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1. RESUMEN

La generacion de conocimiento referente a los constituyentes quimicos de la flora empleada
en la medicina tradicional, es un drea de investigacioén que se cultiva en todo el mundo y en
nuestro pais es importante debido a su biodiversidad. Asi, el objetivo del presente proyecto
de investigacion consistié en la realizacidn del cstudio quimico de tres especies de
importancia ccondmica, las cuales son las siguientes: (a) Acosmium panamense,
perteneciente a la familia Fabaceae, (b) Jatropha curcas, pertenecientc a la familia
Euphorbiaceae, ambas plantas colectadas en Veracruz, y (c) Tithonia diversifolia, de la
familia Compositac, colectada en Nayarit.

La corteza de A. panamense sc usa tradicionalmente para el tratamicnto de padecimientos
gastrointestinales, y a partir de cste material se aislé 7-metoxi-4'-hidroxi -isoflavona (94), y
6-(4-hidroxicstiril)-4-mctoxi-a-pirona (13). Las semillas de J. curcas son empleadas para la
obtencién de acecite comestible y como biocombustible, y sometidas a coccién son
empleadas como condimento. De los extractos de las semillas de este vegetal se aislaron e
identificaron, un dcido graso insaturado (95), triacilglicérido A (96) y sacarosa (97). T.
diversifolia tiene aprccio en la medicina tradicional por su empleo para el tratamiento de
trastornos gastrointcstinales y por sus atributos anti-inflamatorios. De las partes aéreas de
esta especic fueron identificados f3-trans-caroteno (101), la mezcla de [3~sitoster61 99) y
estigmasterol (100), un icido graso saturado (102) y las lactonas sesquiterpénicas tagitinina
A (55"), tagitinina C (59) y tagitinina F (58). El analisis espectroscépico permitid corregir
la estructura de la tagitinina A (557), debido a que la descrita posee el hidroxilo 1t y se
reformulé a 1B, Esta estructura fuc confirmada mediante ¢l andlisis de sus datos
cristalograficos. Los metabolitos secundarios tagitinina A (55") y tagitinina C (59)
mostraron actividad anti-inflamatoria marginal (29% y 24%, respectivamente) al evaluarlas

cn un modelo in vivo,
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2. INTRODUCCION

La diversidad de la flora en nuestro pais cs considerada como una de las mas ricas del orbe,
y de ésta, solo un pequefio porcentaje ha sido investigado en el ambito quimico [1]. Las
plantas constituyen un acervo de gran importancia debido a que los grupos étnicos aprecian
la flora regional por su empleo cn la medicina tradicional, con la cual pueden resolver
algunos problemas de salud [2]. Asi, el conocimiento de las practicas ctnomédicas, los
informes referentes al uso medicinal de las plantas en México, y las aproximaciones
taxonémicas y sistemdticas, pueden considerarse como punto dec partida para
investigaciones tendientes al descubrimiento de sustancias con potencial farmacolégico.
Para lograr estos objetivos se requiere de la colaboracién multidisciplinaria en cicncias y
humanidades, es decir, la participacion de antropdlogos, botdnicos, farmacognostas,

farmacdlogos, quimicos, toxicdlogos, entre otros profesionales [3].

Existen varias cstrategias empleadas en la bisqueda de sustancias bioactivas a partir de
plantas, de las cuales las aproximaciones etnobotinicas son las que han proporcionado los
hallazgos mas notables en el descubrimiento de compuestos de interés terapettico [4]. En
cste contexto, la artemisinina (1) aislada de Artemisia annua (Asteraceae) fue responsable
de las propicdades antimaldricas que se le atribuyen a esta especie en la medicina

tradicional de China [5].

En la actualidad se reconocen cinco dreas de investigacién sobre enfermedades, las cuales
han alcanzado incidencias notables en muchas partes del mundo, tales como: 1)
oncoldgicas, 2) infecciosas 3) cardiovasculares y metabdlicas, 4) inmunoldgicas,

inflamatorias y desordenes relacionados, y 5) neurolégicas. Durante mas de tres décadas
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algunos productos naturales farmacologicamente activos o sus derivados han sido pane de
los recursos. quimioterapeliticos usados contra ciertos padecimientos [6). Es pertinente
mencionar que aproximadamente ¢l 25% de los farmacos expendidos al piblico en paises

desarrollados provienen de productos naturales [7, 8).

Con base cn lo anterior, en ¢l presente trabajo se generd informacién sobre la quimica de
tres especies de plantas: Acosmium panamense, Jatropha curcas y Tithonia diversifolia,
que son de interés economico. Adicionalmente, se reportan los resultados obtenidos de la
evaluacién de la actividad anti-inflamatoria y de toxicidad frente a Artemia salina del
extracto de 7. diversifolia y algunos de sus metabolitos secundarios, a fin de ponderar su

actividad y correlacion con su uso etnomédico.
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3. HIPOTESIS

Considerando el uso etnomédico de ciertas cspecies de plantas, estas pueden considerarse
como una fuente de metabolitos sccundarios bioactivos, los. cuales pueden ser aislados

mediante ¢l andlisis quimico convencional, asi como ponderar su actividad mediante las

bioevaluaciones pertinentes.

4. OBJETIVO

Contribuir a la generacién de conocimicnto cientifico referente a las estructuras
moleculares y a las actividades bioldgicas de los metabolitos secundarios de ciertas
especies vegetales de interés medicinal (Acosmium panamense, Jatropha curcas y Tithonia

diversifolia), en busqueda de su eventual aprovechamiento racional.

5. METAS

1. Compilar la informacién bibliogréfica referente a cada especie en estudio. A

2. Colectar muestras vegetales de cada cspecic y preparar los -extractos” orgénicos
correspondientes. ’

3. Aislar y purificar los metabolitos secundyarios contenidos en los extractos, mcdiantc el
uso de diversos métodos cromatogrificos y quimicos.

4. Elucidar y caracterizar la estructura molecular de dichos metabolitos, mediante el
analisis de sus propiedades fisicas, espectroscépicas y espectrométricas.

5. Realizar las prucbas biol6gicas que permitan bioevaluar la actividad anti-inflamatoria y

téxica de algunas substancias purificadas de Tithonia diversifolia.
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6. ANTECEDENTES
6.1, Gencralidades de |a familia Fabaccae

Una de las familias de plantas superiores mds numerosas es la familia Fabaceae o
Leguminosae, ubicada después de las familias Compositae y Orchidaceae. Estd constituida
por aproximadamente 650 géneros y 18,000 especies, divididos en - tres subfamilias:
Cacsalpinoidecae, Mimosoidcae y Papilionoideac (Faboideae). Esta Gltima.se compone de
440 géncros y 12,000 especies, distribuidos en 32 tribus, Acosmium paiiameﬁse,‘ que es una
de las especies analizadas en el presente trabajo, pertenece a la tribu‘ Sophoréae de la

subfamilia Papilionoideae [9].

6.1.1, Perfil quimico

La mayoria de las especies que componen la subfamilia Papilionoideac se caracterizan por
contener ciertos tipos de alcaloides quinolizidinicos [10-14). El géncro Acosmium
Sudamericano es el mds primitivo de la familia Fabaceae y sc¢ caracteriza por biosintetizar
alcaloides quinolizidinicos tetraciclicos, tales como la esparteina, lupanina, y alcaloides del
tipo Ormosia [14]. Recicntemente se reporté el aislamiento de un nuevo tipo de alcaloides a
partir de las semillas de Acosmium panamense, los alcaloides con esqueleto de diaza-
adamantano y con un grupo inusual N-acetil enamina [15].

De la corteza de Acosmium panamense sc han aislado alcaloides quinolizidinicos
tetraciclicos del tipo lupanina/espartcina: esparteina (2), 11p-espartefna (3), 4o-
hidroxiesparteina (4), 5,6-deshidro-11B-esparteina (5) [12, 13]
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13B-metoxilupanina (6), 3.4a-dihidroxi-13B-metoxilupanina (7) [16]; y 4a-hidroxi-13f-
metoxilupanina (8) [17). - '

OMe OMe

OMe

En otros cstudios sobre las semillas de A. panamense se informa el aislamicnto de

alcaloides  quinolizidinicos = del tipo lupanina' 4a-angeloiloxi-3a-hidroxi-13p-

metoxilupanina (9); y de alcaloides con el esquclcto de diaza-adamantano: acosmina (10),

acetato de acosmina (11) y panacosmma 12) [15].

RO~
N d
OMe H"'\' N =
=
NHAC
9 R=H 10 12
R=Ac 11

También sc ha reportado el aislamiento de 4-metoxi-6-(p-hidroxiestiril)-2-pirona’ (13) a

partir de la corteza de A. subelegans [18].

OCH;
)
N
OH
13

6.1.2. Actividad Biol6gica

Los alcaloides quinolizidinicos poscen. propiedades téxicas tanto en humanos como cn
animales, caracterizadas por la aparicién de sintomas como nerviosismo, descoordinacién

motora, disnea, ataxia, convulsiones, coma y muerte por paro respiratorio [19].
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Por ouo lado, las evaluaciones de las pfdpiedades fa;nuéiégiéas :c'i‘e varios alcaloides -
quinolizidinicos, han mostrado que no poseen actividad analgésiczﬁ,, an,li'-inﬂ'abmz'xloria, o
neuroléptica [9]. o ) : ’

Otra actividad importante de los alcaloides es su papel como substanclas de defensu

quimica contra insectos y mamiferos hcrbivoros [20).

