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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el primer estudio fitoquimico de Eupatorium aff
cardiophyllum del extracto hexanico de tallo, una especie perteneciente a la extensa familia
Asteraceae distribuida principalmente en América. Este género endémico de México cuenta
con amplios estudios quimicos que describen la presencia de compuestos con importante

actividad bioldgica.

El compuesto mayoritario aislado e identificado fue el monoterpeno denominado p-
cumarato de bornilo (1), junto con los componentes minoritarios el &cido ent-kaur-16-en-
19-oico (26) y el 3p5-friedelinol (32), los cuales fueron caracterizados por espectroscopia de

resonancia magnética nuclear de 1D y 2D y por comparacién con datos de la literatura.

Palabras clave: Asteraceae, Eupatorium aff cardiophyllum, Monoterpenos, Diterpenos,
Triterpenos.
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ABSTRACT

In the present work the first preliminary phytochemical study of the hexane stem
extract of Eupatorium aff cardiophyllum is described, it is a specie belonging to the
extensive Asteraceae family distributed mainly in America. This genus endemic to Mexico
has extensive chemical studies that describe the presence of compounds with important

biological activity.

The isolated and identified major compound was the monoterpene characterized as
bornyl p-coumarate (1), along with the minor components the ent-kaur-16-en-19-oic acid
(26) and 3p-friedelinol (32), which were characterized by 1D and 2D nuclear magnetic
resonance spectroscopy and by comparison with literature data.

[;H (0)
(0]
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1

Keywords: Asteraceae, Eupatorium aff cardiophyllum, Monoterpenes, Diterpenes,
Triterpenes.
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Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

1. INTRODUCCION

A través del tiempo, la naturaleza ha contribuido para satisfacer las necesidades
basicas de los seres humanos, como son la alimentacion y la provision de medicamentos

para el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades.

1.1 Medicina tradicional

Un papel fundamental en los sistemas de medicina tradicional lo han desarrollado
las plantas, que son fuente de una gran diversidad de productos metabolicos de importancia

comercial, usados actualmente en la industria farmacéutica, alimenticia y cosmética.

El uso esencial de los productos naturales ha sido documentado ampliamente a lo
largo de la historia, los primeros registros escritos son de Mesopotamia y fueron realizados
en tablas de arcilla que datan de alrededor de 2600 afios a.C.; mientras que la medicina
egipcia se remonta a 2900 afios a.C. con uno de los documentos mas conocido, el "Papiro
de Ebers" que data de 1500 afios a.C., donde se documentan mas de 700 farmacos, la
mayoria de origen vegetal. Asi mismo, se ha generado una extensa documentacion de
medicina tradicional china destacando obras como Wu Shi Er Bing Fang (1100 afios a.C.,
52 recetas), seguido de obras como el Shennong Herbal (100 afios a.C., 365 farmacos) y el
Tang Herbal (659 afios d.C., 850 medicamentos).

Los griegos y los romanos también hicieron aportaciones sustanciales al uso
racional de plantas medicinales con Dioscorides y Galeno, mientras que en Meéxico se
desarroll6 el conocido codice Badiano, cuyo titulo real es Libellus de Medicinalibus
Indorum Herbis (Libro sobre las hierbas medicinales de los pueblos indigenas) que fue
escrito en el afio de 1552 por el médico indigena nahuatl llamado Martin de la Cruz y
traducido al latin por Juan Badiano, en el cual se describen las propiedades curativas de 227
plantas (Petersen & Amstutz, 2008; Pérez-Alonso & Jiménez, 2011; Somolinos, 1990).
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Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud estimé que
aproximadamente el 65% de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional
derivada de vegetales para el cuidado primario de la salud, esto hace que el estudio de los
metabolitos sintetizados por las plantas sea de gran importancia, de ahi la necesidad de
utilizar tecnologias diversas para su extraccion, caracterizacion e identificacion (Cragg et
al., 2009).

1.2 Fitoquimica y Farmacognosia

La Fitoquimica es la disciplina que tiene como principal objetivo el estudio de los
constituyentes quimicos de las plantas, se basa en la extraccién de compuestos quimicos del
material vegetal que ha sido recolectado, secado y molido de acuerdo a los procedimientos
establecidos. El estudio de tales compuestos comprende: sus estructuras quimicas,
metabolismo (biosintesis y degradacion), distribucién natural, funcién bioldgica, extraccion
y evaluacion cuali-cuantitativa. El proceso de extraccion de los componentes quimicos
utiliza disolventes organicos como el hexano, éter etilico, cloruro de metileno, cloroformo,
acetato de etilo, metanol y agua, entre otros. El subsecuente proceso de fraccionamiento y
purificacion implica cristalizacion directa del extracto en crudo y técnicas cromatograficas
(Ocampo-Sanchez, 1994).

El analisis quimico de las plantas ha llevado a la identificacion y purificacion de
importantes metabolitos secundarios, proporcionando herramientas firmes para el progreso
de otras ciencias como la farmacognosia, que se encarga del estudio de los principios
activos de origen natural que pueden poseer un potencial terapéutico o aplicacién en la
industria, contribuyendo en gran parte en el descubrimiento y desarrollo de nuevos y
potentes farmacos para enfermedades que anteriormente carecian de un tratamiento
adecuado. Por ejemplo en el periodo de 1981-2014 fueron aceptadas 174 moléculas para el
tratamiento del cancer, de las cuales 49 (25%) son productos naturales o derivan
directamente de ellos, lo que hace que los productos naturales sean de gran interés como
fuente de materia prima para mantener la salud y el bienestar del ser humano (Figuras
1.2.1 y 1.2.2) (Newman & Cragg, 2016; Cortez-Gallardo et al., 2004).
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Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

Figura 1.2.1 Porcentaje de productos naturales aceptados como nuevas drogas del afio
1981-2014 (Tomado de Newman & Cragg, 2016).

V,5,3%

S*/NM, 24, 14%_\ B,33,19%
§%,13,7%

N, 17,10%
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S/NM, 20,11%

S,23,13% ND, 38, 22%
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Figura 1.2.2 Nuevas drogas aprobadas contra el cancer del afio 1981-2014, n=174 (B:
Macromolécula bioldgica, N: Producto natural inalterado, NB: Producto natural “droga
botanica™), ND: Derivado de producto natural modificado semi-sinteticamente, S: Farmaco
totalmente sintético, S*: Sintético con farmacéforo de un producto natural, NM:
Simulacién de producto natural, V: Vacuna) (Tomado de Newman & Cragg, 2016).
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1.3 Productos naturales

Los productos naturales se obtienen de diversas fuentes: plantas, microorganismos
(bacterias, hongos) y animales, estos pueden provenir de un organismo completo o de una
parte de €l. En la préctica, el término producto natural se refiere a metabolitos secundarios;
moléculas pequefias (peso molecular <1500 uma), producidos por un organismo, pero no
necesarios para la supervivencia del mismo, siendo una expresion de la individualidad de
las especies (Sarker & Nahar, 2007).

