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Justificacion y Objetivos.

L JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Es un hecho que durante las Gltimas décadas, la poblacién a nivel mundial replantea
el uso y la importancia de la “herbolaria medicinal” como una alternativa para el tratamiento
de numerosos padecimientos de salud que afectan a vastos sectores de la poblacién como es
el SIDA, el cancer y la tuberculosis, por tan solo mencionar algunos ejemplos.

Es asi que en afios recientes, se incrementa notablemente el interés de las materias
primas vegetales como fuentes potenciales de compuestos bicactivos de importancia

medicinal.

En éste contexto, Jeff Schweitzer de la U.S. Agency for International Development
{USAID), interesado en los productos naturales como fuentes potenciales de firmacos,
invitd a diversas agencias gubernamemtales de los Estados Unidos a unir esfuerzos y
participar en el desarrollo de una estrategia a favor de la conservacion de la biodiversidad.

De tal manera que, en 1992 se fundé el programa denominado “International
Cooperative Biodiversity Group Program” (ICBG) (Sufthess et al., 1995), el cudl contempla
tres rubros principales: el descubrimmiento de farmacos, la conservacién de la biodiversidad y
¢l apoyo al crecimiento econ6mico de paises en vias de desarrolio.

Este programa estid patrocinado y respaldado por las siguientes instituciones
gubernamentales de los Estados Unidos: National Science Foundation (NSF), U.S. Agency
for International Development (USAID) e institutos integrantes de National Institutes of
Health (NIH), incluyendo: National Cancer Institute (NCI), National Institute for Allergy
and Infectious Diseases (NIAID), National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI), ¥
National Institute of Mental Health (NIMH).

Los objetivos generales planteados en el programa ICBG son los siguientes (Suffness
et al., 1995);
1.- Identificar y conservar los recursos naturales renovables incluyendo

los conocimientos etnobotinicos de os paises en vias de desarrollo.
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2.- Desarrollar a largo plazo estrategias ecol6gicas y econdmicas para el
establecimiento de cukivos de recursos naturales en paises en vias de
desarrolio.

3.- Implementar investigaciones econdmicas para el estudio de los
productos naturales.

4.- Establecer nuevas industrias,

5.~ Buscar muevos firmacos de origen natural para tratar enfermedades de
paises en vias de desarrollo y desarrollados.

6.- Contribuir al mejoramiento de la infraestructura de investigacién de los
paises en vias de desarrollo que participan en el programa.

7.- Contribuir a la formacién de recursos humanos para reabizar investigacion

sobre los recursos naturales renovables de los paises participantes.

Considerando la impertancia de los objetivos planteados por el programa antes
mencionado, las instituciones patrocinadoras acordaron crear un proyecto dentro del cudl
participaran también instituciones de paises en vias de desarrollo y se sumaran a los
esfuerzos en favor de la conservacion de la biodiversidad. Es asi como posteriormente se
fundé e! proyecto internacional de investipacién denominado “Bioactive Agents from
Dryland Plants of Latin America”, cuya sede se encuentra en la Universidad de Arizona de
Estados Unidos, donde reside la Dra. Barbara Timmermann, investigador principal del
proyecto, ¥ donde se coordina a los signientes paises e instituciones participantes: los
laboratorios de las compafilas American Cyanamid Company y Wyeth-Ayerst Laboratories y
los laboratorios de investigacién de GWL Hansen's Disease Center de los Estados Unidos;
la Facultad de Quimica y el Instituto de Biologia de la UNAM en México; la Universidad
Nacional de la Patagonia (UNP) y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
en Argentina; y finalmente, en Chile la Universidad Catdlica de Chile,

En el caso particular de México, la Facultad de Quimica de la UNAM tiene la tarea
de obtener compuestos bioactivos a partir de plantas medicinales de las zonas dridas de la

Repriblica Mexicana mediante la realizacion de las siguientes actividades:
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- Preparaci6n de extractos vegetales a partir de las especies pre-seleccionadas
mediante un criterio etnomédico.

- Envio de los extractos a los laboratorios antes mencionados con la
finalidad de determinar su actividad biologica.

- Fraccionamiento biodirigido de los extractos que demuestren una actividad
significativa.

- Separacidn y purificacién de los compuestos responsables de las actividades
bioldgicas.

- Elucidacién de las estructuras moleculares de los compuestos aislados de

las fracciones activas.

Es importante destacar que debido a la existencia de una cliusula de confidencialidad
convenida con la Universidad de Arizona, los resultados derivados de los ensayos biologicos

no puederi ser difundidos sin el establecimiento de patentes.

En el marco del proyecto de investigacién “Bioactive Agents from Dryland Plants of
Latin America”, los resultados obtenidos de los ensayos biolégicos preliminares realizados
sobre el extracto orgédnico de la especie Flourensia cernua D.C. permitieron seleccionar a
ésta especie como una fuente potencial de compuestos bioactivos. Por tanto, el objetivo
fundamental de éste trabajo es el aislamiento y la caracterizacion de los productos naturales

responsables de la actividad biolégica demostrada por el extracto total de F. cernua.
Para el cumplimiento del mismo se establecieron los signientes objetivos particulares:

a) Preparar el extracto orgdnico vegetal a gran escala, de las hojas secas de 1a
especie Flourensia cernua D.C., mediante la técnica de maceracion.

b) Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto organico total mediante
una cromatografia en columna abierta.

c) Separar y purificar los constituyentes presentes en las fracciones activas

mediante diversas técnicas cromatograficas,
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d) Caracterizar los compuestos obtenidos mediante métodos fisicos,

espectroscopicos y espectrométricos.

Finalmente cabe destacar que, considerando la clausula de confidencialidad antes
mencionada, en el presente trabajo de investigacion no se reportara ningan resultado de tipo

biologico.



Inmtroduccion,

1L INTRODUCCION,

2.1 Antecedentes del género Flourensia.

El género Flourensia, perienece a la familia Compositae, tribu Heliantheae, subtribu
Ecliptinae, y desde e! punto de vista quimiotaxondmico, se encuentra estrechamente
relacionado con los géneros Encelia y Helianthella (Heywood et al., 1977; Robinson,
1981; Bohlmann er af., 1984); comprende 15 especies, las cudles se indican en el Cuadro 1.
En cuanto a su hibitat (ver cuadro 1), el género se localiza principalmente en regiones aridas
del norte y centro de la Repiblica Mexicana (Rzedowski, 1983; Wollenweber y
Yatskievych, 1985; Stuppner y Miiller, 1994), suroeste de Estados Unidos (Rao et al., 1970;
Fredrickson et al, 1994; Richerson y Boldt., 1995), y Suramérica (Rzedowski, 1983;
Bohlmann ef af., 1984; Wollenweber y Yatskievych, 1985; Priotti ef al ., 1997; Faini e! al.,
1997). En la Figura 1 se muestra la distribucién geogréfica del género Flourensia en el
Continente Americano.

En general, estas especies se caracterizan por ser arbustos de 1-3 m de altura,
perennes, de hojas ovales a lanceoladas, alternas y opuestas bajo la base, con cabezuelas
grandes generalmente solitarias o asociadas en pequefios grupos con flores compuestas
{Heywood et al., 1977; Wollenweber y Yatskievych, 1985; Mauchamp y Janeau, 1993;
Stuppner y Miiller, 1994; Fredrickson er al,, 1994),

Cuadro 1. Especies pertenecientes al género Flourensia y su regién de localizacion

Especie Reglon de localizaclén

Flourensia campestris Texas, Estados Unidos.

Flourensia cernua D.C, Suroeste de Estados Unidos, norte y centro de
la Republica Mexicana.

Flourensia dentata Hidalgo, México.

Flourensia heterolepis Blake Bolivia.

Flourensia ilicifolia Blake Texas, Estados Unidos.

Flourensia laurifolia San Luis Potosi, México.

Flourensia macrophylia Blake Perd.

Flourensia monticola Dillon Chihuahua, México.

