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1.INTRODUCCION

1.1 Farmacognosia y Alcaloides.

Se conoce que las plantas medicinales constituyen una fuente inagotable
de compuestos quimicos que pueden ser utilizadas como principios activos y que
en algunos casos son extraidos directamente para su empleo en terapéutica, y en
otros son la base para la obtencion por sintesis de farmacos analogos. Los
alcaloides forman un grupo de productos naturales particularmente interesante por
su diversidad estructural y el abanico de sus actividades farmacoldgicas, lo que
hace de ellos uno de los grupos mas importantes para la busqueda de nuevos
principios activos.! De estos compuestos nitrogenados de origen natural, se han
descrito sus aplicaciones desde analgésicos potentes como la morfina (1), hasta
antitumorales exitosos en el tratamiento contra distintas clases de céncer, un
ejemplo de ello el paclitaxel (taxol®) (2) y cabazitaxel (Jevtana®) (3), siendo este

Gltimo aprobado y comercializado a partir de 2010 (Figura 1.1).?

Figura 1.1. Alcaloides de uso terapéutico.
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Un alcaloide es un compuesto orgénico nitrogenado de origen natural,
encontrado en vegetales, hongos, bacterias, asi como en especies marinas y
presentan propiedades farmacolbgicas a bajas dosis. Se debe sefalar que esta
definicion excluye el criterio de actividad, haciendo hincapié en que no importa que
el compuesto administrado a dosis suficiente tendra un efecto sobre un organismo
vivo. Desde el punto de vista semisintético, estos compuestos desempefian un

valioso papel en la obtencién de farmacos.®

En su estructura quimica uno o mas atomos de nitrégenos estan presentes,
lo cual le confiere su caracter basico por lo que de ahi deriva su nombre (alkali=
base) aunque existen alcaloides neutros y aminas cuaternarias. Estos compuestos
se clasifican en varios grupos de acuerdo a los aminoacidos involucrados en su
biosintesis dentro de los cuales estan los tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos
y quinolizidinicos (la ornitina y lisina); feniletilaminicos e isoquinoleinicos (acido
nicotinico, tirosina y fenilalanina); inddlicos y quinoleinicos (triptéfano);
quinazolinas (acido antranilico) e imidazolicos (histidina). Otros compuestos que
también intervienen en la biosintesis de alcaloides son el &cido shikimico, acetato
y fosfato de deoxixilulosa. También es conocido que en ocasiones un atomo de
nitrogeno es donado por un aminoacido a un grupo shikimato, acetato o a un

terpenoide lo que da origen a “pseudoalcaloides’.*®

Si bien la nocion de alcaloide es relativamente reciente, el conocimiento de
la toxicidad, las propiedades de las plantas y de las drogas que poseen alcaloides
es muy antiguo; entre las plantas conocidas por su actividad farmacologica y su
accion toxicoldgica se encuentran: el opio el cual contiene a 1, la planta de coca
de donde se obtiene cocaina (4), el aconito que biosintetiza aconitina (5), la
belladona la cual contiene atropina (6), el célchico que presenta colchicina (7), la
quina que sintetiza quinina (8), la ipecacuana la cual contiene emetina (9), entre

otras, las cuales se utilizan desde hace siglos. (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Alcaloides de especies vegetales con actividad biolégica.

A lo largo de la primera mitad del siglo XIX se aislaron los primeros
alcaloides. Derosne en 1803, fue el primero en obtener un alcali de origen natural;
a partir de extractos del opio extrajo a 1; la cual fue aislada posteriormente por
Serturner en 1805 a partir de Papaver somniferum. Entre 1817 y 1820 Pelletier y
Caventou aislaron la estricnina (10) de la nuez voémica y a 8 de la corteza de

quina. Posteriormente se aislo coniina (11).*

Ademas, es importante sefialar que los primeros pasos de la farmacologia
experimental se iniciaron con el estudio de alcaloides. Magendie (1783-1855) fue
el primero en estudiar la actividad farmacolégica de algunos de estos compuestos
en animales de experimentacion; centré principalmente sus trabajos en 10, que es

un estimulante neuronal muy toxico y se utiliza todavia como raticida. Otros
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ensayos también fueron desarrollados, como los de Claude Bernard (1813-1878)
quien estudié la actividad farmacoldgica de compuestos nitrogenados como los
gue se encuentran en el curare, la nicotina del tabaco y alcaloides del opio. Por

otra parte, el primer alcaloide que se sintetizé fue 11 en 1886 (Figura 1.3).°

10 11

Figura 1.3. Primeros alcaloides con estudio farmacoldgico aislado de especies

vegetales.

A partir de los compuestos aislados por Pelletier y Caventou, entre 1817 y
1820, se buscO determinar la elucidacion estructural de estas moléculas
lograndose solamente en 11, por Schiff en 1870, en otros casos, como el
esqueleto policiclico de estricnina 10 hubo que esperar hasta la segunda mitad del
siglo XX, casi 130 afios mas. En la actualidad las avanzadas técnicas
espectroscopicas y la espectrometria de rayos X, permiten abordar las estructuras

mas complejas.t’
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2. ANTECEDENTES

2.1 Alcaloides pirrolizidinicos.

Los alcaloides pirrolizidinicos (PAs), representan una clase de compuestos,
pertenecientes a metabolitos secundarios, producidos por numerosas especies de

plantas. Se han aislado principalmente dentro de las familias Asteraceae,
Boraginaceae y Fabaceae; y mas esporadicamente en las familias Aponaceae,

Euphorbiaceae, Orchidaceae, Poaceae, Santalaceae.®®

2.1.1 Estructura general de los alcaloides pirrolizidinicos.

La gran mayoria de estos son ésteres formados entre aminoalcoholes y uno

o dos acidos alifaticos carboxilicos.