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de metabolitos
secundarios que no parecen tener una funcién directa en procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos; pero si tienen funciones ecoldgicas especificas como atrayentes o
repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y frutos,
jugando un papel esencial en la reproduccion atrayendo a insectos polinizadores o a
animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma

a la dispersion de semillas.

Otros compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, actuando como
repelentes y pesticidas naturales, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas

indigestas 0 venenosas.

Los metabolitos secundarios se sintetizan en pequefias cantidades y presentan una
distribucion limitada en el reino vegetal, su produccion generalmente esta restringida a un

determinado género de plantas, a una familia o incluso a algunas especies.

Los precursores de la biosintesis de los metabolitos secundarios se derivan de
rutas del metabolismo primario del carbono, tales como la glucdlisis, el ciclo de Krebs, el
ciclo de la pentosa fosfato y la via del metileritritol fosfato (Figura 1.3.1) (Sepulveda-
Jiménez et al., 2003; Shilpa et al., 2010).
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Ciclo pentosa fosfato

Fotosintesis
OH —— PO X
+ —_ 7 (0]
OH

Eritrosa-4P

D-glucosa CO,H
, o e e I oP
Via Metileritritol fosfato Glico6lisis W -
Fosfoenolpiruvato HO™ ™ OH
N _[Hooc. 0 OH
OP < o .
LT \f Acido shikimico
Metileritritol-4P Acido pirtivico o
Desoxixilulosa-5P Péptidos
Ciclo de Krebs
CoAS
OH - Aminoacidos Aminoacidos
alifaticos aromaticos
CO,H Acetil-CoA
. OH
Acido mevalonico
Alcaloides Acidos
POllcetldOS \ / cindmicos
Terper!os Cumarinas
Esteroides Polifenoles Flavonoides Lignanos
Carotenoides

Figura 1.3.1 Rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios (Modificado de Avalos &
Pérez-Urria, 2009).

EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN 5|Pagina
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Los metabolitos secundarios producidos por las plantas se dividen en base a su

origen biosintético en: compuestos nitrogenados, terpenoides y compuestos fendlicos.
1.3.1 Compuestos nitrogenados: Alcaloides

El término alcaloide fue introducido por el farmacéutico aleméan, Carl Meissner a
principios del siglo X1X, para designar sustancias naturales que reaccionan como los alcalis
(del &rabe al galy, la sosa y del griego eidos, el aspecto). Estructuralmente contienen uno o

varios atomos de nitrégeno, regularmente formando parte de un anillo heterociclico.

De acuerdo con la estructura molecular y su ruta biosintética, los alcaloides se

dividen en tres grupos:

1)  Verdaderos
2)  Protoalcaloides

3) Pseudoalcaloides
Actualmente se conocen alrededor de 15,000 alcaloides obtenidos de plantas.
1.3.2 Terpenoides

Los terpenoides constituyen el grupo de mayor nimero de productos naturales
con mas de 35,000 componentes conocidos. De acuerdo a la regla del isopreno propuesta
por Leopold Ruzicka, los terpenos se generan por la union de una, dos 0 mas unidades de
isopreno (Figura 1.3.2.1), por lo que también se les denomina isoprenoides (Sarker &
Nahar, 2007; Dewick, 2009).

¢
//C\C//CHZ

H,C
2 H

Figura 1.3.2.1 Estructura quimica del isopreno.
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Las estructuras tipicas de los terpenos contienen esqueletos de carbono
representados por (Cs)n y se clasifican de acuerdo al numero de unidades de isopreno que
formen su estructura en: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) vy
politerpenos (C>40).

1.3.3 Compuestos fenolicos
Se caracterizan por poseer uno 0 méas grupos hidroxilo (-OH), de reaccion &cida,
unidos generalmente a un anillo aromatico (grupo fenol) (Figura 1.3.3.1). Los compuestos

fenolicos simples abarcan tres grupos de relevancia: los fenilpropanoides simples, las

cumarinas y los derivados del &cido benzoico.
OH

Figura 1.3.3.1 Estructura quimica del fenol.
1.3.3.1 Fenilpropanoides
La estructura general de los fenilpropanoides presenta una cadena lateral de tres

atomos de carbono unida a un anillo de benceno (Cs-C3) (Figura 1.3.3.1.1), estos son la

unidad basica para la formacion de compuestos fenolicos de mayor complejidad.

C;

Figura 1.3.3.1.1 Estructura general de los fenilpropanoides.

Algunos ejemplos considerados dentro de este grupo corresponden a los acidos
cindmico, p-cumarico, cafeico y ferdlico (Figura 1.3.3.1.2) (Ringuelet & Vifa, 2013).
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(0] (0]
X OH X OH
HO
Acido cinamico Acido p-cumarico
(0] (0]
X OH X OH
HO HO
OH OCH;
Acido cafeico Acido ferilico

Figura 1.3.3.1.2 Ejemplos de fenilpropanoides.

Las contribuciones de los metabolitos secundarios a la medicina moderna han
sido relevantes; sin embargo, la investigacion de las propiedades farmacoldgicas y
fitoquimicas de las plantas se lleva a cabo en un bajo porcentaje del 5% y 15%,
respectivamente; considerando que se han examinado menos del 20% de las especies de
plantas superiores del planeta, se infiere que la quimica de productos naturales permanece
como un area activa de investigacion y se espera que se descubran innumerables sustancias

con propiedades potencialmente dtiles (Cragg et al., 2009; McMurry, 2012).

El género Eupatorium es un taxon endémico de México, clasificado dentro de la
familia Asteraceae, el cual ha sido ampliamente estudiado, encontrdndose una riqueza y
diversidad de metabolitos secundarios conocidos por sus potenciales actividades bioldgicas
mencionadas mas adelante; incentivando a continuar con estudios para aislar nuevos

compuestos y contribuir con su quimiotaxonomia.

En el presente trabajo se llevo a cabo el estudio fitoquimico de Eupatorium aff
cardiphyllum del extracto hexéanico de tallos, del cual hasta la fecha no existe ningln

reporte de analisis quimico y/o bioldgico.
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2. ANTECEDENTES

México es uno de los paises mas ricos en biodiversidad, su flora incluye cerca de
21,777 especies diferentes y en su territorio se concentra una pluralidad de grupos
taxonomicos; dentro de estas familias se situa la Asteraceae, que representa del 8-10% de la
flora global y abarca 22,750 taxones especificos e infraespecificos, la cual cuenta con una

riqueza mundial que se estima entre 1,500 y 1,700 géneros y unas 24,000 a 30,000 especies.