Flourensia oolepis San Luis, Argentina,
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Cuadro 1. Especies pertenecientes al género Flourensia y su regién de locatizacidn

{continuacion).
Especle Reglén de locallzacién

Flourensia pringlei Ascensitn, Chihuahua, México.

Flourensia pulcherrima Dillon Chihuahua, México.

Flourensia resinosa Blake (T.S. Brandegee) | Valle del Mezquital Hidalgo, México y sur de
Ecuador.

Flourensia retinophylla Blake Cuatro Ciénegas y Laguna del Rey, Coahuila,
Meéxico.

Florensia solitaria Coahuila, México.

Flourensia thurifera Centro de Chile.

Estos arbustos, generalmente se emplean para el pastoreo de ganado de ovejas y
cabras (Estell ef af .,1994), cozﬁo agentes insecticidas y en la industria de la resina (Faini ef
al., 1997). Asi mismo, algunas especies del género son empleadas en la medicina tradicional
de México como agentes curativos en el tratamiento de algunos padecimientos; tal es el caso
de F. resinosa empleada para el tratamiento de reumas y calambres preparando sus hojas en
infusion para beber o bien, se prepara un cataplasma para aplicar fricciones (INI, 1994),

Hasta la fecha, varias especies pertenecientes a este género han sido objeto de
diversos estudios conducentes a la detennj.nacié.n de su contenido metabdlico. Entre los
metabolitos secundarios presentes en el género Flourensia se encuentran: flavonoides
(Geissman et al., 1967, Rao et al., 1970; Roster et al., 1971; Lebreton et al., 1971;
Wollenweber et al., 1972; Rodriguez et al., 1972; Valesi et al,, 1972; Pederiva et al., 1975;
Dillon et al., 1976; Dillon, 1976; Dillon y Mabry, 1977; Bohlmann y Jakupovic, 1979;
Guerreiro ef al., 1979; Wollenweber y Yatskievych, 1985; Guerroro et al., 1990; Stuppner y
Miiller., 1994), sesquiterpenoides (Kingston et al, 1971,1975; Rodriguez-Hahn y
Rodriguez, 1973; Bohlmann y Jakupovic, 1979; Guerreiro ef al., 1979; Bohlmann er al.,
1984; Estell et al., 1994; Priotti ef al., 1997), triterpenoides (Rodriguez-Hahn y Rodriguez,
1973; Bohlmann y Jakupovic, 1979), monoterpenoides (Estell ef al., 1994; Priotti ef al.,
1997), benzopiranos (Bohlmann y Grenz, 1977; Bohlmann y Jakupovie, 1979; Bohlmann
et al, 1984; Faini et al., 1997), benzofuranos (Bohlmann y Grenz, 1977; Bohlmann y
Jakupovic, 1979; Bohlmann et ai., 1984, Faini ef al., 1997}, p-hidroxiacetofenonas
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F. campesiris
F. cernua
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Figura 1. Distribucién geografica del género Flourensia en el Continente Americano.
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(Bohlmann y Grenz, 1977; Bohlmann y Jakupovic, 1979; Faini et al., 1997) y diversos
acetilenos (Bohlmann y Grenz, 1977; Bohlmann y Jakupovic, 1979).

Cabe mencionar que F. thurifera, F. resinosa y F. cernua, difieren de las especies
restantes debido a que sus hojas y ramas jévenes estdn cubiertas de una secrecion resinosa,
la cudl juegan un papel importante en la quimica de defensa y comunicacién de éstas
especies (Zobel et al., 1991). El anilisis quimico de la resina de las dos primeras especies,
permitié establecer que diversos compuestos de naturaleza terpenoide y flavonoides son los
principales constituyentes de F. resinosa (Wollenweber y Yatskievych, 1985), en tanto que
para F. thurifera se identificaron diversos cromenos y cumarinas (Faini er al., 1997), asi
mismo, para F. cernua se identificaron mono y sesquiterpenoides (canfeno, f-mirceno, 3-
careno, limoneno, 1,8-cineol, borneol, cis- jamona, p-cariofileno, dxido de cariofileno y
globulol) , cromenos y compuestos de naturaleza fendlica { p-hidroxiacetofenonas) (Estell ef
al., 1994).

2.2 Antecedentes de la especie Flourensia cernua D.C.

Flourensia cernua D.C. (Compositae) (Figura 2), es un arbusto semiperenne, de
hoja caduca, endémico de regiones dridas; mide menos de 1 m y en algunas localidades entre
1 y 2 m de altura (Martinez, 1937; Fredrickson et 4/., 1994). Mauchamp y Janeau (1993), lo
describen como un arbusto multiramificado semejante a un cono invertido (Figura 3), que
mide 1.50 m de altura por 1 a 1.50 m de didgmetro (Ludwing ef 4l., 1975), sin tronco y ramas
oblicuas desde 1a base. Sus tallos son ascuros y las hojas son enteras, ovadas u ovales, de 2 a
2.5 cm de largo por 6 mm de ancho orientadas hacia arriba en una posicién sub-vertical,
cubiertas con una resina aromdtica y de sabor amargo, con flores amarillas en cabezuelas,
que nacen de los axones terminales y axiales sostenidas por largos ejes (Rzedowski, 1983;
Fredrickson ef al., 1994).

F. cernua se distribuye al suroeste de Estados Unidos [en Arizona, Nuevo México y
Texas (Rao ef al., 1970; Estell ef af., 1994; Fredrickson ef al., 1994)] y en el norte y centro
de la Repiiblica Mexicana [en los estados de Chihuahua, Baja California Norte, Durango,
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Coahuila, Nuevo Leén , Zacatecas, San Luis Potosi, Sonora y en la region arida del estado
de Hidalgo (Kingston et al., 1971; Dillon ef al., 1976; Rzedowski, 1983; Estell er al.,
1994)](Figura 4).

Generalmente, ésta especie se encuentra asociada con las especies Prosopis sp.
(Mezquite) y Larrea tridentata (Gobernadora), arbustos de regiones ridas, con los cudles
forma matorrales que se desarrollan en altitudes no inferiores a 1000 m ; dichos matorrales
cubren extensiones de terreno muy amplias en Hidalgo (Actopan), San Luis Potos,

Zacatecas y Chihuahua (Rzedowski, 1983; Richerson y Boldt, 1995).

Se le conoce popularmente con los nombres de hoja sen, hoja sé (Martinez, 1937,
Richerson y Boldt, 1995), arbusto de alquitrén, maleza negra {Dillon er al., 1976; Estell er
al., 1994) y arbusto barnizado (Fredrickson et al., 1994).

Dentro de la medicina tradicional mexicana, diferentes partes de! arbusto de F.
cernua son empleadas como agentes medicinales en el tratamiento de algunos
padecimientos; la decoccién de las hojas y cabezuelas de flores, se utiliza como remedio
para la indigestién y otras enfermedades y dolores, tomando via oral, lmL de la tintura
preparada en etanol a 90 °C, o la infusion de 10 hojitas (Martinez, 1959; Fredrickson ef al.,
1994; Richerson y Beldt, 1995); también es empleado como expectorante en enfermedades
respiratorias (Diaz, 1976); las mujeres de la etnia Kiliwa de Baja California Norte, emplean
la raiz previamente fragmentada y preparada en infusién en 1 L de agua, para estimular la

presencia de la menstruacion cuando ésta se retrasa (INI, 1994).

Asi mismo, la hoja sen se utiliza ampliamente como forraje en el pastoreo de ganado
(ovejas y cabras) debido a que posee un perfil nutricional semejante a la alfalfa (Fredricksen
et al., 1994), gracias a su alto contenido de crudo proteico y a que es una fuente de fdsforo,
calcio y nitrégeno, sustituyendo asi las hietbas escasas en las regiones 4ridas (Nelson ef al.,

1970; King et al,, 1996).



Introduccion,

g }
e
:. T _Ge‘
X
- 1 e
Tt H
-"‘a
- v <‘ )
JRre .

