupanm y Iﬁijllcr, 1994. |

F. illicifolia

OCH;

(32) 3,6,3-¢ter trimetilico de la quercetagetina
Jaceidina
{9) 3,7-éter dimetilico del camperol
Kumatakenina

Ditlon et al., 1977.
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacién).

|_ESPECTE
F. thurifera

e i N e .

COMPUESTO

REFERENCIA

E B — Py

(33) 7-éter metilico de la quercetina

Faini er al., 1997,

F. retinophylla

(9) 3.7-éter dimetilico del camperol
Kumatakenina

Stuppner y Miiller, 1994,

F. campestris
F. illicifolia

(17) 3.6-éter dimetilico de la galetina

Dillon er al., 1977.

F. hererolepr's

(22) 7-metoxifiavanona

Boh!mann y Jakupovic, 1979.

F. cermua

OH

Glu

(34) 6,8-di-C-glucopiranosilapigenina
Vicenina-2

Dillon et al., 1976.

F. cernua

OH

{35) 6-C-xilopiranosil-8-C-glucopiranosil
apigenina

Vicenina-1

Dillon et al., 1976

14
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacién).

COMPUE_.E'IG -

T

-— - - =
REFERENCIA

L.
L.
F. cernua

ESPECIE

(36) 6-C-arabinopiranosil-8-C-gluco-
piranosilapigenina
Isoschaftosido

Dillon et al., 1976.

F. retinophylla
F. illicifolia

':(28) S,fl—dihidrdi(iﬂavanona
Pinocembrina

Dillon et al., 1976.

(37) ) 6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-a-L-
arabinopiranosilapigenina
Schaftosido

F. resinosa

(3) 5,7-dihidroxiflavona
Crisina

Rodriguez y Rodriguez,
1972.

F. illicifolia

(25) 6-€ter metilico de la galetina

Dillon et al., 1977.

F. oolepis

(21) 7-hidroxiflavanona
(24) 2’ 4’-dihidroxichalcona

Guerrero et al,, 1979,

F. retinophylla
F. cernua

(9) 3,7-éter dimetilico del camperol
Kumatakenina

Dillon et al., 1977.
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Cuadro 2. Flavonoides aislados del género Flourensia (continuacién).

B U — T —

| ESPECIE | ] COMPUESTO |  REFERENCIA _
F.cenma | Diilon er al., 1976. )

(38) 6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-f-L-
arabinopiranosilapigenina
Neoschaftosido

(1) 4,5-dihidroxi-6,7-dimetoxiftavona
Circimaritina

(2) 4°,5,7-tohidroxi-6-metoxiflavona
Hispidulina

(9) 3,7-éter dimetilico del camperol
Kumatakenina

(20) 3-éter metilico de 1a quercetina

F. retinophylla 4 (28) 5,7-dihidroxiflavanona

Stuppner y Miiller, 1994.
Pinocembrina

F. laurifolia Guermrero y Flores, 1990.

(39) 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona
Oroxylina A

F. heterolepis (23) 7-metoxi-8-isopentenil-eriodictiol

Bohlmann y Jakupovic,
1979.

16
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Cuadro 2. Flavonoides aislados det género Flourensia (continuacién),

[ _ESPECIE | — — — COMPUESTO _ | ~ REFERENCIA _ |
F. Eir{foh’a Guerrero y Flores, 1950.
OH
OH
0 O X
OH ©O
(40) 4’.,5,5”-trihidroxi-6" 6" -dimetil
Az-dihidropirano [2”-3”-h] flavanona
Laurifolina

Cabe mencionar que desde el punto de vista bioldgico, son escasas las
investigaciones realizadas sobre el género hasta el momento. Existen solamente dos
estudios descritos conducentes a la determinacién de la toxicidad de los extractos
obtenidos de F. cernua y F. thurifera. En el caso del extracto de las flores de F. cernua, seé
emple6 el bioensayo del pez dorado (Gersdorff, 1930), y los resuitados obtenidos
demostraron que la toxicidad de este extracto no es significativa (Kingston er al., 1975).

Por otro lado, el extracto metanélico de las hojas y tallos de F. thurifera en el
ensayo de toxicidad sobre Artemia salina, demostré una actividad significativa contra el
crusticeo (CLsp = 10.2 ppm); los resultados derivados de este bioensayo permitieron
establecer que diversas cumarinas y benzopiranos presentes en la planta son los compuestos

responsables de la toxicidad demostrada por este extracto (Fainti et al., 1997).



1. Introduccion

2.2 Antecedentes sobre la especie Flourensia cernua (D.C.) [Asteraceae]

La especie Flourensia cernua (D.C.) se distribuye principalmente en el desierto de
Chihuahua, asf como en los estados de Coahuila, San Luis Potosi, Nuevo Le6én, Durango,
Sonora y Zacatecas; la especie se localiza también al sureste de Estados Unidos, en Nuevo
México, Arizona y Texas (Estell er al., 1994,; Estell e al., 1996; Fredrickson et af., 1994;
King et al., 1996, Martinez, 1979, 1989).