Dentro de México destaca el Estado de Michoac&n que ocupa el quinto lugar en la
biodiversidad nacional, teniendo cerca de 5,000 especies vegetales, convirtiéndolo en un

recurso natural invaluable (Carton & Cruz, 2007).

2.1 Familia Asteraceae

La familia Asteraceae constituye el grupo de mayor diversidad de plantas vasculares
sobre el planeta; su distribucién es cosmopolita, con centros de diversificacion importantes
en la region del Mediterraneo en el Viejo Mundo, la region del Cabo en Africa, Australia,
México y la Cordillera de los Andes en Sudamérica; encontrandose la mayor concentracion
en zonas tropicales, subtropicales y templadas; abundantes en biomas de montafia y en

regiones aridas y semiaridas (Del Vitto & Petenatti, 2009; Garcia-Sanchez et al., 2014).

En el caso particular de México se cuenta con la existencia de 361 géneros y 3,012
especies de este grupo de plantas, considerandose la concentracion méas importante del
planeta. Debido a su gran diversidad Funk et al. (2009) presentaron un compendio
actualizado de su clasificacion y evolucidn, en el que se reconocen 43 tribus, 24 de ellas

con especies nativas de México.

La Familia de plantas Asteraceae corresponde al Orden Asterales, Suborden
Asteridae y destaca por sus inflorescencias racimosas en capitulos, con flores individuales
epiginas rodeadas de una o varias hileras de bracteas involucrales, sobre el receptaculo
comun en que remata el escapo o rama florifera. Sus caracteristicas morfoldgicas lo

catalogan como un grupo natural, uniforme, altamente evolucionado; también conocido con
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el nombre Compositae. Asi mismo, todos los géneros de la familia presentan los estambres
fusionados por un tejido conectivo a nivel de las anteras (estambres singenesios); su céliz
(cuando presenta) esta modificado en una estructura muy variable denominada vilano y un
fruto seco, indehiscente con una sola semilla, conocido como aquenio (Villasefior et al.,
2016).

Algunas especies de esta familia se han utilizado tradicionalmente como
astringentes, antipiréticos, antiinflamatorios, hepatoprotectores, diaforéticos en fiebres,
relajantes de musculos lisos, como tonicos para enfermedades nerviosas, laxantes, entre
otros; estos efectos medicinales se deben a la presencia de metabolitos secundarios
bioactivos como flavonoides (apigenina, quercetina), acidos fenolicos (acido salicilico),

terpenos (esteviodsido) y esteroles (Achika et al., 2014).

2.2 Género Eupatorium

2.2.1 Clasificacion botanica

El género Eupatorium cuenta con las siguientes jerarquias taxonoémicas:

Reino Plantae Plantas

Subreino Tracheobionta Plantas vasculares
Superdivision Espermatophyta Plantas con semillas

Division Magnoliophyta Plantas con flores

Clase Magnoliopsida Plantas dicotileddneas
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Eupatorium
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2.2.2 Distribucion geografica

El género Eupatorium comprende cerca de 1,200 especies distribuidas
principalmente en regiones tropicales de América, Europa, Africa y Asia; el mayor nimero
de especies se encuentra en Ameérica en las regiones tropicales, subtropicales y templadas
(Figura 2.2.2.1) (Zhang et al., 2008).

Figura 2.2.2.1 Distribucién geografica del género Eupatorium (Discoverlife, 2016).

2.2.3 Descripcion morfologica

El género Eupatorium se distingue por caracteristicas morfoldgicas de la flor, pero
generalmente el grupo se puede reconocer en campo por sus cabezuelas pequefias, carentes
de flores liguladas, pero con los estambres exertos, colores entre blanco y lila, bracteas del
involucro imbricadas y de varios tamarfios (series), involucros mas o menos campanulados,
hojas casi siempre opuestas, y aquenios con 4-5 costillas mas un vilano de cerdas capilares.
La mayoria son arbustos perennes, habitantes comunes de bosques pino-encino, pero
también hay varias especies que se comportan como maleza (Figura 2.2.3.1) (Vibrans,
2011).
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Figura 2.2.3.1 Morfologia de flores y hojas de Eupatorium purpureum, E. altissimum y E.

aromaticum (Discoverlife, 2016).

Las caracteristicas morfoldgicas de las especies de este género frecuentemente son
indistinguibles debido a la similitud que presentan, lo que ha generado una gran sinonimia
entre ellas, por ejemplo Eupatorium albicaule Sch. Bip. ex Klatt es sindnimo de Eupatorium
leucoderme B. L. Rob.

El género Eupatorium es muy amplio y complejo, debido a esto algunos autores lo
subdividen en géneros mas pequefios, lo que ha llevado a la reclasificacion de varias
especies, como: Chromolaena collina (Eupatorium collinum DC.), Ageratina adenophora
(Spreng.) (Eupatorium adenophorum Spreng.), Dyscritogyne adenosperma (Eupatorium
adenospermum Sch. Bip.), Ageratina areolaris (Piptothrix areolare DC., Eupatorium
areolare DC.), Critonia hebebotrya DC. (Eupatorium hebebotryum DC.), Brickellia
pedunculosa DC. (Eupatorium longipes) Yy Fleischmannia pycnocephala Less. (Eupatorium
pycnocephalum Less.) (Rzedowski et al., 2005).

2.2.4 Composicion quimica y su papel en la medicina tradicional

Se estima que en los diferentes preparados farmacéuticos nativos mexicanos existe
un nacleo de aproximadamente 3,000 plantas utilizadas para el tratamiento de
enfermedades comunes, de estas Unicamente 1,000 se han usado por mas de 400 afios,

dentro de las cuales se encuentran varias especies del genero Eupatorium.
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Un andlisis quimico preliminar por RMN de los extractos hexanicos de las flores de
nueve Eupatorium spp colectadas en Michoacan, permitio establecer que las familias
quimicas principales de este género son terpenos y cromenos; también se han reportado
flavonoides, alcaloides de pirrolizidina, fenilpropanoides, aceites esenciales y algunos
otros, en total mas de 300 compuestos (Garcia-Sanchez et al., 2011).

Estudios han demostrado que los componentes principales de este género poseen un
amplio rango de actividades farmacologicas como: citotdxica, antiflngica, insecticida,
antibacterial, antiinflamatoria y antinociceptiva. Recientemente se han revelado otras
actividades como antiplasmddica, antioxidante, inmunomoduladora; asi como actividad de

complemento hemolitico en una revision realizada por Liu et al., 2015.

2.3 Biosintesis de terpenos

La sintesis de terpenos se lleva a cabo a partir del metabolismo primario por dos
rutas diferentes: la del acido mevaldnico activa en el citosol, en la que tres moléculas de
acetil-CoA se condensan para formar &cido mevalonico que reacciona hasta formar
difosfato de isopentenilo (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que se lleva a

cabo en los cloroplastos y genera también IPP.