6.2 Generalidades de Acosmium panamense

6.2.1. Boténica y etnoboténica
Acosmium panamense (sindnimo: Sweetia panamensis) se conoce con el nombre vulgar de

guayacan. Es un arbol que puede medir de 6 a 25 m de altura, posce corteza amarilla, hojas
divididas en hojitas lustrosas en ¢l anverso y palidas en ¢l reverso. Las flores s¢ encuentran
en forma de ramilletes y son de color amarillo o blanco, y los frutos tienen forma de vainas
aplanadas. Es originaria de Panama y se le encuentra en climas cailidos asociada a
vegetacion perturbada de bosque caducifolio y perenifolio [21].

La corteza se cmplea tradicionalmente para el tratamiento de trastornos gastrointestinales,
asi como antipalidico y antihemorragico. Este Gltimo uso fuc evidenciado en un estudio
farmacoldgico con el extracto metandlico de la corteza dec A. panamense, el cual mostré
actividad significativa cn la estabilizacién capilar o la inhibicién de la permeabilidad
capilar hemorragica (antihemorrigico) [22]. La cortcza seca y molida es usada
tradicionalmente como un ténico amargo contra dolores estomacales y contra la malaria
[23]. En Estados Unidos la corteza es conocida como cdscara amarga y se usa en el

tratamiento de la sifilis, dafios crénicos de la picl, anemia y resfriados [16].

6.2.2. Composicién quimica
La quimica de esta especie estad basada en los alcaloides quinolizidinicos tetraciclicos del
lipo lupanina/esparteina 9] y del tipo diaza-adamantano [15] vy los constituyentes

principales se describen en las paginas 5-6.




'6.3. Generalidades de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae ocupa la cuarta posicién en cuanto a niimero de especies en el
reino- de las plantas superiores después de la familia Leguminosae. Estd constituida por
aproximadamente 300 géneros y 7,500 especics ampliamente distribuidos a través de los
dos ‘hemisferios. Se divide en 4 subfamilias: Phyllanthoideae, Porantoideac,
Ricinocarpoideac y Crotonoideac; esta iltima comprende las tribus Crotoneac y
Euphorbieae. A su vez, cada una de las cuatro subfamilias se dividen en tribus que estan
integradas principalmente por los siguientes géncros: Euphorbia (1,600 especies), Croton
(700 especies), Phyllantus (480 cspecies), Acalypha (430 especies), Glochidon (280
especies), Macaranga (240 especies), Manihot (160 especics), Jatropha (150 especies),

Tragia (140 especies) [24].

6.3.1, Perfil quimico

De las especies de plantas que integran la familia Euphorbiaceae se han aislado diterpenos
altamente téxicos que promueven procesos de inflamacién y formacién de tumorcs
(subfamilia Crotonoideac) [25], y otro tipo de diterpenos que no exhiben cstas propiedades
toxicas y que han mostrado aplicaciones farmacolégicas contra ciertos tumorcs [26, 27]. En
los sesentas Hecker [24)] reporté el aislamicnto y la caracterizacion del primer diterpeno del
tipo tigliano, el diéster del forbol, el cual mostré potentes actividades téxicas. Las
investigaciones subsecuentes sobre la quimica de esta familia han aportado una gran
variedad estructural de diterpenos, es decir, diterpenos del tipo tigliano, dafnano ¢
ingenano, algunos de los cuales han mostrado ser téxicos [25].

Los diterpenos que han sido aislados de la familia Euphorbiacéac se clasifican en
diterpenos macrociclicos: los cuales comprenden el tipo casbano, jatrofano, latirano,
jatrofolano, crotofolano y ramnofolano; diterpenos de tipo tigliano, dafnano e ingenano

(véase figura 1) [24].
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Tighiano Dafnano Ingensno Latirano
Catbano Jatrofano-A ) B Jatrofol:
Crotololano Ramaofolano

Figura 1. Tipos estructurales de diterpenos aislados de 1a familia Euphorbiabeae.

El género Jatropha biosintetiza principalmente- diterpenos - (jatrofinas, - jatrofonas
jatrogrossidionas, etc), péptidos ciclicos (curcasinas, chevalierinas), triterpenos, lignanos,
alcaloides, componentes fenélicos, etc. A continuacién se describe una sinopsis de los

constituyentes quimicos de algunas especies del género Jatropha:

A partir de las raices de J, curcas se han caracterizado diterpenos de tipo ramnofolano,
curcusonas A (14), B (15), C (16), D (17) {28a); diterﬁcno dé tipo latirano, curculatirano A
(18) {28b]; glicerol-tetracosanoato (19) [29]. De las p‘an'cs aéreas se ha aislado el triterpeno
jatrocurina (20)[30].




De las raices de J. grossidentata se han caracterizado diterpenos de tipo latirano,
isojatrogrossidiona (21), 2-epi-isojatrogrossidiona (22), 2-hidroxi-isojatrogrossidiona (23),
2-¢pi-hidroxi-isojatrogrossidiona (24), jatrogrossidentadiona (25), (4-E)-
jatrogrossidentadiona (26), (4-E)-15-epi-jatrogrossidentadiona 27, (4-2)-
jatrogrossidentadiona (28); diterpenos de tipo ramnofolano, jatrogrossidiona (29), 2-epi-
jatrogrossidiona (30) [31]. Dc la cortcza se han caracterizado ditcrpenos de tipo

ramnofolano, caniojano (31) y 1, 11-bis-caniojano (32) [32].
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Por otro lado, a partir dc las raices de J. gossypifolia se han caracterizado diterpenos
macrociclicos como jatrofona (33), 2B-hidroxijatrofona (34), 2p-hidroxi-5,6-isojatrofona
(35) [33], jatrofolona A (36) y B (37) y jatrofol (38) [34].
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Por otra parte, de las partes aéreas de J. gossypifolia se han aislado triterpenos y lignanos:
2,24,25-trihidroxitirucal-7-en-3-ona (39), 2,24,25-trihidroxitirucal-1,7-dien-3-ona (40) [35],
prasantalina (41), dihidroprasantalina (42) {36], sushilactona (43) [37], gossipifano (44)

[38].

42 43 44

Del latex de J. multifida se han caracterizado multifidol (45), 2-O-p-glucopiran-multifidol
(46), y labaditina (47) [39].

HOH
H Ho
HO-M H
OH .
H
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45 48 47 =N

A partir de las raices de J, dioca se aislaron citlalitriona (48), riolozatriona (49) (40].
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De las raices de J. macrorhiza se han obtenido el diterpeno macrociclico jatrofatriona (50)

y el alcaloide jatrofam (51) [41].

52
De la raiz de J. podagrica se aislé curculatirano A (18) [28b].

De las raices de J. aureus se obtuvo el diterpeno curculatirano B’ (53) [285].
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De las raices de J. zeyheri sc caracterizo el 2-¢pi-jatrogrossidiona (22) [31].

6.3.2. Biogénesis de diterpenos

Biogenéticamente se ha demostrado que ¢l diterpeno macrociclico, casbeno, es el precursor
de los diterpenos polifuncionales y policiclicos como los de tipo tigliano, dafnano e
ingenano. Asi mismo, se incluyen diterpenos macrociclicos de tipo jatrofano que pueden
formarse mediante la apertura del anillo de ciclopropano del casbeno (véase esquema 1)
[44].

Las rclaciones biogenéticas en este grupo de compuestos son estrechas y se pucde inferir
que la formacioén de diterpenos de tipo dafnano, proviene de la apertura del anillo de
ciclopropano del tigliano, seguida por la reduccién de la cadena isoprenilica unida al anillo
de seis carbonos (anillo C). De forma analoga sc postula que la biosintesis de diterpenos del
tipo ingenano se deriva de los tiglianos (véase esquema 1) [45]. Se ha propuesto que las
interconversiones biogenéticas de los diterpenoides en la familia Euphorbiaceae proceden

como se muestra en el esquema 1.
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6.4. Generalidades de Jatropha curcas
6.4.1. Boténica y Etnobotfnica_

Jalraplia cx)rbd;' (Edpharbiavceae) se encuentra frecuentemente como arbusto o drbolde 1 a
6 mde altura. en zonas geogréﬁcas de clima calido e incluso seco. Posec hojas en forma de
corazon, ﬂores amnnllo verdosas y frutos en forma de cdpsulas grandes con 1 semilla de 2
cm de-largo en'el Vl_mcnor. Es originaria de Centro y Sur América y posiblemente fue
distribuida'yk por los ﬁavégimles portugueses hacia Africa y Asia a través de las islas Cabo
Verde y Guinea Bissaﬁ. J. curcas es una planta muy bien adaptada a las condiciones dridas

y semidridas, y.a m‘en;‘:do es usada para el control de la erosién de suelos y para proteger

cultivos {46]. -

6.4.2. Usos
Todas las partes de J. curcas han sido usadas tanto en la medicina tradicional como en

velerinaria. En Africa las scmillas son usadas como anti-helmintico y como purgante, en
tanto las hojas como hemostéitico. En Mali las hojas son conocidas como un tratamiento
para la malaria; mientras que las hojas, las semillas y la corteza son hervidas y la infusién
obtenida se usa como purgante. La coccién de hojas es aplicada externamente para el
reumatismo y la inflamacién. Por otro lado, la coccién de la raiz es bebida contra la
neumonia, sifilis, abortivo, purgante y vermifugo. Al sur de Sudan, las semillas se usan
como abortivo [47].