Los aminoalcoholes, designados también con el nombre de necinas,
derivan de la pirrolizidina, siendo el nitrégeno el responsable del caracter alcalino
gue por lo general estos presentan; esta propiedad se encuentra estrechamente
ligada a la disponibilidad del par de electrones libres del nitrogeno, los
agrupamientos electro-atrayentes al atomo de nitrégeno disminuyen la basicidad y
los agrupamientos electro-donadores la exaltan.

En general los alcaloides pirrolizidinicos constan de dos partes, la necina

(amino alcohol) que es la base, y el 4cido nécico (Figura 2.1).%1°

0 1. ,
o y R, | ACIDO NECICO
)L o
Re 1 NECINA

(pirrolizidina)

Figura 2.1. Estructura general de los alcaloides pirrolizidinicos.
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2.1.1.1 Necina.

Esta basada en dos anillos que comparten un atomo de nitrégeno
(azabiciclo). En la naturaleza por lo general los anillos tienen como sustituyentes
grupos hidroximetileno en la posicion C-1 y grupos hidroxilos en C-7; las bases de

necinas mas comunes (12-19) se muestran en la figura 2.2.**2
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Figura 2.2. Ejemplo de ndcleos de necinas.

2.1.1.2 Acido nécico.

Se denomina asi a cualquier acido esterificado a un nucleo de necina.
Comunmente, los acidos son alifaticos de C-5, C-7, C-8 o C-10, a veces son
simples, normalmente son especificos de este tipo de alcaloides. Pueden ser
acidos mono o di-carboxilicos con cadenas de carbono ramificadas, teniendo
como sustituyentes hidroxilo, epoxilo, carboxilo, metoxilo u otros grupos alcoxilo.
Por lo tanto, puede tener numerosos derivados estereoisdmeros. Los mas
comunes que se han detectado en alcaloides pirrolizidinicos se muestran en la
figura 2.3.113
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Figura 2.3. Acidos nécicos comunes en alcaloides pirrolizidinicos.

2.2. Biosintesis de alcaloides pirrolizidinicos.

Los primeros estudios con trazadores realizados en los laboratorios de
Robins y Spenser mostraron que el esqueleto de carbono de la base necina se
origina de los aminoacidos L-ornitina y L- arginina. La biosintesis comienza con la
descarboxilacion de estos aminoacidos por la accion de arginina y ornitina
descarboxilasa que conduce a la formacion de putrescina que es catalizada por la
homospermidina sintetasa, una enzima que cataliza la transferencia de un grupo di
aminobutil ya sea putrescina o espermidina a una segunda putrescina. Dos
moléculas de putrescina se condensan en un Nicotinamida Adenina Dinucle6tido
(NAD")-dependiente de reaccion para dar la imina, que se convierte luego en
homospermidina por reduccion de Nicotinamida Adenina Dinucleétido reducido
(NADH). Tanto la putrescina y espermidina directamente proporcionan el
esqueleto C4N, este intermediario simétrico se cicla siguiendo una secuencia
clasica de desaminacion oxidativa, formacion de una base de Schiff, nueva
desaminacion oxidativa y reaccién intramolecular de Mannich generando necinas
dihidroxiladas. La hidroxilacién posterior y deshidratacion genera a 13 que suele
ser un componente basico de los alcaloides de pirrolizidina. Por otro lado, los
alcaloides de tipo 19, se produce a partir de 13 presumiblemente por hidroxilacion
adicional y la formacién de un grupo cetonico con escision simultanea del enlace

NC y N-metilacién (Esquema 2.1).
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Los acidos nécicos se derivan de aminoacidos alifaticos como isoleucina,
treonina y valina a partir de una descarboxilacion y desaminacién para permitir,
por ejemplo acidos C-5 tales como 20 o 21. Los alcaloides de pirrolizidina del tipo
N- oxido de licopsamina (28) contienen un Unico acido alifatico heptacarbonado

(Figura 2.4). En la biosintesis de senecionina (29), el 4cido dicarboxilico C-10, se

deriva de dos moléculas de isoleucina, las cuales se esterifican a 13. El acido
14-16

traquelantico proviene de la rama de la biosintesis de valina.

<
@)
HO
28 29

Figura 2.4. Pirrolizidinas mono- y disustituidas.