El difosfato de isopentenilo (IPP) y su isomero difosfato de dimetilalilo (DMAPP)
son los precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion

catalizadas por enzimas prenil transferasas (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

La unién del IPP y del DMAPP produce difosfato de geranilo (GPP), el precursor
inmediato de los monoterpenos (C10). EI GPP puede condensarse con otra unidad de IPP
para producir el intermediario difosfato de farnesilo (FPP), precursor de los sesquiterpenos
(C15). Este FPP puede sufrir una extension de su cadena al unirse con otra unidad de IPP
para producir el intermediario difosfato de geranilgeranilo (GGPP), precursor de los
diterpenos (C20). Dos moléculas del intermediario FPP pueden condensarse, actuando

como catalizador la escualenosintasa, para formar el escualeno, precursor de los triterpenos
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(C30). Los tetraterpenos (C40) se sintetizan a partir del fitoeno, producido por la
condensacion de dos moléculas de GGPP vy la participacion de la fitoenosintasa a través de

un mecanismo similar a la escualenosintasa (Ringuelet & Vifia, 2013).

OH OH
%i HO\>Y\ oPP
COH

H
"2 “oH o
Acido Metileritritol fosfato
mevalonico
)\/\opp )\/\OPP
(DMAPP) (C5) (IPP)(C5) "ttt > | Hemiterpenos (CS)

J OPP
M) """""""""""""""""" > Monoterpenos (C10)
GPP
F

IPP\

— OoPP
)\/\/K/\/K/‘ ----------------------- > Sesquiterpenos (15)
X2 PP
IPP \
OPP
A AN N N > Diterpenos (C20)
GGPP
IPP
OPP
AN 2 AN AN AN
""""""""""" > Sesterterpenos (C25)
GFPP
—
2 AN AN N N N
""""""" > Triterpenos (C30)
X2 Escualeno
B2 X X NSNS = = ZXC - > | Tetraterpenos (C40)
Fitoeno

Figura 2.3.1 Biosintesis de terpenos (Modificado de Dewick, 2009).
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2.3.1 Monoterpenos

Los monoterpenos se caracterizan por presentar diez &tomos de carbono y por lo
tanto dos unidades de isopreno en su esqueleto base. Son sustancias lipofilicas y volatiles,

responsables del olor caracteristico de diversas plantas.

Encontrados en el reino vegetal en distintas formas estructurales, algunos son
ciclicos (monociclicos o biciclicos), mientras que otros son aciclicos. También pueden
tener diversos tipos de grupo funcional en su esqueleto, dependiendo de esto pueden ser
clasificados como: hidrocarburos simples, alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos o
aromaticos (Figura 2.3.1.1) (Pala, 2002; Romo, 2006).

)\/\)\/\OH

Geraniol a-Pineno Borneol

OH

CHO

Citroneral p-Cimeno

Figura 2.3.1.1 Diversos tipos de estructura de monoterpenos.
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2.3.2 Diterpenos

Los diterpenos constituyen un grupo amplio de compuestos formados por 20
carbonos derivados del difosfato de geranilgeranilo (GGPP). Se dividen en aciclicos
(fitones), monociclicos (cembrenoides), biciclicos (labdanos, clerodanos), triciclicos
(pimaranos, abietanos, cassanos, rosanos,), tetraciclicos (kauranos, beyeranos,
vouacapanos), pentaciclicos (traquilobanos) y compuestos mixtos, de acuerdo con el

namero y los patrones de ciclacion mostrados en su esqueleto.
2.3.3 Kauranos
Los kauranos representan un importante grupo de diterpenos tetraciclicos, los cuales

estan constituidos por una unidad de perhidrofenantreno (A, B y C) fusionado con un
ciclopentano (D) formado por un puente entre el C-8 y el C-13 (Figura 2.3.3.1).

Figura 2.3.3.1 Esqueleto basico de un kaurano.

El 4cido kaurenoico es un diterpeno ent-kaurano que posee un amplio espectro de
actividad biol6gica como antiinflamatorio, antibacterial y antifingico, entre otras; es
relativamente abundante en algunas especies de los géneros Wedelia, Mikania, Annona y
Xylopia. Hasta el afio 2007 el acido kaurenoico no se encontraba comercialmente

disponible pero actualmente ya esta a la venta (Sarker & Nahar, 2007; Garcia et al., 2007).
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2.4 Analisis quimicos descritos de especies del género Eupatorium y otros géneros

2.4.1 Monoterpenos con esqueleto de borneol y derivados

Eupatorium deltoideum

En el afio de 1986 Hernandez et al. aislaron por primera vez al monoterpeno p-
cumarato de bornilo (1) de una especie de Eupatorium, del extracto de acetato de etilo de
las raices de Eupatorium deltoideum, siendo elucidada su estructura por comparacion de los

espectros de 13C del acetato de bornilo y del acido p-cumarico.

OH

Figura 2.4.1.1 Monoterpenos 1y 2 aislados de Eupatorium deltoideum 'y Verbesina

rupestris, respectivamente.

Verbesina rupestris

El compuesto p-cumarato de bornilo (1) fue encontrado previamente en Verbesina
rupestris junto con el ferulato de bornilo (2) en el extracto de acetona de hojas y ramas,
posteriormente obtuvieron por hidrolisis el borneol y su respectivo &cido, el &cido
cumarico, ademas tras la cromatografia del extracto soluble en éter de petréleo aislaron por
primera vez de forma natural el isoepicamferenol (3) sintetizado previamente por Hodgson
et al. en 1973 (Box & Chan, 1975).
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HO

Figura 2.4.1.2 Isoepicamferenol (3) aislado de Verbesina rupestris.

Estos monoterpenos funcionalizados con un fenilpropanoide (1, 2) han sido
descritos como constituyentes de especies de Myodocarpus (Montagnac et al., 1997),
Coreopsis (Maldonado et al., 1998), Piper (Setzer et al., 1999) y Bolax (Mongelli et al.,
2003).

Piper caninum

Del extracto de cloroformo de la corteza de Piper caninum obtuvieron al p-cumarato
de bornilo (1) y al cafeato de bornilo (4), descritos en Coreopsis mutica variante mutica
junto con el ferulato de bornilo (2); mientras que del aceite esencial de Piper methysticum

identificaron al cinamato de bornilo (5) (Setzer et al., 1999).

OH
OH

Figura 2.4.1.3 Monoterpenos 4 y 5 aislados de P. caninum 'y P. methysticum,

respectivamente.
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Heliopsis longipes

De Heliopsis longipes una planta usada en la medicina tradicional para contrarrestar
el dolor y de la cual se han realizado varias investigaciones (Bedolla-Céazares et al., 2016),
del extracto de las raices aislaron el éster de bornilo del &cido-2E,6Z,8E-decatrienoico (6),

el cual caracterizaron por métodos espectroscopicos (Molina-Torres et al., 1995).

