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RESUMEN

Los compuestos aislados de las plantas presentan un papel muy importante en el
desarrollo de farmacos. La busqueda de compuestos con aplicaciones médicas asi como la
contribucion al conocimiento del género Verbesina nos lleva al estudio fitoquimico de la
especie V. parviflora, asi como a la evaluacion antioxidante de los metabolitos aislados e
identificados. El presente trabajo describe el estudio quimico de los extractos de hexanos,
acetato de etilo y metanol de hojas y flores de V. parviflora y el potencial antioxidante de los
compuestos aislados. Del extracto hexanico de hojas se obtuvo la mezcla de estearato de
a- y B-amirina (55, 56), en polaridades mayores se obtuvo al epoxido de B-cariofileno (59),
eudesmenol (60), espathulenol (61) y estigmasterol (62). Del extracto de AcOEt de las
hojas se aislaron e identificaron al glucésido de gB-sitosterol (63), acido ilicico (64), acido
costico (65), chrysosplenol D (66), axillarina (68) y quercetagetina 3-metil éter (70). Del
extracto de hexanos y de AcOEt de flores, se identifico a la mezcla de acetato de lupeilo
(72) y acetato de taraxasterilo (73). Del extracto metandlico de flores se determind la
presencia de los flavonoides 66, 68 y 70. Los compuestos asilados fueron identificados
mediante métodos fisicos, quimicos y espectroscopicos. Adicionalmente, se evalud el
potencial de captura de radicales libres empleando el 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). El
acido ilicico (64) mostré una ligera actividad antioxidante (CEso 2.2 mM); mientras que el
chrysosplenol D (66) mostré una CEsode 17.1 pM y la axillarina (68) una CEso de 11.4 puM.

Los compuestos 55, 56, 59, 61-63 y 65 no presentaron actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Compounds isolated from plants represent an important role in pharmaceutical
development. The research of chemical compounds with potential medical applications, as
well as phytochemical contributions, lead us to develop the phytochemical study of leaves
and flowers from V. parviflora, besides the antioxidant evaluation of the isolated
compounds. In the present work, the chemical study of the hexanic, AcOEt and methanolic
extracts from leaves and flowers of V. parviflora is described. From the hexanic extract from
leaves a- y B-amyrin (55, 56), B-caryophyllene epoxide (59), eudesmenol (60), spathulenol
(61) and stigmasterol (62) were isolated. From the AcOEt extract from leaves B-sitosterol G-
D-glucoside (63), illicic acid (64), costic acid (65), chrysosplenol D (66), axillarin (68) and
guercetagetin 3-methyl ether (70) were isolated. From hexanic and AcOEt extracts from
flowers, lupeol acetate (72) and taraxasterol acetate (73) were identified; while in the
methanolic extract, the presence of the flavones 66, 68 and 70 was determined. The
physical, chemical and spectroscopic identification of isolated compounds were carried out.
Additionally, the potential antioxidant capability of the isolated compound employing the
colorimetric DPPH assay was measured; where the illicic acid (64) shown an ECso of 2204
mM, the chrysosplenol D (66) provided an ECso of 17.1 uM, and the axillarina (68) displayed
an ECsp of 11.4 pM. For compounds 55, 56, 59, 61-63 and 65, no antioxidant activity was

observed.

55R'=H, R2= CHj,
56 R'=CH3, R?2=H

64 65 66 R'= OMe, R2= OMe 72 73
68 R'=H, R2= OMe
70R'=H,R?=H

Keywords:Verbesina parviflora, Asteraceae, antioxidant activity.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La diversidad floristica mundial fue estimada entre 250,000 y 300,000 especies para
la primera década del siglo XXI; esta enorme riqueza botanica constituye uno de los pilares
de la civilizacion, pues los seres humanos encuentran en ella los alimentos, fibras, forrajes,
pigmentos y muchos otros beneficios; destacando que desde siempre, las plantas han
jugado un papel fundamental en el tratamiento de las enfermedades. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que el 80% de los habitantes de paises en desarrollo
depende de la medicina tradicional, principalmente las plantas, para atender necesidades
de salud (Callejas et al., 2008).

Las especies vegetales han constituido durante siglos la principal fuente de agentes
medicinales. El enfoque etnomédico ha demostrado ser efectivo para el descubrimiento de
nuevos compuestos con actividad biolégica que pueden proveer proteccion contra varias
enfermedades (Rong et al.,, 2004). Estos compuestos conocidos como metabolitos
secundarios aparentemente no efectian funciones vitales en la planta y han sido
empleados por los humanos en roles benéficos de diversas aplicaciones (Keelinget al.,
2006; Zwengeret al., 2008).

Dentro de los metabolitos secundarios se encuentran los terpenoides, los cuales son
una extensa familia, de compuestos que contienen esqueletos de carbono representados
por (C5)n, y se clasifican como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos
(C1s), diterpenos (Czo0), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso) y tetraterpenos (Cao) (Dewick
20009).

Algunos terpenoides juegan un papel crucial en las especies vegetales, como ser
mensajeros, atrayentes, disuasivos, fitoalexinas, entre otros. Se ha demostrado la actividad
biologica de los terpenos y son usados en el tratamiento contra enfermedades como el
cancer, malaria, inflamacion y en una variedad de infecciones causadas por virus y
bacterias. Clinicamente, algunos terpenoides han destacado, entre estos se encuentra el

paclitaxel (1) y el sesquiterpeno antimaléarico artemisina (2) (Figura 1) (Ding et al., 2012).

——
H
| —



INTRODUCCION
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Paclitaxel (1) Artemisina (2)

Figura 1. Terpenoides de interés bioldgico.

Otro tipo de metabolitos secundarios son los compuestos fenodlicos (flavonoides,
antocianidinas, lignanos, coumarinas, catequinas e isocatequinas, taninos, entre otros) que
se caracterizan en ser altamente eficientes para combatir el estrés oxidativo. La eficacia del
uso de plantas medicinales para la prevencion y cura de ciertas enfermedades ha sido
atribuida en parte a las propiedades antioxidantes. (Singh et al., 2009; Khalaf et al., 2007).

Esta clase de moléculas son capaces de neutralizar a las llamadas especies
reactivas de oxigeno (EROSs), las cuales derivan del metabolismo del oxigeno. Las formas
variadas de estas especies radicalarias involucran al anion superéxido, radicales hidroxilo,
peroxilo y especies neutras como el peroxido de hidrégeno. También existen las
denominadas especies reactivas de nitrogeno (ERNSs), que incluyen agentes como el
anion peroxinitrilo y 0xido nitrico. Se considera que los radicales libres como diéxido de
nitrégeno, tiol y sulfanilo pueden iniciar la cadena de peroxidacion lipidica. (Singh et al.,
2012; Everett et al., 1996).

La oxidacién lipidica es un proceso que involucra una reaccion en cadena que
incluyen pasos de induccion, propagacion y terminacion. Durante el periodo de induccion,
los radicales alquilicos y peroxilicos son formados. Esta alta reactividad de especies
guimicas produce hidroperdoxidos (ROOH) durante la fase de propagaciéon. La terminacion

es la asociacién de dos radicales que forman productos estables.




INTRODUCCION

Entre las causas de los principales problemas de salud crénicos, los dafinos
radicales libres y especies reactivas han sido implicados directamente como mediadores de
enfermedades crdnicas degenerativas y autoinmunes, como son la diabetes, enfermedades
vasculares e hipertension, cancer, hiperplasias, formacién de cataratas, enfisema, artritis,
esclerosis multiple, debilitacion del sistema inmunologico asi como también procesos de
envejecimiento. Los antioxidantes han sido usados en la industria alimenticia para
prolongar la conservaciéon de los alimentos, especialmente aquellos ricos en grasas
poliinsaturadas. Para frenar los procesos de deterioro, se lleva a cabo la adicion de
antioxidantes sintéticos, entre ellos el butilato de hidroxianisol (BHA), butilato de
hidroxitolueno (BHT) y terbutilhidroquinona (TBHQ). La incorporacién de estas sustancias
sintéticas con actividad antioxidante en la preservacion de alimentos es cuestionada debido

al potencial riesgo a la salud y su toxicidad (Mosquera et al., 2009; Tsao et al., 2004).

Los antioxidantes actian donando atomos de hidrégeno a los radicales; los efectos
defensivos de antioxidantes naturales en frutas y vegetales que son relacionados con tres
grupos principalmente: vitaminas, fenoles y carotenoides. El acido ascorbico y fenoles son
conocidos como antioxidantes hidrofilicos, mientras los carotenoides son conocidos como

antioxidantes lipofilicos (Bondet et al., 1997; Thaipong et al., 2006).

Del género Verbesina se han aislado metabolitos secundarios de tipo terpenos
(principalmente con esqueleto de eudesmano) flavonoides, alcaloides de guanidina,
lactonas, amidas y aceites esenciales (Pérez 1997; Jane et al., 2006;). En la medicina
tradicional han sido empleadas para tratar desordenes gastrointestinales, hemorroides,
cancer, como tratamiento antagénico en mordeduras de arafia y afectaciones en la piel
estudios farmacolégicos han demostrado que diferentes extractos de plantas de este
género presentan diversa bioeficacia como antimicrobiano, antifangico, antiviral,
antitumoral, hipoglucémico, hipolipidémico y antioxidante. (Jain et al., 2008; Toribio et al.,
2004; Sindhu et al., 2011).
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. LA FAMILIA ASTERACEAE

La familia de las Asteraceas comprende a las plantas vasculares con mayor nimero
de géneros en el mundo, siendo entre 1,600-1,700 géneros y 2,400-3,000 especies
(Moreira-Mufioz et. al., 2006). En Meéxico se distribuyen en casi todo el territorio,
representan el 12-15% de la flora vascular, son especialmente abundantes en zonas con
una marcada alternancia entre episodios humedos y secos. Los Estados de Chiapas,
Oaxaca, Veracruz, Jalisco y Michoacan representan al 46.6% del total de la poblacion de
especies de esta familia y el 72% de esta poblacion corresponde a especies endémicas
(Castelo et al., 2003; Cué-Bar et al., 2006).

2.2. EL GENERO VERBESINA

Es un género americano de la tribu Heliantheae que comprende aproximadamente
300 especies distribuidas principalmente desde Canada hasta Argentina (Panero et al.,
1997). Para México se reconocen poco mas de 180 especies, con lo que se ubica, tras el
desmembramiento de Eupatorium, como el género mas diverso dentro de las compuestas
mexicanas. Se conocen dos importantes centros de diversidad, las montafias del centro de
México y la porcidon norte de la cordillera de los Andes (Figura 2) (Carrillo-Reyes et al.,
2010).

Figura 2. Distribucion geografica del género Verbesina.
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ANTECEDENTES

En la medicina tradicional, las plantas de éste del género son empleadas para el
tratamiento de la diabetes mellitus, malestares gastrointestinales, ademas se les atribuyen
efectos anticancerosos, bactericidas, antiparasitarios y antioxidantes, asi como también

para el tratamiento de mordeduras de serpientes y arafias (Jain et al., 2008).

De los estudios quimicos realizados a especies del género Verbesina, se tiene
reporte que en las partes aéreas de V. virgata identificaron a dos eudesmanos
funcionalizados con grupos hidroxilo y cinnamatos (3 y 6), los cuales, mediante reacciones
de acetilacion obtuvieron a sus derivados 4 y 7, respectivamente. Una hidrolisis alcalina de
3 generd al triol 5. De las reacciones de oxidacién efectuadas a 3 reportaron al derivado
epoxidado 8 y el dialdehido 9; la oxidacion de 6 generé a la dicetona 10 (Figura 3)
(Martinez et al., 1983).