F. cernua es un arbusto gue usualmente mide menos de 1 m, pero puede alcanzar
hasta 2 m de altura en algunos lugares; tiene flores amarillas, las ramas son de color verde
amarillento y las partes aéreas tienen vellocidades; las hojas son olorosas y de sabor amargo
(Martinez, 1979).

La especie es llamada comiinmente hoja se, hoja sen, arbusto de remolacha, arbusto
barnizade y cepillo negro (Estell ez al., 1994y, Fredrickson et al., 1994, Richerson y Boldt,
1995).

En México, la decoccién de las hojas y las flores se utiliza como un remedio para la
indigestion y otros malestares (Fredrickson et al., 1994; Martinez, 1979, 1989; Richerson y
Boldt, 1995). El Instituto Nacional Indigenista, reporta el uso de esta planta tinicamente
para las mujeres que presentan la suspensién de su pericdo menstrual para lo cual, se toma
la infusién de la rafz (Emes ef al., 1994}). Otra utilidad terapéutica que se ha reportado es
que la infusién de las hojas se emplea como expectorante en malestares de las vias

respiratorias (Diaz, 1976, ).

i8
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1. Introduccidn

A 1a fecha, se han descrito en la literatura algunas investigaciones acerca de la
composicién nutricional de esta especie; algunos autores han descrito que el perfil
nutricional de Ja misma es similar al de la atfalfa, lo cual sugiere que una dieta a base de
esta planta puede tener beneficios nutricionales para €l ganado debido a su alto contenido
de proteina cruda (King ef al.,1996;) y minerales.

Algunos estudios reportados en la literatura, han indicado que las hojas de este
arbusto pueden ser (6xicas para diversas especies de herbivoros (Estell er al., 1994y,
Fredrickson et al., 1994; Richerson y Boldt, 1995). Varios autores han reportado que tanto
el fruto como las flores de F. cernua son téxicas para el ganado, por lo que su consumo esté
restringido; por tal motivo, se sugiere que se determine en qué etapa del crecimiento de la
planta es conveniente que se consuma (Estell er al., 1994,; Fredrickson er al., 1994;
King er al., 1996). Asi mismo, se ha determinado que la presencia de metabolitos
secundarios de naturaleza terpenoide en la superficie de las hojas de F. cemnua, son los
compuestos responsables de la toxicidad observada al ser consumida por el ganado (Estell
et al., 1994,), Como consecuencia de 1o descrito previamente, se considera que F.cernua
posee un mecanismo de defensa en contra de algunos herbivoros; por ejemplo, Esteli y
colaboradores (1996), reportaron que algunos alcaloides y terpenoides son los compuestos

que estdn presentes durante la etapa temprana del desarrollo de esta especie.
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Figura 1. Flourensia cernua (D.C) [ Asteraceae].
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11 Parte Experimental

I1I. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimientos generales

Los andlisis de cromatografia en columna abierta, se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales en columnas de vidrio de diferentes capacidades, empleando como
agente adsorbente gel de silice Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5-7.0 AST. Con
el fin de monitorear el desarrollo de las mismas, se utilizé la técnica cromatogrifica en
capa fina (ccf). Los anilisis correspondientes se realizaron en placas de aluminio
recubiertas con gel de silice (silica gel 60 GFas4 Merck), con un espesor de 0.25 mm. Para
ello, se utilizaron varios sistemas de elucién (Cuadro 3) y como agente cromdgeno se
empleé una disolucién de sulfato cérico; antes de revelar con este reactivo, se procedis a
visualizar cada placa con luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365 nm); para el
desarrollo del color fue necesario calentar 2 minutos a 110 °C aproximadamente. Para
efectuar las cromatografias en capa fina modalidad preparativa, se utilizaron placas de
vidrio de 20X20 cm recubiertas con gel de silice de 0.25 cm, utilizando diversos sistemas

de elucién y sulfate cérico como agente cromégeno (Lowery, 1993).
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3.1.1 Determinacién de las constantes fisicas, espectroscopicas vy

espectrométricas de los productos naturales

Los puntos de fusidén se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estén
corregidos. Los espectros en ¢l IR se registraron en un espectrofotémetro de rejilla
Perkin-Elmer, modelo 599-B ¢ en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla de KBr o en
pelicula.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN 'H) y de
Carbono-13 (RMN '*C) se generaron en un aparato Varian VXR-3005, el cual se oper6 a
una frecuencia de 300 6 75 MHz, respectivamente. Los espectros se obtuvieron en
acetona-ds 0 CDCl; + DMSO y los desplazamientos quimicos se asignaron en unidades
& (ppm) referidos al Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Se utilizaron
secuencias de pulso estdndares Varan para el registro de los espectros de RMN
bidimensional homenuclear (COSY).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 589G-B
mediante introduccién directa a 70 eV.