En Mékxico, el latex cs usado para el tratamiento de las infecciones flingicas de la boca y
algunos problemas digestivos en los nifios; mientras que las semillas se usan como purgante
y como abortivo [21]. En la siguicnte tabla (Tabla 1) se muestra un resumen de los usos

medicinales que se le atribuyen a J. curcas en diferentes partes del mundo [47]:

Partes usadas de J. curcas enfermedades  lugar de uso

Hojas diarrea Filipinas

Hojas, semillas purgantc Affrica, México

Hojas heridas Nigeria, Malaya, Camboya
Hojas, tallo y flor (decoccion) fiebre Cabo Verde, Camenin
_Hojas rcumatismo Camerin

Tabla 1: Usos medicinales de J. curcas.
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Ei acelte extraido de ias semulias de J. curcas ha sido util para proddcxr comercialmente
jabones y lamparas, en tanto que los forrajes de este arbusto son usados como fertilizantes
en los sembradios de papas. La cantidad de aceite en las semillas de J. curcas constiluye
aproximadamente un 50 % de su peso, por lo que es usado como aceite para cocinar, como
una fucnte de combustible alterna para generar luz o para sustituir cl diesel. Ademis, se¢ han
implementado algunos procesos biotecnolégicos que han permitido una mayor explotacién
de este recurso natural, por cjemplo, la cxtraccidn de aceite por medios enzimdticos y
procesos de esterificacion [48]. En los procesos biotecnoldgicos relacionados con la
explotacién de J curcas se incluye el cultivo de tejidos, el control bioldgico de pestes, el
mejoramiento de la extraccién de accite mediante cnzimas (proteasas), la fermentacién
anacrobia de los forrajes y la produccion de enzimas (curcaina) que sirvan como

antisépticos en heridas [46].

6.4.3. Actividad Farmacologica

Extractos metandlicos de las semillas de J. curcas han mostrado propiedades abortivas en
ratas [45). Extractos de semillas y hojas de J. curcas han mostrado propiedades insecticidas
y fungicidas, donde los ésteres del forbol han sido sugeridos como los principios ktéxfcosy
[49). El extracto etanélico de hojas y ramas han mostrado actividad in vitro contra células
de leucemia linfocitica P-388 [24]. El extracto de acetato de etilo mostré propicdades anti-

inflamatorias en un modelo in vivo induciendo edema en pata de ratas con carragenina [46].

6.4.4. Toxicidad

Algunos reportes en México indican que la gaviota de alas blancas (Zenaid'a asiatica) se
alimenta de las semillas de J. curcas. En algunos casos los pollos o puercos consumen las
semillas, y en Veracruz, las semillas se usan como alimento para preparar platillos
tradicionales [50]. Numcrosos experimentos con animales de prueba han mostrado las
consccuencias téxicas de J. curcas, dentro de las cuales se destacan: inapetencia, dolor
abdominal, diarrea, problemas respiratorios y desequilibrio. En tanto, los estudios
histopatologicos demuestran inflamacién gastrointestinal, necrosis del higado, corazén y

rifion, asi como hemorragias en higado [S1]. Contrario a la toxicidad que presenta J. curcas
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en otros paises, en México se ha reportado un incremento dei peso corporal en ratones que

se alimentan de semillas de la especie mexicana, lo que'sugicfc poca to#igidéd [52].

6.4.5. Composicién quimica

Los compuestos aislados de las hojas y ramas de J. curcas son: estigmasier()i, estigmaﬁl-S-
en-38,78-diol, estigmast-5-en-38,7a-diol, colcst-S-en-3B,7B-dio],’ colest-S-én-BBﬂa-diol,
campesterol, B-sitosterol, 7-ceto-B-sitosterol, B-glucésido de B-sitosterol,  apigenina, y
flavonoides glicosidados (vitexina ¢ isovitexina) [53].

De las partes aéreas y las raices se¢ ha informado sobre la presencia de varios dcidos
organicos (4dcido o- y p-cumirico, 4cido p-metil y p-hidroxibenzoico, acido protocatéquico,
icido resorsilico, y dcido metil-cinimico), asi como iridoides, saponinas y taninos. El
triterpeno tetraciclico jatrocurina , y el éter metilico de escopoletina han sido aislados del
tallo. Las raices contiencn B-sitosterol y su andlogo B-glucosidado, marmesina, propacina,
curculatiranos, curcosenos, asi como los diterpenos: jatrofolol (41) y jatrofoleno, la
cumarina tomentina , el cumarinolignano jatrofina , y el taraxerol [46].

El latex generalmente se compone de peptidos ciclicos como la curcaciclina, un octapéptido
ciclico, que mostré una inhibicién moderada de las actividades complementarias y de
proliferacién de células T en el humano [54].

La composicién quimica de las semillas es de glicéridos y 4cidos grasos saturados e
insaturados [46], sacarosa, B-D-glucésido de! B-sitosterol, y un compuesto tdxico, la
hemaglutinina 1lamada curcina, la cual es la responsable de las propiedades purgativas que
se le atribuyen a las semillas [55]. Otro tipo de compuestos encontrados en J. curcas son los
¢ésteres de forbol, los cuales activan la proteinquinasa C (PKC una enzima clave en la
traduccién de seifiales y cn lo procesos de desarrollo de células y tejidos). La interaccién
prolongada de los ésteres de forbol con la PKC genera una respuesta mitogénica durante la

tumorigénesis [S6].
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6.5. Generalidades de la Familia Asteraceae (Compositae)

La familia "de plantas superiores mis grande es la Compositae, constituida de

aproximadamente 1,100 géneros'y 20,000 cspecies. Se les puede encontrar como hierbas,

arbustos, 0'en menor proporcion como arboles. En México, esta familia se constituye de ca

300 géneros y 2600 especies (tabla 2) [57].

Tabla 2: Distribucién botanica de la familia Compositac

No. de géncros/especies con

Tribu No. de géneros/cspecies
uso ctnomédico.

Subfam. Asteroideae 262/2334 82/164
Anthemideac 8/19 2/5
Astereac 40/387 M9
Eupatoricae 27/483 13/31
Heliantheae 112/914 38/61
Inuleac 15/88 512
Senecioneac 16/221 11/15
Tageteae 43/222 6/21

Subfam. Cichoriodeae 42/304 9/16
Cardueae 6/65 12
Lactuceae 23/57 2/2
Multisicae 7/96 4/8
Vermnonieae 6/86 2/4

La tribu Heliantheae, una de las mzis nli'merosas, coniprende al género Tithonia, que a su

vez se integra por 10 especnes ongmanas de Centro América, presentes en climas cdlidos y

semicdlidos, asociadas a vegetacién penurbada de bosques tropicales subperennifolio y

perennifolio [58).

6.5.1. Perfil quimico

La constitucién quimica de la familia Asteraceae se debe principalmente a un grupo muy

diverso de lactonas sesquiterpénicas, las cuales han sido reportadas como constituyentes de
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otras 10 familias de plantas superiores -[59, 60]. Tambien, a partir de las tribus
Eupatoriaeae 'y Senecioneae se han aislado alcaloides pirrolizidinicos, - asi. como
compuestos poliacetilénicos, flavonas, flavonoles, cumarinas, etc.

A continuacién se describen sucintamente algunos constituyentes quimicos aislados de

ciertas especics que pertenecen al géncro Tithonia.

Tithonia diversifolia
De las partes aédreas de csta especic se han aislado germacrélidés; "guayanélidas y

sesquiterpenos de tipo cadinano. Estas substancias son las snguxentes tagmmna A (55 ),
tagitinina B (56), 2-O-metiltagitinina B (57), tagitinina F (58), lagmmnn C (59) [61] 1-

aceliltagitinina A (60°) [62].
*El grupo hidroxilo en C-1 de 55" [61] y acetoxilo de 60 [62] debe corrcglrse ala

orientacién B- de acuerdo a los resultados del prcsenle traba)o
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Tithonia rotundifolia
Se han aislado de T. rosmumdifolia’ germacrandlidas, heliangdlidas, furanoheliangélidas y

cudesmandlidas. Estas son las siguientes: tirotundifolina C (61), tirotundifolina D (62),

tirotundifolina B (63), 1a-hidroxi-8a-(2,3-epoxi-2-metilbutanoil)-3,11(13)eudesmadien-
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12,6-0lida (64), 18-metilesferocefalina (65), 135-hidroxileptocarpina (66}, 3[5-&:::[1]45-
hidroxileptocarpina  (67), 2a-acclil-8[$-angcloil-14-hidroxi-](l0),4,11(13)—geﬁImcralricn-
12,6-6lida (68); 1a-hidroxi-8a-angeloil-3,11(13)eudesmadien-12,6-6lida (69); 1pB-hidroxi-
8a-(2,3-cpoxi-2-metilbutanoil)-4,11(13)cudesmadien-12,6-8lida  (70);  1p3-hidroxi-8a-
angeloil-4,11(13)cudesmadien-12,6-6lida (71); 1,10-epoxi-8f-angeloil-14-hidroxi-
4,11(13)-germacradien-12,6-6lida (72) [63-64]. También, tirotundina (73) [65]. Tithonina
(74), O-metiltithonina (75), 3,10-cpoxi-O*-ctil-3-hidroxi-8[-(2-metilpropanoil)-11(13)-
germacren-12,6-6lida (76), 1,10-cpoxi-8B-(2,3-epoxi-2-metilbutanoil)-14-acetil-4,11(13)-
germacradien-12,6-6lida amn, 1,10-epoxi-8a-(2,3-epoxi-2-metilbutanoil)-4,11(13)-
germacradien-12,6-6lida (78) [66].