OR! OR!
Rzo%
ro”
3R'"=R?=H,; R3=_Cinnamoilo 6 R'=R?=H,; R3=Cinnamoilo
4R'=R?= Ac, R?=Cinnamoilo 7 R' =R? = Ac, R®= Cinnamoilo

5R'=R2=R3=H

OH

Ho"’ll m/
2 "l, ‘%,
Cinno® % CinnO ’ ClnnO “

8 9 10
Figura 3. Eudesmanos naturales y preparados de V. virgata.
Otros reportes de estudios quimicos, demostraron la presencia de eudesmanos

esterificados con cinnamato en V. oerstediana (3, 6, 11-13) y en V. virgata (7) (Figura 4)
(Wu et al., 2006).

——
gl
| —



ANTECEDENTES

OH OH
I[,,'
HO,,,,I HO,,,”
Cinn = }Q
%, %, cinno’ %
CinnO" 2% inn0O" %

11 12 13
Figura 4. Eudesmanos aislados de V. oerstediana y de V. virgata.

Por su parte, de V. turbasencis fueron identificados los eudesmanos 14-22 (Figura 5)
(Amaro-Luis et al., 2002).

RO N HO
Ho™ oci
COR' OCinn OCinn inn
14R=R'=H 18R=H 20
15R=H, R'=Me 19 R =Ac

16 R=0Ac,R'=H
17 R= OAc, R = Me

W

‘OH OcCinn
OH
21 22

Figura 5. Eudesmanos reportados de V. turbacensis.

De las flores y hojas de V. virginica obtuvieron a los eudesmanoles esterificados con
derivados del acido p-coumérico 23-25 (Xu et al., 2010). Otros estudios hacen referencia
gue en extractos etandlicos y de acetona de las hojas y flores de V. turbacensis aislaron
dos nuevos eudesmanos 26 y 27 funcionalizados con un grupo cinnamato (Figura 6)

(Bruno-Colmenarez et al., 2010).
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ANTECEDENTES

OH

25 R' % G

OH
(0]
HO OR3 R3 ;"Q /
0 OH
26 27

Figura 6. Eudesmanos aislados de V. virginica y V. turbacencis.

Del extracto cloroférmico obtenido de las partes aéreas de V. negrensis, reportaron
la presencia de un nuevo germacreno esterificado con acido cinnamico (28) (Figura 7)
(Mora et al., 2013).

Figura 7. Germacreno aislado de V. negrensis (28).

De V. seattonii, reportaron seis compuestos (Figura 8) con esqueletos de
elemandlida funcionalizados con grupos hidroxilo, isobutirato, aldehido y acetilo (29-40)
(Ortega et al., 1985).
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ANTECEDENTES

Qum

R ibu
29 R=CHO R R R2
30 R = CH,0H 3ibu H OH

32 ibu H OAc
33 ibu OAc H
340Me H OH

0 6

ibu ibu
R R R R
36 37TH OH 390Ac H
38 OAc H 40 H OAc

Figura 8. Sesquiterpenos de tipo elemandlida.

Del extracto metandlico de la especie venezolana V. caracasana reportaron al
derivado de guanidina denominado caracasanamida (41) (Figura 9), el cual presento

actividad hipotensiva (Delle Monache et al., 1999).

OCH,
H;CO

\o N_ N
AN
NH

Figura 9. Caracasanamida (41).
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ANTECEDENTES

A partir de la guanidina 41 reportaron la preparacion del derivado dimérico 42 a
través de reacciones fotoquimicas, este mostro efectos cardiovasculares interesantes
(Figura 10) (Carmignani et al., 1999).

H
H3CO /\/\/ \«
NH

HN
HsCO \\\\§O
H,CO ,"’/40

\/\/\ NH
Hco i

Figura 10. Dimero de caracasanamida (42).

De estudios realizados en V. sphaerocephala colectada en Soyotlan, Jalisco
(Salomoén et al., 1985), aislaron al verocefol (43), y mediante un tratamiento con anhidrido

acético-piridina obtuvieron al mono 44 y diacetato 45 correspondientes (Figura 11).

Aco

43 44 45

Figura 11. Eudesmandlidas aisladas y preparadas de V. sphaerocephala.

Por otra parte, los estudios efectuados a V. encelioides, demostraron que la
toxicidad reportada de esta especie era atribuida a 3-metil-2-butenilguanidina también
conocida como galegina (46), un alcaloide con nucleo de guanidina (Figura 12) (Oelrichs et
al.,, 1981).




ANTECEDENTES

NH
)\/\HJJ\NH

Figura 12. Galegina (46).

El estudio quimico de extractos polares de V. myricephala evidenci6 la presencia de
un nuevo flavonoide glicosilado, el cual fue identificado como rhamnocitrina-3-glucorénido
(47) (Figura 13) (Hildebert et al., 1974).

OH

OH
CO,H

Figura 13. Rhamnocitrina-3-glucorénido (47).

Los estudios realizados en los extractos polares de flores y hojas de V. encelioides
registraron la presencia de quercetina-3-galactésido (48), quercetina-3-galactésido-7-

glucosido (49) y quercetina-3-xylésido-7-glucosido (50) (Glennie et al., 1980) (Figura 14).

Figura 14. Flavonoides glicosilados de V. encelioides.
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ANTECEDENTES

En un estudio de captura de radicales libres por el método DPPH del extracto
acuoso de la raiz de V. encelioides, se encontré un porcentaje de inhibicién del 20% a una
concentracion de 80 pg/mL, comparada con el estandar de quercetina de 95% y del acido
ascorbico de 98%, ambos a la misma concentracion. Otras Investigaciones sobre los
extractos acuosos de flores, hojas y tallos de V. encelioides reportaron una potente
capacidad nematicida contra Meloidogyne javanica, realizada en experimentos in vitro.
(Jain et al., 2008; Oka, 2012). Por otro lado, se han empleado extractos frescos de tallos y

hojas de V. encelioides para generar nanoparticulas de plata (Malik et al., 2013).

En un estudio quimico de los aceites esenciales de las hojas de V. diversifolia,
reportaron al biciclogermacreno (51) y germacreno-D-4-ol (52) (Jane et al., 2005) (Figura
15).

51 52

Figura 15. Germacrenos aislados V. diversifolia.

En nuestro grupo de trabajo se llevé a cabo el estudio quimico preliminar de las
raices de V. parviflora, de la cual se obtuvieron a los derivados de borneol 53 y 54 (Figura
16) (Cruz, 2011).

o] %’g
X
o
X o
HO
HO

OCH;

53 54

Figura 16. Ferulato 53 y p-cumarato de bornilo (54).

11

——
| —



JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes del género Verbesina, en los que se establece la
presencia de metabolitos secundarios diversamente funcionalizados, y a que pocas
especies de este género han sido estudiadas, surge el interés de llevar a cabo el estudio
guimico de hojas y flores de Verbesina parviflora, asi como evaluar el potencial
antioxidante de los metabolitos aislados. Con este estudio se pretende continuar el analisis
fitoquimico de esta especie, ya que existe un estudio quimico preliminar del extracto

hexanico de raices realizado por nuestro grupo de trabajo.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio quimico de hojas y flores de Verbesina parviflora, asi como
evaluar la actividad del potencial antioxidante de los metabolitos aislados mediante el

ensayo de captura de radicales libres.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos de hexanos, acetato de etilo y metanol de las hojas y flores de

V. parviflora.

2. Aislar mediante técnicas cromatograficas los componentes mayoritarios de los

extractos de V. parviflora.

3. Caracterizar los compuestos quimicos asilados mediante métodos fisicos vy

espectroscopicos.

4. Evaluar el potencial antioxidante en metabolitos aislados de interés, mediante

ensayos de captura de radical libre por el método de DPPH.
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5. METODOLOGIA

La metodologia empleada en el desarrollo de este trabajo se muestra en el siguiente

diagrama:
Identificacion
taxonémica
Maceracion de las
Colectar la especie 1. Secado de la planta hojas y flores
vegetal de Verbesina 2. Separacion en sus (hexanos, AcOEty
: distintas partes. metanol).
parviflora.
3. Obtencion de los
extractos.
4. Separacion y purificacion
Compuestos | ——— cromatogréfica (fase
aislados directa y fase reversa Cis).

5. Caracterizacion de los
compuestos (Métodos Estructura
fisicos, quimicos y molecular
espectroscopicos).

6. Ensayo de captura
— del radical DPPH.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 COLECTA E IDENTIFICACION DE LA ESPECIE

Verbesina parviflora se colectdé en el km 3.5 de la carretera Tiripetio—Villa Madero,

Michoacan. Se preparé una muestra y se envio al Instituto de Ecologia, A.C., en Patzcuaro,

Michoacan, para su identificacion botanica por el profesor Jerzy Rzedowski.

6.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Verbesina parviflora

La especie se separd en sus distintas partes (flores, hojas, tallos y raices), se

secaron a la sombra, obteniéndose 450 g de hoja y 280 g de flor, posteriormente se

procedi6 a realizar la obtencion de los extractos mediante el método de maceracion con

hexanos, acetato de etilo y metanol durante 3 dias por triplicado obteniéndose a sus

respectivos extractos (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion de los extractos obtenidos de las partes aéreas de V. parviflora.

HOJAS PESO FLORES PESO
Extracto hexanico 20g Extracto hexanico 159
Extracto de AcOEt 28 ¢ Extracto de AcOEt 99
Extracto de metanol 13 g Extracto de metanol 60

——
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6.3 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE LAS HOJAS

De un lote de 20 g de extracto de las hojas, se llevd a separacion mediante
cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel de silice y como fase movil
mezclas de hexanos-AcOEt, en orden de polaridad creciente, obteniéndose 123 fracciones
de 100 mL cada una. De las fracciones 15-17, obtenidas en la polaridad hexanos-AcOEt
(9:1) se obtuvo un precipitado, el cual, tras sucesivos lavados con hexanos, se obtuvo un
s6lido blanco. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) destacan en 5.17 y 5.11
ppm, dos sefales triples J = 4.0 Hz, pertenecientes a los protones vinilicos H-12 y H 12"; en
4.52 ppm se ubica una sefial multiple perteneciente al proton base de éster H-3; a campo
alto se localiza en 1.25 ppm la sefial simple e intensa tipica de un acido graso saturado; en
1.12 ppm se observa la sefial simple de los protones del grupo metilo H-27; entre 0.86 y
0.82 ppm ppm se observan las sefiales de los metilos terciarios que se asignan a H-28, H-
29 (Figura 17).

Los datos obtenidos fueron comparados con los descritos (Lui et al.,, 1998)

encontrando que se trata de una mezcla de ésteres de a- y B-amirina (55, 56).