3 r ~ ,\
J’j‘m\'—f\ - \\lr‘v

c,n-

\\\\\ \f\ ‘i‘

-

Figura 4. Distribucién geografica de la especic Flourensia cernua en la Repiiblica Mexicana y suroeste de Estados Unidos.

11



Introduccion.

Sin embargo, se ha descrito en la literatura que los componentes quimicos de la
resina o cera epicuticular de sus hojas son desagradables y tdxicos para los insectos
(Rodriguez, 1985) y causan envenenamiento en el ganado provocando alteraciones
digestivas por inhibicién de la digestién de la celulosa y/o toxicosis que se manifiesta como
dafio apoptético del higado y probable dafio de misculos y otros tejidos (Mathews, 1944;
Fredricson ef al., 1994; King ef al., 1996). También los frutos y flores del arbusto han sido
reportados como toxicos para el antilope y conejos por periodos prolongados de pastoreo
(Dollahite y Allen, 1973; Fredrickson er al., 1994). Se ha demostrado que los compuestos
responsables de éstas alteraciones son algunos monoterpenoides (borneol, alcanfor,
limoneno y A-pineno), cromenes y p-hidroxiacetofenonas (Oh ef al., 1967; Schwartz ef al.,
1930; Estell et al., 1994; Showalter, 1996; King ef al., 1996). Algunos autores sugieren que
para evitar el envenenamiento det ganado, se restrinja et pastorec a periodos de no floracion,
o bien remover la cera con disolventes apropiados antes de alimentar el ganado (Estell ef al.,
1994; Fredrickson et al., 1994).

En su medic ambiente natural, se ha observade que el arbusto ejerce un efecto
fitotoxico importante ya que inhibe el crecimiento de otras comunidades de plantas
promoviendo asi, el proceso de “desertificacién” de pastizales a tierras de arbustos. De tal
forma, que desde 1915 se ha incrementado en un 2 al 9 % la vegetacion de F. cernua
dominando mas de 45 millones de hectdreas en el desierto de Chihuahua y suroeste de
Nuevo México (Schlesinger ef al., 1990; Estell ef al., 1994; Schowalter, 1996).

Desde el punto de vista quimico, las investigaciones realizadas hasta el momento de
Flourensia cernua han permitido ¢l aislamiento y caracterizacién de diversos metabolitos

secundarios, los cuales se presentan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Metaholitos secundarios aistados de 1a especie Flourensia cernua

NOMBRE

COMPUESTO

|  REFERENCIA

FLAVONOIDES

(1) 3- éter metilico
de la quercetina

Dillon er al., 1976,

Dillon y Mabry,1977.

(2) Hispidulina

(3) Cirsimaritina

Geissman ef al., 1967.

Rao et al., 1970.

(4) Neoschaftosido

(5) Isoschaftosido

OH O
“

R R;
@ Gh Arab
{5) Arab Ghu

Dillon et al., 1976.
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

(continuacién).
NOMBRE [ COMPUESTOQ | REFERENCIA
FLAVONOIDES
O OH Rao, 1970.
(6) Kumatakenina, | CTHO O Oi Valesi et al., 1972,
OCH, Dillon ef al.,1977.
OH O
(6)

(7) Vicenina 1
Dillon ef al., 1976.
(8) Vicenina 2
Ry R,
(M Xi Glu
(8) Glu Xil
SESQUITERPENOIDES
0
i !
. Kingston ef al,, 1971,
(9) Acido flourensico
COOH Kingston ef al., 1975.
()

Kingston et al., 1975.

(10} Flourensadiol
Pettersen et ai., 1975.
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Cuadro 2, Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua
(continuacién).

NOMBRE | COMPUESTO | REFERENCIA
SESQUITERPENOIDES
=
Estell ef al.,1594.
{11) p—Cariofileno.
.~ H Priotti et al., 1997,
H
(11)
O
(12) Oxido de Estell ef al.,1994.
cariofileno. H
> Priotti ef al.,1997.
H H
(12)
Estell ef al.,1994.
(13} Globulol.
Priotti et al.,1997.
13)
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua.

{continuacion).
NOMBRE ] COMPUESTO | REFERENCIA
MONOTERPENQIDES

Estell et al.,1994.

(14) p~Mirceno I
Priotti et al., 1997,

(14)
Estell ef al.,1994.

(15) 3-Carenc

Priotti et al., 1997,

(15)
0 Estelt er al., 1994,

(16) 1,3-Cineol

Priotti ef al,, 1997.

(16)

OH
Estell et al., 1994,
(17) Borneol

Priotti et al., 1997.

a7
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Cuadroe 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

(continuacion).

NOMBRE

|

COMPUESTO

REFERENCIA

MONOTERPENOIDES

(18) Limonenc

:

Estell et al., 1994,

Priotti ef al., 1997.

(18)
Estell et al., 1994,
(19} Canfeno \ |
Priotti ef al., 1997
(19)
0]
Estell ef al.,1994.
(20) Alcanfor
Priotti et al., 1997,
(20)
BENZOPIRANOS
= =S Bohlmann y
Grenz, 1977.
(21) Anhidroencecalinol
CH30 0O Venkama et al,,
1980.

@n
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

(contineacién).
NOMBRE | COMPUESTO { REFERENCIA
BENZOPIRANOS
0 OH
=
(22) 6-acetil-5-hidroxi- Bohlmann y
8-metoxi-2,2-dimetil- Grenz, 1977.
2H-1-benzopirano. O
OCH;
(22)
1
2
(23) Encecalinol Bohlmann y
G 1977.
H;CO 0 renn
{24) Angelato de Bohlmann y
encecalinol (29) 23) Jakupovic, 1979,
D
R, = OH
(28) Desmetilencecalina =

Bohlmann y
Ry 0 Grenz, 1977.

(26) 6-acetil-2,2-

dimetil-2H-1-
benzopirano. (25) (26)
Ri= OH H
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aistados de la especie Flourensia cernua
{continuacioén).

NOMBRE 1 COMPUESTOQ | REFERENCIA
BENZOPIRANOS
0O
=
(27) 6-acetil-8- Bohlmann y
(3,3-dimetilalil)-2,2- o Grenz, 1977,
dimetilcromeno.
@7
BENZOFURANOS
O
OR
(28) Cernuanona
0 =
(29) Senociato de OCH;
cernuanona R=
(28) OH
(30) 3-metil-2-pentenoil 0 Bohlmann y
cernuanona 29) )\)\ Grenz, 1977.
0
(31 Cinamoato de 30) /u\)\/
cernuanona o

{32) Angelato de (31 )\/\Q
cernuanona o
32) )H)
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

(continuacién).
NOMBRE { COMPUESTO [ REFERENCIA
BENZOFURANOS
R
(33) Flourensianol |
H;CO 0 \ Bohlmann y
Grenz, 1977.
{(34) Angelato de R=
flourensiano}
33) OH
0
(34)
0 R
(35) Dihidroeuparina.
Bohlmann y
HO 0 \ Grenz, 1977.
(36) 4 -metoxidihidro
euparina.
(35) {36)
R= H OCHJ
Bohimann y
Grenz, 1977.
{(37) Euparina I Bohlmann y
IJakupovic, 1979.
HO 0 \
37 Faini et al., 1997.
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

{continuacidn).
NOMBRE COMPUESTO REFERENCIA
p-HIDROXIACETOFENONAS
COCH;
{38} 3-(3-hidroxi-3- Bohlmann y
metil-1-butenil)-4- P Grenz, 1977.
metoxi-acetofenona. H
OCH;
(38)
COCH;
{(39) 4-hidroxi-3- Bohlmann y
isovalerilacetofencna. Grenz, 1977.
OH O
(39)
COCH;
Bohlmann y
(40) 3,5-bis-(3,3- Grenz, 1977.
dimetilatil)-4- - X
hidroxiacetofenona. Bohlmann y
OH Jakupovic, 1979.
(40)
COCH;
(41) 3-(3,3-dimetilalil)- Bohlmann y
4-hidroxi-acetofenona. X Grenz, 1977,
OH
41)
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de la especie Flourensia cernua

(continuacién).
NOMBRE [ COMPUESTO | REFERENCIA
ACETILENOS
(43) 1-3-tridecadieno- L e ——
5,19, 14etraienino, | MG €=Cly—ICH==CH],H
(43
Bohlmann y
Grenz, 1977,
(44) 1-tridecadieno-
3,5,7.9,11-pentaienino. | HyC——C=CL—CH=CH;
44
(45) 4,6-dieno-8,10,12- Bohlmann y
trienino-1-tetradecancl. | HC—C=Cl,—{CH=—CH],—(CH:»0H | Jakupovic, 1979.
49
{46) 2-(1, 3- penta
dienino) -5-(1-ino- HJC——CECII—Q"C’=—-C—CH =CH,
buteno) tiofeno. (46)
OTROS
(42) 1,3-araquido CHOCOCH:)CH;
behenicina. (IIHOH Kingston ef al., 1975.
CH;OCO(CHa)oCH;
)
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IH. PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 Recoleccidn e identificacion del material vegetal.