2.3 Metabolismo y toxicidad.

Aunque se conoce desde hace varias décadas que los alcaloides
pirrolizidinicos son genotoxicos,* no todos ellos poseen esta actividad. Existe una
relacion estructura-actividad relativa de toxicidad. Por
regla general, los monoésteres son menos toxicos que
los diésteres aciclicos y éstos menos toxicos que los

diésteres macrociclicos. Para poseer toxicidad, el

alcaloide debe estar deshidrogenado en la posicion 1,2 y

Figura 2.5 PA toxico.
al menos monoesterificado (figura 2.5). Los verdaderos responsables de la

toxicidad son los derivados pirrélicos que resultan de la oxidacion de las

* Las sustancias genotoxicas pueden unirse directamente al ADN o actuar indirectamente mediante la afectacion de
las enzimas involucradas en la replicacion del ADN y causando, en consecuencia, mutaciones que pueden 0 no
desembocar en un cancer."’
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pirrolizidinas a nivel de los microsomas hepaticos; estas estructuras pirrélicas se
comportan como agentes alquilantes frente a macromoléculas nucléicas y
protéicas. Se ha establecido que la hidrolisis del grupo éster de los alcaloides de
pirrolizidina para formar la base necina es una via de desintoxicacion y esta via es
catalizada por el higado mediante enzimas carboxiesterasa citosdlicas y
microsomales. Con respecto al enlace C-O en la posicién C-7, tipo 13 y 14, los
cuales son diasteroisomeros, se convierten en los carbocationes ubicados en el C-
7 y la reaccion del ion carbonio con agua genera una adicion en ambos lados del
plano de la necina para formar el dehidro pirrolizidina (DHP) racémica. Los
metabolitos pirrélicos son capaces de unirse con
glutation para formar conjugados y esta reaccion
enzimatica, catalizada por la glutatibn S-transferasa

(GST) puede ser la via de desintoxicacibn mas

importante para la toxicidad inducida por pirrolizidinas. Figura 2.6. PA no toxico.
Los alcaloides de pirrolizidina tipo 16, las cuales no contienen un enlace doble en
la base, han demostrado no tener caracteristicas genotéxicas (figura 2.6). Las
caracteristicas estructurales, en particular el impedimento estérico, son factores
importantes en la degradacion de estas sustancias. El efecto estérico alrededor
del grupo funcional éster de la molécula puede inhibir el proceso de hidrdlisis
enzimatica. En general, el grupo éster alilico en algunos compuestos diéster (por
ejemplo, 29), en C-7 se lleva a cabo la hidrolisis mas facilmente que el grupo éster
al otro lado de la molécula (C-9); esto es porque el éster alilico en C-7 es menos
impedido estéricamente. En el caso del acido desoxirribonucleico (ADN) y del
acido ribonucleico ARN, los grupos amino de purina y bases de pirimidina pueden
funcionar como necledfilos (Nu), los cuales se alquilan y los productos resultantes
(proteinas y nucledsidos con aductos DHP) no pueden realizar sus funciones
normales, a menudo vitales. En el caso del ADN resultan mutaciones causando
dafio tisular considerable en el higado y transtornos en los procesos bioquimicos
normales, generando asi su toxicidad (hepatotoxicidad y tumorigenicidad)

(Esquema 2.2).182°

10
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En 1988 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), concluyé que en el
hombre, el envenenamiento por alcaloides pirrolizidinicos se manifiesta
normalmente como una enfermedad veno-oclusiva (VOD) aguda, caracterizada
por un dolor continuo sordo en la parte superior abdominal derecha, ascitis con
rapida acumulacion de liquido dando lugar a distensién abdominal pronunciada y a
veces asociada con oliguria y efusion pleural masiva. También puede manifestarse
como enfermedad subaguda con sintomas imprecisos Yy hepatomegalia
persistente. Los nifios son especialmente vulnerables. Muchos casos progresan a
cirrosis y en algunos mas se ha demostrado que un sélo episodio de enfermedad
aguda progresa a cirrosis, pese a que se ha eliminado del paciente la fuente de
exposicion toxica y se le ha administrado tratamiento sintomatico. La mortalidad
puede ser elevada debido a insuficiencia hepéatica en la fase aguda o

hematemesis por varices esofagicas quebradas producidas por cirrosis.?

2.4 Farmacologia.

Aunque algunos de los alcaloides pirrolizidinicos se caracterizan por su
toxicidad, se han realizado estudios biologicos con el fin de encontrar en ellos
actividad farmacoldgica logrando esto a diferentes dosis, puesto que de esta
depende en muchos casos la actividad farmacolégica o téxica, asi mismo su via
de administracion debido a que estos alcaloides como tal no son toxicos, sin
embargo al bioactivarse en el higado podrian serlo. Algunos ejemplos de estas

aplicaciones son los siguientes (Figura 2.7):

e« Monocrolatina (30). Aislada de Senecio. Ha inducido a la hipertrofia
ventricular derecha en cobayos recién nacidos, y esto puede servir como
modelo para enfermedades humanas congénitas del corazén asociados
con la hipertension pulmonar.??

e 3’-Acetiltraquelantamina (31). Aislada de Heliotropium floridum, genera
moderada actividad antifungica frente a Fusarium monoliorme.

e Floridinina (32). Muestra moderada actividad antifingica frente a Fusarium

monoliforme.?3

12
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35
33 34

Figura 2.7. Ejemplo de alcaloides con actividad farmacoldgica.