La hidrolisis basica de la mezcla de ésteres de a- y B-amirina (55, 56), empleando
THF como disolvente y KOH como base, a reflujo durante 8 horas, condujo a la mezcla de
los productos de hidrélisis 57 y 58. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) se
observa un cambio en el desplazamiento del protébn metinico H-3 en 3.20 ppm (Figura 18).
El estudio por espectrometria de masa permitié determinar la presencia de acido estearico

como sustituyentes en ambos triterpenos.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de la mezcla de estearatos 55 y 56, en CDCls.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de la mezcla de a- y B-amirina (57, 58), en CDCls.
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Las fracciones 23-29 obtenidas con la polaridad hexanos-AcOEt (9:1) se
recromatografiaron en columna abierta utilizando como fase estacionaria gel de silice y
mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente como eluyente, obteniendo un total
de 108 fracciones de 5 mL cada una. De esta recromatografia, en la fraccion 14 obtenida
en la polaridad hexanos-AcOEt (44:1) se aislé6 una miel color café. En su espectro de
RMN de 'H (400 MHz, CDClz), se observa en 4.96 ppm la sefial doble con J = 1.6 Hz, asi
como la sefial doble en 4.85 ppm con J = 1.6 Hz, correspondientes a los protones del
doble enlace exociclico H-13a y H-13b, respectivamente; a campo alto en 2.88 ppm se
observa una sefial doble de dobles J = 11.0, 4.0 Hz, asignada al proton base de epdxido
(H-5); en 2.65 ppm se ubica una sefial multiple, perteneciente al proton del metinico H-9;
entre 2.33-0.93 ppm se localizan las sefiales multiples correspondientes a los protones
metilénicos H-2, H-3, H-6, H-7 y H-10, asi como el metino H-1 ; en 1.76 ppm se ubica la
sefal triple J = 10.4 del H-1; finalmente, entre 1.20-1.00 ppm se encuentran las sefiales
de los metilos H-12, H-14 y H-15. (Figura 19). En el espectro de RMN de 3C (100 MHz,
CDCls), se observan 15 sefiales de las que resaltan en 152.0 y 112.8 ppm las sefiales de
los carbonos vinilicos C-8 y C-13, respectivamente; en 63.7 y 59.7 ppm se ubican dos
sefales de los carbonos base de epéxido (C-5y C-4); entre 51.9-16.9 ppm se localizan
las sefiales de los carbonos restantes (Figura 20). Los desplazamientos encontrados

fueron iguales a los descritos (Berry et al., 1985) para el epéxido de B-cariofileno (59).

19

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

15
12
9""1
Y
g ° 14
9 1 2
13 o 'lII,H
mn14 12
10 11
15
13a 13p
5
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0
Figura 19. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del ep6xido de B-cariofileno (59), en CDCls.
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Figura 20. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del epéxido de B-cariofileno (59), en CDCla.
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Del extracto hexanico de hojas, en las fracciones 27-33 obtenidas en la polaridad
de hexanos-AcOEt (24:1), se obtuvo una mezcla de dos compuestos, los cuales tras
sucesivas cromatografias en columnas y una posterior cromatografia en placa preparativa
impregnada con AgNOs fueron separados e identificados, el primero muestra en su
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIlz) dos sefiales simples en 4.85 y 4.82 ppm
pertenecientes a los hidrégenos vinilicos H-12; en 2.42 ppm se aprecia una sefial triple de
triples de J = 12.0 y 2.8 Hz para el protdn metinico H-7; a campo alto se sitia en 1.80 ppm
una sefial simple del metilo alilico H-13; en 1.05 ppm se encuentra la sefial simple para el
metilo base de hidroxilo H-15; finalmente en 0.90 ppm se sitda la sefial de los protones del
metilo 14 (Figura 21). El espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls), mostré 15 sefiales
correspondientes a un sesquiterpeno insaturado; en 146.9 y 110.8 ppm se encuentran las
sefiales de los carbonos vinilicos C-11 y C-12, respectivamente; también se observa la
sefal de carbono base de oxigeno C-4 en 72.1 ppm; a campo alto se localiza la sefal del
metilo vinilico C-13 en 22.7 ppm; asi como las sefiales de los metilos C-14 y C-15 en 22.3
y 18.4 ppm, respectivamente. Estos datos al ser comparados con los de la bibliografia

Tabla 2 (Oliveira et al., 2000) concuerdan con el eudesmenol (60).

El segundo compuesto, muestra en su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClzs)
en 4.67 y 4.65 ppm las sefales simples anchas pertenecientes a protones vinilicos de
naturaleza exociclica H-14a y H-14b, respectivamente; en 2.41 ppm se ubica una sefal
doble de dobles de dobles J = 6.6 Hz, perteneciente al proton metinico H-1; entre 1.28-
1.04 ppm se localizan las seinales simples de los metilos H-15, H-13 y H-12; en 0.70 y
0.46 ppm estan presentes las sefiales de los protones metinicos del ciclopropilo
asignados a H-7 y H-6, respectivamente (Figura 22). En el espectro de RMN de 13C (100
MHz, CDCI3) se observan en 153.5 y 106.5 ppm se encuentran las sefales de los
carbonos de doble enlace exociclico C-10 y C-14; en 81.0 ppm se observa la sefial del
carbono base de oxigeno C-4; en 53.7 y 53.4 ppm se localizan las sefales
correspondientes a los carbonos metinicos cabeza de puente C-1 y C-5. El resto de las
sefales corresponden a la parte alifatica de la molécula (Figura 23). Estos datos al ser
comparados con la bibliografia (Brochini et al., 2000) concuerdan con el espathulenol
(61).
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Figura 21. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del eudesmenol (60), en CDCls.
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Tabla 2. Comparaciéon de los desplazamientos de RMN de '3C (100 MHz, CDCls) del
eudesmenol (60) con la literatura (Oliveira et al., 2000).

C 6Exp. ORef.
1 41.3 411
2 20.1 20.2
3 43.5 43.6
4 721 721
5 49.1 49.2
6 22.8 22.8
7 39.3 39.4
8 23.4 23.6
9 40.3 40.4
10 35.3 35.3
11 146.9 147.0
12 110.8 110.9
13 22.7 22.8
14 22.3 22.3
15 18.4 18.5

Exp. = experimental. Ref. = referencia.

De la fraccion 34, procedente de la cromatografia del extracto, se obtuvo un sélido
blanco, en la polaridad hexanos-AcOEt (4:1). En el espectro de RMN de 'H (400 MHz,
CDCIs), se observan tres sefiales pertenecientes a protones vinilicos; en 5.34 ppm se
observa una sefial doble J = 3.2 Hz asignada para el proton H-6; en 5.14 y 5.00 ppm se
observa la sefial doble de dobles con J = 15.2 y 8.4 Hz, asignadas a los protones vinilicos
H-22 y H-23, respectivamente; se aprecia una sefial multiple en 3.51 ppm, la sefal
perteneciente al proton base de hidroxilo H-3; a campo alto se observa en 1.02 ppm una
sefal doble con J = 7.2 Hz del metilo de isopropilo H-29; en 1.00 ppm se ubica una sefal
simple del perteneciente al metilo H-19; en 0.83 y 0.82 ppm se localiza las sefal dobles
de los protones del H-21 (J = 6.4) y H-26 (7.2 Hz), respectivamente; en 0.79 ppm se
aprecia una sefal triple con J = 7.2 Hz, correspondiente a los protones del metilo H-27;

finalmente, en 0.68 ppm la sefal simple del metilo H-18 (Figura 24).

24

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

En el espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCIs), son visibles 29 sefiales, entre las
gue destacan de 140.9-121.8 ppm cuatro sefiales de los carbonos vinilicos C-5, C-6, C-22
y C-23; en 71.9 ppm se observa la sefial del carbono base de oxigeno C-3, el resto de la
sefales corresponden a un sistema alifatico observadas entre 50.0 y 10.0 ppm (Figura
25), los datos espectroscopicos obtenidos experimentalmente, se compararon con

literatura (Isah et al., 2012) en la Tabla 3, los cuales coincidieron con el estigmasterol (62).
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Figura 22. Espectro de RMN de *H 400 MHz del espathulenol (61), en CDCls.
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Figura 23. Espectro de RMN de 3C 100 MHz del espathulenol (61), en CDCla.
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del estigmasterol (62), en CDCls.
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Figura 25. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz del estigmasterol (62), en CDCla.
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Tabla 3. Comparacién de los desplazamientos quimicos de RMN de '3C (100 MHz,
CDCls) del estigmasterol (62) con la literatura (Yinusa et al., 2012).

C 6Exp. ORef.
1 37.3 37.3
2 31.9 31.7
3 71.9 71.8
4 42.4 42.3
5 140.9 140.8
6 121.8 121.7
7 31.9 31.9
8 31.9 31.9
9 51.2 51.2
10 36.4 36.5
11 21.2 21.1
12 39.7 39.7
13 42.2 42.3
14 56.9 56.9
15 24.4 24.4
16 28.9 28.9
17 55.9 56.0
18 12.0 12.1
19 21.2 21.2
20 40.5 40.5
21 21.2 21.2
22 138.3 138.3
23 129.2 129.2
24 50.2 50.2
25 31.6 31.7
26 21.2 21.2
27 19.4 19.4
28 25.4 25.4
29 12.3 12.3

Exp. = experimental. Ref. = referencia.
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6.4 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO DE LAS HOJAS

Un lote de 28 g del extracto se llevd a separacion por cromatografia en columna
abierta empleando como fase estacionaria gel de silice y como fase movil, una mezcla de
CH2Cl2>-MeOH en orden de polaridad ascendente, obteniendo 62 fracciones de 200 mL
cada una; de las fracciones 22-25 obtenidas en la polaridad CH2Cl>-MeOH (97:3) se
obtuvieron (0.26 g) de un sélido blanco. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
de) (Figura 26) resaltan en la region de hidrogenos vinilicos una sefial doble en 5.32 ppm
con J = 4.0 Hz asignada al proton H-6; alrededor de 4.85 ppm, se aprecian las sefales de
los protones de los grupos hidroxilos de la glucosa OH-2", OH-3" y OH-4"; en 4.20 ppm se
observa una sefal doble con J = 8.0 Hz, correspondiente al proton anomérico H-1"; en
3.61 ppm se localiza una sefial multiple que se asigna al proton base de oxigeno H-3;
entre 3.10-2.88 ppm se encuentran tres sefiales multiples correspondiente a los protones
H-5", H-4" y H-2"; en 1.93 ppm se observan las sefiales de los protones metilénicos H-12;
en 1.61 ppm se observa una sefial multiple del protébn metinico H-25; entre 0.94-0.63 ppm
estan presentes las sefiales tipicas de los grupos metilos H-18, H-19, H-21, H-26, H-27 y
H-29.

En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), se observan 35 sefiales,
atribuidas a un triterpeno funcionalizado con una azlcar, en 140.4 y 121.1 ppm se ubican
las sefales correspondientes a los carbonos vinilicos C-5 y C-6, respectivamente; en
101.0 ppm se observa la sefial del carbono anomérico C-1"de la glucosa; a campo alto se
ubica la sefal asignada al carbono base de oxigeno C-3 en 76.9 ppm; en 76.7 y 76.6 ppm
se encuentran dos sefales de los carbonos del azdcar C-3" y C-5', respectivamente; en
73.4, 70.1 y 61.1 ppm se observan las sefiales de los carbonos restantes de la glucosa C-
2, C-4" y C-6', respectivamente; finalmente, entre 57.0-15.0 ppm se localiza el resto de

las sefales de la aglicona (Figura 27).

Los desplazamientos quimicos de RMN de 3C obtenidos fueron comparados con los
descritos en la literatura (Faizi et al., 2001) en la Tabla 4, los cuales coincidieron con el

glucosido de B-sitosterol (63).
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del glucésido de B-sitosterol (63), en DMSO-ds.
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Figura 27. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del glucésido de B-sitosterol (63), en DMSO-ds.
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Tabla 4. Comparacién de desplazamientos quimicos de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-
de) del glucdsido de B-sitosterol (63) con la literatura (Faizi et al., 2001).