Las hojas de Fluorensia cernua D.C., se recolectaron en un mercado convencional
en el estado de San Luis Potosi, México, el dia 28 de Octubre de 1995. La colecta y Ia
clasificacién de la especie, estuvieron a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de Biologia,
UNAM.). Un ejemplar del espécimen se deposité como referencia en la coleccion
ctnobotanica del Herbario Nacional MEXU (Voucher R. Bye 20468) del Instituto de
Biologia de la UN.AM.

El material vegetal se desecd a temperatura ambiente bajo la sombra y se fragmenté

en un molino Willey modelo 4.
3.2 Preparacién del extracto organico vegetal,

2.43]1 kg. de material vegetal seco y molido, se extrajo mediante un proceso de
maceracidén, empleando como disolvente de extraccion 17 L de una mezcla de CH,Cl; -
MeOH en una proporcidn 1:1; transcurridos 6 dias, €l extracto se filtrd y se concentrd al
vacio. Posteriormente, se adicionaron 8 L de MeQH al residuo vegetal guardando un reposo
de 5 dias. Considerando el andlisis cromatografico de los extractos obtenidos, ambos se
reunieron obteniéndose un total de 600 g de extracto orgénico. En el esquema 1 se resume

el procedimiento empleado.

3.3 Procedimientos Generales,

3.3.1 Analisis Cromatogrificos.

Los andlisis cromatograficos en las modalidades de cromatografia en capa fina (CCF)
y cromatografia en capa fina preparativa (CCFP), sc realizaron siguiendo las técnicas
convencionales (Marcel, 1992), empleando diversos sistemas de elucién en diferentes

proporciones (ver el Cuadro 3), Los analisis cromatograficos realizados mediante CCF, se
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Hojas de F. cernua,
(2431 kg)

* 17 L. CH,Cly - MeOH (1:1}
por 6 dias,

* Filtrar

* Concentrar

l 1

LRtsiduo vegetal. _I Extracto

CH.ClL;- MeOH (1:1)
* § L. de McOH
por § dias.
* Filtrar
* Concentrar
I Residuo vegetal. l Extracto metandlico

EXTRACTO
ORGANICO TOTAL
600 g.

Esquema 1. Proceso de extraccidn empleado para la especie Flourensia cernua.

24



Parte experimental.

efectuaron sobre placas de aluminio de diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice
(60 F1s3 Merck), de 0.25 mm de espesor, malla 3,5 - 7.0 ASTM.

Para la separacion y la purificacién de los productos naturales mediante CCFP, se
emplearon placas de vidrio (20%20 c¢m) recubiertas con gel de silice (60 F;s4 Merck) de 0.25
mm de grosor. Como agente revelador se empled sulfato cérico amoniacal (Lowrey ef al.,
1993); para ¢l desarrollo de color fue necesario calentar las placas aproximadamente a 110

°C durante 2 min,

Cuadro 3. Sistemas de elucién empleados en los andlisis de CCF y CCFP.

Disolventes Proporclones
Hexano / AcOEt Diferentes proporciones.
AcQEt 100%
AcOEt / CH,Cl, 7:3
CHCL /MeOH 99:1, 98:2
AcOEt / MeCH 9:1, 8:2
CH;ClL, / MeOH Diferentes proporciones,

E! andlisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM),
se realizd empleando un cromatégrafo de gases HP acoplado a un espectrémetro de masas
modelo Jeo! IMS-AX505HA. Para ello, la muestra de 0.2 pL se inyect6 a la columna capitar
(PAS-1701-Tested Silicone HP) del cromatégrafo bajo las siguientes condiciones de trabajo:
como gas acarreador Helio, presién manométrica de 0.6 kg/em’, flujo de 2 ml/min,
temperatura del inyector de 260 °C y temperatura inicial de la columna de 150 °C con
calentamiento gradual de 10 °C /min , hasta alcanzar una temperatura de 260 °C,

Los espectros de masas se registraron por la técnica de impacto electrénico (EM-
[E}, con voltaje de 70 eV y un barrido de 33 a 800 unidades de masa/carga (m/z) por
segundo.

Estos anilisis se realizaron en la USAI de la Facultad de Quimica y en el Instituto de
Quimica de la UNAM.
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3.3.2 Determinacién de las coostantes fisicas, espectroscipicas y

espectroméiricas.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estdn
corregidos.

Para el registro de los espectros en el Infrarrojo (IR}, se empled un
espectrofotometro modelo 599-B, de rejilla Perkin-Elmer, utilizando la técnica de pastilla de
KBr.

La espectrometria de masas de impacto electrénico (EM-IE) se obtuvo mediante un
espectrometro de masas HP 5890, serie II, por introduccion directa a 70 eV.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN-' H) y de carbono
13 (RMN -* C), asi como los espectros de RMN bidimensional homonuclear (' H-' H-
COSY) y heteronuclear (HETCORY), se registraron en un aparato Varian VXR-300s, a 500,
300, 125, 100 y 75 Miz de frecuencia y empleando CDCl; v DMSO como disolventes; los
desplazamientos quimicos estdn dados en ppm y referidos en TMS o DMSO como estdndar
interno; para la obtenci6n de los espectros HETCOR y COSY se utilizaron secuencias de
pulsos estdndares Varian.

Todos los anilisis descritos en este punto se efectuaron en la Unidad de Servicios y
Apoyo a la Investigaciéon (USAI), Facultad de Quimica v en el Instituto de Quimica de la
UNAM.

3.4 Fraccionamiento primario del extracto orgénico total de Flourensia cernua,

El extracto orgénico total (600 g), se fracciond mediante una cromatografia en
columna abierta, empleando como fase estacionaria gel de silice (3 Kg.); el proceso de
elucion se efectud con un gradiente de polaridad Hexano-AcOEt-MeOH. Se colectaron un
total de 178 fracciones de 1 L cada una, las cudles se reunieron considerando su
homogeneidad cromatografica; este proceso permitid obtener 10 grupos de fracciones

primarias (ver el Cuadro 4).
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Cuadro 4. Fraccionamiento primario del extracto total de F. cernua.

Frocclones | Disolventes | Proporcién | Fracclones Clave Peso{g)
recolectadas reunidas
1-20 Hexano 100% 1-3 FOO0l1 0.6875
4-19 Fo02 1.0338
21-37 Hex / AcOEt 9:1 20-25 F003 15.8600
26-38 * FO04 19.4142
38-63 Hex / AcOEt 8:2 39-67 * FOOS 44.4982
64-87 Hex / AcOEt 7:3 68-80 * FO06 16.6692
88-101 Hex / AcOEt 6:4 81-119 * FOo7 76.8473
102-120 Hex / AcOEt 1:1
121-138 AcOEt 100% 120-141 FOO8 69.8481
139-152 AcQEt/MeQOH 9:1
153-167 AcOEt/MeOH 8:2 142-173 F009 93.1196
168-175 AcOEt/MeOH 7:3
176-178 AcOEt/MeOH 1:1 174-178 FO10 45.0150

* Fracciones bioactivas.