Tithonia fruticosa
A partir de las partes aéreas s¢ han aislado las lactonas scsquiterpénicas, dcbxilifmlicina

(79) y tifruticina (80) [67].

Tithonia pedunculata . : i
Se. han aislado de las partes -aéreas la lactona sesquiterpénica 15-hidroxi-3-

dehidrotifruticina (81), y el compuesto 2,6,10-fitatrien-1,14,15,20-tetrol (82) [67]. -
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6.6. Generalidades de 7. diversifolia

6.6.1. Botinica y Etnobotfnica
La especie Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray Compositac ¢s una planta semilefiosa

de 1.5 a 4.0 m de altura, con ramas subtomentosas o glabras, hojas alternas, pecioladas de 7
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a 20 cm de largo y 4 a 20 cm de ancho. Presenta 3.2 5 |6bulos profundos cuneados hasta
subtruncados en la base, bordes aserrados, pedinculos de ‘4 a 20 cm de largo, ligulas
amarillas y a veces naranjas de 3 a 6 cm de longitud y corolas amarillas de 8 mm de
longitud [21-23].

Se conoce con los nombres comunes de amargoso, durazno, mirasol, amica de la montafia,
cntre otros, y se usa en la medicina tradicional contra cicrtos padecimientos de inflamacién,
Al sur de México se usa oralmente contra la malaria y otras formas de fiebre; tépicamente

es util para el tratamiento de hematomas, inflamaciones y calambres musculares [57].

6.6.2. Composicién quimica

Contiene principalmente lactonas sesquiterpénicas del tipo germacranélidas vy

heliangdlidas, las cuales han sido descritas en la pagina 20; también han sido reportados

flavonoides como la hispidulina.

6.6.3. Farmacologfa

El extracto acuoso de las hojas y tallos de T. diversifolia mostré un efecto anti-inflamatorio
en un modelo in vivo de inflamacién inducida con carragenina en la pata de rata [59].
Ademds, ¢l extracto etandlico inhibié cl -factor. trié‘ tfahscﬁpcién NFkB [60], un
intermediario en los procesos inflamatorios. También présentd actividad contra el

microorganismo Plasmodium falciparum, causante de la malaria [68].

6.6.4. Importancia farmacol6gica

En 1995 se conocian mas de 4,000 estructuras de lactonas sesquiterpénicas y la importancia
farmacolégica de algunos de estos compuestos se evidencié como una fuente potencial para
¢l desarrollo de agentes quimioterapéuticos. Por gjemplo, la partendlida (83), aislada de
Tanacetum partenium ha sido comercializada debido a su actividad preventiva de la
migraiia [69]. La diversidad de actividades bioldgicas que han mostrado las lactonas

sesquiterpénicas pueden cjemplificarse mencionando las actividades anti-inflamatoria [70],
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amtitumoral [71], citotoxica [72], fitototoxica [73]. contra la migrana [74], anumicrobiana

[75], antimalarica [76), entre otras;

6.7. Biogénesis de lactonas sesquiterpénicas

La teoria biogenética de los terpenoides fue propuesta por Ruzicka [77] y desarrollada
posteriormente por Hendrickson [78], especificamente para sesquiterpenos. Los resultados
obtenidos de los estudios biogenéticos, condujeron a aceptar la ruta del pirofosfato de
farnesilo-mevalonato  [79, 80). El aislamiento de lactonas sesquiterpénicas
hidroperoxidadas y cpoxidadas indica que las sccuencias biosintéticas proceden mediante
oxidaciones alilicas y reacciones de ciclizacidn, respectivamente. La mayoria de lactonas
sesquiterpénicas pucden ser consideradas como derivados biogenéticos de las
germacrandlidas, donde se pueden encontrar compuestos con la funcionalidad del anillo

lacténico fusionada tanto a los carbonos C7/C6 como a los carbonos C7/C8 (véase fig. 2).
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Fig. 2. Relaciones  biogenéticas y tipos de lactonas sesquitcrpénicas derivadas de

germacrandlidas.
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6.7.1. Biogénesis del germacradieno y del anillo lacténico [79,.80]

El trans,irans-germacradicno (86) proviene de 1a ruta del pirofosfato de farnesilo mediante
la ciclizacién del trans,trans-pirofosfato de farncsilo (84) para generar el intermediario
catiénico trans, trans-germacradieno (85), el cual mediante modificaciones oxidativas

produce las germacrandlidas, representadas por la costunélida (86) (véase esquema 2).

=
ﬂg/, — k= LT
@3 \ orp i
H H
84 85

\
Varios tipos estructurales
de lactonas sesquiterpénicas

Esquema 2. Biogénesis del germacradieno

Para la formacién del anillo lacténico se han sugerido 2 rutas biosintéticas, en las cuales se.
han involucrado varios pasos para la formacién de la costunélida (93) e inundlida (94). Un
intermediario hipotético cs el catién (85) derivado de la ciclizacién del pirofosfato de
farnesilo (84) el cual se convierte en el germacreno A (87). Este intermediario puede ser
oxidado cn el carbono C-12 para generar el hidroperéxido (88) y después el alcohol (89)
con retencion del doble enlace en C-11/C-13; o altemativamente formar ¢l epéxido en C-
11/C-13 (90), el cual puede gencrar un intermediario con doble enlace en C-11/C-12 (89).
Posteriormente ocurren una serie de oxidaciones enzimaticas formando los intermediarios
aldehido (91) y &cido carboxilico (92), o bien, suceden hidroxilaciones en los carbonos C-6
o C-8 para formar el anillo de lactona y asi producir las lactonas sesquiterpénicas,

costundlida (93) ¢ inundlida (94), respectivamente (véase figura 3).
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Figura 3. Biogénesis del anillo de lactona.

Sin embargo, ansq descarta que la biosintesis de lactonas sesquiterpénicas puede ocurrir
por otra via, es decir; a través del intermediario germacreno B (87b), con la' fusién del

anillo lacténico en las posiciones C-6 o C-8.
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7. DESARROLLO EXPERIMEN'VTA[:

7.1. Material y equipo

Para la realizacién de las cromatografias en columna se utilizé como fase estacionaria
silica-gel (SiO;) marca Macherey-Nagel 60, malla 04-0.063/230-400 ASTM. Los
disolventes utilizados como fase mévil fueron hexano, acctona, acetato de etilo,
diclorometano y metanol, en diferentes proporciones. Las cromatografias fucron eluidas en
fase normal, incrementando de forma gradual el gradiente de polaridad.

El andlisis por cromatografia en capa {ina se efectué en cromatofolios marca Macherey-
Nagel Duren, tipo Alugram SilF/UVss. Como reveladores se utilizaron una limpara de
rayos UV Spectroline, modelo ENF-240C (A dc 254 y 365 nm), una solucion de sulfato
cérico amoniacal ({(NH4)sCe(S04)s) al 1 % en acido sulfurico 2N, Las cromatografias en
capa fina preparativas sc realizaron en placas preparativas Merck de 2 mm de grosor y una
superficie de 20 x 20 cm, y cn algunos casos se emplcaron cromatofolios Alugram
SilF/UVss.

Los puntos de fusién se determinaron cn un aparato Fisher-Johns y no fueron corregidos.
Los espectros de espectroscopia de infrarrojo se obtuvieron en un equipo FT-IR Nicolet
Magna 750 en CHCI;, o bien, cn pastilla de KBr. Los espectros en ¢l UV se determinaron
en un espectrofotdmetro Shimadsu en metanol (McOH). La determinacién de la rotacién
dptica se realizé en un polarimetro Jasco modelo 241. Los espectros de espectrometria de
masas sc obtuvieron en un espectrémetro marca JEOL, modelo JMS-AXS05HA, utilizando
la técnica de impacto electrénico con un potencial de ionizacién de 70 eV, y una corriente
de ionizacién de 100 pa, y JEOL modelo JMX-SX102A para la técnica de ionizacién por
bombardeo répido dc dtomos (FAB*). Los espectros de RMN 'H y 3¢, se obtuvieron en
espectrometros analiticos Varian, modelo Unity 300 y Unity plus 500, a 300 y 500 MHz,
respectivamente. Se utilizé como disolvente CDCls, y en algunos casos se uso CD3;COCD;,
CD3;0D y DMSO-ds, siendo ¢l estandar interno tetrametilsilano (TMS) para todos los
casos. Los valores de desplazamiento quimico de los niicleos observados estin registrados
cn ppm. En algunos casos se recurrié a experimentos bidimensionales de RMN como

COSY, NOESY, DEPT, HMQC y HMBC para la asignacién inambigua de las sefiales.
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7.2. Anilisis th'mico de Acosmium panamense

7.2.1. Extraccién y cromatografia
La corteza (500 g) de A. panamense fuc sometida a maceracién con metanol por 48 h en

dos ocasiones consecutivas, obteniéndose un residuo resinoso (116 g). El residuo obtenido
fue disuelto en una solucién de écido clorhidrico al 5% y luego se ajusté a pH de 9
mediante la adicién de una solucién de hidréxido de amonio. La solucién basica fue
extraida con cloroformo y sccada sobre sulfato de sodio anhidro. La fase organica fuc
concentrada a presién reducida y nuevamente se acidulé con una solucion de dcido
clorhidrico al 5%. La solucién acida fue entonces extraida con éter, scparada mediante
particiones (éter-solucion acida) y concentrada al vacio para dar un residuo de 15 g como se
ilustra en el esquema 3. Durante el proceso de evaporacion a presién reducida se obtuvo un
precipitado amarillo-limén identificado como 6-(p-Hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona (13).