En el Instituto Nacional del Cancer (NCI), se han realizado estudios clinicos
con la indicina (33), intermedina (34), licopsamina (28) y sus respectivos N-
oxidos contra la leucemia generando resultados significativos. Los
principales efectos secundarios vistos hasta la fecha son la mielosupresion
severa y hepatotoxicidad. La N-Oxido de 33 es un farmaco con buena
aceptacion por parte del paciente, ya que no causa nauseas, vomitos,
fiebre, erupciones cutaneas, u otras afecciones vistas con muchos agentes
anticancerigenos utilizados en quimioterapia. El mecanismo de la actividad
antitumoral de la N-6xido de 33 no es claro en este momento. Se ha
sugerido que mientras que la reduccion de la N-6xido de 33 se produce sélo
en una pequefia medida después de la administracion intra peritoneal (ip) a
ratones o conejos, o de la administracion intravenosa (iv) en monos o
humanos en células hepaticas sanas, podria aumentar la reduccion de N-

oxido de 33 en las células tumorales hipoxicas, lo que lleva a la

l__&_ -~ ‘- 4___);-—}:

13
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especificidad de sitio produccién de pirroles metabdlicos y la selectividad
hacia el tumor que a las células normales.*

e Senecionina (29), retronecina (13), heliotrina (35), y monocrotalina (30); han
demostrado tener actividad antitriposoma importante.?®

e Algunas pirrolizidinas tambien han sido evaluadas investigadas para su uso
como agentes quimioterdpicos en infecciones por el Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH).%

2.5 Asteraceae.

En la familia Asteraceae se ha descrito la presencia de alcaloides de
distintas clases como lo son: los derivados de pirrolizidina, piperidina, piridina,
tropano, indolizidina, quinolizidina, quinolina, indol, terpénicos, entre otros; asi
como distintos metabolitos secundarios tales como terpenos y flavonoides. Esta

familia se distribuye en todos los continentes excepto en la Antartida.

Esta familia es una de las mas exitosas evolutivamente, la continua
expansion de la familia ha sido acompafiada por diversos cambios fitoquimicos
gue le han permitido desarrollar y explorar nuevos mecanismos de supervivencia

(alcaloides, conductos laticiferos, olores, entre otros).

México es el Pais con mas especies de Asteraceae en el mundo y
representan el 12-15% de la flora vascular mexicana. Las Asteraceae estan
distribuidas en todos los biomas de México aunque son especialmente abundantes

en zonas con una marcada alternancia entre episodios himedos y secos. %2’

Los Estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Jalisco y Michoacan cuentan
con el 46.6% del total de la poblacién de especies de esta familia en el Pais y el

72% de esta poblacién es de especies endémicas.?*%°

El uso de estas especies en la medicina tradicional es muy amplio; entre
estos se encuentran las aplicaciones como antiinflamatorios, antimicrobianos, etc.,
lo que se ha demostrado en estudios bioldgicos sobre extractos de estas

especies.®3!
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ANTECEDENTES

De los alcaloides aislados de Asteraceae se han descrito actividades
biolégicas importantes. 343 Aunque esta clase de compuestos (o la mayoria de
ellos) son conocidos por su toxicidad, hoy en dia se estan ensayando
biologicamente con el fin de determinar la dosis, efectividad y tiempo adecuado de
exposicion de estas sustancias para su posible aplicacién farmacoldgica.** Otras
especies de esta familia recientemente han sido exploradas en la identificacion de
compuestos nitrogenados, como es el caso de Stevia rebaudiana, la cual ha
demostrado tener alcaloides de naturaleza indolizidinica como la steviamina (37) *
lo que promueve la busqueda de estos metabolitos en el género (Figura 2.8).
Algunas especies aunque han sido reportadas como productoras de alcaloides
como lo es Eupatorium semialatum que produce la tussilagina (36), no han sido
investigadas ampliamente desde el punto de vista farmacolégico a pesar de que

se han descrito como especies no téxicas.>®

H OH
O ""'
OH
N
wOH
HO
37

{

w T

8

36
Figura 2.8. Alcaloides aislados de especies de la familia Asteraceae.

2.6 Género Chromolaena.

Uno de los géneros de Asteraceae es Chromolaena, el cual consta de 165

especies y esta catalogado dentro de la tribu Eupatoriae.

Del género Chromolaena se han aislado diferentes compuestos tales como:
triterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, acidos grasos ciclicos, lactonas
sesquiterpénicas, derivados del labdano, ent-clerodanos, prostaglandinas
provenientes de acidos grasos libres, germacrandlidos y alcaloides
pirrolizidinicos.®” De esta Ultima clase de compuestos se han reportado en C.
odorata los compuestos monosustituidos aislados en forma libre y como N-Oxidos

7-angeloilretronecina (38), 9-angeloilretronecina (39), intermidina (40), rinderina

15
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ANTECEDENTES

(41), licopsamina (28), echinatina (42), 3 -acetilrinderina (43) y supinina (44);'3%%
y recientemente en las raices de C. pulchella se encontraron a las pirrolizidinas
novedosas denominadas diviriflorato de necina (45) y triviridiflorato de necina (46)
0 (Figura 2.9).

46

Figura 2.9. Alcaloides aislados de especies del género Chromolaena.
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2.7 Chromolaena pulchella.

2.7.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA:

Habito y forma de vida: hierba o arbusto.
Tamaio: de hasta 1,5 m de altura.

Tallo: erguido, cilindrico, de 4 a 5 mm de diametro, densamente puberulento,
café-grisaceo o café-amarillento.

Hojas: alternas, ldmina oblongo-lanceolada, de 3 a 6 cm de longitud por 1 a 1,5
cm de ancho, apice agudo, borde aserrado, base cuneada, haz puberulento,
envés pubescente y con abundantes glébulos resinosos, con un nervio central
prominente y dos que salen cerca de la base pero poco conspicuos; peciolo de 2 a
3 mm de largo, pubescente.