C 6Exp. ORef.
1 36.8 36.8
2 29.2 29.2
3 76.9 76.9
4 38.3 38.3
5 140.4 140.2
6 121.1 121.1
7 31.3 31.3
8 31.4 31.4
9 49.6 49.6
10 36.1 36.2
11 20.5 20.5
12 39.1 39.2
13 41.8 41.8
14 56.1 56.1
15 23.8 23.8
16 27.7 27.7
17 55.4 55.4
18 116 11.6
19 19.0 19.0
20 35.4 35.4
21 18.8 18.7
22 33.3 33.3
23 25.5 25.5
24 45.1 45.1
25 28.7 28.7
26 18.5 18.6
27 19.6 19.6
28 22.6 22.6
29 11.8 11.8
1 101.7 101.8
2 73.4 73.4
3 76.7 76.7
4 70.1 70.1
5 76.6 76.5
6 61.1 61.1

Exp. = experimental. Ref. = referencia.
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Continuando con el andlisis cromatografico del extracto de AcOEt de las hojas, las
fracciones 32-33 obtenidas en la polaridad CH2Cl>-MeOH (9:1) se recromatografiaron en
columna abierta utilizando como fase estacionaria gel de silice y mezcla de hexanos-
acetona (1:1), se obtuvieron 35 fracciones de 10 mL, en las fracciones 10-13 se obtuvo
un solido blanco de 26 mg. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) se
observan dos sefales simples en 6.26 y 5.63 ppm, caracteristicas de protones vinilicos
de un doble enlace terminal, asignados a los hidrogenos H-13a y H-13b,
respectivamente; en 2.50 ppm se aprecia una sefial triple de triples con J =12.0y 2.8 Hz
para el proton H-7; se ubica en 1.97 ppm una sefial doble de J = 12.0 Hz perteneciente
al proton H-6a; en 1.81 ppm se localiza una sefial doble con J = 12.4 Hz para el metileno
H-9; en 1.35 ppm se observa una sefal doble de dobles con J =12.0 y 1.2 Hz del proton
metinico H-5; en 1.17 ppm se ubica una sefial del proton H-6b, en 1.10 ppm se
encuentra la sefial simple para el metilo H-15; finalmente en 0.95 ppm se sitda la sefal
de los protones del metilo H-14 (Figura 28).

En el espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCIs) se aprecian 15 sefiales, lo que
sugiere la presencia de un sesquiterpeno, en 171.2 ppm se observa una sefal que
corresponde al carbonilo de acido C-12, en 145.2 y 124.1 ppm aparecen las sefiales de
doble enlace C-11 y C-13, respectivamente; en 72.5 ppm se muestra la sefial del
carbono base de hidroxilo C-4; en 54.9 ppm se encuentra la sefal del carbono cabeza
de puente C-5; entre 44.4-18.7 ppm se ubican el resto de las sefiales de la molécula
(Figura 29). Los valores de los desplazamientos quimicos experimentales de RMN de
13C (100 MHz, CDCIz) se comparan con los de una muestra auténtica y son iguales para
el acido ilicico (64), Tabla 5 (Talavera-Aleman 2012).
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del &cido ilicico (64), en CDCls.
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Figura 29. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del acido ilicico (64), en CDCls.
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Tabla 5. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN de 3C (100 MHz, CDCls)
del acido ilicico (64) con los de una muestra auténtica (Talavera-Aleméan 2012).

C 6Exp. ORef.
1 44.4 44.4
2 20.1 20.0
3 40.9 40.8
4 72.5 72.5
5 54.9 54.9
6 26.7 26.6
7 40.0 39.9
8 27.0 27.0
9 43.3 43.3
10 34.6 34.6
11 145.2 145.1
12 171.2 171.4
13 124.1 124.3
14 18.7 18.7
15 22.3 22.3

Exp. = experimental Ref. = referencia
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La fraccion 9, obtenida en la polaridad CH2Cl-MeOH (19:1), tras sucesivas
cromatografias en columna abierta utilizando como fase estacionaria gel de silice de fase
reversa Cis, se logré obtener un sélido color blanco, el cual en su espectro de RMN de H
(400 MHz, CDCIs) se observan en 6.29 y 5.69 ppm las sefiales simples de los protones
vinilicos H-13; ademas de dos sefiales de un doble enlace exociclico correspondientes a
los hidrogenos H-15 en 4.72 y 4.41 ppm; entre 2.54-1.20 ppm se aprecian sefiales multiples
gue corresponden a hidrogenos alifaticos; en 0.74 ppm se aprecia la sefial del metilo H-14
(Figura 30). En comparacién con el espectro de RMN de 1H del &cido ilicico (64) se

observa la presencia otro doble enlace exociclico.

En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) se observan 15 sefiales, de las
cuales, en 170.7 ppm se localiza la sefial de carbonilo de acido del C-12; en 150.6 y 105.4
ppm se encuentran las sefiales de los carbonos del doble enlace exociclico C-4 y C-15; en
1449 y 124.6 ppm aparecen las sefales de los carbonos vinilicos C-11 y C-13,
respectivamente; a campo alto se observa la sefial del grupo metilo C-14 en 16.3 ppm, el
resto de las sefales se conservan el patron de sefiales con respecto a 64 (Figura 31). Los
desplazamientos Tabla 6 resultaron iguales a los descritos para el acido cdstico (65)
(Ortega et al 1998).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del acido céstico (65), en CDCls.
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Figura 31. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del acido céstico (65), en CDCls.
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Tabla 6. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN de '*C (100 MHz, CDClz)
del &cido costico (65) con la bibliografia.

C Okxp. ORef.
1 41.8 41.9
2 23.4 23.5
3 36.8 36.9
4 150.6 150.6
5 49.8 50.0
6 29.9 29.9
7 394 39.7
8 27.3 27.4
9 41.0 41.2
10 35.9 36.0
11 144.9 145.3
12 170.7 168.8
13 124.6 123.7
14 16.3 16.4
15 105.4 105.6

Exp. = experimental Ref. = referencia

Las fracciones 39-44 (0.28 g), obtenidas en la polaridad CH2Cl>-MeOH (24:1) se
sometieron a separacion cromatografica en columna abierta, utilizando como fase
estacionaria gel de silice de fase reversa Cis y una mezcla de MeOH-H20 (3:2),
recuperandose 25 fracciones de 5 mL cada una, en las fracciones 6-11 se observo un
compuesto impuro por cromatografia en capa fina por lo que se unieron y fueron
recromatografiadas en columna abierta en fase reversa con polaridad MeOH-H20 (1:1).
En las fracciones 22-23 se obtuvieron cristales amarillos, con punto de fusién de 95-100
°C. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, Acetona-ds) se observa, una sefial doble en
7.72 ppm con Jm = 2.8 Hz correspondiente al proton aromatico H-2"; en 7.58 ppm se ubica
la sefial doble de dobles con Jom= 8.5y 2.8 Hz del proton aromatico H-6"; en 7.01 ppm se
encuentra una sefial doble con Jo = 8.5 Hz del protén aromatico H-5"; en 6.82 ppm se
localiza la sefial simple perteneciente al protén aromatico H-8; finalmente, se aprecian

entre 4.00-3.82 ppm tres sefiales simples tipicas de grupos metoxilo OMe (Figura 32).
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En el espectro de RMN de *3C (100 MHz, Acetona-ds) se aprecia en 179.7 ppm la
sefal del carbono de carbonilo C-4; en 159.0 ppm se observa la sefial de carbono
aromatico base de oxigeno C-7; en 156.2 ppm se encuentra la sefal del carbono C-2,
beta al carbonilo; en 153.1 ppm se ubica la sefial del carbono base de hidroxilo C-5 del
anillo A, traslapada con la sefal de carbono cuaternario C-9; en 149.3 y 146.0 ppm se
encuentran las sefiales de los carbonos base de hidroxilo C-4" y C-3" del anillo B,
respectivamente; en 139.2 ppm se observa la sefial de carbono vinilico alfa al carbonilo C-
3; en 132.3 se localiza la sefal del carbono base de metoxilo C-6; en 122.7 ppm se ubica
la sefial del carbono ipso C-1"; en 121.1, 116.3 y 116.1 ppm se a precian las sefiales de
los carbonos aromaticos C-6", C-2" y C-5 presentes en el anillo B, respectivamente; en
106.9 ppm se ubica la sefial de carbono cabeza de puente C-10; en 91.8 ppm se aprecia
la sefal de carbono aromatico C-8; finalmente, entre 60.6-56.1 ppm se encuentran tres
sefales de los carbonos de los grupos metoxilo OMe a, OMe b y OMe c (Figura 33).

Con el experimento bidimensional HETCOR fue posible asignar las sefiales de los
carbonos a partir de su correlacion con el espectro de proton, donde se muestra la sefial
doble en 7.72 ppm del protén aromético H-2" correlacionando con la sefial en 116.3 ppm
del C-27; la sefial doble de dobles en 7.58 ppm del proton H-6" correlaciona con la sefal
de carbono en 121.1 ppm del C-6"; la sefial doble que se observa en 7.01 ppm del proton
H-5" muestra correlacion con la sefial de carbono presente en 116.1 ppm del C-57; la
sefial simple en 6.82 ppm del protbn H-8 presenta una correlaciéon con el carbono
aromatico en 91.8 ppm de C-8; las sefiales en 4.00, 3.89 y 3.82 ppm de los protones del
grupo metoxilo correlacionan con su respectivo carbono en 60.6, 60.2 y 56.1 ppm (Figura
34).

En el experimento HMBC se observan las correlaciones a dos enlaces del protén
aromatico H-6" en 7.58 ppm con la sefial del carbono aromatico C-5" en 116.1 ppm, a dos
enlaces con la sefial del carbono ipso C-1" en 122.7 ppm Yy a tres enlaces con la sefal del
carbono aromatico base de oxigeno C-4" en 149.3 ppm; se observan correlaciones a tres
enlaces del protébn aromético H-2° con el carbono vinilico C-2 en 156.2 ppm, a dos
enlaces con el carbono aromatico base de oxigeno C-3" en 146.0 ppm, y a tres enlaces

tanto con el carbono aromatico C-6" en 121.1 ppm como con el carbono base de oxigeno
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C-4" en 149.3 ppm. Otras correlaciones visibles son las del proton aromatico H-8 en 6.82
ppm a tres enlaces con el carbono cuaternario aromatico C-10 en 106.9 ppm, a dos
enlaces con el carbono aromatico base de oxigeno C-7 en 159.0 ppm, a tres enlaces con

el carbono base de oxigeno aromético C-6 en 132.3 (Figura 35).

El experimento NOESY permite observar la correlacion de la sefial simple en 6.82
ppm del protén aroméatico H-8 con la sefial simple intensa en 4.00 ppm con los hidrogenos
del grupo metoxilo OMe a, dicha correlacion confirma la posicion del OMe a en C-7
(Figura 36).
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del chrysosplenol D (66), en Acetona-ds.
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Figura 33. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz del chrysosplenol D (66), en Acetona-ds.