Figura 2.4.1.4 Decatrienato de bornilo (6) aislado de Heliopsis longipes.

Eupatorium adenophorum

De esta especie aislaron e identificaron un nuevo monoterpeno derivado del
norbornano 7 y el ya reportado 5-exo-hidroxiborneol (8). Sus estructuras fueron

determinadas por estudios espectroscépicos de RMN y espectrometria de masa (Zhao et al.,

2009).
E OH

HO

HO OH

Figura 2.4.1.5 Monoterpenos aislados de Eupatorium adenophorum.
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2.4.2 Diterpernos, triterpenos y derivados del acido cinamico

Eupatorium betonicaeforme

Un nuevo diterpeno tipo kaurano caracterizado como 15a-decanoiloxi-kaur-16-en-
19-oico (9), conjuntamente con otros componentes conocidos como el acido 15a-hidroxi
ent-kaur-16-en-19-oico (10) fueron aislados del extracto hexanico de flores de Eupatorium
betonicaeforme. Adicionalmente, del extracto de las partes aéreas aislaron el acetato de
taraxasterol (11) y la a- y p-amirina (12, 13); en cuanto a la raiz identificaron una mezcla
de p-sitosterol (14) y S-estigmasterol (15). Cabe mencionar que estos dos Gltimos esteroides
son comunes en varias especies de Eupatorium como: odoratum, lindleyanum y glutinosum
(Albuquerque et al., 2006).

9: R = COCH,(CH,),CH; 1 12: R=CH; R'=H
10: R=H 13:R=H, R!=CH;

14 15

Figura 2.4.2.1 Diterpenos y triterpenos aislados de Eupatorium betonicaeforme.
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Eupatorium macrocephalum Less

Del estudio quimico de esta especie aislaron e identificaron el diterpeno (-)-9,15-

dihidroxi kauranato de fS-D-glucopiranosil (16), los triterpenos lupeol (17), acetato de
lupeilo (18) (componentes mayoritarios) y taraxasterol (19) junto con los compuestos 11-15

y seis derivados del acido cinamico 20-25 (Garcia-Vega, 2007).

16: R=Glu 17: R = OH
18: R=0Ac 19
0o
(0] HO (0]
OR OR OR
20: R=H 21:R=H 22:R=H
23: R=Glu 24: R=Glu 25: R=Glu

Figura 2.4.2.2 Estructuras del kaurano 16, triterpenos 17-19 y derivados del &cido
cindmico 20-25 aislados de Eupatorium macrocephalum Less.

Eupatorium tinifolium

De esta especie aislaron a los diterpenos: acido (-)-ent-kaur-16-en-19-oico (26),

acido (-)-17-hidroxi-16fH-ent-kauran-19-oico (27), dimetil éster del &cido-16pH-ent-
kauran-17,19-dioico (28) y el acido (-)-16p,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oico (29) (Moreno

etal., 1979).
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Figura 2.4.2.3 Diterpenos tipo ent-kaurano aislados de Eupatorium tinifolium.

El acido ent-kaur-16-en-19-oico (26) fue aislado como componente mayoritario del
extracto de la corteza de cuatro especies de Smallanthus (S. sonchifolius, S. siegesbeckius,
S. connatus y S. macroscyphus) con otros nueve compuestos minoritarios con esqueleto de

tipo ent-kaurano (Coll et al., 2010).

Wedelia trilobata

Dos nuevos diterpenos de tipo ent-kaurano fueron aislados de las partes aéreas de
Wedelia trilobata, conocidos como wedelidina A (30) que fue determinado como &cido
(3a)-3-(cinamoiloxi)-17-hidroxi-ent-kaur-15-en-19-oico y la wedelidina B (31) como acido
(3a)-3-(cinamoiloxi)-17-0x0-ent-kaur-15-en-19-oico, junto con dos triterpenos el 34-
friedelinol (32) y la friedelina (33) (Qiang et al., 2011).

EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN 22|Pagina



Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

CHO

Cin0""

Figura 2.4.2.4 ent-isokauranos y triterpenos aislados de Wedelia trilobata.

Eupatorium glutinosum

Del extracto hexanico de las partes aéreas de esta planta aislaron e identificaron el
acido 15-hidroxi-7-labden-17-oico (34) y su acetato 35, junto con el damara-20,24-dien-3-
acetato (36), la friedelina (33) y el palmitato de lupeilo (37), asi como el lupeol (17) por
hidrélisis catalizada con base (EI-Seedi et al., 2002).
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AcO

36

37: R = Acido graso

Figura 2.4.2.5 Estructuras de los compuestos aislados de Eupatorium glutinosum.

Eupatorium ballotifolium

Del extracto hexanico de raiz de Eupatorium ballotifolium obtuvieron los
triterpenos 3p-friedelinol (32) y el damara-20,24-dien-35-o0l (38) (Albuquerque et al.,
2010).

38

Figura 2.4.2.6 Damaradienol aislado de Eupatorium ballotifolium.

Como se puede apreciar éstas investigaciones revelan la diversidad de componentes
quimicos que pueden ser aislados de este género.
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2.5 Interés terapéutico de los derivados del borneol

El uso tdpico del monoterpeno (-)-borneol (39) comenzo a describirse a principios
del siglo XX, este compuesto ha presentado propiedades neuroprotectoras, genoprotectoras
y analgésicas (Costa-Vasconcelos et al., 2012).

OH
39

Figura 2.5.1. Estructura quimica del borneol (39).

El p-cumarato de bornilo (1) y el ferulato de bornilo (2) aislados de las hojas y la
corteza de Myodocarpus gracilis mostraron actividad citotoxica moderada contra células
KB (sublinea de la queratina formadora de células tumorales de las células Hela) con una
CMilso de 2.5 pg/mL (Montagnac et al., 1997).

Los tres fenilpropanoides p-cumarato de bornilo (1), ferulato de bornilo (2) y
cafeato de bornilo (4) aislados del extracto de las partes aéreas de Coreopsis mutica
variante mutica presentaron actividad inhibitoria del ATP inducido por el edema agudo del
oido del raton. Sus efectos antiinflamatorios fueron similares a los exhibidos por la
inhibicién de la ciclooxigenasa selectiva generada por la indometacina. La actividad
antiinflamatoria mayor la obtuvieron en el cafeato de bornilo (4); estos resultados fueron

concordantes con los descritos en estudios in vitro (Maldonado et al., 1998).