Inflorescencia: numerosos capitulos de
unos 12 mm de largo dispuestos en
corimbos compuestos terminales,

pedicelos pubescentes.

Cabezuela/Flores: involucro cilindrico, de
aproximadamente 8 mm de largo por 3 mm de
ancho, ligeramente mas corto que las
flores, las bracteas dispuestas en cinco
series de diferente longitud, las externas
ovadas, las internas linear-oblongas, todas
con 4pice obtuso, verdes con tinte rojizo en el apice,

estriadas, sin pelos, ciliadas. Flores: de 10 a 13;

corola de 5 a 6,5 mm de largo, blanca en la  Imagen 2.1. Chromolaena pulchella
base y morada en el apice, glabra.

Frutos y semillas: aquenio de 3,5 a 4 mm de largo, piloso en las costillas y
cubierto de gloébulos resinosos, vilano del largo de la corola, cerdas blancas con
ligero tinte rojizo en el apice.

Habitat: de Chihuahua a Guerrero, en el Distrito Federal, Estado de México y

Puebla, en sitos con pastizal y bosques de pino y encino.**
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Aislar y caracterizar a los alcaloides presentes en las flores de

Chromolaena pulchella.

3.2 Objetivos especificos.

. Colectar la especie vegetal.

. Obtener el extracto metanolico de las flores.

. Obtener el extracto crudo de alcaloides a partir del extracto metandlico de
las flores.

. Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios del extracto crudo de
alcaloides.

. ldentificar a los compuestos aisladas mediante métodos fisicos y

espectroscopicos.
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4.. JUSTIFICACION

En la literatura se describen dos reportes de presencia de alcaloides en el
género Chromolaena; en 1994 se reportan por primera vez compuestos
nitrogenados de naturaleza pirrolizidinica en las flores de la especie C. odorata.
Diecisiete afios después, nuestro grupo de investigacion reporta pirrolizidinas

multisustituidas obtenidas a partir de la raiz de C. pulchella.*®3%4°

Con base en los antecedentes descritos se plantea encontrar metabolitos
secundarios nitrogenados en las flores de C. pulchella y resulta interesante

determinar la naturaleza y variedad de los alcaloides que pudiesen ser aislados.

El estudio quimico de las flores de C. pulchella dirigido a la busqueda de
alcaloides permitird ampliar y enriquecer los conocimientos fitoquimicos del
género; de igual manera podra permitir la obtencién de compuestos de interés

desde el punto de vista quimico y farmacolégico.
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5. METODOLOGIA

La metodologia que se sigui6 para el desarrollo del proyecto se muestra en
el Esquema 5.1 e involucra la recoleccion de la especie, su clasificacion botanica,
el secado de la muestra vegetal, la separacion y molienda de las flores, la
obtencion de extractos con distintos disolventes, la extraccion selectiva de
alcaloides, la separacion mediante métodos cromatogréficos y el analisis de las

sustancias a partir de métodos fisicos y espectroscopicos.

Identificacion
Colecta de taxonomica

especies

vegetales
9 -Secado de la planta

-Separacion en sus
distintas partes
-Molienda

Col Extraccion
oumna selectiva de Extractos de

cromatografica ’ Reflujo
9 alcaloides flores J

Sustancias Métodos Fisicos y
aisladas L @ Espectroscopicos Estructura
molecular

Esquema 5.1. Metodogia empleada para el desarrollo del proyecto.
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.1. Colecta e identificacion de la especie.

Chromolaena pulchella se colecté el mes de Octubre del 2005 en el
kilbmetro 61 de la carretera Morelia-Zacapu, cerca del poblado denominado
Constitucion en el Estado de Michoacan, México. Una muestra se prepard y se
envio al Herbario del Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro, Michoacan (No.

192522) para su identificacién botanica por parte del Profesor Jerzy Rzedowski.

6.2. Obtencion de los extractos.

La especie se separ6 en sus distintas partes (flores, hojas, tallos y raices),
se secaron a la sombra durante 15 dias, de las flores se obtuvieron los extractos

de hexano, diclorometano y metanol por reflujo.

6.3. Extraccion selectiva de alcaloides.

Tras realizar una prueba cualitativa de alcaloides en el extracto metandlico
de las flores con el reactivo de Dragendorff y confirmar la presencia de éstos, se
procedié a su extraccion selectiva* con la cual se lograron obtener 730 mg de

extracto crudo de alcaloides.

6.4. Analisis quimico del extracto crudo de alcaloides.

El extracto crudo de alcaloides fue sometido a separacién cromatografica.
De las fracciones 21 y 22 se obtuvo una miel amarilla con Ry de 0.5 a una
polaridad de CHCI3-MeOH (7:3) la cual, en su espectro de masas mostré un ion
molecular de 300 m/z; en el patron de fragmentacion se observé un ion de 138 m/z
con una intensidad relativa del 100%; esta sefial junto con otras mas (Figura 5.1)
sugirieron la presencia de un sistema pirrolizidinico monoinsaturado (Esquema
5.2)
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Figura 5.1. Espectro de masas de la fraccién 21-22.
HO |y CH, HO |y CHq
OH —3» \ \ > |
N N -CH4CH,0H . N/ CHOH
+ . H,C” +
300 (34) 138 (100) 155+1 (12) 111 (3)
N -CH,0H
Q 2
* o) O
/s, /
°Q
%
HO,
H S . X
oI | +/)—CH3 --— NI /) —CH, | »
HO N H,C”+ N
H H
94 (52) 80 (7)
HO H~6’H
) -CHs _ -H20 g
. _e_/ e
HO oH OH
117 (5) 103 (5) 85 (0.2)

*miz (% int. rel.)