46

——

—t



DISCUSION DE RESULTADOS

OMe c
OMeb
OMe a
5
ST | g
OMe a = e
SNe ¢
g: —Se> a2
6" —§ <o

1160

55

65
70
-75
-80
85
-90
95
-100
105
-110

~115

82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34

Figura 34. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) del chrysosplenol D (66).
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Figura 35. Experimento de correlacion heteronuclear (HMBC) del chrysosplenol D (66).
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Figura 36. Experimento de correlacion homonuclear (NOESY) del chrysosplenol D (66).
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El derivado acetilado 67 se prepard con el objeto de confirmar quimicamente el
namero de hidroxilos presentes en la molécula 66, utilizando piridina y anhidrido acético.
El producto de reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna, el cual en su
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls), se observan un intercambio de la sefial doble
de doble correspondiente del H-6"en 8.03 ppm; con la sefial doble en 7.95 ppm del H-2;
ademas de que se aprecian tres sefiales pertenecientes a los metilos de grupos acetilo
entre 2.51-2.33 ppm (Figura 37). En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIl3) se
observan 24 sefiales las cuales, en 169.5, 168.1 y 167.9 ppm corresponden a los
carbonos de carbonilo de acetato; y entre 21.0-20.6 ppm se ubican las sefiales
respectivas de los carbonos de los metilos de acetilo, con lo que se confirma la presencia
de tres grupos hidroxilos posicionados en C-5, C-3" y C-4", respectivamente; el resto de

las sefales del flavonoide se mantienen sin cambios (Figura 38).
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado peracetilado del chrysosplenol D (67), en CDCla.
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Figura 38. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del derivado peracetilado del chrysosplenol D (67), en CDCls.
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Para el compuesto 66 fue posible obtener cristales adecuados para su analisis por
difraccion de rayos X de monocristal (Figura 39), permitiendo confirmar la elucidacion

estructural de la molécula, estableciendo que se trataba del chrysosplenol D.

Figura 39. Difraccion de Rayos X del chrysosplenol D (66).

Las fracciones 44-52 recuperadas en la polaridad CH2Cl2-MeOH (47:3) fueron
sometidas a separacion, y tras varias cromatografias empleando gel de silice de fase
reversa Cis y mezclas de MeOH-H20 con polaridades descendentes se obtuvieron
cristales amarillos. En su espectro de RMN de 'H (400 MHz, Acetona ds) a campo bajo se
observa un patron de sefiales similar al compuesto 66, aunque ahora solamente se
aprecian dos sefales simples en 3.89 y 3.88 ppm que integran para tres protones cada

una, correspondientes a grupos metoxilo (Figura 40).

En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, Acetona ds) se observan 17 sefales
correspondientes a un flavonoide funcionalizado, resaltando la presencia de las dos

sefales asignadas a carbonos de grupos metoxilos en 60.5 y 60.9 ppm (Figura 41).

Los datos de RMN DE '3C de este compuesto resultaron iguales a los de la
axillarina (68) reportada por Ahmad,en 2006 (Tabla 7).
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Tabla 7. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN de *3C (100 MHz, CDsOD)
de la axillarina (68) con la literatura (Ahmad et al., 2006).

C 6Exp. ORef.
2 158.1 158.1
3 139.2 139.2
4 180.2 180.3
5 153.7 153.7
6 132.5 132.6
7 158.7 158.8
8 94.9 95.0
9 153.6 153.8
10 106.3 106.3
iy 122.9 123.0
2 116.4 116.5
3 146.4 146.5
4 149.9 150.0
5 116.4 116.5
6 122.3 112.3
OMeb 60.9 60.9
OMec 60.5 60.5

Exp. = experimental. Ref. = referencia.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de la axillarina (68), en Acetona d.
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Figura 41. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz de la axillarina (68), en Acetona ds.
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La preparacion del derivado acetilado 69 se llevd a cabo, utlizando piridina y
anhidrido acético. El producto de reaccién purificado por cromatografia en columna. En el
espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) se muestra el patrén de sefiales del flavonoide
de origen (68); adicionalmente se aprecian cuatro sefiales de los protones de acetilos
entre 2.51-2.35 ppm (Figura 42).

En el espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) se muestran, ademas de las
sefales del flavonoide, las cuatro sefiales de carbonilo de los grupos de acetato entre
169.1-167.9 ppm; adicionalmente, se observan las cuatro sefiales de los carbonos de los
metilos de acetilo entre 21.1-20.7 ppm (Figura 43) demostrando quimicamente la

presencia de cuatro grupos de hidroxilo en la molécula.
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado acetilado de la axillarina (69), en CDCla.
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Figura 43. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del derivado acetilado de la axillarina (69), en CDCls.
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Continuando con la cromatografia del extracto de AcOEt de hojas, en las fracciones
19-21 fueron obtenidos cristales amarillos. Los cuales muestran en el espectro de RMN
de 'H (400 MHz, Acetona-de) el mismo patron de sefiales en la regiéon de aromaticos,
correspondientes a los protones H-8, H-2", H-5" y H-6", observados en los flavonoides 66
y 68 anteriormente discutidos, diferenciandolo por la presencia de solo una sefial simple
en 3.88 ppm gque integra para tres protones, lo que indica que este derivado contiene un
solo grupo OMe (Figura 44), por lo que se puede establecer que se trata de la
quercetagetina 3-metil éter (70).

De igual manera se preparoé el derivado peracetilado 71, en cuyo espectro de RMN
de 'H (400 MHz, Acetona-de) se observan las sefales de los protones aromaticos
desplazadas a campo bajo, en 7.86 ppm se observa la sefial doble de dobles con J = 8.5,
2.0 Hz del protén H-6", en 7.83 ppm aparece la sefial doble con J = 2.0 Hz del H-2", en
7.47 ppm se observa la sefial simple del protén H-8, y en 7.38 ppm se muestra la sefal
doble con J = 8.5 Hz correspondiente al protdbn H-5"; de igual manera, se aprecian cinco
sefales de los protones de los grupos acetilos entre 2.40-2.30 ppm lo que confirma la

presencia de cinco grupos hidroxilo en la molécula (Figura 45).
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de la quercetagetina 3-metil éter (70), en Acetona-ds.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz derivado acetilado de la quercetagetina 3-metil éter (71), en Acetona-ds.
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6.5 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS

Para el analisis quimico del extracto metandlico de las hojas de V. parviflora,
primeramente se analizé su espectro de RMN de 'H (400 MHz en CDz0OD), el cual
muestra sefales en la region de hidrégenos aromaticos, vinilicos y de grupos metoxilos.
Se procedid a realizar su fraccionamiento en columna abierta utilizando gel de silice de
fase directa asi como fase reversa Cis. Tras mudltiples intentos en la busqueda de
condiciones cromatograficas, alternando polaridades y fases estacionarias, no fue posible
aislar algun tipo de compuesto debido a la complejidad de las mezclas que se obtenian de

las fracciones recuperadas (Figura 46).
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del extracto de hojas de metanol en CDzOD.
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6.6 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO HEXANICO DE LAS FLORES

La separacion cromatografica de 15 g de extracto hexanico de flores, se realiz6
empleando como fase estacionaria gel de silice y como fase moévil mezcla de hexanos-
AcOEt en orden de polaridad ascendente, resultando un total de 135 fracciones de 100
mL cada una. Las fracciones 20-55 obtenidas en la polaridad hexanos-AcOEt (47:3) se
unieron y sometieron a recromatografia en columna abierta empleando gel de silice y una
mezcla de hexanos-AcOEt (98:2), obteniendo 30 fracciones de 10 mL cada una; las
fracciones 5-20 se reunieron y se realizO una recromatografia en placa preparativa,
utilizando como fase mévil hexanos-AcOEt (95: 5) de la que se obtuvieron 4 bandas. En el
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) de la banda 2 (Rr=0.5), se observa un patrén
de sefales de una mezcla de triterpenos; donde se aprecian en 4.69 ppm una sefial doble
ancha con J = 2.4 Hz que se asigna al proton vinilico H-29a; en 4.62 ppm la sefial
asignada a los protones del doble enlace exociclico H-30"en 4.58 ppm se encuentra una
sefial doble de dobles con J = 2.4, 1.6 Hz asignada al proton H-29b; en 4.47 ppm se
localiza la sefial multiple perteneciente a protones base de éster (H-3 y H-3"); a
frecuencias altas se observa una sefial multiple en 2.44 ppm que se asigna a los protones
metilénicos H-21"; también son visibles las sefiales mdultiples en 2.20 y 2.09 ppm
correspondientes a los protones metinicos H-19 y H-19", respectivamente; en 2.06 ppm se
ubica la sefal intensa de los protones del grupo acetilo; en 1.65 ppm se ubica la sefal
simple ancha del metilo alilico (H-30); finalmente entre 1.00-0.75 ppm se ubican las
sefiales simples de grupos metilo H-5", H-22", H-23, H-23", H-24, H-25, H-27 y H-28
(Figura 47).

En el espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCIs) se aprecian 64 sefiales que
corresponden a una mezcla de los dos triterpenos acetilados (Figura 48a y Figura 48b),
gue al ser comparados sus desplazamientos quimicos (Tabla 8) concuerdan con el
acetato de lupeol (72) (Chaturvedula et al., 2012), y para el acetato de taraxasterol (73)
(Khalilov et al., 2003). Esta mezcla fue sometida a multiples cromatografias para su

separacion; sin embargo, no fue posible su separacion.
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del acetato de lupeol (72) y acetato de taraxasterol (73), en CDCls.
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Figura 48a. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz del acetato de lupeol (72), en CDCla.
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Figura 48b. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del acetato de taraxasterol (73), en CDCls.
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Tabla 8. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN de '3C (100 MHz,
CDCIs) del acetato de lupeol (72) y acetato de taraxasterol (73) con la bibliografia
(Chaturvedula et al., 2012; Dzhemilev et al., 2003).

C 6Exp. (72) ORef. 6Exp. (73) ORef.
1 38.6 38.4 38.4 38.4
2 21.7 21.6 23.6 23.6
3 81.2 81.0 80.8 80.9
4 38.0 38.0 37.7 37.7
S 55.6 55.4 55.4 55.4
6 18.4 18.2 18.1 18.1
7 34.4 34.4 33.9 33.9
8 41.0 41.1 40.8 40.8
9 50.5 50.4 50.3 50.3
10 37.3 37.0 37.0 37.0
11 21.1 21.3 21.4 21.4
12 24.0 23.7 25.5 25.5
13 36.2 36.3 38.8 38.8
14 43.0 42.8 41.9 42.0
15 25.3 25.1 26.6 26.6
16 35.8 355 39.1 39.1
17 43.2 43.0 34.4 345
18 48.5 48.6 48.6 48.6
19 48.2 48.2 38.3 38.3
20 151.2 151.6 154.4 154.6
21 30.0 29.8 25.4 25.4
22 40.2 40.0 39.3 39.3
23 27.6 27.6 27.8 27.4
24 16.7 16.5 16.4 16.4
25 16.4 16.3 15.4 15.8
26 16.2 16.2 16.2 16.0
27 14.7 14.7 14.6 14.5
28 18.2 17.98 26.1 26.1
29 109.6 109.6 19.4 19.4
30 19.5 19.5 107.0 107.1
1” 171.3 171.0 170.8 171.0
2" 28.2 27.9 21.1 20.9

Exp. = experimental. Ref. = referencia.
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6.7 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO DE LAS FLORES

En el espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) del extracto, se observa a campo
bajo entre 5.60-5.20 ppm sefiales de protones vinilicos; entre 4.80-4.50 ppm aparecen
protones base de éster; y en campo alto entre 2.30-0.80 ppm se aprecian los protones
alifaticos, mostrando el mismo patrén de sefiales con el espectro de RMN de H (400
MHz, CDCI3) del extracto hexéanico de flor (Figura 49), encontrdndose presente
mayoritariamente la mezcla de acetato de lupeol (72) y acetato de taraxasterol (73),
motivo por el cual no se continud con la separacion y purificacion de estos, quedando en

la identificacion de la mezcla por RMN de H.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del extracto hexanico (trazo superior) y de AcOEt (trazo inferior) de flor en
CDCls.
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6.8 ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS FLORES

En el espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) del extracto de flor, se observan
las sefiales entre 7.20-6.80 ppm de protones aromaticos asi como la sefiales tipicas de
grupos metoxilo y azucares entre 4.20-3.20 ppm. Al realizar un comparativo de los
espectros de RMN de *H (400 MHz, CD3OD) de cada uno de los flavonoides aislados (66,
68 y 70) con el del extracto metandlico total de flores, se aprecian similitudes en los
desplazamientos de las sefiales H-2", H-5" y H-6" del anillo B; adicionalmente, en esta
region se observan dos sefales simples en 6.90 y 7.30 ppm, lo que sugiere que estos
protones se pueden encontrar en las posiciones 8 y 3, las sefiales entre 4.20-3.20 ppm
sugieren que estas flavonas se encuentran glicosiladas (Figura 50). Tras varios intentos
por aislar a estos derivados mayoritarios puros, no fue posible debido a la complejidad de

las mezclas obtenidas.
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Figura 50. Espectros de RMN de 'H a 400 MHz del de chrysosplenol D, en CD30D (trazo superior) y del extracto
metandlico de flor, en CD3OD (trazo inferior).