Posteriormente, el residuo obtenido de la fase orgdnica eterca s¢ fracciond mediante

cromatografia en columna, tal como se describe en la pagina 32.
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Coneza A. panamense
500g

MeOHl
Residuo 116g

HCI 5% %
Fase insoluble Fase soluble

NH,0H
]
Solucién basica pH=9

CHCly

Fase Orgdanica Fase acuosa
Secar en Na SO,

Goma café-rojiza
HCI 5%

Solucion dcida

I Eter

Fase acuosa [ Fase orgdnica etérea (15 g)

G-(p-hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona
Esquema 3. Extraccién de los constituyentes de 4. panamense.

a) 6-(p-Hidroxicstiril)-4-metoxi-2-pirona

Cuando se evapord al vacio el disolvente de la fase etérea, precipité un sélido de color

amarillo-fosforescente que fue filtrado y lavado con metanol frio aprovechando su

insolubilidad en este disolvente. Este solido fue identificado mediante el anélisis de sus

caracteristicas espcctroscdpicas como 6-(p-hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona (13) (81, 82].
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(L) OH

Sélido amarillo, pf: 267-272°C (lit [82) 270 °C), 110 mg
UV (MeOH) Xmu (log £), espectro 1: 219 (3.42), 282 (2.79), 360 (3.54) nm

IR, espectro 2, (KBr) v 3259, 1699, 1607, 1548, 1405, 1258, 1152, 958, 823 em’!

RMN 'H (DMSO, 500 MHz, espectro 3), 8: 9.87 (1H, s, HO-C12), 7.47 (2H, d, J = 9.0, H-
10 y H-14), 7.23 (1H, 4, J = 16.0, H-8), 6.79 (2H, d, J = 9.0, H-11 y H-13), 6.74 (1H, dd, J
=2.0, 16.0, H-7), 6.20 (1H, t, J = 2.0 H-5), 5.58 (1H, d, J = 2.0, H-3), 3.81 (3H, 5, OCH3)
RMN “C (DMSO, 125 MHz, espectro 4), 8: 170.96 (C-4), 162.71 (C-2), 158.94 (C-12, C-
6), 134.40 (C-8), 129.21 (C-10 y C-14), 126.19 (C-9), 116.14 (C-7), 115.75 (C-11 y C-13),
99.98 (C-5), 88.02 (C-3), 56.24 (CH;-0)

EM-IE, cspcctro 5, m/z (int. rel.): 244 [M*] (100), 243 (5), 216 (45), 173 (54), 91 (10), 69
(13), 65 (9), 39 (6), 15 (3).

b) 7-hidroxi-4’metoxi-isoflavona

La fasc etérea (15 g, véase el esquema 3) fue separada en sus constituyentes mediante
cromatografia en columna empacada con gel de silice HF2s4 (120 g). La columna fue cluida
con hexano y se incremento la polaridad del sistema con mezclas de hexano:acetona. Se
colectaron fracciones de 150 mL cada una. Las fracciones eluidas con la mezcla
hexano:acetona 75:25 fueron reunidas (1.2 g) y resueltas en una columna cromatografica
(1.5 cm de diametro) empacada con silica gel HFzs4 (18 g) y cluida con CH;Cl; y mezclas
de CH,Cl2:McOH, colectando subfracciones de 25 mL cada una. Algunas subfracciones
presentaron un precipitado blanco (205 mg) el cual fue reunido y recromatografiado

mediante CCF preparativa, aplicando 30 mg y cluyendo con una mezcla CH,Cl:MeOH
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(97:3) por wes ocasiones, lo que permmo la separacnon ae un sonao bianco uo me;

identificado como 7-hidroxi-4’metoxi- |soﬂavona (94) [83].

"‘594".

Sélido blanco, pf: 263-8 °C (m [83] 255-260 °c>, 10mg
IR, espectro 6, (KBr) Vst 3136, 2987, 2837, 1637, 1598, 1512, 1454, 1249, 1178, 1026,
807, 551 cm”’

RMN 'H (DMSO, 300 MHz, espectro 7), &: 8.28 (1H, s, H-2), 7.98 (1H, d, Jsg =9.0 Hz,
H-5), 7.52 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-2' y H-6"), 6.98 (2H, dd, J = 2.1, 8.7, H-3"y H-s'); 6.94
(1H, dd, J = 2.4, 8.7, H-6), .86 (1H, d, ] = 2.4, H-8), 3.80 (3H, 5, CH,;0-C-4") -
RMN “C (DMSO, 75 MHz, espectro 8), 8: 174.344 (C-4), 162.35 (C-7), 158 81 (c-4 ),
157.24 (C-9), 152.66 (C-2), 129.76 (C-2’ y C-6"), 126.98 (C-5), 124.10 (C- 3), 123,02 (C-
1), 116.46 (C-10), 114.92 (C-6), 113.42 C-3" y C-5), 101.88 (C-8), 54.94 (ch;-é-4')
EMIE, espectro 9, m/z (int. rel.): 268 [M]* (100), 256 (21), 236 (18), 132 (44) 97(42) 83
(45), 81 (44), 69 (85), 57 (72), 43 (68). T

7.3 Andiilisis quimico de J. curcas

7.3.1. Extraccién y cromatografia

Las scmillas (2 Kg) de J. curcas colectadas en Misantla, Veracruz fueron secadas a
temperatura ambiente, molidas y sometidas a maceracién en acetona por 48 h en dos
ocasiones. Posteriormente, el residuo vegetal separado se macerd en metanol por 48 h,
repitiendo el proceso dos veces consecutivas. Cada cxtracto obtenido se fracciond cn
mezclas menos complejas, mediante cromatografia en columna. Las fracciones se
analizaron por cromatografia en capa fina analitica, y sc reunicron de acuerdo a la similitud

de sus caracteristicas cromatograficas. Los diversos conjuntos de fracciones se resolvieron
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en sus constituyentes mediante cromatografias sucesivas en columrrlara presion reducida ¥
por gravedad.

Del extracto aceténico (736 g), un aceite de color amarillo-naranja, se tomé una alicuota de
50 g y sc fracciond usando cromatografia en columna (5 cm de diametro) a presién
reducida empacada con gel de silice HFys4 (250 g). Se eluyd con hexano y posteriormente
se aumento el gradiente de polaridad con acetato de ctilo, colectando fracciones de 500 mL

cada una, tal como se ilustra en el esquema 4, identificindose el dcido graso insaturado

(95), y el triacilglicérido A (96)

Semillas de J. curcas

20Kg
Acetona
Residuo vegetal Exiracio acetonico
36 g
nol ‘ Cromatografia
Extraclo metanélico
249, Triacilglicérido A
do graso
l Cromatografia
Sacarosa

Esquema 4. Fraccionamiento del extracto aceténico de las semillas de J. curcas.
a) Aislamiento del 4dcido graso insaturado

Dec la parte alicuota del extracto acctdnico (véase seccién 7.3.1) se obtuvieron las
fracciones 34-96 eluidas con mezcla de hexano:AcOEt (9:1), de las cuales se aislé un aceite
amarillo (11 g) que por sus caracleristicas espectroscopicas se identificé como un écido
graso insaturado (95) [84], del cual no sc determiné la longitud de la cadena alifética ni el

numero de insaturaciones.
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95
Aceite amarillo (11 g)
IR (CDCl3) Vux: 3517, 2927, 2855, 1708, 1463 cm”!
RMN 'H (300 MHz, CDCly), 8: 5.35 (2H, m, H-a), 2._35 (2H, 1, H-b), 2.02 (2H, m, H-¢),
1.63 (2H, m, H-c), 1.26 (22H, d, H-d), 0.88 (3H, t, H-f)

b) Aislamiento de Triacilglicérido A

De la columna cromatografica del extracto aceténico (véase seccion 7.3.1) se reunicron las
fracciones 211-246 cluidas con mezcla hexano:AcOEt (3.2), de las cuales se obtuvo un
aceite amarillo como constituyente mayoritario (23 g) identificado como el triacilglicérido

A (96) [84], al cual no se lc determind la longitud de las cadenas hidrocarbonadas.

o
Mm:ﬁ% eg hr a_"ad;_af hI
ha aaoa "°Hg?§“’° 9
wd oA ==
96

Aceite amarillo (23 g) ’

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, espectro 10), 845 36 (13H, m, H,,.7), 4.29 (2H, dd, J =12.0,
6.0, Hy), 4.14 (2H, dd, J.= 12.0,:4.5, He), 278 (6H, m, Ha),. 231 (6H A, H,) 204 (6H, m,
Hp), 1.63 (6H, m, Hg), 1.25 (44H, m, Hy), 0.88 (9H, m, H)).

¢) Aislamiento de Sacarosa
Sc tomd una parte alicuota (1.41 g) del extracto metandlico (véase esquema S) y se separd

en sus constituyentes por cromatografia en columna a gravedad (1.5 cm de didmetro),
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empacada con gel de silice 70-230 (25 g). Se comenzo VI;elru:(;iro';l:ccrmjdiclordmretano v
posteriormente se aument6 ¢l gradiente de polaridad con mezcla de CH,Cly:metanol,
colectando eluatos de 50 mL. De las subfracciones 23-25 (3:2; CH,Cl::MeOH) se obtuvo
un aceite amarillo cristalizado de metanol (135 mg), cuyas caracteristicas espectroscépicas

permiticron identificarlo como sacarosa (97) [85, 86).