Esquema 5.2. Patron de fragmentacion de la fraccion 21-22.

22



UN DERIVADD NATURAL BE HELIOTRIDINA AISLADO DE CHROMOLAENA PULCHELLA Aa A =7 |

DISCUSION Y RESULTADOS

En su espectro de RMN de *H se aprecié una sefial simple ancha en 5.74
ppm perteneciente a un proton vinilico, de igual manera en 4.92 y 4.87 ppm se
observaron dos sefiales dobles (J= 13.2 Hz) correspondientes a un sistema AB de
un metileno base de oxigeno; en 4.23 ppm se observd una sefial doble de triples
(J= 4.0, 5.6 Hz), en 4.16 ppm se apreci6é una sefial simple ancha, en 4.13 ppm se
observo una sefial cuddruple (J= 6.4 Hz), en 4.03 ppm aparecio una sefal doble
de cuadruples (J= 16.0 y 2.0 Hz), en 3.38 ppm se mostré una sefal doble ancha
(J= 16 Hz), en 3.42 ppm se aprecio una sefial doble de triples (J= 10.8 y 5.2 Hz),
en 2.71 ppm se observo una sefal doble de triples (J= 10.8 y 6.8 Hz), todas estas
sefales fueron correspondientes a protones base de heteroatomo; en 2.01 ppm se
aprecio una sefial multiple atribuida a un grupo metileno mientras que en 1.93 ppm
se mostré una sefial séptuple (J= 6.4 Hz) perteneciente a un metino de isopropilo,
en 1.22 ppm aparecié una sefal doble (J= 6.4 Hz) correspondiente a un metilo
secundario, finalmente se observaron dos sefales dobles en 0.95 y 0.94 ppm (J=
6.4 Hz) atribuidas a grupos metilo de isopropilo (Figura 5.2). Estos datos
demostraron la presencia de un sistema pirrolizidinico 1,2-insaturado, sustituido en
la posicion C-7 y esterificado en C-9 (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Espectro de RMN *H de la fraccion 21-22 (400 MHz, CDCls).
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En el espectro bidimensional COSY se apreciaron correlaciones que
confirmaron la presencia de un nudcleo necina (Figura 5.3) asi como las
correlaciones correspondientes a un grupo isopropilo presente en el acido nécico

que esterifica al azabiciclo (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Correlaciones observadas en espectro COSY.

H (6 en ppm) Correlacion H-H
H-2 (5.74) 9a*, 9b*, 8%, 33, 3b
H-3a (3.38) 8*, 3b

H-3b (4.03) 8*, 3a

H-5a (2.71) 6, 5b

H-5b (3.42) 6, 5a

H-6 (2.01) 7, 5a, 5b

H-7 (4.23) 8,6

H-8 (4.16) 7, 3a*, 3b*

H-9a (4.87) 9b, 8* ,3a*, 3b*, 2*
H-9b (4.92) 9a, 8% ,3a%*, 3b*, 2*
H-3" (4.13) 4'

H-4" (1.22) 3

H-5" (1.93) 6',7'

H-6" (0.95) 5,

H-7" (0.94) 5'

* Correlaciones a larga distancia (alilicas o transanulares).
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DISCUSION Y RESULTADOS

Con base en la biosintesis de pirrolizidinas descrita en Asteraceae con la
que se sabe que la configuracion de C-8 es R cuando C-7 se encuentra
hidroxilado y con la informacion anteriormente descrita, cabe la posibilidad de
tener uno de ocho posibles estereocisomeros de necina en la fraccion 21-22,
debido a que existe la (7S,8R)-7-hidroxinecina (heliotridina) 14 asi como la
(7R,8R)-7-hidroxinecina (retronecina) 13 y de igual manera se conoce la existencia
de cuatro posibles estereoisomeros de tipo acido 2,3-dihidroxi-2-isopropil

butanoico (acido (z)-traquelantico y acido (z)-viridiflérico) 24-27. (Figura 5.4).

(13) (14)
9-(2’R,3’R)-VIRIDIFLORIL
MORIFOLINA 47 R=
HELIOTRIDINA 50
LICOPSAMINA 48 R= ECHINATINA 51
INTERMIDINA 34 R= RINDERINA 52
9-(2’R,3’S)-TRAQUELANTIL
INDICINA 49 R= 3'1,
_R OH HELIOTRIDINA 53

Figura 5.4. Posibles estereoisomeros de Necina.