El extracto crudo de cloroformo de la corteza de Piper caninum mostrd actividad
contra bacterias gram positivas: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus Y Streptococcus
pneumoniae, 10s metabolitos secundarios aislados responsables del efecto fueron el (+)-p-

cumarato de bornilo (1) y el cafeato de bornilo (4) (Setzer et al., 1999).
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Los ésteres de bornilo p-cumarato de bornilo (1) y ferulato de bornilo (2) aislados
del extracto metanolico de Bolax gummifera y los alcoholes de iso-bornilo 40 y 41
previamente sintetizados fueron probados contra células CK usando la prueba de toxicidad
contra Artemia sp. En el estudio realizado con base en su estructura obtuvieron que los
isdmeros (+) son mas activos que los isémeros (-) y que el grupo metoxilo en posicién 3 no

afecta la citotoxidad contra Artemia sp (Mongelli et al., 2003).

Figura 2.5.2 p-cumarato de iso-bornilo (40) y ferulato de iso-bornilo (41).

El salicilato de bornilo (42) sintetizado por esterificacion del borneol con el &cido
salicilico fue evaluado en modelos experimentales para medir su actividad antiinflamatoria
aguda, los resultados mostraron que este compuesto no genera toxicidad aguda y tiene un
sistema de efecto antiinflamatorio, relacionado con la disminucion de mediadores como

prostaglandinas E2, 6xido nitrico y citosinas pro-inflamatorias (Costa et al., 2012).

Figura 2.5.3 Estructura quimica del salicilato de bornilo (42).
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2.6 Eupatorium aff cardiophyllum

Es una planta herbacea de 1.5-1.80 m de longitud, con hojas grandes con forma de
corazon, flores rosaceas y tallo velloso. Se encuentra en bosques de pino-encino; hasta el
momento no existe ningun estudio quimico sobre ella, lo que nos incita a realizar su analisis

quimico, ya que se trata de una nueva fuente de materia prima.

Figura 2.6.1 Tallo, flor y hoja de Eupatorium aff cardiophyllum.
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3. JUSTIFICACION

Las plantas son una fuente importante de productos naturales originados por el
metabolismo secundario, gran parte de ellos presentan aplicaciones farmacoldgicas, por lo
cual, el estudio fitoquimico representa una herramienta clave para el descubrimiento de
nuevos compuestos, el desarrollo de investigaciones y el progreso de diversas areas de las

ciencias médicas.

Estudios realizados del género Eupatorium han puesto de manifiesto la presencia de
compuestos conocidos por su relevante actividad bioldgica, por lo que resulta de gran
interés continuar con el estudio quimico de este género, especialmente de especies que no
cuentan con reportes previos, como Eupatorium aff cardiophyllum, con el objetivo de aislar
y caracterizar los principales grupos de metabolitos secundarios y contribuir a la

qguimiotaxonomia del género.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar el estudio quimico del extracto hexanico del tallo de Eupatorium aff

cardiophyllum

4.2 Objetivos especificos

e Obtener el extracto hexanico del tallo de Eupatorium aff cardiophyllum.
e Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los componentes mayoritarios.
e Caracterizar los compuestos purificados mediante métodos fisicos vy

espectroscopicos.
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5. METODOLOGIA GENERAL

El estudio de los compuestos presentes en los tallos de FEupatorium aff
cardiophyllum se muestra de manera gréfica en el siguiente esquema:

Separacion, secado y molienda de los tallos

Aislamiento y purificacion por cromatografia
en columna
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Colecta de la especie y tratamiento vegetal

La especie vegetal Eupatorium aff cardiophyllum se colecto a orilla de la carretera

Tiripetio-Villa Madero, Michoacén, en el kilometro 21.

Posteriormente se llevd a cabo la separacion de sus partes aéreas y un lote de 700 g
de tallos, previamente secados a la sombra y molidos, fueron colocados en maceracion con
2.6 litros de hexanos como disolvente, durante tres dias. Transcurrido este tiempo el
extracto se filtr6 y concentrd en rotavapor, éste procedimiento se realizé tres veces. El
extracto hexanico obtenido presentd un aspecto de aceite denso de color amarillo,

obteniéndose 3 g.

6.2 Analisis del extracto hexanico de tallo

Una muestra del extracto hexanico total se analiz6 por medio de resonancia
magnética nuclear de 'H, como estudio preliminar para determinar la naturaleza y
abundancia de los componentes. El espectro (Figura 6.2.1) mostro entre 6 7.7 y 6.2 un
conjunto de sefiales correspondientes a hidrégenos aromaticos y vinilicos, en ¢ 5.0 se
localizé una sefial que indica la presencia de un éster, de 6 2.4 a 1.0 se observaron varias
sefiales de protones alifaticos; por Gltimo se ubicaron tres sefiales simples caracteristicas de
metilos terciarios, lo que indicd claramente la presencia de un terpeno como componente

mayoritario.
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Figura 6.2.1 Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClIs del extracto hexanico de tallo de Eupatorium aff cardiophyllum.
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6.3 Purificacion de los compuestos

La purificaciéon de los compuestos se llevd a cabo fraccionando por cromatografia
en columna 2 g de extracto hexanico, utilizando como fase estacionaria gel de silice y como
fase movil mezclas hexanos-AcOEt en orden ascendente de polaridad, obteniéndose
fracciones de 10 mL, siendo monitoreada a través de cromatografia en capa fina bajo el

mismo sistema de disolventes.

En las fracciones 14-16 obtenidas con polaridad 9:1 hexanos-AcOEt se obtuvieron
mieles cristalinas. Se juntaron las fracciones y disolvieron en la menor cantidad de CH2Clz,
posteriormente se agregd la misma cantidad de hexanos y se coloco6 a bafio maria hasta la
evaporacion del 50% del solvente, nuevamente se agregd la misma cantidad de hexanos y
se repitio el proceso dos veces. Una vez realizado esto se retird la muestra del bafio maria 'y
se filtr6 en caliente. Al tercer dia se observo la formacion de un precipitado, del cual se

retiraron las aguas madres.

En las aguas madres recuperadas se observd la formacion de cristales, los cuales se
separaron y lavaron con hexano frio obteniéndose cristales en forma de agujas con un punto
de fusion de 282-284 °C.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.1) se observé una sefial mdltiple en &
3.74 correspondiente al H-3 del carbono base del alcohol y dos sefiales dobles de triples en
01.90conJ=10.0,24Hzyenod 1.73 conJ=12.8, 3.2 Hz correspondientes a los protones
H-2a y H-6a, respectivamente. En campos altos destacaron siete sefiales simples en ¢ 1.17,
1.00, 0.99, 0.98, 0.96, 0.94, y 0.85 caracteristicas de los metilos terciarios CHsz-28, CHs-27,
CH3-30, CHs-26, CHs-24, CHs-29 y CHzs-25, respectivamente.

Los datos obtenidos fueron comparados con los descritos previamente (Ragasa et

al., 2015), coincidiendo para el triterpeno 3p-friedelinol (32).
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Figura 6.3.1 Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDClz del 34-friedelinol (32).
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Continuando con la purificacion de los compuestos el sedimento recuperado de las
sucesivas cristalizaciones de las fracciones 14-16 fue recromatografiado en columna

obteniéndose mieles cristalinas en la polaridad 95:5 hexanos-AcOEt.