Sélido, pf: 179-182 °C (lit [86] 182-185 °C, 135 mg)
IR (pelicula), voux: 3382, 2921, 1647, 1417, 1145, 1049, 925 cm™

RMN 'H (300MHz, CD;0OD, espectro 11), 8: 538 (1H, d, J = 3.84, H,), 4.07 (1H, d, ] = k
8.3, Hy), 4.01 (1H, t, Hy), 3.82 (1H, m, Hs), 3.80 (2H, m, He), 3,75 3H, m, Hy,, Hs-),f3.7b :
(1H, m, H3), 3.60 (2H, m, Hy), 3.42 (1H, dd, J =3.5, 9.5, Hp), 3.34 (1H, m, Hy) -

RMN “C (75MHz, CD;OD), 8: 105.32 (C-2'), 93.65 (C-1), 83.75 (C-57), 7936 (c-3'),
75.71 (C-4"), 74.61 (C-3), 74.38 (C-5), 73.19 (C-2), 71.34 (c-4) 64. 03 (C-6 ), 63 39 (c-
1), 62.219 (C-6)

EM-FAB', espectro 12, m/z (int. rel.): 365 [M" + Na] (6), 320 (30), 307 (34), 239 (13), 176
(42), 154 (100), 136 (61), 107 (12), 89 (11), 77 (10), 65 (4), 23 @y R

d) Acetilacién de sacarosa

74.5 mg de sacarosa (97) fucron: sometidos ‘al p;occéo conﬂlchcion‘ul de acetilacion y el

residuo acetilado (98, 36 mg) cristalizé de acetato de etilo.
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Cristales incoloros, pf: 70-74 °C (lit [86] 70-72 °C, 36 mg)

RMN 'H (300MHz, CD;0D, espectro 13), 8: 5.71 (1H, d, J = 3.5, H;), 5.46 (d, J = 5.8, H3),
5.40 (d, ] = 7.0, Hy"), 5.38 (1, ] = 5.5, Hy), 5.05 (1, J = 9.5, Hy), 4.83 (dd, J = 3.5,10.0, Hy),
4.36-4.10 (m, Hs, Hs-, Hg, He, Hy2). ‘
RMN "“C (75MHz, CD;0D), &: 172.40-171.20 (8C, C=0), 105.32 (C-2'), 91.31 (C-1),
80.48 (C-5), 77.27 (C-3°), 76.47 (C-4") 71.74 (C-3), 70.93 (C-5), 69.94 (C-2), 69.76 (C-4),
64.87 (C-6"), 64,13 (C-1"), 63.26 (C-6), 20.62 (8C, CH;-C=0)

EM-FAB®, m/z (int. rel.): 701 [M* + Na] (8), 679 (1), 619 (1), 331 (100), 289 (5), 211 (41),
169 (52), 154 (15), 137 (17), 109 (25), 43 (31)
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7.4. Analisis quimico de Tithonia diversifolia

7.4.1. Extraccién y cromatografia

Tithonia diversifolia (Hesmsl) A. Gray (Asteraceae), fue colectada por el Dr. Guillermo
Delgado (colecta 502) en diciembre del 2001, en el Cerro de la Contaduria, junto al Fuerte
de San Blas, Nayarit. Una muestra de esta especie sc¢ encuentra depositada cn el Herbario
Nacional del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(registro 1014633, identificada por el Dr. José Luis Villasefior). Es un arbusto de 2-3 m de
altura cncontrado en un habitat pedregoso y de vegetacién tropical. Las partes aéreas
(hojas, tallos, flores) fueron secadas a la sombra y posteriormente sc pulverizd ¢l material
obteniéndose 1.2 Kg. La extraccion de los constituyentes quimicos de este material vegetal
se realizé mediante la maceracion con hexano por 48 h. Posteriormente, el residuo vegetal
fue macerado con diclorometano por 48 h y por ltimo el residuo se maceré con metanol
por ¢l mismo ticmpo (vedse esquema 5). Cada extraccion se realizd por dos ocasiones
sucesivas, y los disolventes fucron eliminados a presién reducida, obteniéndosc 22.3 g de

extracto hexanico, 30 g de extracto diclorometénico y 21 g de extracto metandlico.

Partes aéreas (1.2 Kg) de

Tithonia diversifolia
Hex, 41
2 veces
Extracto hexdnico : Rcsiduo vegetal
(22.3g)
Oy ath
2veces
Residuo vegetal - Ext. de diclorometano
: 5 ’ (300 g)
: VVM:(.HL“iLV
; B
Extracto metanélico . ' Residuo vegetal
(21.0g) :

Esquema 5. Extraccion de las partes aéreas de T. diversifolia.
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Cada extracto obtenido se fracciond en mezclas menos complejas, mediante cromatografia
en columna y en algunos casos usando cromatografias preparativas, tal como se describe a

continuacion:

Extracto hexanico: Del extracto hcxéﬁico (22.3 g) sc tomé una alicuota (6 g) y se realizé cl
fraccionamiento por cromatografia en columna. La alicuota fuc adsorbida en gel de silice
70-230 en proporcién 1:1 y se aplicé en una columna de 3 cm de didmetro empacada con
gel de silice HFys4 (15 cm altura) a presidn reducida. La columna se eluyé con hexano y
mezclas de hexano:AcOE! en orden creciente de polaridad colectindose eluatos de 125 mL.
Las fracciones se monitorcaron por cromatografia analitica y sc reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica. La tabla 3 mucstra el fraccionamiento del extracto hexdinico, el

gradiente de polaridad del sistema de clucion y el metabolito secundario identificado.

Tabla 3. Datos del fraccionamiento del extracto hexanico.

Eluato Fase movil Proporcién  Fraccién Compuesto
%

1-38 Hexano 100 A ceras
39-41 Hex:AcOEt  95:5 B ceras
42-49 “ 90:10 c B-sitosterol  (99) 'y
50-55 “ 8s5:15- .- - D Estigmasterol (100)
56-64 “ 80:20 E
65-69 “ 75:25 - -F

. G

70-73 Metanol 70:30

Extracto de diclorometario: El extracto (26 g) fue adsorbido en gel de silice 70-230 en
proporcién 1:1 y se aplicé en una columna (7.5 cm didmetro) empacada con gel de silice :
HF2ss (25 cm altura) a presidén reducida, El proceso mediante ¢l cual se fracciond el

extracto de diclorometano se detalla en la tabla 4, donde se muestra el gradiente de
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polaridad, el niimero de fracciones colectadas y el compuesto que se identifico de cada una

de las fracciones.
Tabla 4. Datos del fraccionamiento del extracto de diclorometano.

Eluatos Fase movil Proporcion % Fraccién Compuesto

2-9 Hexano 100 A f-trans-caroteno (101)
10-13, 14- Hex:AcOEt 95:5,90:10 B,C f3-sitosterol

21 (99)/estigmasterol (100)
22-27 * 80:20 D Acido graso (102)
28-30 “ 70:30 E Tagitinina F (58)

31-34 * 60:40 F Tagitinina C (59)

35-45 . 50:50 G Tagitinina A (55°)
46-50 metanol 100 H Sal inorganica

a) Aislamlento de ﬁ-trans-carotcno
De la fraccion A (0.740 g) se aislé un acexle de color rojo el cual se mostré puro por

cromatografia analftica y fue identificado como P-frans-caroteno (101) [87-89).

Accite rojo (25 mg) :
RMN 'H (300 MHz, CDCl;, espectro 14), §: 6.66 (d, J = 14.0, H-7/H-7), 6:34 (d,1=15.0,
H-8/H-8"), 6.66-6.03 (10H, H-10,10°, H-11,11°, H-12,12", H-14,14", H: -15,15%),72.02 (H-

4/H-4%), 1.61 (H-3/H-3"), 1.46 (H-2/H-2"), 1.97 (s, H-19, H20/H19’

101

18/H-18"), 1.03 (H-16, H-17/H-16", H-17")
RMN PC (75 MHz, CDCl;, espectro 15), 8 137.92 (C-6/C-67); 137. 7 (C-8/C-8 ), 137.23
(C-12/C-12), 136.47 (C-13/C-13"), 136.02 (C-9/C-9°), 132.37 (C-14/C-14"), 130.84 (C-
10/C-10%), 129.99 (C-15/C-15"), 129.38 (C-5/C-5), 126.65 (C-7/C-7°), 125.00 (C-11/C-
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11%), 39.65.(C-2/C-2"), 33.11 (C-#/C-4"), 19.26 (C-3/C-3°), 28.97 (C-l6,.16%/C-17, 17},
21.75 (C-18/C-18"), 12.80 (C-19/C-19"), 12.75 (C-20/C-20)

b) Aislamiento de la mezcla B-sitosterol y estigmasterol v i ‘ ;

En la fraccidn B (0.9969 g) se formd un precipitado ¢l cual: fue squiréd@ y,lav‘ado coh
hexano frio, obteniéndose agujas transparentes. Este sélido fuc,identiﬁéﬁlq& ‘cotgﬁo una
mezcla de [-sitosterol (99) [90] y estigmasterol (100) [913 behl proporcnon 2:1,
respectivamente. Chd e
La fraccion C (0.47 g) fue analizada cn sus constituyentes mediante una c'rbmatogrixﬁa en
columna al vacio (de 1.5 cm de didmetro) empacada con gel de silice HF2s54 (13 g). Se
comenz6 a cluir con hexano y luego se incrementd gradualmente la polaridad con acetato
de etilo, colectando fracciones de 25 mL cada una. De las subfracciones 28-29 se separaron
cristales en forma de agujas traslicidas purificadas mediante cristalizaciones de acetato de
ctilo y lavados con hexano frio. Por sus caracteristicas espectroscépicas se identificé como

la mezcla de 3-sitosterol (99) y estigmasterol (100) en proporcién 2:1, respectivamente,