Todos los andlisis indicados arriba se efectuaron en el Institute de Quimica de la

Universidad Nacional Auténoma de México.
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Cuadre 3. Sisternas de elucion utilizados para los andlisis cromatograficos en capa fina.

Sistemas de elucidn Composicién Proporcién
T A Hexano 100 % T
B Hexano-AcOEt Diversas
C AcOEt 100 %
D AcQOEt-MeOH Diversas
E CH,Cl;-MeOH Diversas

3.2 Material Vegetal

E! material vegetal (hojas) utilizado en el presente estudio, se recolectd en un
mercado de San Luis Potosi el 28 de octubre de 1995, Un ejemplar de referencia se
deposité en la coleccién etnobotinica del Herbario Nacional (MEXU), Instituto de
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México (Voucher R. Bye 20468). La
identificacion de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de Biologia,
UNAM).

El material vegetal se secd a temperatura ambiente y se molié en un molino

Thomas-Willey modelo 4.
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3.3 Preparacion del extracto orginico

El material vegetal seco y molido (2.4 kg) se extrajo inicialmente mediante un
proceso de maceracién exhaustivo con una mezcla binaria de CH;Cl;-MeQOH (1:1) y
posteriormente con metanol 100 %. Los extractos de CHyCl,-MeOH y metandlicos
resultantes, se combinaron luego de comprobarse mediante una cromatografia en capa
fina, que no existian diferencias significativas entre ambos. En ¢l Esquema 1 se describe el

procedimiento empleado.

3.4 Fraccionamiento primario del extracto total de Flourensia cernua

El extracto total (599.9 g) se fracciondé en una columna cromatografica abierta,
utilizando como adsorbente 3.0 kg de gel de silice. El proceso de elucién se efectud con
hexano, hexano-acetato de etilo (diferentes proporciones), acetato de etilo y acetato de
etilo-metanol (diferentes proporciones). Se colectaron un total de 178 fracciones de 1 L
cada una. Cada fracci6n se analizé por cromatografia en capa fina y se combinaron aquellas
que presentaron caracteristicas cromatogréificas similares. Este proceso generd un total de
10 grupes de fracciones primarias. En el Cuadro 4 se resume el fraccionamiento mediante

cromatografia en columna del extracto total de las hojas de Flourensia cernua.
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Material Vegetal

1} Extraccién con CHaCiy:MeOH (1:1) via
maceracion, 3 veces por 48 hrs cada
una, con volimenes de 11, 6 y § litros,
respectivamente.

2) Filtrar y concentrar al vacio

Extracto 1 , Material Vegetal '
CHzClzZMCOH

1) Extraccién con MeOH
via maceracidn, 1 vez
por 4 dias, con un
volumen de 8 litros.

2) Filtrar v concentrar al
vacio.

Material Vegetal

Extracto 2
Metandlico

Peso total de los extractos | y 2 combinados: 599.9 g.

Esquema 1. Proceso de extraccion de las hojas de Flourensia cernua.
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Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento primario empleando cromatografia en columna

abierta del extracto crudo de las hojas de Flourensia cernua.

EluE{ente Propofciém Fracciones | Fracciones || Clave | Peso
(%) recolectadas | combinadas (g)
Hexano 100 T120 13 | FoO1 | 0:6875
Hex-AcOEt 90:10 21-37 4-19 F002 | 1.1881
Hex-AcOEt 80:20 38-63 20-25 F003 | 15.8600
Hex-AcOEt 70:30 64-87 26-38 F004+ | 19.4142
Hex-AcOEt 60:40 88-101 39-67 FO05+ | 44.4982
Hex-AcQEt 50:50 102-120 68-80 F0O6+ | 16.6629
AcOEt 106 121-138 £1-119 F007+ | 76.8473
AcOEt-MeOH 90:10 139-152 120-141 F008 | 69.8481
AcOEt-MeOH £0:20 153-167 142-173 F009 | 93.1196
AcOEt-MeOH 70:30 168-175 174-178 F010 | 45.0150
AcOEt-MeOH 50:50 176-178 - - -

*Fracciones activas
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3.5 Fraccionamiento secundario de la fraccion activa F006

La fraccién primaria activa F006 (Cuadro 4), se sometid a un fraccionamiento
secundario en una columna cromatografica abierta, utilizando 270.1 g de gel de silice como
adsorbente. El proceso de elucién se efectué con hexano, hexanc-acetato de etilo
(diferentes proporciones) y acetato de etilo. Se recolectaron un total de 109 fracciones de
80 mL cada una y se analizaron por ctomatografia en capa fina, combindndose todas
aquellas que presentaran homogeneidad cromatografica. El proceso generéd un total de 8

grupos de fracciones secundarias; en el Cuadro 5 se resume el fracctonamiento secundario.

Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta

de la fraccidn activa FO06 de F. cernua.

Eluyente | Proporcion Fracciones Fracciones [ Clave '.V'Peso
(%) recolectadas || combinadas {g)

Hexano | 100 T T T FO06-{ | 0.2425
Hex-AcOEt 90:10 8-24 24 FO06-11 | 0.0572
Hex-AcOEt 80:20 25-89 25-39 FOO6-IIl | 1.0330
Hex-AcOEt 70:30 90-102 40-47 FO06-IV+ | 1.2980
Hex-AcOEt 50:50 103-108 48-63 FO06-V= | 1.9750
AcOEt 100 109 64-79 FO06-VI+ | 0.7615

- - - 80-107 FOD6-VIl | 3.2154

- - - 108-109 FO06-VIII | 0.6699

*Fracciones activas
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3.6 Aislamiento y purificacién del Paquipodol (3,7,3-éter trimetilico de la
quercetina 41) y de la Kumatakenina (3,7-éter dimetilico del camperol 42), de

la fraccion FO06-VII

De la fraccidn secundaria FO06-VII (Cuadro 6), precipité de manera espontinea un
solido amorfo de color verde (415.1 g); el analisis cromatogréfico del mismeo, permitié detectar
la presencia de dos constituyentes mayoritarios, por lo que se procedid a realizar la separacién
de los mismos mediante una cromatografia en capa fina modalidad preparativa (4 placas),
utilizando como sistema de elucion CH,Cly-MeOH (98:2). Una vez procesadas las placas de
manera habitual, se separaron los dos constituyentes, los cuales se obtuvieron como sdlidos
amarillos: 12.8 mg del compuesto (41) y 8.2 mg del compuesto (42), con puntos de fusién de

153-157 °C y mayor de 200 °C, respectivamente.

3.7 Fraccionamiento terciario de las fracciones activas F006-1V, F006-V, y

F(06-V1

Considerando ia similitud cromatografica y la actividad bioldgica demostrada por las
fracciones secundarias FO06-IV, FO06-V y F006-VI, se procedio a reunirlas para realizar un
fraccionamiento terciario de las mismas mediante una cromatografia en columna abierta.
Durante la reunidn de estas fracciones, precipitd de la fraccion F006-VI un sdlido amorfo de

color amarillo cuyo andlisis cromatogrifice permitié detectar la presencia de los
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compuestos (41) y (42); en consecuencia, se obtuvieron 23.2 y 13.6 mg adicionales de
€508 compuestos, respectivamente.

Para el fraccionamiento terciario de las fracciones FO06-1V, FQ06-V y F006-VI
(4.0345 g), sc emplearon 60 g de gel de silice como adsorbente. El proceso de elucion se
efectud con hexano, hexano-acetato de etilo {diferentes proporciones) y acetato de etilo.
Se colectaron un total de 33 fracciones de 30 mL cada una. Todas las fracciones se
analizaron por cromatografia en capa fina y se combinaron aquellas que resultaron
similares, generando 4 grupos de fracciones terciarias. Los resultados obtenidos de este

proceso se resumen en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de

las fracciones activas FO06-1V, FO06-V y FO06-VL

!_Si"s temas | Proporcién | Fracciones Fracciones | Clave ]! “Peso
de (%) recolectadas | combinadas i (g)
elucidn B _
| Hexano 100 -5 1-10 FO18 15.6
Hex-AcOE1 90:10 6-10 11-17 FO19 2.2463
Hex-AcOEt 80:20 11-15 18-25 FO2¢ 416.9
Hex-AcOEt 70:30 16-20 26-33 F021 2173
Hex-AcOEt 60:40 21-25 - - -
Hex-AcOEt 50:50 26-30 - - -
AcQOEt 100 31-33 - - -
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3.8 Fraccipnamiento secundario de la fraccion activa FOO7

La fraccién primaria FO07 (76.8473 g), se sometié a un fraccionamiento secundario
mediante cromatografia en columna abierta, empleando como fase estacionaria 533 g de
silica gel y se eluyd con un gradiente de polaridad de hexano-AcOEt segin se indica en el
Cuadro 7. Se colectaron un total de 46 fracciones de 250 mL cada una y se analizaron
mediante cromatografia en capa fina reuniendo aquellas que mostraron similitud

cromatogrifica. Este proceso generd un total de 8 grupos de fracciones secundarias

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta

de la fraccion activa FOO7 de F. cernua.