3.5 Separacidon de Jos constituyentes presentes en las fracciones primarias

activas F004 y F005, derivadas del extracto orgénico de F. cernua.

3.5.1 Aislamiento de la mezcla F011 constituida por: Tretracosan-4-6lida (47),
pentacosan-4-6lida (48), hexacosan-4-6lida (49), heptacosan-4-6lida (50), octacosan-4-
olida (51), nonacosan-4-6lida (52) y trizcontan-4-6lida (53), a partir del precipitado

obtenido de la fraccién primaria activa F004.

Durante el fraccionamiento primario del extracto orgénico de F. cernua (punto 3.4),
precipité de manera espontdnea 1.1 g de un sélido amorfo de la fraccién primaria activa
F004 (ver Cuadro 4). Considerando que e} anlisis cromatogréfico de este sélido permitio
detectar la presencia de al menos 4 constituyentes, se procedié a realizar 1a separacion de
éstos productos mediante una cromatografia en columna abierta, empleando para ello 44 g
de gel de silice como fase estacionaria y CH,Cl, 100% como disolvente de elucién; se
colectaron un total de 114 fracciones de 10 ml cada una, las cuiles se agruparon segiin su
homogeneidad cromatografica; este procedimienito permitié obtener un total de 4 grupos de

fracciones. En e} Cuadro 5 se resumen las fracciones reunidas.
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Cuadro 5. Fraccionamiento secundario del sélido obtenido de la fraccion
primaria activa FO04,

Fracciones agrupadas Peso (mg)
1-3 Desechada

4 48.2

S 97.2

6-56 454.5

57-114 336.3

De la fraccion 4 (ver Cuadro 5) se obtuvieron 48.2 mg de un sélido amorfo de color
blanco, con un punto de fusién de 68-70 °C y un rendimiento de 1.98 x 10” %, el cual se

denominé FO11.

3.5.2 Fraccionamiento secundario de la fraccién activa F004.

La fraccibn primaria activa FO04 (19.4142 g, cuadro 4), se sometié a un
fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna abierta, empleando como
fase estacionaria 215 g de gel de silice y se eluyé con un gradiente de polaridad de Hexano-
AcOEt segiin se indica en el Cuadro 6. Se colectaron un total de 94 fracciones de 70 mL
cada una y se analizaron mediante CCF reuniendo aquellas que mostraran similitud
cromatografica. Este proceso generé un total de 6 grupos de fracciones secundarias; el

proceso se resume en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario de la fraccidn primaria activa F004.

Fracciones | Disolvente | Properclén Fracclones Clave Peso
recolectadas reunidas
1-13 Hexano 100 % 1-16 F004-1 20 mg
14-32 Hex / AcOEt 9:1 17-22 FO04-11 6.1592 g
23-32 Fo04-111 | 8.2306 ¢
3343 Hex / AcOEt 8:2 33-42 * FOO4-1V | 1.8802 g
44-77 Hex / AcQEt 7.3 43-90 F004-v 20097 ¢
78-84 Hex / AcOEt 6:4
85-93 Hex / AcQE1 1:1 91-94 FO04-VI | 207.5 mg
94 AcOEt 100 %

* Fraccion bioactiva.
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3.5.3 Separacién del compuesto F012: |- Pentacosanol (54}, a partir de la

fraccién primaria activa F004,

De las fracciones secundarias FO04-11 a FQO4-1V (ver cuadro 6), precipitaron de
manera espontanea 219.7 mg de un s6lido amorfo. La CCF de este sélido revelé la presencia
de un compuesto mayoritario, el cual se purificé mediante Ia técnica de CCFP empleando
como sistema de elucion CH,Cl, - MeOH 98:2; una vez procesada la placa de manera
habitual se obtuvieron 14.2 mg de un sélido amorfo, de color blanco con un punto de fusién

de 75-78 °C y un rendimiento de 5.84 x 10* %, denominado compuesto F012,

3.5.4 Fraccionamiento secundario de la fraccién activa F005.

La fraccién primaria activa FO05 (44.4982 g, cuadro 4), se sometid a un
fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna abierta, utilizando 500 g de
gel de silice como adsorbente, el proceso de elucion se lievé a cabo con un gradiente de
polaridad de Hexano- AcOFt. Se recolectaron un total de 51 fracciones de 250 mL cada una
y se analizaron por CCF, las cudles, se reunieron considerando su homogeneidad
cromatografica. El proceso generd un total de 8 grupos de fracciones secundarias y se

resume en el Cuadro 7.

Cuadroe 7. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa F00S.

Fraccliones Disolverte | Proporclén Fracclones Clave Peso
recolectadas reunidas

1-10 Hexano 100 % 1-4 FO05-1 674 mg
5-6 Foo0s-11 2.558g
7-9 F005-I11 3.625¢
11-20 Hex / AcOEt 9:1 10-15 *FOO5-1V | 12,440 ¢
16-19 F005-V 2.683g
21-34 Hex / AcOEt 8.2 20-34 FO05-VI 4.817¢g
35-40 Hex / AcOEt 7:3 35-45 F0Q5-VII 3.180¢g

41-45 Hex / AcOEt 6:4
46-50 Hex / AcOEt 1:1 46-51 FOOS-VIII | 2.885g

51 AcQEt 160 %

* Fraccion bioactiva.
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3.5.5. Aislamiento del 3-éter metilico de Ia quercetina (1) a partir de la fraccién

primaria activa F005,

Durante el fraccionamiento primario del extracto organico de F. cernua (punto 3.4),
precipitaron de manera espontinea a partir de la fraccion primaria activa F005 (ver el cuadro
4), 370.9 mg de un sélido amorfo de color amarillo, con un punto de fusion de 240-241 °C y
un rendimiento de 0.015 %. El analisis cromatogréfico del mismo reveld la presencia de un

solo constituyente al cudl se le denominé compuesto FO05-A.

3.6 Estrategia general.

En el Esquema 2 se muestra, 2 manera de resumen, los procedimientos empleados
que permitieron la obtencién de algunos de los productos naturales presentes en las

fracciones primarias bioactivas F004 y FO0S.
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Hojas de Flourensia cernua D.C.
2431 kg,
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Esquema 2. Diagrama de flujo del desarrollo experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Estudio fitoquimico de Flourensia cernua D.C.

La preseleccién de materias primas vegetales utilizando como criterio su uso en la
medicina tradicional, es un hecho bien documentado y que ha permitido el hallazgo de
importanies principios activos {(Hamburger y Hostettman, 1991, Prance, 1994; inter alia).
En este sentido cabe mencionar, que la preseleccién de las especies vegetales objeto del
Proyecto “Bioactive Agents from Dryland Plants of Latin America” se realiza considerando
principalmente este criterio.

Una vez preseleccionadas las especies, se realizaron los ensayos bioldgicos

pertinentes en las sedes correspondientes de los laboratorios participantes en el Proyecto.

En el caso particular del presente estudio, la seleccién de la especie F. cernua se
realizd considerando por una parte su uso en la medicina popular y por otra, los resultados
significativos obtenidos en una serie de ensayos biologicos preliminares realizados sobre €l

extracto total de la misma.

Es importante reiterar, que debido a la existencia de la cliusula de confidencialidad
en et convenio del Programa ICBG sobre los resultados acerca de los ensayos bioldgicos, los

resultados y discusion aqui descritos estaran enfocados tnicamente a la parte quimica.