99 100

Cristales incoloros 99 y 100, pf: 171-174 °C, 105 mg

RMN ‘'H (300 MHz, CDCl;, espectro 16), 8: 5.35 (1H, d, J = 5.0, H-6), 5.16 (1H, dd, J =
8.0, 15.0, H-22), 5.02 (1H, dd, J = 8.0, 15.0, H-23), 3.55 (1H, m, H-3), 1.02 (3H, s, H-19),
0.97 (3H, d, J = 6.4, H-21), 0.84 (3H, t, H-29), 0.83 (3H, d, ] = 6.7, H126); 0.81 (3H, d, H-
27), 0.68 (3H, s, CH3-C-13), 0.68-1.3 (28H, m)

RMN "C (75 MHz, CDCl), 5: 36.97 (C-1), 29.68 (C-2), 73.97 (C-3), 38.10 (C-4), 139.63
(C-5), 122.63 (C-6), 31.86 (C-7), 27.75 (C-8), 50.01 (C-9), 36.59 (C-10), 21.01 (C-11),
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39.69 (C-12), 42.27 (C-13), 56.65 (C-14), 24.28 (C-15), 28.22 (C-16), 56.00 (C-17), 11.85
(C-18), 19.30 (C-19), 36.14 (C-20), 18.76 (C-21), 33.91 (C-22), 138.29 (C-22’), 26.04 (C-
23) 129. 26 (C-23"), 45.82 (C-24), 29.12 (C-25), 19.80 (C-26), 19.02 (27), 23.04 (C-28),
11.97 (C-29)

c) Aislamiento del dcido graso

La fraccién D (0.2180 g) fue adsorbida en gel de silice 70-230 (1 g) y resuclta en sus
constituyentes mediante cromatografia en columna (1.5 cm de didmetro) a presion
reducida. La columna fue empacada con gel de silice HF2s4 (10 g) y cluida con hexano y
posteriores aumentos en la polaridad de! sistema de elucién con acetato de etilo,
obteniéndose fracciones de 50 mL cada una. A partir de las subfracciones 42-68 se separd
un sélido blanco de consistencia cerosa. Las caracteristicas espectroscdpicas de esta
substancia fueron muy similares a los reportados para el acido tetradecanoico (102) [92], lo

que permite establecer un acido graso saturado del cual no se establecié la longitud de la

cadena hidrocarbonada.

Sdlido blanco, pf: 45 °C, 23 mg .
RMN 'H (300 MHz, CDCly), 8: 2.35 (2H, m, H-a), 1.64 (2H, m, H-b), 1.26 (ca. 18H, s,
CH,-c), 0.89 (3H, t, CH3-d)

d) Aislamicnto de tagitinina F

La fraccién E (0.4462 g) se adsorbi6 en 1.5 g de silica gel 60 y se aplicé en una columna de
1.0 cm de didmetro, empacada previamente con gel de silice HF254 (10 g) al vacio. El
sistema de clucion fue CHCIy y se incrementd la polaridad con mezclas de CHCly:metanol,
colectando cluatos de 25 mL. Las subfraccioncs 12-27 eluidas con una mezcla
CHCly:metanol 96:4 (473 mg), fucron recromatografiadas usando CCF preparativa
bidimensional. Se aplicaron 35 mg de muestra en cada placa y se eluyeron con una mezcla

de hexano-acetato de etilo (7:3) en 4 ocasiones consecutivas, lo que permitié la purificacion
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de un solido blanco (3.9 mg) que por sus caracteristicas espectroscopicas fue identificado

como tagitinina F (58) [61].

Sélido blanco, pf: 128-130 °C [61], 3.9 mg
RMN 'H*(CDCls, 300 MHz, espectro 17), 8: 6.33 (1H, d, J = 6.0, H-1), 6.31 (1H, d, J =
2.4, H-132), 5.92 (1M, dc, J = 6.9, 1.5, H-5), 5.82 (1H, d, ] = 6.0, H-2), 5.69 (1H, d, J = 2.1,
H-13b), 5.68 (1H, dd, J = 1.5, 7.5, H-6), 5.08 (1H, t, ] = 3.3, H-8), 3.43 (1H, m, ] = 2.7, H-
7), 2.51 (1H, sep, H-2"), 2.32 (1H, dd, J = 3.9, 12.9, H-9a), 2.30 (1H, dd, J = 12.3, H-9b),
1.94 (3H, d, | = 1.5, CH;-C4), 1.41 (3H, s, CH3-C10), 1.13 3H, d, J = 6.9, CH3-C2"), 1.12
(3H,d,J =6.9, CH;-C2")

e) Aislamiento de tagitinina C

La fraccién F (0.4988 g) fuc scparada ecn sus constituyentes usando una columna
cromatogrifica de 1.5 cm de didmetro, la cual fue cmpacada con gel de silice HF2s4 (15 g) a
presién reducida. La columna fue eluida con hexano y mezclas de hexano:acetato de etilo
con aumentos graduales de polaridad, colectando fracciones de 25 mL cada una. De las
subfracciones 8-10 cluidas con una mezcla de hexano:acetato de etilo (7:3), se obtuvo un
accite amarillo que fuc cristalizado de acetato de ctilo como un sélido blanco, y que por sus

caracteristicas fisicas y espectroscopicas fue identificado como tagitinina C (59).
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Sélido blanco, pf: 150-2°C (lit [61] goma), 32 mg

IR espectro 18, (CHCI3) v 3604, 3467, 2978, 2936, 1769 1732, 1657, 1469, 1279, 1152,
1118, 996 cm™

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 19), 8: 6.91 (1H,d, J = 17.0, H-1), 6.35 (1H, d, ) =
1.7, H-13a), 6.24 (1H, d, J = 17.0, H-2), 5.86 (1H, dc, J = 9.0, 1.5, H-5), 5.80 (1H,d, J =
1.7, H-13b), 5.40 (1H, dd, J = 7.5, 9.1, H-6), 5.35 (1H, ddd, 3.4, 6.3, 9.8 H-8), 3.54 (1H,
ddd, J = 1.8, 3.6, 6.9, H-7), 2.46 (1H, dd, J = 6.0, 14.0 H-9a), 2.26 (1H, m, H-2"), 2.01 (1H,
dd,J = 4.0, 13.0 H-9b), 1.95 (3H, d, J = 1.5, CH;3-C4), 1,53 (3H, s, CH3-C10), 1.07 (3H, d,
J=17.0, CH;-C2"), 1.05 (3H, d, ] = 7.0, CH;-C2")

RMN *C (CDCls, 75 MHz, espectro 20), 8: 196.69 (C-3), 176.17 (C-1), 169.65 (C-12),
159.99 (C-1), 138.92 (C-4), 137.13 (C-5), 129.65 (C-11), 124.49 (C-13), 75.96 (C-6), 73.88
(C-8), 72.05 (C-10), 48.41 (C-9), 47.02 (C-7), 34.03 (C-2"), 29.03 (C-14), 19.66 (C-15),
18.78 (C-3°), 18.61(C-4’)

EMIE espectro 21, m/z (int. rel.): 349 [M* + H] (4), 331 (4), 305 (3), 277 (13), 261 (45),
217 (33), 149 (29), 95 (18), 71 (100), 43 (97), 27 (4)

g) Aislamiento de tagitinina A

La fraccién G (4.2145 g) se adsorbi6 en gel de silice 70-230 y se aplicé en varias columnas
de 2 cm de didmetro empacadas con gel de sflice HF254 (18 g). Se usé un sisterna de elucién
constante de diclorometano-acetona (9:1), colectando fracciones de 50 mL. De las
subfracciones 25-39 sc obtuvo un sélido blanco, el cual fue recristalizado de acetato de
etilo-éter isopropilico, ¢ identificado por sus caracteristicas espectroscépicas como
tagitinina A (55) [61), estructura corregida a tagitinina A (55°). Se observé que, después de
algunas horas, la tagitinina A (55") disuclta en cloroformo (espectro 29), tiende a
transformarse, identificandose la olefina A>* como uno de los varios productos observables
tanto por CCF como por RMN 'H. La tagitinina A cs cstable en solucién de acctona
(espectro 30).