73

——
| —



PARTE EXPERIMENTAL

6.9 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL METODO DE
DPPH,

Una vez concluido el andlisis quimico de los extractos de las partes aéreas de V.
parviflora, se continué con la determinacion del potencial antioxidante de los compuesto
obtenidos mediante el ensayo de captura del radical libore DPPH® (2,2 difenil-1-
picrihidrazilo). Inicialmente, se realiz6 una busqueda en la bibliografia para determinar si
existian antecedentes de actividad antioxidante sobre estos compuestos. Se encontrd
que el chrysosplenol D (66), axillarina (68) y quercetagetina 3-metil eter (69) ya fue
determinada su actividad antioxidante (Scotti et al 2011; Schmeda-Hirschmann et al.,
2004; Jung et al., 2000); sin embargo, se ensayaron a 66 y 68 con fines de validacion del
método empleado.

Para llevar a cabo el ensayo, se prepard una curva control empleando acido
ascorbico como estandar a concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5y 6.25 pg/mL. A
estas mismas concentraciones se probaron a 66 y 68. Se ensayo la mezcla de estearato
a'y f-amirina (55 y 56), epoxido de B-cariofileno (59), espathulenol (61), estigmasterol
(62), glucésido de pg-sitosterol (63), acido ilicico (64) y é&cido costico (65) a las
concentraciones de 2000, 1000, 500, 250, 125 y 60.25 pg/mL. Por cada 195 uL cada
muestra se agregaron 5 uL de DPPH* (2,2 difenil-1-picrihidrazilo) 5 mM y como control
negativo se utilizé metanol; estas diluciones fueron preparadas en placa de 96 pocillos
los cuales se incubaron por 30 minutos en obscuridad. Se midi6 la absorbancia a 515
nm (Brand-Williams et al., 1995; Chen et al.,, 2013). En este ensayo se obtuvo una
potente capacidad de neutralizacion de DPPH por parte del chrysosplenol D (66) que
presentd una concentracion efectiva 50 (CEso) de 6.24 = 0.64 pg/mL, y de la axillarina
(68) de 3.96 = 0.35 pg/mL; también se observo una ligera capacidad de neutralizacion
del acido ilicico (64), que correspondio a una CEsp de 556.30 + 2.00ug/mL (Tabla 9). Los
compuestos 55, 56, 59, 61-63, 65 no mostraron actividad antioxidante.

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y se validaron a partir de las curvas
obtenidas del control positivo (acido ascoérbico). Cabe mencionar que no fue posible

determinar el potencial antioxidante del eudesmenol (60) debido a su inestabilidad.
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Tabla 9. Concentraciones efectivas encontradas (CEso).

Captacion de radicales Captacion de
Muestra libres DPPH radicales libres DPPH
CEso (pg/m L) CEsg (pM/m L)
Acido ascorbico (Curva control) 5.26 + 0.42 29.9
Acido ilicico (64) 556.30 + 2.00 2204.5
Chrysosplenol D (66) 6.24 + 0.64 171
Axillarina (68) 3.96£0.35 11.4

Las curvas de absorbancia de los compuestos 64, 66, 68, asi como del control
positivo (acido ascorbico) obtenidas con el ensayo de captura del radical libre DPPH se

muestran en los gréaficos 1-4.
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Grafico 1. Representacion de la captacion de DPPH del &cido ascorbico.
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Grafico 2. Representacion de la captacion de DPPH del &cido ilicico (64).
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Gréfico 3. Representacion de la captacion de DPPH del chrysosplenol D (66).
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Gréfico 4. Representacion de la captacion de DPPH de la axillarina (68).
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7. CONCLUSIONES

1. Del andlisis del extracto hexanico de V. parviflora, se aislaron e identificaron a la
mezcla de estearatos a- y B-amirina (55, 56); tres sesquitepenos oxigenados

biciclos, epoxido de pg-cariofileno (59), eudesmenol (60), espathulenol (61) y

estigmasterol (62).

55 56 59

HO®

HO

60 61 62

2. La hidrdlisis alcalina empleando KOH de la mezcla de estearatos 55 y 56 condujo a

la obtencién de 57 y 58.
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3. Del andlisis quimico efectuado al extracto de AcOEt de las hojas, se identificaron al
glucésido de B-sitosterol (63), &cido ilicico (64) y acido costico (65).

.,
‘%
%

GluO

63 64 65

4. A partir de aislamiento de los eudesmanos 60, 64 y 65 se propone la siguiente
relacion biosintética: el cation germacrilo 74, que al desprotonarse en el metilo 12
genera el germacreno (75); una adicidn electrofilica intramolecular del doble enlace
con el C-10 en 75 favorece la formacién del cation eudesmilo 76, que por
hidroxilacion genera 60, el cual sufre oxidaciones sucesivas en el carbono 12 para

formar 64; finalmente, por deshidratacién de éste se genera 65.

®
H
® 10
® -H
/ L — >
=z
12
12
74 75 76

65 64 60
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5. De las fracciones polares del extracto de AcOEt de las hojas, se aislaron tres

flavonoides; al chrysosplenol D (66), la axillarina (68) y la quercetagetina 3-metil éter
(70).

66 68 70

6. Del flavonoide 66 se logré obtener cristales adecuados para su analisis mediante
difraccion de rayos X, de esta manera se confirma la elucidacion estructural

realizada mediante espectroscopia de 1Dy 2D.

7. La preparacion de los derivados acetilados; 67, 69 y 71 permitid definir

quimicamente el nimero de grupos hidroxilo presentes en 66, 68 y 70.
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10.

11.

Del andlisis del extracto metandlico de hoja, no fue posible aislar e identificar alguna

estructura quimica debido a la mezcla compleja de compuestos que lo conformaban.

Los extracto de hexanos y AcOEt de flor mostraron el mismo patrén de sefiales en
su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) aislando del primero a la mezcla de

acetato de lupeilo (72) y acetato de taraxasterilo (73).

72 73

El espectro de RMN de 'H del extracto metandlico de flores mostré como
componentes mayoritarios posibles flavonas glicosiladas; sin embargo, no fue

posible aislar y purificar a alguna de ellas.

Los ensayos de captura del radical libore DPPH permiti6 determinar que el
chrysosplenol D y la axillarina mostraron los mejores resultados (CEso = 17.1y 11.4
UM, respectivamente); mientras que el &cido ilicico (64) fue el Unico terpeno que
mostré ligera capacidad de captura del radical libre (CEso de 2204.5 uM). Los

compuestos 55, 56, 59, 61-63 y 65 no presentaron actividad antioxidante.

80

——
| —



PARTE EXPERIMENTAL

8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Material vegetal

Verbesina parviflora fue colectada en el mes de julio de 2012 en el Km 3.5 de la
carretera Tiripetio-Acuitzio del Canje. La planta fue identificada por el Dr. J. Rzedowski,

conservando un ejemplar en el Herbario del Instituto de Ecologia Patzcuaro A.C.

La planta se separd en sus distintas partes (hojas, flores, tallos y raices) y se

secaron a la sombra por 8 dias.

8.2 Obtencidén de extractos

Un lote de 450 g de hojas y 280 g de flores secas y trituradas se sometieron a
extraccidon por el método de maceracion a temperatura ambiente, utilizando como
disolventes hexanos, acetato de etilo y metanol por periodos de tres dias y tres periodos

por disolvente. Ver tabla 1.

8.3 Métodos instrumentales

Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron con el instrumento Thermo Scientific
Nicolet Is10FT IR Spectrometer con accesorio ATR, cristal de ZnSe y region de 4000 a
650 cm?, los datos se representaron en nimeros de onda (cm™) para los maximos

principales de absorcion.

Los puntos de fusion se obtuvieron mediante el instrumento, Fisher Scientific, los

cuales no estan corregidos.

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y **C a 100 MHz, COSY, HETCOR se

obtuvieron con el instrumento Varian Mercury Plus 400, utilizando disolventes CDCls,
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DMSO-ds, CD3OD, Acetona-ds; se emple6 tetrametilsilano (TMS) como referencia

interna. Los espectros se procesaron en el programa de computo MestReNova.

Los experimentos de HMBC fueron determinados por el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales, del Departamento de Quimica del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN) empleando un
equipo Varian Mercury 300.

El andlisis de rayos X se llevd a cabo en un difractdmetro Bruker-Nonius CAD4 con

radiacion de Cu Ka.

Las mediciones del potencial antioxidante, fueron realizadas en un
espectrofotometro de luz Ultravioleta-Visible, Biotek® modelo ELx808, a una longitud de
onda de 515 nm, operado por el programa de computo Gen 5 version 2.01.14. Los
parametros estadisticos de las absorbancias medidas, se determinaron, utilizando una
hoja de célculo Microsoft Office Excel® (2010).
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8.4 Cromatografia de los extractos

El andlisis de los extractos de hexanos y de acetato de etilo de Verbesina parviflora
se inici6 con separaciones por cromatografia en columna de vidrio de diametro 1.0, 2.5y
5.0 cm; la fase estacionaria empleada fue gel de silice 60 (230-400 mallas) de la marca
MERCK®, y mezclas de disolventes destilados como fase mévil. Las purificaciones por
placa preparativa se realizaron en cromatoplacas de 10 x 20 cm y 1000 p de espesor. Se
utilizé gel de silice de fase reversa Cis (230-400 mallas) Sigma Aldrich, como fase

estacionaria en la purificacion de compuestos polares.

Un lote de 20 g de extracto hexanico de hoja se fracciond empleado
cromatografia en columna de 5.0 cm de didmetro, empacada con gel de silice a una
altura de 6 pulgadas (15.2 cm), y como fase movil se utilizaron mezclas de hexanos-
AcOEt en orden ascendente de polaridad; de las fracciones obtenidas en la polaridad
hexanos-AcOEt (4:1) se obtuvo en un solido blanco correspondiente a una mezcla de

estearato de a- y B-amirina (55, 56).

Estearato de a-amirina (55).