El proceso de extraccién de las hojas de F. cernua realizado mediante la técnica de
maceracion, generd 600 g de un residuo amorfo de color verde oscuro (inciso 3.2); este
extracto se¢ sometid a un fraccionamiento primario mediante métodos cromatogréificos
generando 10 grupos de fracciones primarias {cuadro 4, inciso 3.4); la evaluacion biolégica
de las mismas permitié determinar que la actividad bioldgica se concentrd en las fracciones
primarias FO04, FOO05, FO06 y FOO7. En el presente trabajo, se describird tinicamente el

estudio de las dos fracciones bioactivas de menor polaridad (F004 y F005).
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Con Ia finalidad de aislar los constituyentes presentes en las fracciones activas FOO4 y
F005, se procedi6 a realizar diversos andlisis cromatograficos de ambas fracciones por
separado. Estos procesos, permitieron el aislamiento de una mezcla de 7 metabolitos
secundarios [Tretracosan-4-6lida (47), pentacosan-4-ofida (48), hexacosan-4-6lida (49),
heptacosan-4-6lida (50), octacosan-4-dlida {(51), nonacosan-4-6lida (52) v triacontan-4-
¢lida (53)], un alcohol alifitico {1-pentacosanoi], y un flavonoide [3- éter metilico de la

quercetina).

En el cuadro 8 se indican las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios
aislados y caracterizados de las fracciones primarias activas FO04 y F0OO5.

De manera general, la elucidacién estructural de los compuestos aislados se realizd
mediante la aplicacién de técnicas espectroscépicas y espectrométricas descritas en la

seccién 3.3 de la parte experimental.

Cuadro 8. Metabolitos secundarios aislados a partir de las fracciones primarias
bioactivas FO04 y FO0S5,

COMPUESTO | NOMBRE
Compuestos constituyentes de la mezcla de lactonas FO11

/& Tretracosan-4-$lida
CH3;—(CH3)s—CH; 0]

0
(47

Pentacosan-4-Glida

P

CH3;—(CHz)19—CHz 0

(48)
CHS_‘(CHZ)ZO_CHZ/(;XO Hexacosan-4-olida
{49)
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Cuadro 8. Metabolitos secundarios aislados a partir de las fracciones primarias

bioactivas FO04 y FOO5 (continuacion).

COMPUESTO

[

NOMBRE

Compuestos constituyentes de la mezcla de lactonas F011

e

CH3—CHj)—CH, (0]

(50)

0O

Heptacosan-4-dlida

.

CH;«CHa)2—CH; 0
(51)

O

Octacosan-4-6lida

s

CH;—~(CHz2)3—CH; 0
(52)

0

Nonacosan-4-6lida

e

CH;—(CHy)e—CH; 0
0 Triacontan-4-6lida
(53)
Compuesto F012
CH;~(CH;)22-CH,—CH;-OH 1- Pentacosanol

(34
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Cuadro 8. Metabolitos secundarios aislados a partir de las fracciones primarias

bioactivas FO04 y F0OS (continuacion).

COMPUESTO

NOMBRE

Compuesto F005-A

3-éter metilico de la quercetina

4.2 Caracterizacion de los compuestos presentes en lz mezcla FO11.

El anilisis cromatogrifico del solido obtenido durante el fraccionamiento del

precipitado obtenido de la fraccidn bioactiva FO04 (ver cuadro 5, inciso 3.5.1), reveld la

presencia de un constituyente (F011), con un p. f. de 68-70 °C,

La comparacién de los datos espectroscdpicos obtenidos para el producto natural,

con los descritos previamente en la literatura (Brookes et al., 1958; Guy y Firouz, 1982;

Maurer y Hauser, 1982; Hussain y Waterman, 1982; Grife et al., 1982, inter alia),

permitieron establecer que el producto natural era una y-lactona sustituida, con la siguiente

estructura quirnica:

Sus constantes espectroscdpicas y espectrométricas se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de FO1 1.

IR (KBr) Vo, cm” 2917, 2849, 1754, 1472, 1428, 1355, 1287,
Espectro ] 1231, 1193, 1010, 974, 908, 718.

4.48 (1H, pa, J = 8.0, 7.0, 6.0, 5.5, H~4); 2.53
(2H, m, H-2a y H-2b); 2.32 (1H, dddd, J = 13.0,
*RMN-'H 300 MHz (CDCl) 8.0, 6.5, H-3a); 1.85 (1H, m, J = 14.0, 9.5, 8.0,
Espectro 2 H-3b); 1.72 (IH, m, H-5); 1.59 (1H, m, H-5);
1.25 (42H, s, CHy); 0.88 3H, 1, J= 7.2, CH;).

177.2 (C-1), 81.0 (C-4), 35.5 (C-5), 31.9 {C-8),

RMN-"C  75.5 MHz (CDCl) 29.6 [(CHy)n), 28.8 (C-2), 28.0 (C-3), 25.2 (C-
Espectro 3 7), 22.6 (CHy ), 14.1 (CHa).

EM-IE  (m/Z2) (int. rel} 450 [M" (1)], 432 (4), 404 (47), 376 (34), 360

Espectro 4 (15), 332 (11), 292 (6), 264 (5), 250 (5), 236 (5),

165 (8), 125 (31), 85 (100), 57 (96), 55 (81).

* Los valores de las constantes de acoplamiento .f estin dados en Hz,

El andlisis detallado de los datos espectroscopicos del compuesto FO11, que
permitieron sugerir su estructura se discuten a continuacién:

El espectro en el IR de FO11 (Espectro 1), mostrd bandas de absorcién
caracteristicas para C-H de una cadena hidrocarbonada larga (2917, 2849, 1472 y 718 cm™)
¥ un grupo carbonilo de una lactona de cinco miembros (1754, 1428, y 1193 cm™ ).

En el espectro de RMN-' H de este producto natural (Espectro 2), se observaron las
siguientes sefiales:

2) Un triplete [6 0.88, J = 7.2 Hz] que integr6 para 3 hidrogenos caracteristicos de un CH,
terminal de la cadena hidrocarbonada.

b) Un singulete ancho {6 1.25] que integré para 42 hidrogenos, asignados a los metilenos de
la cadena alifitica, En el espectro COSY (Figura 5), se observa una clara correlacion entre
ambas sefiales.
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¢) Un penteto ancho en & 4.48, que integraba para un hidrégeno; el desplazamiento
paramagnético observado permitid asignar la sefial al metino base de la lactona.
d) Un multiplete en & 2.53, que integraba para dos hidrdgenos asignado a H-2a y H-2b de Ia
estructura mostrada previamente.
e) Un dddd en 8 2.32, que integrd para un hidrogeno asignado a H-3a.
f) Una sefial miliple en & 1.85, la cual, integraba para un hidrégeno; la muhiplicidad
observada y el valor de las constantes de acoplamiento posibilitaron asignar la sefial a H-3b,
g) Finalmente, los dos multipletes restantes que integraron para un hidrégeno cada uno,
ubicados en § 1.72 y § 1.59 se asignaron al metileno del carbono 5 de la cadena
hidrocarbonada.

En el espectro COSY (Figura 5) se observaron, cuadros de conectividad entre los
hidrégenos H-3b y H-3a; H-3b y H-2a, H-2b; H-3a y H-3b; H-3a y H-2a, H-2b.

En el espectro de RMN-" C (Espectro 3) se observaron 10 sefiales; el espectro de
"C modalidad DEPT (Espeetro 5), permitié establecer que estas sefiales correspondian a:
* La seilal observada en & 14.11 se asignd al CH; terminal de la cadena hidrocarbonada,
previamente evidenciado en el espectro de RMN-'H.
* Los metilenos ubicados en § 22.68, 28.00, 28.85 y 35.50, se asignaron al CH; vecino al
metilo terminal, & C-3, C-2 y C-5, respectivamente de la estructura base. Asi mismo, la seiial
intensa ubicada en & 29.68, corresponde al rtesto de los metilenos de la cadena
hidrocarbonada.
* En 4 81.05 se localizd una sefial asignada al carbono base de Iz lactona.
* Por 0ltimo, desplazado hacia campe bajo en § 177.27 se encontré la sefial caracteristica

del grupo carbonilo de una lactona de cinco miembros.