Sistemas | Proporcién| Fracciones | Fracciones | Clave | Peso |
de elucidén (%) recolaectadas combinadas (g}
Hexano 100 ) 1-5 1-7 FOO7-1 | 0.0374
Hex-AcOEt 80:20 6-11 8-9 FOO7-E | 1.748
Hex-AcOEL 70:30 12-19 10-11 FOO7-II | 3.1457
Hex-AcOEt 60:40 20-29 12-17 FOO7-IV | 58118
Hex-AcOEt 50:50 30-35 18-23 FOO7-V | 20.5646
AcOEt 100 36-46 24-36 FOO7-VI | 23.0102
. - - 37-44 FOO7-VII | 4.1707
- - - 4546 FOO7-VIII| 0.6853
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3.9 Aislamiento y purificacion de la Ermanina (3.4’-éter dimetilico del

camperol 43)

Durante el fraccionamiento primario de la fraccion activa F0Q7, precipitd de manera
espontdnea un sélido amorfo de color amarillo (978 mg). El andlisis cromatografico de este
solido reveld la presencia de un compuesto mayoritario.

Sucesivas cromatografias en capa fina preparativa del solido de la fraccion primaria
FO07 (Cuadro 4), utilizando como sistema de elucion una mezcla de CH,Cly:MeOH (98:2),
permitio el aislamiento de 53.7 mg del producto {43) bajo la forma de un sélido amorfo de

color amarillo con un punto de fusion mayor de 200 °C.
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1V, Resultados y Discusidon

1V. RESULTADOS Y DISCUSION

La preseleccién de la especie Flourensia cernna como una fuente potencial de
principios activos se realizé, por una parte, considerando el criterio etnomédico y, por otra
con base en los resultados obtenidos de las evaluaciones biolSgicas preliminares, realizadas
sobre el extracto total de la especie.

En primer lugar, se realizé un extracto a gran escala de las hojas de F. cernua
(CH,Cl;:MeOH 1:1), mediante un proceso de maceracion, tal como se indicé en la seccién
experimental (inciso 3.3). Posteriormente, el extracto activo se fracciond de manera
preliminar mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. Este proceso
permitid la obtencién de diez grupos de fracciones primarias FO01-FO10 (Cuadro 4, seccidn
experimental).

Las fracciones primarias FO04, FOOS5, FO06 y FOO7 resultaron activas y el presente
trabajo verso sobre el estudio de las fracciones primarias FOO6 y FOO07.

Como ya se menciond previamente, en el presente trabajo no se describird ningln
resultado de tipo bicl6gico debido a la cldusula de confidencialidad convenida en el
proyecto “Bioactive Agents from Dryland Plants of Latin America”.

Las fracciones activas F006 y F007 se sometieron a diversos procesos
cromatogrificos, lo que permitié el aislamiento de los tres metabolitos secundarios
reportados en el presente trabajo: el 3,7,3"-éter trimetilico de la quercetina (Paquipodol 41),
el 3,7-éter dimetilico del camperol (Kumatakenina d42) y el 3,4'-éter dimetilico del

camperol (Ermanina 43).
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En la presente seccién, se describe el andlisis de los datos espectroscépicos y
cspectrométricos que permitieron proponer la estructura molecular de los productos

naturales obtenidos.

4.1 Identificacién de! Paquipodol (3,7,3-éter trimetilico de la quercetina 41)

El andlisis cromatogrifico en capa delgada de la fraccién secundaria FOOG-VI y
FO06-VII (Cuadro 5, seccitn experimental), permitié la deteccidn de dos croméforos de
color amarillo. Sucesivas cromatografias en capa fina preparativas de estas fracciones
permitieron la\ separacién de los dos constituyentes. El compuesto de menor polaridad se
obtuvo como un sélido de color amarilio intenso con un punto de fusién de 153-157 °C,
Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del mismo se resumen en ¢l
Cuadro 8.

La férmula molecular del producto natural se establecié como CizHysO; por
espectrometria de masas (Espectro 1); el ion molecular se cbserva en una relacién m/z de
344, Su espectro en ¢l IR (Espectro 2), presenta bandas de absorcién caracteristicas
para C-H (2956 cm'), para grupos hidroxilo (3352 cm™), para carbonilo de una y-pirona
(1657 cm™) y para anitlo aromético (1599 cm™ y 1462 cm™).

Las caracteristicas cromatogréficas, espectroscOpicas y espectrométricas, asi como
el andlisis detallado de los espectros de RMN permitieron sugerir la naturaleza flavonoide
del compuesto,

El espectro de RMN 'H en acetona-dg {Espectro 3) presenta las siguientes sefiales:

1. En &3.93, 3.90 y 3.88 se observan tres singuletes asignados a tres grupos metoxilo.
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{V. Resnltados y Discusion

Cuadro 8. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del Paguipodol

(3,7,3'-éter trimetilico de la quercetina 41).