Las mieles fueron analizadas por RMN de 'H (Figura 6.3.2), su espectro mostro
dos sefiales simples en 6 4.80 y 4.74 de los protones vinilicos H-17a y H-17b caracteristicas
de un doble enlace exociclico. En ¢ 2.64 se ubicé una sefal triple ancha con J = 4.0 Hz
correspondiente al protén alilico H-13. Entre 6 2.17 y 1.40 se encontraron sefiales de
protones alifaticos, adicionalmente en campos altos se observaron dos sefiales simples en ¢

1.24 y 0.95 caracteristicas de los metilos terciarios CHs-18 y CHs-20, respectivamente.

El espectro de RMN de *H obtenido se comparé con los datos previamente descritos
por nuestro grupo de investigacion (Cruz-Corona, 2015; Villagbmez-Guzman, 2016)
mostrando una completa similitud con los datos correspondientes para el compuesto

denominado acido ent-kau-16-en-19-oico (26).
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Figura 6.3.2 Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del 4cido ent-kaur-16-en-19-oico (26).
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En la polaridad hexanos-AcOEt 4:1 a partir de las fracciones 22-37 se obtuvo un
aceite denso amarillo que fue cristalizado con hexanos/acetona en proporcion 1:1,
obteniéndose 500 mg (25%) de un so6lido amorfo blanco, con un punto de fusion de 150-
152 °C.

El espectro de infrarrojo (Figura 6.3.3) mostré dos bandas en 3259 y 2878 cm
debidas al OH y al enlace C-H de alifatico, respectivamente y en 1671 cm™ se observé una
sefial caracteristica de carbonilo de éster. En 1628 cm™ se detecté una banda debida al
enlace doble C=C del alqueno, mientras que en 1604 cm™ se ubicé la sefial caracteristica

del enlace doble C=C del grupo aromatico.

En el cromatograma general de gases (Figura 6.3.4 a) se observo un compuesto con
abundancia mayor del 81.85% con un tiempo de retencion de 20.64 min, en el espectro de
masa (Figura 6.3.4 b) se detecta un ion molecular de 300.21 m/z., el cual concuerda con la

férmula condensada C19H240s.
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Figura 6.3.3 Espectro de infrarrojo del p-cumarato de bornilo (1).
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Figura 6.3.4 a) Cromatograma de gases b) Espectro de masa del p-cumarato de bornilo (1).
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Su espectro de RMN de *H (Figura 6.3.5) mostrd en ¢ 7.43 y 6.88 dos sefiales
dobles caracteristicas de un sistema de benceno p-sustituido con J = 8.6 Hz
correspondientes a los protones bencilicos H-5", H-9" y H-6", H-8", respectivamente. En ¢
7.62 y 6.33 se ubicaron dos sefiales dobles con J = 15.9 Hz caracteristicas de los hidrogenos
vinilicos H-3" y H-2’, indicando la presencia de un doble enlace trans, las cuales
demuestran la presencia de un fragmento derivado del fenilpropanoide correspondiente al
cumarato. En ¢ 7.14 se localiz6 una sefial simple ancha correspondiente al hidroxilo
fenolico y en ¢ 5.01 se observd una sefial doble de doble de dobles conJ=9.9, 3.3, 2.1 Hz
caracteristica del proton base de éster correspondiente al H-2. Entre 6 2.45 y 1.00 se
encontraron varias sefiales multiples caracteristicas de los protones alifaticos. Por ultimo, se
encontraron tres sefiales simples en ¢ 0.92, 0.89 y 0.88 correspondientes a los metilos

terciarios CHs-8, CHs-9 y CHzs-10, respectivamente.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 6.3.6) se observd en § 168.55 una sefial
correspondiente al carbono del carbonilo del éster C-1"y en 6 158.35 la sefial del carbono
base de fenol C-7". En 6 144.64 y 115.48 se observaron las sefiales de los carbonos
vinilicos C-3" y C-2°, respectivamente; las sefiales traslapadas de los carbonos sp’
correspondientes al anillo de benceno se ubicaron en ¢ 129.98 para C-5", C-9", en 6 115.91
para C-6", C-8" y en ¢ 126.7 para C-4". La sefial del carbono base de éster C-2 se observo
en 0 80.29. El resto de las sefiales de los carbonos correspondientes al esqueleto del bornilo
se observaron entre ¢ 48.94 y 13.53, ubicandose las sefiales de los metilos en ¢ 19.67, 18.8
y 13.53 correspondientes a los CHs-9, CHs-8, y CHs-10, respectivamente. Del experimento

DEPT se corroboraron las multiplicidades de los carbonos.
Los datos fisicos y espectroscdpicos obtenidos fueron comparados con los descritos

en la literatura como se observa en la tabla 6.3.1 mostrando una buena concordancia e

indicando que se trata del compuesto denominado p-cumarato de bornilo (1).
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Figura 6.3.5 Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDClz del p-cumarato de bornilo (1).

EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN 40|Pagina



Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

6,
5.9
8
9| 10
4
2 3 5
1
7 6
3 ,
2
-
v
%
170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10

90
f1 (ppm)

Figura 6.3.6 Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDClIs del p-cumarato de bornilo (1).
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CARBONO EXPERIMENTAL LITERATURA
0 en ppm (Mongelli et al., 2003)
0 en ppm
1 47.85 47.86
2 80.29 80.37
3 36.80 36.81
4 44.90 45.04
5 28.00 28.07
6 27.17 27.28
7 48.94 49.00
8 18.80 18.82
9 19.67 19.69
10 13.53 13.50
| 168.55 168.53
2’ 115.48 115.72
3 144.64 144.64
4’ 126.70 126.95
5 129.98 129.99
6 115.91 115.99
7 158.35 158.35
8 115.91 115.99
9 129.98 129.99

Tabla 6.3.1 Comparacion de los desplazamientos de RMN de 3C del p-cumarato de
bornilo (1) con la literatura (Mongelli et al., 2003).
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7. CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de tallo de la planta Eupatorium aff cardiophyllum se logrd
aislar, purificar e identificar al monoterpeno denominado p-cumarato de bornilo (1) como
componente mayoritario, el cual fue caracterizado por métodos espectroscopicos de
resonancia magnética nuclear de 1D (*H y *C) y 2D (COSY, HETCOR) e infrarrojo;

confirmandose su estructura con el espectro de masa.

OH

Como componentes minoritarios se obtuvieron el diterpeno denominado &acido ent-
kaur-16-en-19-oico (26) y el triterpeno 3p-friedelinol (32). Sus estructuras moleculares
fueron elucidadas por comparacion de sus espectros de RMN de *H con datos previamente

descritos.

Los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna y cabe destacar
que es el primer estudio fitoquimico realizado a la especie vegetal Fupatorium aff

cardiophyllum.

EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN 43|Pagina



Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Muestra vegetal

La especie vegetal Eupatorium aff cardiophyllum fue colectada a orilla de la
carretera Tiripetio-Villa Madero en el km 21, en el estado de Michoacén, a 19° 23,965
latitud y 101° 17,911 longitud y una altitud de 2,124 metros sobre el nivel del mar, en
Octubre del 2015. La identificacion taxondmica se llevo a cabo por parte del D.C. Jerzy

Rzedowski del Herbario del Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro, Michoacan, México.
8.2 Obtencion de extractos

La planta colectada se dejo secar a la sombra, posteriormente se separaron sus partes
aéreas y se colocaron en maceracion 700 g de tallos, previamente molidos, con 2.6 L de
hexanos, durante tres dias. Se realizd tres veces la extraccion obteniéndose 3 g de extracto

con aspecto de miel densa color amarilla.

8.3 Espectroscopia y métodos fisicos (RMN, EMIE, IR y p.f.)

El analisis espectroscopico de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de
13C a 100 MHz, asi como los diagramas de correlacion bidimensional H/H (COSY) y H/C
(HETCOR) se realizaron en un espectrometro Varian Mercury Plus 400 al igual que el
experimento DEPT. En las determinaciones se utilizo como disolvente al cloroformo
deuterado (CDCls) y como referencia interna al tetrametilsilano (TMS). Los espectros

obtenidos fueron procesados a través del programa MestReNova 8.
El espectro de IR se midi6 en un espectrofotometro FT-IR 200 Perkin Elmer.
El espectro de masa de baja resolucidn por impacto electrénico se llevé a cabo en un

Cromatografo de Gases marca Thermo Scientific, modelo Trace 1310 acoplado a un
Espectrémetro de Masas marca Thermo Scientific, modelo ISQ LT.
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Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan

corregidos.

8.4 Analisis quimico

La purificacion de los compuestos se realizd mediante cromatografia en columna,
utilizando una columna de vidrio de 2 cm de diametro y 30 cm de altura, empacada con 14
cm de gel de silice marca Merck de 230-400 mallas como fase estacionaria y como fase
movil mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente, colectandose fracciones de 10

mL; el monitoreo de las fracciones se efectud por cromatografia en placa fina.
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3p-Friedelinol (32)

De las fracciones 14-16 obtenidas en la polaridad 9:1 hexanos-AcOEt se obtuvieron
mieles cristalinas que fueron sometidas a cristalizacion con hexanos-CH2Clz, obteniéndose
el 3p-friedelinol (32).

Cristales en forma de agujas, p. f.: 282-284 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) §
3.74 (1H, m, H-3), 1.90 (1H, dt, J = 10.0, 2.4 Hz, H-2a), 1.73 (1H, dt, J = 12.8, 3.2 Hz, H-
6a), 1.56 (1H, m, H-2b), 1.55 (1H, m, H-18), 1.47 (1H, m, H-6b), 1.44 (2H, m, H-1), 1.17
(3H, s, CHs-28), 1.00 (3H, s, CH3-27), 0.99 (3H, s, CHs-30), 0.98 (3H, s, CHz-26), 0.96
(3H, s, CHs-24), 0.94 (3H, s, CH3-29), 0.94 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3s-23), 0.91 (2H, m, H-
22), 0.85 (3H, s, CH3-25).
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Acido ent-kaur-16-en-19-oico (26)

Por recromatografia del sedimento recuperado de la cristalizacién de las fracciones
14-16 se obtuvieron unas mieles cristalinas. El analisis espectroscopico permitio identificar
al &cido ent-kaur-16-en-19-oico (26).

RMN de H (400 MHz, CDCls) & 4.80 (1H, s, H-17a), 4.74 (1H, s, H-17b), 2.64
(1H, ta, J = 4.0 Hz, H-13), 2.16 (1H, da, J = 14.6 Hz, H-3a), 2.05 (2H, m, H-15), 1.99 (1H,
d, J = 11.0 Hz, H-14a), 1.90 (1H, m, H-1a), 1.86 (1H, m, H-2a), 1.82 (2H, m, H-6), 1.62
(1H, m, H-11a), 1.58 (1H, m, H-7a), 1.54 (1H, m, H-12a), 1.51 (1H, m, H-11b), 1.48 (1H,
m, H-7b), 1.46 (1H, m, H-12b), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.24 (3H, s, CH3-18), 1.13 (1H, dd, J =
11.0, 4.6 Hz, H-14b), 1.09 (1H, m, H-5), 1.06 (1H, dda, J = 10.6, 4.3 Hz, H-9), 1.02 (1H,
m, H-3b), 0.95 (3H, s, CHs-20), 0.81 (1H, td, J = 13.3, 4.0 Hz, H-1b).

EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN 47|Pagina



Estudio Quimico del Tallo de Eupatorium aff cardiophyllum

p-Cumarato de bornilo (1)

En la polaridad 4:1 hexanos-AcOEt de las fracciones 22-37 se obtuvo un aceite
denso amarillo que fue cristalizado con hexanos/acetona en proporcién 1:1, obteniéndose
500 mg de p-cumarato de bornilo (1).

Solido amorfo blanco, p f.: 150-152 °C. IR (CHCIs) vmax 3259, 2878, 1671, 1628,
1604 cm™. EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) [M]+ 300.21. RMN de H (400 MHz, CDCl3) 6 7.62
(1H, d, J = 15.9 Hz, H-3"), 7.43 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-5", H-9"), 7.14 (1H, sa, H-7"), 6.88
(2H, d, J=8.6 Hz, H-6", H-8), 6.33 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-2"), 5.01 (1H, ddd, /= 9.9, 3.3,
2.1 Hz, H-2), 2.42 (1H, m, H-3a), 2.04 (1H, m, H-6a), 1.77 (1H, m, H-5b), 1.71 (1H, t, J =
4.4 Hz, H-4), 1.37 (1H, m, H-6b), 1.27 (1H, m, H-53a), 1.06 (1H, dd, J = 13.7, 3.3 Hz, H-
3b), 0.92 (3H, s, CHs-8), 0.89 (3H, s, CH3-9), 0.88 (3H, s, CH3-10).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) 6 168.55 (C, C-1°), 158.35 (C, C-7°), 144.64 (CH,
C-3), 129.98 (CH, C-5, C-9"), 126.70 (C, C-4"), 115.91 (CH, C-6",C-8"), 115.48 (CH, C-
2°), 80.29 (CH, C-2), 48.94 (C, C-7), 47.85 (C, C-1), 44.90 (CH, C-4), 36.80 (CHz, C-3),
28.00 (CH2, C-5), 27.17 (CHa, C-6), 19.67 (CHs, C-9), 18.80 (CHs, C-8), 13.53 (CHs, C-
10).
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