Las asignaciones anteriormente descritas se confirmaron con base a las correlaciones
evidenciadas en los espectros HETCOR (Figura 6) y HMQC (Espectre 6).
Los carbonos restantes, se asignaron por comparacion con los descritos previamente

en la literatura (Gréfe er al., 1982; Maurer y Hauser, 1982),
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El analisis antes presentado de los espectros de RMN-'H y °C en sus diferentes
modalidades eran consistentes con la ubicacion de la cadena hidrocarbonada en la posicién

C-4 del niicleo base de la lactona.

Por otro lado, los cuadros de conectividad observados en el espectro NOESY
(Espectro 9), entre el metino base de ia lactona (H-4) y H-3a (§ 2.31), son consistentes con
la disposicién syn de ambos hidrégenos.

El anilisis def espectro de masas del compuesto FO11 (Espectro 4), demostrd un ion
molecular diferente al esperado para este compuesto. Por lo tanto, se procedié a realizar un
andlisis de cromatografla de gases acoplado a espectrometrfa de masas (CG-EM) del
producto FO11,

El analisis del espectro de CG-EM, revelé que el producto FO11 estaba constituido
por siete compuestos; en la Figura 7, se muestra el cromatograma correspondiente. Este
andlisis (Espectros 10 a 16), también aport6 los datos necesarios para la determinacién del
numero de metilenos que conforman la cadena hidrocarbonada de cada uno de los siete
componentes, asi como su masa y férmula molecular. En la Tabla 2, se muestran las
caracteristicas y el nombre de cada uno de los compuestos, y en la Figura 8, se muestra el

patrén de fragmentacidén del compuesto 47.

B

P —_ 5

"

i 4 E 1 H

Figura 7. Cromatograma de gases de la mezcla FO11 obtenido mediante CG-EM.
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Tabla 2. Longitud de la cadena hidrocarbonada (n), formuta molecular (FM), masa
molecular (MM), tiempo de retencién (tg) y nombre, para los compuestos (34 a 57)
presentes en la mezcia FO11.

Compuesto n R % MM FM Nombre
47 18 18.30 | 23.65 366 C24Hys Oz Tretracosan-4-6lida
43 19 18.96 7.50 380 | CpsHinO2 Pentacosan-4-dlida
49 20 20.15 30.01 394 Ca6 Hs0 02 Hexacosan-4- 6hida
50 21 20.94 2,77 408 Ca7Hs52 02 Heptacosan-4-6lida
51 22 2270 | 28.54 422 C2 Hsy O2 Octacosan-4-6lida
52 23 23183 2,28 436 CaHss O Nonacosan-4-6lida
53 24 25.81 4.56 450 CiHss O Triacontan-4-0lida

n =ynidades de CH; substituibles en la estructura base de la lactona.

Las evidencias anteriormente presentadas, condujeron a establecer las estructuras
quimicas, para los siete compuestos presentes en la mezcla de lactonas FO11, las cudles se
muestran en el Cuadre 8. Cabe destacar que los siete constituyentes presentes en la mezcla

FO11, representan nuevos productos naturales.

Finalmente, es importante mencionar, que la presente investigacién constituye el
primer reporte de la presencia de este tipo de metabolitos secundarios en F. cernua. Sin
embargo, estos productos naturales se encuentran presentes principalmente en hongos y
actinomicetos como Aspergillus avenaceus (Brokes et al., 1958; Brookes ef al., 1965} y
Streptomyces griseus (Grife et al, 1982), insectos como Blendius mandibularis y B.
spectabilis (Guy y Fioruz, 1982); y el escarabajo Popillia japonica {Tumlinson et al., 1977).
Por el contrario, son escasos los reportes de este tipo de metabolitos en plantas supericres
habiéndose encontrade por ejemplo en las especies Gareinia mannii (Hussain y Waterman,

1982) y Polianthes tuberosa (Maurer y Hauser, 1982).
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Compuesto 47
n=18
g
C.
&
CH=—CHz—(CHz )1y —CH3
CaaHis Oy
M" = 366)
ot
I
(]
MH,—(CH,),—CH,
Ca Hes O;
! [
* (CHy) CH3—|
ot
A | CoHy miz=281
V> -CH,
e *
LaVa * (CHp)y CH,
CiHs Oy miz=185 B
C19H39 m/z= 267
o *CH, CH, _'
. . CiHy mie=29
CH; 4] .
o+ + "CH=0
CH .
- —I +
CyHs O m/=57 CyH O m/z=56 CH,

miz=15

Figurs 8. Fragmentos mas importantes observados por EM-IE para el compuesto 47.
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4.3  Caracterizacién del 1-Pentacosanol (54).

El compuesto F012, se obtuvo como un sélido amorfo de color blanco, con un p. £

de 75-78 °C; sus constantes espectroscopicas se resumen en la Fabla 3.

2 1
CH;~<(CHz}»»—CH,—CH;~OH

(59)

Férmula molecular = Cys Hs, O
Peso molecular = 368

Tabla 3. Constantes espectroscopicas del compuesto 54.

IR (KBf) Voo, cm™ 3343, 2917, 2848, 1472, 1462, 1378, 1058, 729,
Espectro 16 9.

0.87 (3H, 1, J = 6.6, CHy ); 1.25 (44H, s, 22
*RMN-'H 300 MHz (CDCl, ,DMSO)  |CHy); 1.51 (2H, m); 3.52 (2H, ¢, J = 6.6,
Espectro 17 CH:OH).

RMN-C 100 MHz (CDCl , DMSQ) 61.09 (CH,OH), 31.94-21.67 (CHp), 13.24
Espectro 18 (CH;).

* Los valores de J estan dados en Hz.
Su espectro en ¢l IR (Espectro 16), mostrd bandas de absorcién caracteristicas del
grupo hidroxilo (3343 cm™ ), metilenos alifiticos (2917 y 2848 ¢cm™ ) y metileno (1472 y

1462 e ).

El analisis de los espectros de RMN del compuesto, permitié establecer que se trata

de un alcohol primario alifatico.
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En el espectro de RMN-' H (Espectro 17), se observaron las siguientes sefiales:
* En § 3.52 se encontraba un triplete (/= 6.6 Hz), que integraba para dos hidrégenos; el
desplazamiento quimico y la multiplicidad observados permitieron asignar ia sefial a un
grupo metileno unido a un grupo hidroxilo.
* Un multiplete en & 1.51 correspondiente a un grupo metileno.
* Un singulete ancho en 8 1.25, que integraba para 44 hidrégenos, correspondientes a los
metilenos de la cadena alifatica.
* Finalmente, en § 0.87 un triplete {(J = 6.9 Hz) que integraba para tres hidrogenos,
asignable al metilo terminal de la cadena alifdtica.

En el espectro COSY (Figura 9) se observaron cuadros de conectividad entre los
hidrégenos del CH; y CH, de la cadena alifética; H-2 y CH; de la cadena; H-2 y H-1.

Por otro lado, en el espectro de RMN-" C (Espectro 18}, destacan las sefiales en &
61.09 y 13.24, atribuidas al carbono base de oxigeno y al metilo terminal respectivameme; el

resto de las sefiales corresponden a los metilenos de la cadena alifatica.

Con base en las evidencias antes presentadas, el compuesto FO12 se caracterizd

como el 1-Pentacosanol.
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Figura 9. Espectro de RMN-' H modalidad COSY para el 1-pentacosanol.
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Resultados y Discusion.

4.4 Caracterizacidn del 3-éter metilico de la quercetina (1).

El compuesto 1, se obtuvo como un sélido amorfo de color amarillo, con un p. f. de

240-241 °C; sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se resumen en la Tabla 4.

Formula molecular = Cys Hy2 0
Peso molecular = 316

Tabla 4. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del compuesto 1.