C1sH 1607
Punto de fusion 153-157 °C _
IR Vor (KBT) crrt! 3352, 2956, 1657, 1599 y 1462
Espectro 2

RMN 'H, & (acetona-dg, 300
MHz, ppm)
Espectro 3

12.77 (QH-5), 7.77 (d, H-2, J=2.4), 7.64 (dd, H-6’,
J=1.95 y J=8.25), 6.95 (d, H-5', J=8.5), 6.65 (d, H-8,
J=2.1), 663 (d, H6, J=2.1), 5.32 (OH-4), 3.93 (s,
OCH;-3'), 3.90 (s, OCH-7), 3.88 (s, OCH;-3)

RMN PC  § (acetona-dg, 75
MHz, ppm)
Espectro 4

150.6 (C-2), 135.0 (C-3), 179.2 (C-4), 162.7 (C-5), 98.4
(C-6), 166.5 (C-7), 92.8 (C-8), 157.8 (C-9), 106.5 (C-10),
123.3 (C-19, 1126 (C-2), 1480 (C-3), 156.5 (C-4%),
116.1 (C-57), 122.1 (C-6), 60.1 {(OCH;-3), 56.3 (OCH;-
7.3

¢ Todos los valores de las constanies de acoplamiento (/) estdn dados en Hz.
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IV. Resuliados v Discusion

2. Un sistema AB [8 6.63 (H-6) y 6.65 (H-8)] correspondiente a dos hidrégenos
aromiticos; la magnitud de la constante de acoplamiento (2.1 Hz) para ambas seiiales es
consistente con la disposicién meta de estos hidrégenos ubicados en el anillo A.

3. Un sistema ABX en § 7.77 (4, J=2.4), 8 7.64 (dd, J=1.95, 8.25) y § 6.95 (d, J/=8.5)
asignados a los hidrégenos H-2', H-6" y H-5', respectivamente del anillo B.

Como se puede apreciar en la Figura 2, el espectro COSY permite confirmar la

presencia de ambos sistemas debido a las correlaciones observadas.

H-8
@
8

T T T v
78 76 7?4 72 To [ ] 66 6 4
F1 dpp:)

Figura 2. Espectro COSY del compuesto (41).
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1V, Resultados y Discusicn

4. Las sefiales ubicadas en & 12.77 y en § 5.15 se asignaron a dos grupos hidroxilo; el
primero de ellos, corresponde al hidroxilo quelatado con el grupo carbonilo de la

y-pirona de acuerdo al desplazamiento quimico observado.

E! espectro de RMN 13C (Espectro 4) del producto (41), presenta sefiales para 17
atomos de carbono, lo cual indica la presencia de dos sefiales equivalentes; las resonancias
se discriminaron de la siguiente manera:

a) La sefial observada en & 179.2 se asigné al grupo carbonilo de uma y-pirona,

previamente evidenciada por el espectro en el IR.

b) Para los carbonos arométicos base de oxigeno se observan 7 sefiales en & 135.0,

148.0, 150.6, 156.5, 157.8, 166.7 y 166.5.

c) En el espectro de RMN 3C modalidad DEPT (Espectro 5), se aprecian claramente
cinco sefiales correspondientes a metinos de naturaleza aromética en & 92.3, 98.2,

1122, 1160y 123 .4,

d) Finalmente, las sefiales en 8 56.3 y 8 60.1 se asignaron a tres grupos metoxilo.

Las evidencias presentadas hasta el momento, asi como la ausencia de la seiial

caracteristica para H-3 de una flavona, sugeria que la molécula era un flavonol, sustituido

con tres grupos metoxilo y dos grupos hidroxilo (Figura 3).
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1V, Resultados v Discusién

OR
OR

RO O

CR
CH O

Figura 3. Estructura parcial del compuesto (41).

El anilisis del espectro de masas del producto natural (41) y la comparacién de los
desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN con los descritos
previamente en la literatura (Harborne et al., 1975, 1986, 1994; Markham et al., 1985),
permitieron ubicar los sustituyentes antes mencionados. El fragmento en una relacién de
m/z 301 es consistente con la presencia de un grupo metoxilo en la posicién C-3 del
flavonol. Por otra parte, los fragmentos observados en m/z 166 y 138 permitieron ubicar al
segundo grupo metoxilo en la posicién C-7 del anilio A.

Finalmente, los fragmentos en una relacién m/z de 151 y 124 evidenciaron la ubicacién
de los grupos metoxilo e hidroxilo en C-3' y C-4’, respectivamente del anillo B. En la
Figura 4 sc muestran los fragmentos més importantes que apoyaron la propuesta antes
descrita.