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) &: ppm 5.17 (t,
J = 4.0 Hz, 1H, H-12), 452 (m, 1H, H-3),
2.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H-2"), 1.25 (s), 1.12
(s, 3H, H-24), 1.12 (s, 3H, H-27), 1.00 (s, 3H,
H-25), 0.95 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-30), 0.86 (d,
J = 7.0 Hz, 3H, H-29), 0.82 (s, 3H, H-28),
0.78 (t, J = 7.0, 3H, H-18).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &: ppm 173.8 (C, C-17), 139.7 (C, C-13), 124.4(CH, C-
12), 80.6 (CH, C-3), 59.1 (CH, C-18), 55.3 (CH, C-5), 47.7 (CH, C-9), 42.2 (C, C-14),
41.6 (CH2, C-22), 40.1 (C, C-8), 39.7 (CH, C-19, C-20), 37.8 (CHz, C-1), 37.8 (C, C-4),
36.9 (C, C-10), 33.8 (C, C-17), 32.5 (CH2, C-7), 31.3 (CHz, C-21), 28.8 (CH2, C-15), 28.1
(CHa, C-28), 27.0 (CH2, C-2), 26.7 (CH2, C-16), 23.8 (CHs, C-30), 23.4 (CHz, C-11), 23.3
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(CHs, C-27), 22.8 (CHs, C-23), 18.3 (CHz, C-6), 17.6 (CHs, C-29), 16.9 (CHs, C-26), 15.8
(CHa, C-25), 15.6 (CH3, C-24).

Estearato de B-amirina (56).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5.11
(t, J = 4.0 Hz, 1H, H-12"), 4.52 (m, 1H, H-3),
2.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H-27), 1.25 (s), 1.12
(s, 3H, H-27"), 1.00 (s, 3H, H-25), 0.98 (s,
3H, H-26"), 0.86 (s, 9H, H.28", H-29", H-30"),
0.78 (t, J = 7.0, 3H, H-187).

\ RMN de *3C (100 MHz, CDCI3) &: ppm 173.8
(C, C-17), 145.3 (C, C-13"), 121.7 (CH, C12°), 80.6 (CH, C-3), 55.3 (CH, C-5), 47.7
(CH, C-9°), 47.3 (CH, C-18"), 46.9 (CH, C-19°), 41.8 (C, C-14), 38.3 (C, C-4, C-8"), 37.8
(CHz2, C-17), 37.2 (CHz, C-22), 36.9 (C, C-10), 34.8 (CH2, C-21"), 33.4 (CHs, C-29"),
32.6 (CHz, C-7), 32.6 (C, C-17"), 31.2 (CH, C-20"), 28.5 (CH3-C-28"), 27.0 (CHz, C-2,” C-
16"), 26.2 (CH2, C-15), 26.0 (CHs, C-27’), 23.6 (CHz, C-11"), 22.8 (CHs, C-23"), 21.5
(CHs, C-30), 18.3 (CH2, C-6") ,16.9 (C, C-26"), 15.6 (C, C-24’, C-25).

Hidrolisis de la mezcla de estearatos de a- y B-amirina (55, 56).

A una solucién de la mezcla de 55 y 56 (40 mg) en 5 mL de THF, se le
adicionaron 40 mg de KOH disueltos en 0.1 mL de agua; la mezcla se agité bajo reflujo
durante 8 horas. Posteriormente, el crudo de reaccién se dejo enfriar a temperatura
ambiente, el disolvente se evaporé con ayuda de rotavapor. El residuo se purificé por
cromatografia en columna empleando gel de silice 230-400 mallas y polaridades de
hexanos-AcOEt.
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a- amirina (57).

. Y RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: ppm 5.17 (t, J = 4
Hz, 1H, H-12), 3.20 (m, 1H, H-3), 1.12 (s, 3H, H-
24), 1.06 (s, 3H, H-27), 0.99 (s, 3H, H-25), 0.95 (d,
J=7.0, 3H, H-30), 0.78 (d, J = 7.0, 3H, H-29).

RMN de *3C (100 MHz, CDClz) &: ppm 139.7 (C, C-
13), 124.4(CH, C-12), 80.6 (CH, C-3), 59.1 (CH, C-
\ ] 18), 55.3 (CH, C-5), 47.7 (CH, C-9), 42.2 (C, C-14),
41.6 (CHz, C-22), 40.1 (C, C-8), 39.7 (CH, C-19, C-20), 37.8 (CH2, C-1), 37.8 (C, C-4),
36.9 (C, C-10), 33.8 (C, C-17), 32.5 (CHz, C-7), 31.3 (CHz, C-21), 28.8 (CHz, C-15), 28.1
(CHs, C-28), 27.0 (CH2, C-2), 26.7 (CH2, C-16), 23.8 (CHs, C-30), 23.4 (CHz, C-11), 23.3
(CHa, C-27), 22.8 (CHs, C-23), 18.3 (CHz, C-6), 17.6 (CHs, C-29), 16.9 (CHa, C-26), 15.8
(CHs, C-25), 15.6 (CHa, C-24).

B- amirina (58).

( , — ) RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5.11 (t, J =
3.6 Hz, 1H, H-12"), 3.20 (m, 1H, H-3"), 1.12 (s, 3H,
H-27°), 0.99 (s, 3H, H-25"), 0.90 (s, 3H, H-26"),
0.86 (s, 6H, H-29", H-30"), 0.82 (s, 3H, H-28").

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) &: ppm 145.3 (C, C-
13"), 121.7 (CH, C12’), 80.6 (CH, C-3’), 55.3 (CH,
) C-5"), 47.7 (CH, C-9"), 47.3 (CH, C-18"), 46.9 (CH,
C-19°), 41.8 (C, C-14"), 38.3 (C, C-4, C-8"), 37.8 (CHz, C-1'), 37.2 (CH2, C-22'), 36.9 (C,
C-10°), 34.8 (CHz, C-21"), 33.4 (CHs, C-29°), 32.6 (CHz, C-7"), 32.6 (C, C-17"), 31.2 (CH,
C-20°), 28.5 (CH3-C-28"), 27.0 (CHz, C-2,” C-16"), 26.2 (CHz, C-157), 26.0 (CHs, C-27"),
23.6 (CHz, C-117), 22.8 (CHs, C-23"), 21.5 (CH3, C-30°), 18.3 (CH2, C-6") ,16.9 (C, C-
267), 15.6 (C, C-24, C-25").
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Las fracciones 23-29 obtenidas con la polaridad de hexanos-AcOEt (9:1) se
unieron y se sometieron a cromatografias sucesivas. De la fraccion 14 se obtuvo una
miel café correspondiente al epoxido de g-cariofileno (59); de las fracciones 27-33 de
esta cromatografia se obtuvo una mezcla de compuestos que fueron separados
mediante cromatografia en placa preparativa impregnada con AgNOs al 20%, que

correspondieron al eudesmenol (60) y espathulenol (61).

Epoxido B-cariofileno (59).

0 N RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4.96 (d, J = 1.6, 1H,
0 H-13a), 4.85 (d, J = 1.6, 1H, H-13b), 2.88 (dd, J = 10.8, 4.4,

78 5 E 1H, H-5), 2.65 (m, 1H, H-9), 2.33 (m, 1H, H-7a), 2.23 (m,
N 1H2 1H, H-6b), 2.11 (m, 1H, H-7b), 2.07 (m, 1H, H-3a), 1.76 (t, J
wla = 10.4, 1H, H-1), 1.68 (m, 1H, H-10a), 1.66 (M, 1H, H-2b),
\ 1.61 (m, 1H, H-10b), 1.42 (m, 1H, H-2a), 1.31 (m 1H, H-6a),
- ’1.19 (s, 3H, H-12), 1.00 (s, 3H, H-14), 0.97 (s, 3H, H-15)
0.93 (m, 1H, H-3Db).

10 11

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &; ppm 152.0 (C-8), 112.8 (C-13), 63.7 (CH, C-5), 59.7
(C-4), 50.9 (CH, C-1), 48.8 (CH, C-9), 39.9 (CHz, C-10), 39.1 (CHz, C-3), 34.0 (C-11),
30.2 (CHs, C-14), 30.0 (CHs, C-15), 29.9 (CHz, C-7), 27.3 (CHz, C-2), 21.7 (CHz, C-6),
17.2 (C-12).

Eudesmenol (60).

( ) RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 6: ppm 4.85 (sa, 1H, H-
12a); 4.82 (sa, 1H, H-12b), 2.42 (i, J = 12.0 y 2.8, 1H,
H-7), 1.80 (s, 3H, H-13), 1.05 (s, 3H, H-15), 0.90 (s, 3H,
H-14). RMN de 13C (100 MHz, CDCls), ver tabla 2.
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Espathulenol (61).

f Y RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) &: ppm 4.67 (sa, 1H, H-
14a), 4.65 (sa, 1H, H-14b), 2.41 (dd, J = 6.6 Hz, 1H, H-
1), 1.28 (s, 3H, H-15), 1.25 (m, 1H, H-5), 1.05 (s, 3H, H-
12), 1.04 (s, 3H, H-13), 0.70 (m, 1H, H-7), 0.46 (dd, J =
11.6, 9 Hz, 1H, H-6).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) &: ppm 153.5 (C, C-10),
106.5 (CHz2, C-14), 81.0 (C, C-4), 53.7 (CH, C-1), 53.4
(CH, C-5), 41.8 (CHz, C-3), 38.9 (CHz, C-9), 29.9 (CH,
C-6), 28.7 (CHs, C-12), 27.5 (CH, C-7), 26.7 (CHz, C-2), 26.1 (CHs, C-15), 24.8 (CH2, C-
8), 20.3 (C-11), 16.4 (C-13).

- J

De la cromatografia del extracto hexanico de hojas, en la fraccién 34 eluida con la
polaridad hexanos-AcOEt (4:1), se obtuvo un precipitado blanco, que fue lavado con

hexanos, resultando la purificacién de 62.

Estigmasterol (62).

( Y RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm
5.34 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-6), 5.14 (dd, J
= 15.2, 8.4 Hz, 1H, H-22), 5.00 (dd, J =
15.2, 8.4 Hz, 1H, H-23), 3.51 (m, 1H, H-
3), 1.02 (d, J = 7.2, 3H, H-29), 1.00 (s,
3H, H-19), 0.83 (d, J = 6.4 Hz, H-21),
0.82 (d, J = 7.2, H-26), 0.79 (t, J = 7.2, H-
- ’27), 0.68 (s, 3H, H-18). RMN de 13C (100
MHz, CDCls) ver tabla 3.
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Un lote de 28 g de extracto de AcOEt de hojas se fraccion6 mediante
cromatografia, utilizando una columna de vidrio de 5.0 cm de didmetro, empacada con
gel de silice 230-400 a una altura de 6 pulgadas, como fase movil se emplearon mezcla
de CH:Cl>-MeOH en orden de polaridad creciente. En las fracciones eluidas con la
polaridad CH2Cl>-MeOH (97:3) se obtuvo un precipitado que fue lavado con AcOEt,

obteniendo de este proceso 0.26 g de un solido blanco, correspondiente a 63.

Glucdésido de B-sitosterol (63).

( Y RMN de H (400 MHz, DMSO-ds)
6: ppm 5.32 (da, J = 4.0 Hz, 1H,
H-6), 4.85 (m, 1H, OH-2", OH-3’,
OH-4"), 4.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
1), 3.61 (m, 1H, H-3), 3.10 (m,
1H, H-57), 3.00 (m, 1H, H-4), 2.88
\ ) (m, 1H, H-2%), 2.35, (dd, J = 11.6,
3.2 Hz, 1H, H-4), 2.11 (d, J = 11.6 Hz, 1H, H-4""), 1.93 (m, 1H, H-12), 1.78 (da, J = 10.4
Hz, 1H, H-2), 1.61 (m, 1H, H-25), 0.94 (s, 3H, H-19), 0.88 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-21), 0.80
(d, J = 6.6 Hz, 3H, H-27), 0.78 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-26), 0.76 (t, J = 7.0, 3H, H-29), 0.63
(s, 3H, H-18). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) ver tabla 4.