UN DERIVADD NATURAL BE HELIOTRIDINA AISLADO DE CHROMOLAENA PULCHELLA Aa A __,;E

DISCUSION Y RESULTADOS

En el espectro de RMN de **C (Figura 5.5) se lograron observar quince
sefales, de las cuales, se aprecié una en 175.1 ppm tipica de un carbonilo de
éster, de igual manera aparecieron las sefales atribuidas a carbonos de un enlace
doble en 135.7 ppm y 126.4 ppm; entre 83.4 ppm y 54.2 ppm se observaron siete
sefiales correspondientes a carbonos base de heteroatomo; y entre 33.6 ppm vy
17.0 ppm se apreciaron cuatro sefiales pertenecientes a carbonos alifaticos. Al
analizar el desplazamiento de C-7 (74.2 ppm) y compararlo con los datos
reportados de los ocho posibles estereoisémeros de necina, se confirmo que el
nucleo de necina correspondia al de tipo heliotridina 14, pues el desplazamiento
reportado varia entre 74.1 ppm y 74.9 ppm (Tabla 5.2) mientras que el
desplazamiento de C-7 reportado para retronecina 13 esterificada con derivados
del acido 2,3-dihidroxi-2-isopropil butandico (acido (z)-traquelantico y acido (%)-
viridiflorico) 24-27 se encuentra alrededor de 70.0 ppm; la diferencia de
desplazamiento del carbono C-7 en las dos posibles necinas 13 y 14 es
aproximadamente de 5 ppm “*’. Con estos datos se pudo confirmar el centro
estereogénico presente en el nucleo de pirrolizidina que estaba en duda; sin
embargo, la quiralidad presente en el residuo esterificado a la necina es indefinida,
y aunque el nimero de posibles isbmeros de la estructura problema disminuyé a
cuatro, aun se debia conocer la estereoquimica exacta de la molécula presente en

las flores de C. pulchella.

28



88'ST 6.'ST eT LT v0'LT 16'91 L
J L1717 82'2¢ eT'LT 6T°LT G0l 9
{ 9T'2€ 18T AR €0'€E 80°€E 5
WA ov'LT 16'9T AN LLLL N
66T 98T 1G'69 6269 €569 £
L6°E8 86°'€8 8¢'€8 Z8'€8 1£°€8 .
62V.LT ZLELT 2Z'SLT OT'GLT 60'S.L N
/8'T9 6G'T9 ¥1°29 T¥°29 1819 6
v8'6. 29'6. G0°08 Z8'6. €0°08 8
L
6L°EE 6GEE LLEE 96°€E €9°¢€ 9
GZ'VS 9T'vS LZYS TTvS ZTYs G
99'T9 88'T9 6,19 8/'19 0919 €
2e'921 TATA 26'92T ¥8'92T 0’9zl Z
80'9€T /8'SET 98'GET 68'GET 99'GE1 I
0S 6t 8Y LY
HO H OH H HO H
HO / HO / OH
o) OH o} OH O OH
@) 0] O (@]
OOLIQIPUIA OpIoe (=)  0JUOWIPUIA OpIde (+)  odnuglenbel opioe (—)  oonugjanbes) opioe (+) 02193U 0pIdY
VNIQIYLOIT3H VNIQI¥L1OIT3H
VNILVNIHO3 THOTHIAIFIA TLNVIINOVHL VNIN3ANIY "dX3 2

"BUIPLIIOIIBY BP SOpeALISp 9p einjeldl| el ap A [ejuswiiadxa O, 8p NINY 8p solusiweze|dsaq ‘Z'G ejqeL

UN DERIVADD NATURAL DE HELIOTRIDINA AISLADD DE CHROMOLAENA PULCHELLA

29



UN DERIVADO NATURAL DE HELIOTRIDINA AISLADO DE CHROMOLAENA PULCHELLA

Aa

DISCUSION Y RESULTADOS

“

30

) L
~ a8
- f— ~ -
> a "o _
= N
i
o
- <
o
-
©
™M $ n
(<)) o
o )
o
©
™
~
[ce]

1

' 1I70 ' 1I60 ' 1I50 ' 1I40 ' 1I30 ' 1I20 ' 1I10 ' 1I00 ' 9IO ' ' '
f1 (ppm)
Figura 5.5. Espectro de RMN 13C de la mfraccion 21-22 (100 MHz, CDCl5).
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DISCUSION Y RESULTADOS

Asibal y colaboradores (1989) reportaron los cuatro posibles
estereoisomeros de 2,3-dihidroxi-2-isopropil butanoato esterificados con
heliotridina en la posicion C-9, y discute que pueden diferenciarse estos ésteres de
necina con acido traquelantico de aquellos que estan esterificados con &cido
viridiflérico, solo deben analizarse los As de H-9a-b, asi como los As de C-6'-C-7;
cuando existe traquelantato en la estructura el As de H-9a-b oscila entre 0.02 ppm
y 0.031 ppm y As de C-6’-C-7’ varia entre 0.0 ppm a 0.1 ppm; pero si existe
viridiflorato entonces el As de H-9a-b oscila entre 0.22 ppm y 0.30 ppm y As de C-
6’-C-7’ varia entre 1.9 ppm a 2.1 ppm. Dicho andlisis fue realizado en los
espectros de RMN de *H y *3C de la fraccién 21-22, en los cuales se observé un
As de H-9a-b de 0.033 ppm y un Asde C-6’-C-7’ de 0.08 ppm. Con estos datos se
redujo la posibilidada a Unicamente dos esteroisomeros de heliotridina, siendo
estos la rinderina (47) o bien la 9-(2’'R,3’S)-traquelantil heliotridina (48). Finalmente
la determinacion de la rotacion especifica de la fraccion 21-22 generd un valor de
[a]° +7.0 (c 0.37, EtOH), con lo que se definid que en esta fraccion se encontraba
la 9-(2'S,3'R)-traquelantil heliotridina 48 *® (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Valores de la rotacion especifica experimental y de la literatura

de los estereoisémeros de 9-traquelantil heliotridina (en EtOH).