IR (KBr) Vi, cm”
Espectro 19

3144, 2924, 1648, 1607, 1572, 1495, 1362,
1222, 1162, 1073, 840, 803, 782, 710.

sRMN-'H 300 MHz (DMSO)
Espectro 20

12.5 (1H, s, OH-5); 10.9 (1H, 5, OH-7); 7.9 (2H,
m, H-2'y OH); 7.5 (3H, m, H-5", H-6"y OH); 6.4
(IH, d, Jz5= 1.8, H-8); 6.2 (1H, d, Jes = 2.1,H-
6); 3.7 3H, s, OCH;).

RMN-C 75 MHz (DMSO)
Espectro 21

178.1 (C-4), 164.3 (C-T), 161.2 (C-5), 156.5 (C-
9),155.1 (C-2), 138.7 (C-3), 131.0 (C-67, 130.0
(C-19, 128.7 (C-5'y C-OH), 128.1 (C-2y C-
OH), 104.4 (C-10), 98.7 (C-6), 93.8 (C-8), 60.0
(OCH,).

EM-IE  (m/z) (int. rel)
Espectro 22

316 M"(1)], 315 [M-1]" (5), 284 [315 -OCH; 1"
(100), 238 (96), 254 (24), 241 (8), 171 (7), 152
(9), 105 (8), 77(9), 69 (5), 28 (7)

* Los valores de J estin dados en Hz.
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Resuliados y Discusion.

El espectro en el IR det compuesto 1 (Espectro 19), mostré sefiales de absorcion
caracteristicas para grupos hidroxilos (3144 cm” ), C-H (2924 cm™ ), grupo carbonilo de
una y- pirona (1648 cm™ ) y aromaticidad (1607 cm™ ).

El espectro de masas (Espectro 22), mostré un jon molecular en una relacién de m/z
de 316, correspondiente a la formula molecular Cis Hy, O7, la que permite 11 grados de

insaturacién.

Las caracteristicas espectroscOpicas antes mencionadas, el comportamiento
cromatogrifico demostrado por el producto natural, asf como consideraciones de tipo
quimiotaxonémico (Harborne et al., 1975; Heywood er al., 1977; Bohlmann et af., 1984;
Dominguez, 1985; Faini et al., 1997), permitieron sugerir la naturaleza flavonoide del

compuesto.

El andlisis detallado de los espectros de RMN, permitieron confirrnar ésta propuesta;
en el espectro de RMN-' H (Espectro 20) se observo:

* [ sistema AB caracteristico de H-6 y H-8 del anillo A, en la region de los hidrogenos
arométicos {8 6.21, d, J= 1.8 Hz; 5 6.44, d, J= 2.1 Hz); la correlacion observada para ambas
sefiales en el espectro COSY (Figura 10) y la magnitud de la constante de acoplamiento
permitieron confirmar este sistema.

* Dos sefiales multiples en § 7.56 {H-5" y H-6"] y 8 7.99 [H-2'], correspondientes a un
sistema ABX del anillo aromitico B disustituido. La correlacién observada en el espectro
COSY (Figura 10) para las dos sefiales era congruente con lo antes descrito.

* las sefiales ubicadas en § 10.9 y & 12.5, se asignaron a dos grupos hidroxilos,
evidenciados previamente con el espectro en el IR; el desplazamiento quimico observado
para ésta dltima sefial indicaba que el grupo OH debia estar quelatado con un grupo
carbonilo, por lo cudl el OH debia estar en la posicién 5 del anillo A.

* Finalmente, se observd un singulete en & 3.79, caracteristico de un grupo metoxilo.
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Figura 10. Especiro de RMN-' H modalidad COSY para el 3-éter metilico de la quercetina,
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Resultados y Discusion.

Los datos presentados hasta ef momento, asi como la ausencia de la scfial
caracterfstica para H-3 en el espectro de RMN-' H de una flavona (Markham et al., 1985;
inter olia), sugirieron que el compuesto era un flavonoi sustituido con cuatro grupos

hidroxile y un grupo metoxilo; de lo anterior se propuso la siguiente estructura parcial:

Por otro lado en ¢l Espectro 21 de RMN-" C, se observan sefiales para 14 atomos
de carbono, lo cudl indica la presencia de dos sefiales equivalentes:
* Las sefiales en & 178.1 y & 60.0 corresponden al grupo carbonilo de la y- pirona del anillo
C y a un grupo metoxilo, respectivamente.
* Las sefiales para los carbonos base de oxigeno C-2, C-5, C-7 y C-9 se observaron en §
155.1, 161.2, 164.3 y 156.5, respectivamente.
* Para los metinos aromdticos de los carbonos C-6, C-8 y C-5°, se observaron sus
respectivas sefiales en & 98.7, 93.8 y 131.0, mientras que la sefial para los metinos de los
carbonos C-2'y C-6', se ubic en 6 128.1.
* Los carbonos restantes se asignaron por comparacién con los descritos previamente en la
literatura (Harborne er al., 1975; Wehrli y Nishida, 1979; Agrawal, 1989; Stuppner y
Miiller, 1994); asi mismo, se pudo constatar la asignacién de los mismos con base a la

informacion proporcionada por los espectros HETCOR y DEPT (Espectros 23 y 24),

El analisis del espectro de masas del producto natural, fue de gran utilidad ya que

permitio ubicar el grupo metoxilo en ia posicion C-3 y a los tres grupos hidroxilos en C-7,
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Resuftados y Discusion.

C-3"y C-4" del flavonol. En la tabla 4 y en la Figura 11, se encuentran los fragmentos mas
importantes observados en éste espectro.

El anilisis de los datos espectroscopicos para el producto natural, asi como la
comparacion de los mismos con los descritos previamente en la literatura (Harbome et al.,
1975; Wehrli y Nishida, 1979; Markhan es al., 1985; Agrawal, 1989; Stuppner y Miiller,
1994), permitieron caracterizar al compuesto como el 3-éter metilico de Ia quercetina, el
cudl ya habia sido aislado anteriormente de ésta especie (Dillon et al., 1976; Dillon y Mabry,
1977). Cabe mencionar que este compuesto se ha aislade también de otras especies tales
como; Achillea kotschyi (Wollenweber er al., 1987), Ageratina saltillensis (Yu et al.,
1986), Brickeilia vernicosa (Ahmed et al., 1986), Geraea viscida (Proesh et al., 1986),
Hemizonia sp. (Tanowitz et al., 1987) y Salvia pedicerlata (Ulubelen y Tuzlari, 1990), entre

otras.
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Figura 11. Fragmentos m4s importantes observados por EM-IE para el compuesto 1.
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Perspectivas.

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

1. Los resultados obtenidos de los ensayos biclogicos preliminares realizados sobre
el extracto total de Flourensia cernua D. C., permitieron detectar a esta especie como una

fuente potencial de compuestos bioactives.

2. El estudio quimico de tipo biodirigido, de las fracciones primarias bioactivas de
menor polaridad [F004 y FOO05), permiti6 1a obtencion de 9 productos naturales, mismos que
se caracterizaron mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos. Los productos
naturales aislados corresponden a: un flavonoide caracterizado como el 3-éter metilico de la
quercetina (1), el cual ya habia sido aislado previamente de esta especie; una mezcla de siete
y-lactonas caracterizadas como; Tretracosan-4-6lida (47), pentacosan-4-6lida (48),
hexacosan-4-6lida (49), heptacosan-4-6lida (50), octacosan-4-6lida (51), nonacosan-4-6lida
{52) y triacontan-4-6lida (53), y un alcohol alifitico identificado como el 1-Pentacosanol
(54).

3. Las lactonas aisladas en el presente estudio constituyen nuevos productos

naturales.

4, La presente investigacién representa la primera descripeién de la presencia de

lactonas en la especie Flourensia cernua D. C.

5. Este estudio constituye una aportacion al conocimiento de la quimica de la especie

F. cernua.
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Perspectivas.

VI. PERSPECTIVAS.

1. Separar al menos tres de los componentes presentes en la mezcla FO11, mediante

la aplicacién de la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

2. Continuar el estudic quimico de las fracciones bioactivas.

3. Establecer !a configuracién absoluta del Carbono 4 de los constituyentes presentes
en la mezcla FO11.
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