Las fracciones 32-33 provenientes del extracto AcOEt de hojas, se unieron y
fueron recromatografiadas; en las fracciones 11-13, recuperadas en la polaridad

hexanos-acetona (1:1) se obtuvieron 26 mg de un sélido amorfo blanco.

Acido ilicico (64).

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: ppm 6.26 (sa, 1H, H-
13a), 5.63 (sa, 1H, H-13b), 2.50 (tt, J = 12.0, 2.8 Hz, 1H,
H-7) 1.97 (da, J = 12.0 Hz, 1H, H-6a), 1.81 (d, J = 12.4,
1H, H-9), 1.35 (dd, J = 12.0, 1.2 Hz, 1H, H-5), 1.17 (m,
1H, H6b), 1.10 (s, 3H, H-15), 0.95 (s, 3H, H-14). RMN de
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13C (100 MHz, CDCIz3) ver tabla 5.

La fraccion 9 del extracto de AcOEt de hojas se someti6 a recromatografia
utilizando una columna de vidrio de 1.0 cm de diametro, empacada con gel de silice fase
reversa a una altura de 6 pulgadas; como fase movil se empleo la polaridad MeOH-H20
(4:1), las fracciones 20-27 se sometieron a recromatografia con gel de silice de fase
reversa y la mezcla MeOH-H20 (9:1) como eluyente, con lo que se obtuvieron 9 mg de

un solido blanco.

Acido costico (65).

RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) &: ppm 6.29 (s, 1H, H-13a),
5.69 (s, 1H, H-13b), 4.72 (s, 1H, H-15a), 4.41 (s, 1H, H-
15b), 2.54 (tt, J = 11.2, 2.8 Hz, 1H, H-7), 2.31 (da, J =
12.4Hz, 1H, H-6a), 2.01 (m, 2H, H-9), 1.31 (m, 1H, H-6b),
0.74 (s, 3H, H-14). RMN de '3C (100 MHz, CDCIz) ver
g tabla 6.

Las fracciones 39-44 obtenidas en la polaridad CH2Cl-MeOH (24:1) de la
cromatografia del extracto de AcOEt de hojas, resultaron ser una mezcla de compuestos
en forma de polvo amarillo, esta fracciones se unieron y se sometieron a continuas
recromatografias empleando gel de silice de fase reversa y mezclas de MeOH-H20 en
orden de polaridad descendiente, obteniéndose un compuesto en forma de cristales de

color amarrillo.

Chrysosplenol D (66).

Cristales amarillo, p.f. 95-100 °C.

IR (CHCI3) Vmax 3396, 1651, 1593, 1556, 1477,
1463, 1352, 1214 cm™.

RMN de 'H (400 MHz, Acetona-ds) &: ppm 7.72

(d, J = 2.8 Hz, 1H, H-2"), 7.58 (dd, J = 8.5, 2.8
Hz,1H, H-6"), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-5), 6.82
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(s, 1H, H-8), 4.00 (s, 3H, OMe a), 3.89 (s, 3H, OMe b), 3.82 (s, 3H, OMe c). RMN de 3C
(100 MHz, Acetona-ds) &: ppm 179.7 (C, C-4), 159.0 (C, C-7), 156.2 (C, C-2), 153.1 (C,
C-5, C-9), 149.3 (C, C-4’), 146.0 (C, C-3"), 139.2 (C, C-3), 132.3 (C, C-6), 122.7 (C, C-
17, 121.1 (CH, C-6"), 116.3 (CH, C-2"), 116.1 (CH,C-5), 106.9 (C, C-10), 91.8 (CH, C-8),
60.6 (CHs, OMe a), 60.2 (CHs, OMe b), 56.1 (CHs, OMe c).

Reaccion de acetilacion de flavonoides

A una solucion de 30 mg de los flavonoides 66, 68 6 70 en MeOH (1 mL) se le
adicion6 1 mL de piridina y 1 mL de anhidrido acético, la mezcla se agité y calent6 a 40
°C durante 3h. Posteriormente, el crudo de reaccion se disolvié en cloroformo y se vertid
en un embudo de separacion con hielo; el crudo de reaccion se lavd tres veces de
manera sucesiva con H20 destilada, acido clorhidrico al 10% en agua, solucién saturada
de bicarbonato de sodio y H20 destilada; la fase orgénica se seco sobre sulfato de sodio,
se filtr6 y se llevo a sequedad en rotavapor. El residuo fue purificado por cromatografia
en capa fina (CCF) de fase reversa y una mezcla de MeOH-H20 (1:1), con lo que se
aislo a 67; o bien, por cromatografia en columna de fase reversa empleando una mezcla
de MeOH-H20 (1:1) para69y 71.

5,3",4"-Triacetoxi-quercetagetina-3,6,7-trimetil
éter (67). Solido amarillo palido (15 mg). IR

(CHCI3) Vmax 1771, 1623, 1489, 1473, 1473,

1368, 1253, cmt. RMN de *H (400 MHz, CDClz)
0. ppm 8.03 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, H-6"), 7.95
(d, J =2.3 Hz, 1H, H-2"), 7.35 (d, J = 8.8 Hz, 1H,
H-57), 6.86 (s, 1H, H-8), 3.86 (s, 3H, OMe a), 3.82
(s, 3H, OMe c), 3.99 (s, 3H, OMe b), 2.51 (s, 3H, OAc), 2.35 (s, 3H, OAc), 2.33 (s, 3H,
OAC).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &: ppm 173.2 (C, C-4), 169.5, 168.1, 167.9 (C, OAc),
157.8 (C, C-7), 153.0 (C, C-9), 152.0 (C, C-2), 143.7 (C, C-4"), 142.1 (C, C-3"), 141.8 (C,
C-5), 141.6(C, C-3), 139.5 (C, C-6), 129.2 (C, C-1'), 126.7 (CH, C-6"), 123.7 (CH, C-2),
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123.5 (CH, C-5'), 111.6 (C, C-10), 97.9 (CH, C-8), 61.5 (CHs, OMe a), 60.2 (CHs, OMe
b), 56.2 (CHs, OMe c), 21.0 (CHs, OAc), 20.7 (CHs, OAC), 20.6 (CHa, OAC).

Las fracciones 45-52 provenientes del extracto de AcOEt de hojas, de la polaridad
MeOH-H20 (3:2) se reunieron y recromatografiaron empleando gel de silice de fase
reversa y mezclas de MeOH-H20 en orden descendente de polaridad. De la fraccion 14-
18 se obtuvo a la axillarina (68) en forma de cristales amarillos; de la fraccién 19-21 se
obtuvieron cristales amarillos que correspondieron a la 5,7,3",4 -tetracetoxi-

guercetagetina-3,6-dimetiléter (69).

Axillarina (68).

Cristales amarillos. IR (CHCI3) Vmax 3396, 1651,

1489, 1598, 1552, 1466, 1359, 1169 cm™. (RMN
de 'H (400 MHz, Acetona-de) &: ppm 7.73 (d, J =
2.4 Hz, 1H, H-2"), 7.60 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, H-
6'), 7.03 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-5"), 6.61 (s, 1H, H-
8), 3.89 (s, 3H, OMe b), 3.88 (s, 3H, OMe c). RMN
de 13C (100 MHz, Acetona-dg) ver tabla 7.

5,7,3",4"-tetracetoxi-quercetagetina-3,6-dimetiléter (69).

Solido amarillo (IR (CHCI3) Vmax 1774, 1641,

1620, 1478, 1457, 1370, 1253, 1122 cm*. RMN
de 'H (400 MHz, CDClIz) &: ppm 8.00 (dd, J = 8.6,
2.1 Hz, 1H, H-6"), 7.93 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-2"),
7.35 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-5), 7.25 (s, 1H, H-8),
3.87 (s, 3H, OMe b), 3.83 (s, 3H, OMe c), 2.51 (s,
3H, OAc), 2.39 (s, 3H, OAc), 2.36 (s, 3H, OAc),

2.35 (s, 3H, OAC).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &: ppm 173.2 (C, C4), 169.1, 168. 1, 168.0, 167.9 (C,
OAc), 152.7 (C, C-2), 151.5 (C, C-9), 148.4 (C, C-7), 144.0 (C, C-4"), 142.3 (C, C-3"),
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142.1 (C, C-5), 142.0 (C, C-3), 126.8 (C, C-17), 123.7 (CH, C-2’, C-5), 116.1 (C, C-10),
110.1 (CH, C-8), 61.9 (CHs, OMe b), 60.3 (CHs, OMe c), 21.1 (CHs, OAc), 20.7 (CHs,
OAC).

Quercetagetina 3-metil éter (70).

RMN de 'H (400 MHz, Acetona-ds) &: ppm 7.83 (s,
1H, H-2), 7.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-6"), 7.00 (d, J
= 8.5 Hz, 1H, H-5), 6.61 (s, 1H, H-8), 3.88 (s, 3H,
OMe).

guercetagetina-5,6,7,3",4"-pentacetoxi-3-metil éter (71).

RMN de 'H (400 MHz, Acetona-de) &: ppm 7.86
(dd, J=8.5, 2.0 Hz, 1H, H-6"), 7.83 (d, J = 2.0 Hz,
1H, H-2"), 7.47 (s, 1H, H-8), 7.38 (d, J = 8.5 Hz,
1H, H-5"), 3.83 (s, 3H, OMe), 2.40 (s, 3H, OAc),
2.39 (s, 3H, OAc), 2.33 (s, 6H, OAc), 2.30 (s, 3H,
OAC).

De las fracciones 20-25 obtenidas en polaridades hexanos-AcOEt (47:3) se
obtuvo un solido blanco que fue sometido a sucesivas cromatografias; sin embargo, no
fue posible obtener a los componentes por separado. El analisis de la mezcla permitio

determinar la presencia de acetato de lupeol (72) y al acetato de taraxasterol (73).

92

——
| —



PARTE EXPERIMENTAL

Acetato de lupeol (72).

RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 4.69 (da, J
3oﬂ// = 2.4 Hz, 1H, H-29a,), 4.58 (dd, J = 2.4, 1.6
Hz, 1H, H-29b), 4.47 (dt, J = 12.4, 6.0 Hz,
1H, H-3), 2.20 (m, 1H, H-19), 2.06 (s, 3H,
OAc), 1.65 (sa, 3H, H-30), 0.93 (s, 3H, H-
28), 0.88 (s, 3H, H-27), 0.84 (s, 6H, H-24, H-
25), 0.79 (s, 3H, H-23). RMN de 3C (100
MHz, CDCls) ver tabla 8.

Acetato de taraxasterol (73).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 4.62 (m,
2H, H-30), 4.60 (m, 1H, H-3"), 2.47 (m, 2H,
H-21°), 2.09 (g, J = 6.8 Hz 1H, H-19°), 2.06
(s, 3H, OAc), 1.73 (t, J = 6.8, 2H, H-2), 1.69
(m, 2H, H-12°), 1.59 (m, 2H, H-1"), 1.40 (d, J
= 4.8 Hz, H6"), 1.03 (s, 3H, H-29"), 1.02 (s,
3H, H-26"), 0.93 (s, 3H, H-27"), 0.87 (s, 3H,
H-257), 0.85 (s, 9H, H-23", H-24", H-28"),
0.73 (s, 1H, H-5). RMN de 13C (100 MHz,

CDClgs) ver tabla 8.
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