Experimental

[a]2 +7.0 +18.3
(c 0.37) (c 1.32)
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7. CONCLUSIONES

Se determiné la presencia de alcaloides en el extracto metandlico de la
flores de Chromolaena pulchella mediante una prueba cualitativa utilizando
el reactivo de Dragendorff.

Se logré obtener una mezcla compleja de alcaloides a partir del extracto
metanolico de las flores de C. pulchella mediante una técnica selectiva
encontrada en la literatura.

A partir de métodos cromatogréaficos se logré aislar al componente
mayoritario presente en la mezcla compleja de alcaloides.

Mediante un analisis espectroscépico y con ayuda de la rotacion especifica
se determind la presencia de la 9-(2'R,3’'S)-traquelantil heliotridina 48 en la
fraccion 21-22.

Este es el primer reporte en el que se describe a 48 en el género
Chromolaena.
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PARTE EXPERIMENTAL

8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Procedimientos generales.

Las separaciones cromatograficas se realizaron mediante cromatografia
con una columna de 1.0 cm de diametro, como fase estacionaria se utilizd gel de
silice 60 (230-400 mallas); se usaron mezclas de cloroformo-metanol-hidroxido de
amonio (CHCI;-MeOH-NH,OH) como eluyente en orden de polaridad creciente.

El espectro de masas se determind en un equipo Varian modelo Saturn
2000 mediante impacto electronico a 70 eV. La rotacion Optica del compuesto

aislado se determind en un polarimetro Perkin EImer modelo 341 en EtOH.

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y **C a 100 MHz, asi como el
espectro bidimensional COSY se midieron con un equipo Varian Mercury 400,

utilizando como disolvente CDCI3; y TMS como referencia interna.

8.2. Muestra vegetal.

Chromolaena pulchella fue colectada en Octubre del 2005 en el kilbmetro
61 de la carretera Morelia-Zacapu, en el Estado de Michoacan, México. Una
muestra fue enviada al Herbario del Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro,

Michoacan (No. 192522) y fue identificada por el Profesor Jerzy Rzedowski.

8.3. Extraccion y aislamiento.

La especie se separ6 en sus distintas partes (flores, hojas, tallos y raices),
que fueron secadas a la sombra durante 15 dias, posteriormente se obtuvieron los
extractos de hexano, diclorometano y metanol de las flores por reflujo durante 6

horas.

Tras confirmar la presencia de alcaloides utilizando el reactivo de
Dragendorff se llevo a cabo la siguiente metodologia para su extraccion selectiva:
10.2 g del extracto metandlico se disolvieron en 100 mL de HCI al 3%, se
adicionaron 10 g de Zn° se dej6 en agitacion por 12 horas a temperatura

ambiente, se filtro y se basifico con NH,OH a pH= 10, se extrajo con 300 mL de
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AcOEt (3 x 100 mL), se secO sobre Na,SO, anhidro y se concentré en el

rotavapor. ** Con esta técnica se lograron obtener 730 mg de crudo de alcaloides.

(-)-traquelantil heliotridina (48)

730 mg del extracto crudo de alcaloides se
cromatografiaron utilizando gel de silice 60 (230-
400 mallas) y como eluyente mezclas de CHCI;-

MeOH-NH4,OH en orden de polaridad creciente

obteniéndose 25 fracciones. En la polaridad
CHCI3-MeOH-NH4OH (14:6:1) se obtuvieron las fracciones 21 y 22 (16 mg) las
cuales contenian una miel amarilla; [a]3® +7.0 (c 0.37, EtOH); EMIE 70 eV [M+1]
(%)= 300 m/z (33.5), 154 (0.5), 138 (100), 94 (52), 80 (6.8); RMN *H (400 MHz,
CDCl3) 6 H-0.94 (d, J= 6.8, H-7"), 0.95 (d, J= 6.8, H-6'), 1.22 (dt, J= 6.4, H-4’),
1.93 (sept, J= 6.4, H-5'), 2.01 (m, H-6), 2.71 (td, J= 5.2, 10.8, H-5a), 3.38 (da,H-
3a), 3.42 (td, J= 6.8, 10.8, H-5b), 4.03 (qda, J= 2.0, 16.0, H-3b), 4.13 (q, J= 6.4, H-
3’), 4.16 (sa, H-8), 4.23 (dt, J= 4.0, 5.6, H-7), 4.87 (da, J= 13.2, H-9a), 4.92 (da, J=
13.2, H-9b), 5.74 (sa, H-2), RMN **C (100 MHz, CDCls) & 16.97 (C-7’), 17.05 (C-
6", 17.11 (C-4"), 33.08 (C-5"), 33.63 (C-6), 54.22 (C-5), 61.6 (C-3), 61.87 (C-9),
69.53 (C-3"), 74.24 (C-7), 80.03 (C-8), 83.37 (C-2'), 126.4 (C-2), 135.66 (C-1),

175.09 (C-1") ;correlacion bidimensional homonuclear (COSY) ver en tabla 5.1.
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