Las evidencias antes descritas permitieron identificar al compuesto (41} como el
Paquipodol (3,7,3"-éter trimetilico de la quercetina). Es importante mencionar que este

estudio constituye la primera descripcion de la presencia de este producto natural en el
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género Flourensia. Sin embargo, este compuesto ya habia sido aislado previamente de otras
especies tales como: Isocoma veneta (Clark et al., 1987), Heterotheca inuloides (Jerga
et al., 1990), lochroma warscewiczii (Wollenweber, 1990) y Encelia palmeri (Proksch et

al., 1988), entre otras.
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1V. Resulrados y Discusion

4.2 Identificacién de la Kumatakenina (3,7-éter dimetilico del camperol 42)

Como se menciond previamente (inciso 4.1), en las fracciones secundarias
bioactivas FO06-VI y FOO6-VI, se detectd la presencia de dos constituyentes, los cuales se
separaron mediante cromatografia en capa fina preparativa. El compuesto de mayor
polaridad, se aislé como un sélido de color amarillo, con un punto de fusién mayor de
200 °C. Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del producto se
incluyen en el Cuadro 9.

El andlisis global de los datos incluidos en el Cuadro 9, permiti6 también establecer
que e! producto natural es un flavonol.

Su espectro de masas (Espectro 7) presenta 30 unidades de masa menos que e}
producto natural (41), y permite establecer su férmula molecular como Cj7H40¢. El
espectro en el IR (Espectro 6), presenta bandas de absorcién caracteristicas para grupo
hidroxilo (3335 em™), CH (2955 cm™), carbonilo de y-pirona (1666 cm™) y anillo
aromitico (1603 cm™ y 1501 cm™).

Los espectros de RMN resultaron muy similares al producto natural (41); las

diferencias principales entre ambos compuestos se enumeran a continuacidn:

1. En el espectro de RMN 'H del compuesto (42), se observan Gnicamente dos
singuletes, en 8 3.90 y 8 3.85 cada uno de ellos integrando para tres hidrégenos,

atribuibles a dos grupos metoxilo.
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IV. Resuliados y Discusion

Cuadro 9. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de la Kumatakenina

(3,7-éter dimetilico del camperol 42).

Punto de fusién

> 200 °C

IR Vi (KBr) cm™
Espectro 6

3335, 2955, 1666, 1603 y 1501

RMN 'H, & (acetona-ds, 300
MHz, ppm)
Espectro 8

12.74 (s, OH-5), 8.03 (4, H-2', H-¢', J=9.0), 7.00 (d, H-3',
H-5, J=8.7), 6.63 (d, H-8, J=2.1), 6.3 (d, H-6, J=2.1),
3.90 (s, OCH; 3), 3.85(s, OCH;-7)

RMN °C, § (acetona-dg, 75
MHz, ppm)
Espectro 9

142.0 (C-2), 135.8 (C-3), 178.6 (C-4), 160.2 (C-4", C-5),
97.5(C-6), 165.6 (C-7), 91.9 (C-8), 156.8 (C-9}, 102.6 (C-
10), 1215 (C-1"), 130.3 (C-2', C-6"), 115.5 (C-3'.C-5),
59.2 (CCH;-3), 55.5 (OCH»-4")

¢ Todos los valores de las constantes de acoplamiento (J) estdn dades en Hz.
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2. Asi mismo, se observa un sistema A;B; de un anillo aromitico para-

sustituido en & 8.03 (J=9.0 Hz) y §7.02 (J=8.7 Hz).

3. Por otro lado, en el espectro de RMN '"’C en la regién de los metinos

arométicos, se observa una sefia) adicional en 6 115.0

La informacién antes presentada permitié sugerir que el producto natural debia

corresponder a un derivado de! camperol sustituido con dos grupos metoxilo (Figura 5).

Figura 5. Estructura parcial del compuesto (42).

Una vez mis, el andlisis del espectro de masas, asi como la comparacién de los
datos espectroscopicos observados para este compuesto y por los descritos en la literatura
{Harbome et al., 1975; Markham et al., 1985), permitieron ubicar al grupo hidroxilo en el

anillo B por los fragmentos observados en una relacién m/z 121, 118, 94 y 93,
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Adicionalmente, la ubicacién del grupo metoxilo en el anillo A {(C-7) se confirmé por tos
fragmentos en m/z 167, 138 y 122.

Las evidencias antes presentadas permitieron identificar el compuesto (42) como
la Kumatakenina  (3,7-éter dimetilico del camperol) el cual ya habia sido aislado
previamente de la especie F. cernua (Wollenweber y Yatskicvych, 1985, Dillon ef al.,
1976, 1977).

Cabe mencionar que este compueste se ha aislado también de olras especies tales
como: Cistus palinhae (J. de Pascual et al., 1983), Ambrosia eriocentra (Herz et al., 1973),
Ericameria diffusa (Urbatsch et al.,, 1976) y Cridosculus tehuacanensis (Arredondo y

Castorena, 1996), entre otras.
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4.3 Identificacién de la Ermanina (3,4’-éter dimetilico del camperol 43)

El compuesto (43) se obtuvo durante la realizacién del fraccionamiento primario de
la fraccién activa FOO7 bajo la forma de un sélido amorfo de color amaritlo, con un punto
de fusion mayor de 200 °C. El andlisis cromatografico detectd la presencia de un
compuesto mayoritario el cual se separé mediante sucesivas cromatograffas en capa fina
preparativa. Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del producto
natural se resumen en el Cuadro 10.

Su espectro en el IR (Espectro 12) presenta absorciones asociadas con grupos
hidroxilo (3286 cm™), carbonilo de y-pirona (1654 cm™), C-H (2841 cm™) y anillo
aromético (1498 cm™ y 1600 cm’™").

El espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion molecular en una
relacion de m/z de 314 (Espectro 13), idéntico al demostrado por la Kumatakenina (42).
El espectro de RMN 'H de este compuesto muestra la presencia de:

a) Un sistema AB (8 6.72 H-8, J=2.1 Hz; § 6.64 H-6, J=2.]1 Hz).

b) Un sistema A;B, (6 7.84 H-2', H-6', J=8.7 Hz; § 6.94 H-3', H-5", /=9.0 Hz).

c) Dos grupos hidroxile & 12.89, OH-5; 8 10.12 y

d) Dos grupos metoxilo (§ 3.96 y & 3.81).

Las evidencias antes presentadas permitieron establecer que el compuesto (43)
diferia de la Kumatakenina tan solo en la ubicacién de los sustituyentes para lo cual, los
fragmentos observados en el espectro de masas (Especiro 13, Figura 8) fueron de gran

utilidad:
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Cuadre 10. Constantes fisicas, especlroscdpicas y  espectrométricas de  la

Ermanina  (3.4'-éter dimetilico del camperol 43).

Puntov—dc fusién > 260 °C

IR Vomax (KBr) ! 3286, 2841, 1654, 1600 y 1498
Espectro 12

RMN 'H, 8 (CDCt; + DMSO,[12.89 (s, OH-5), 10.12 (s, OH-7), 7.84 (d, H-2", H-6",
300 MHz, ppm) J=8.7), 6.94 (d, H-3", H-5, J=9.0), 6.72 (d, H-8, J=2.1),
Espectro 14 6.64 (d, H-6, J=2.1), 3.96 (s, OCH;-3), 3.81 (5, OCH;-4").

RMN "C, § (CDCl; + DMSO,]152.4 (C-2), 120.9 (C-1’, C-3), 181.9 (C-4), 160.9 (C-5),
75 MHz, ppm) 90.5 (C-6), 163.9 (C-7), 102.4 (C-8), 158.1 (C-9), 105.1
Espectro 15 (C-10), 127.7 (C-2', C-6), 115.6 (C-¥, C-5"),152.1 (C-4).

¢ Todos los valores de las constantes de acoplamiento {J) estdn dados en Hz.
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1V. Resultadlos y Discusicn

a) Los fragmentos en m/z 271, 135, 132 y 108 son consistentes con la presencia
de los grupos metoxilo en las posiciones C-3 y C-4’ del flavonol.
b} Los picosen m/z 153, 152 y 126 permitieron ubicar a! grupo hidroxilo restante

en la posicion C-7 del anillo A.

Figura 7. Estructura parcial del compuesto (43).

Lo antes descrito, permitié identificar al compuesto (43) como la Ermanina (3,4'-
éter dimetilico del camperol), el cual ya habia sido aislado de F. resinosa (Wollenweber y
Yatskievych, 1985) y de otras especies tales como: Achillea umbeilata {Wollenweber et
al., 1987), Isocoma 4 spp (Clark er al., 1987), Wyethia sp (Mc Cormick et al., 1987) y
Perityle vaseyi (Bohm et al., 1986), entre otras. Sin embargo, es importante mencionar que
este estudio constituye el primer reperte de la presencia de la Ermanina (43) en la especie

Flourensia cernua.
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V. Resumen y Conclusiones

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El fraccionamiento biodirigido del extracto orgnico activo de las hojas de
Flourensia cernua, permitié el aislamiento de tres flavonoides: el Paquipodol
(3,73 -éter trimetilico de la quercetina 41), la Kumatakenina (3,7-éter dimetilico
del camperol 42) y la Ermanina (3,4 -éter dimetilico del camperol 43). De manera
general, la caracterizacién de los compuestos aislados se realizé mediante el empleo

de métodos espectroscdpicos y espectrométricos.

Este trabajo constituye el primer reporte de la presencia del Paquipedol v la

Ermanina en la especie Flourensia cernua.

Los resultados derivados del presentc trabajo confirman que los metabolitos

secundarios de naturaleza flavonoide son caracteristicos del género Flourensia.
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Vi, Perspectivas

VI. PERSPECTIVAS

Continuar con el aislamientc de los metabolitos secundarios presentes en las

fracciones bioactivas.

Completar el estudio fitoquimico de {as fracciones bioactivas de menor polaridad, para

asi determinar de manera integral el contenido metabdlico de la especie Flourensia

cernua.
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