La tagitinina A (55') fue cristalizada de metanol, obteniéndose cristales que fueron

analizados por difraccién de Rayos X (ancxo 1).
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Sélido blanco, pf: 172-4°C (lit [61] 168-170 °C), 85 mg

IR espectro 22 (CHCL) vimaxt 3606, 3495, 2930, 2856, 1756, 1663, 1598, 1447, 1384, 1145,
1090, 1049, 1011, 946 cm™

RO: {a]p® 124 (c 2 x 10° M, McOH) (lit [61] ~154)

DC: (c 2 x 10°%, McOH), [®],52 =314, [D]210 -3702

UV (MeOH) A« (loge): 211 (4.06) nm

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, espectro 23), 8: 6.27 (1H, d, J = 3.6, H-13a), 5.58 (1H, ddd, J
=2.7, 5.4, 8.4, H-8), 5.54 (1H, d, J = 3.3, H-13b), 4.57 (1H, ddd, J = 1.8, 6.6, 10.2, H-G),
4.25 (1H, dd, J = 7.5, 9.3, H-1), 4.08 (1H, ddd, J = 2.7, 6.6, 9.9, H-7), 2.44 (1H, m, H-2a),
2.44 (1H, m, H-2"), 2.08 (1H, m, H-4), 2.08 (1H, m, H-2b), 2.08 (1H, m, H-5b), 2.08 (1H,
m, H-52), 1.96 (1H, dd, J = 5.7, 14.0, H-9b), 1.82 (1H, m, 9.0, 12.9, H-9a), 1.44 (3H, s,
CH;-C10), 1.11 (3H, d, J = 6.6, CH;3-C4), 1.08 (3H, d, J = 6.9, CH;-C2), 1.06 (34, d, ] =
6.9, CH3-C2") '

RMN 'H (CD;COCD;, 300 MHz, espectro 24), &: 6.09 (1H, d, J = 3.3, H-13a) 5.61 (1H,
m, J = 3.0, 5.7, 9.9, H-8), 5.60 (1H, d, J = 3.0, H-13b), 4.75 (1H, s, HO-C-3), 4.57 (1H,
ddd, ] = 1.5, 6.3, 10.2, H-6), 4.32 (1H, d, } = 4.8, HO-C-1), 4.18 (1H, ddd, ] = 4.5, 7.8, 9.3,
H-1), 4.05 (1H, m, J = 3.3, 6.3, H-7), 2.45 (1H, sep, H-2"), 2.37 (1H, dd, ] = 9.0, 13.8, H-
2a), 2.17 (1H, dd, ] = 2.4, 8.7, H-4), 2.09 (1H, m, ] = 8.4, 10.2, H-5a), 2.04 (1H, m, ] = 6.3,
12.9, H-2b), 1.93 (1H, dd, J = 5.7, 14.4, H-9b), 1.83 (1H, dd, J = 11.1, 14.7, H-9a), 1.70
(1H, dd, J = 1.5, 12.9, H-5b), 1.39 (3H, s, CH3-C10), 1.06 (3H, d, J = 6.6, CH;-C4),. 1.04
(3H, d,J = 6.9, CH3-C2"), 1.01 (3H, d, J = 6.9, CH;-C2")

RMN C (CDCl;, 75 MHz, espectro 25), 8: 176.34 (C-1'), 169.42 (C-12), 137.07 (C-11),
121.57 (C-13), 105.73 (C-3), 81.77 (C-6), 81.46 (C-10), 78.26 (C-1), 70.39 (C-8), 47.84

mxed
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(C-7), 47.04 (C-2), 44.34 (C-4), 37.79 (C-5), 34.62 (C-9), 34.03 (C-2"), 24.99 (C-14), 19.18
(C-15), 18.72 (C-3"), 18.35 (C-4").

RMN € (CD3;COCD;, 75 MHz, espectro 26), 8: 176.15 (C-1°), 169.38 (C-12), 139.08 (C-
11), 120.84 (C-13), 106.36 (C-3), 82.15 (C-6), 82.00 (C-10), 79.22 (C-1), 71.23 (C-8),
48.61 (C-7), 47.78 (C-2), 45.21 (C-4), 39.10 (C-5), 35.49 (C-9), 34.67 (C-2"), 25.23 (C-14),
19.47 (C-15), 19.01 (C-3"), 19.01 (C-4").

EM-IE espectro 27, m/z {int. rel.): 369 [M* + H] (12), 351 (3), 33 (2), 280 (11), 262 (21),
211 (32), 121 (24), 97 (20), 71 (62), 43 (100), 27 (8), 18 (2), 15 (1)

h) Acetilacién de tagitinina A
15 mg de (55°) fueron acetilados de acuerdo al procedimiento convencional, obteniéndose

12 mg de acetiltagitinina A (60') [62] purificados mediante cristalizaciones sucesivas de

acetato de ctilo.

Agujas finas, pf: 214-6°C (lit [62] 181-2 °C), 12 mg :

RMN 'H (CDCl3, 500 MHz, espectro 28), 5: 6.25 (1H, d, J= 3.5, H-13a), 5.60 (1H, m, H-
8), 5.53 (1H, d, J = 2.5, H-13b), 5.06 (1H, dd, J = 6.5, 9.5, H-1), 4.56 (1H, dddd,’ J=15,
2.0, 7.0, 11.0, H-6), 4.01 (1H, m,J = 3.0, 6.5, 9.5, H-7), 2.57 (1H, dd, J = 9.5, 14.5, H-2a),
2.46 (1H, sep, H-2"), 2.11 (1H, dd, J = 6.5, 14.5, H-5a), 2.11 (1H, dd, J = 6.5, 14.5, H-2b),
2.09 (1H, m, H-4), 2.08 (3H, s, CH3-COO-C-1), 1.88(1H, dd, J = 2.0, 13.5, H-5b), 1.85(1H,
dd, J = 8.5, 14.0, H-9a), 1.83 (1H, dd, J = 6.5, 14.0, H-9b), 1.48 (3H, s, CH3-C-10), 1.12
(3H,d, J=6.5, CH3-C-4), 1.09 (3H, d, ] = 7.0, CH;-C-2"), 1.06 (3H, d, ] = 7-0, CH;-C-2")
RMN “c (CDCl3, 125 MHz, espectro 29), 8: 176.19 (C-17), 170.14 (C-1""), 169.20 (C-12),
136.76 (C-11), 121.76 (C-13), 106.37 (C-3), 80.99 (C-6), 80.81 (C-10), 79.13 (C-1), 69.14
(C-8), 47.82 (C-7), 44.49 (C-2), 43.72(C-4). 37.67 (C-5), 35.41 (C-9), 34.01 (C-2"), 25.43
(C-2""), 20.92 (C-14), 19.22 (C-15), 18.68 (C-3"), 18.37 (C-4’).
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7.5. Bioensayo de toxicidad frente a Artemia salina {93]

Material:

1.
2.
3.
4.

Artemia salina (huevecillos)
Sal de mar y Pecera pequeiia (5 L)
Jeringas; 5 pL, 0.5 pL, 100 L, 10pL

Viales (9 por muestra)

Procedimiento:

>

Preparar agua de mar de acuerdo a las instrucciones de la caja (ca. 38 g de sal de mar
por litro de agua).

Colocar el agua de mar en una pecera pequeiia y adicionar huevecillos de Artemia
salina. Colocar la luz de una lampara encima de la pecera. Mantener la temperatura del
agua a 28°C durante dos dias para permitir la maduracién adecuada de los huevecillos.
Preparar viales para el andlisis de cada fraccion, analizar inicialmente a 1000, 100 y 10
pg/mL; preparar tres viales a cada concentracion para un total de nueve viales. Pesar 20
mg de muestra (compuestos a bioevaluar) y adicionar 2 mL de disolvente (20 mg/2mL),
de esta solucién transferir 500, 50 y 5 uL a los viales correspondientes (1000, 100 y 10
uL, respectivamente). Evaporar ¢l disolvente con nitrégeno y despues colocar a alto
vacio por 30 minutos.

Después de dos dias (cuando la larva de Artemia salina ha emergido), adicionar 5 mL
de agua a cada vial y agregar 10 individuos por vial (30 larvas por dilucién).
Transcurridas 24 h, contar y registrar el niumero de larvas sobrevivientes.

Los resultados se analizan estadisticamente para determinar ¢l valor de DLsp a un

intervalo de confianza d¢ 95%.

Tabla 5. Toxicidad frente a Artemia salina del extracto de diclorometano (EDM) de las

partes aéreas de T. diversifolia y tagitinina C (59).

Concentracién, EDM Tagitinina C (59)
ppm (log)

Mortalidad (%) DLso Mortalidad (%) DL
1000 (3.00) 60.60 95.30
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56234 (2.75) 9.10 41,90

31622 (2.50) 2.70 0.00
177.82 (2.25) 1.90 0,00
100 (2.00) 1.60 4. 2000 o

7.6. Bioensayo de la actividad nnti-inﬂzima(dria,g:n’ ¢dema inducido con TPA [94]

Material:

VRN oW N~

Ratones machos (25-30 g)

Microjeringas

Balanza analitica

Anestésico (Pentobarbital sédico®)

TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol)
Etanol, Acetona _ . , C
Indometacina® (farmaco de referencia)
Sacabocado

Muestras a bioevaluar

Procedimiento:

>
>
>

Usar grupos de tres ratones para cada muestra
Aplicar anestésico via intraperitoneal .
Aplicar en la superficie interna y externa de la oreja derecha de cada ralén con ayuda de

una microjeringa, 2.5 pL de TPA disuclto en 10 pL de etanol, Apllcar IOpL de: etanol

en la orcja izquierda.

0.5 mg de cada muestra se disolvicron cn 20 uL de acetona y se hcaron topxcamenle

en la oreja derecha 10 min después de haber aplicado el TPA. En | reja lqu.uerda solo

se aplican 20 mL de acetona.
Sc usa un grupo testigo de tres ratones a los que se les ablic'a'_indi‘),ri'uét‘a(:,iﬁzx"p en la forma

descrita para los grupos tratados.
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» Se sacrifican los ratones 4 h despues de haber transcurmndo el expenmento v

posteriormente se obtienen 9 mm de didmetro de cada oreja usando un sacabocado.

Lucgo se pesan en la balanza anlitica.
> La diferencia de peso entre las orcjas tratadas con las muestras y con la indometacina, y

las orejas tratadas tnicamente con ¢l disolvente, se toma como una medida dc la

respuesta anticdematosa. El porcentaje de inhibicién del edema se calculé usando la

siguiente ccuacién:
% de inhibicién = [(Edema A — Edema B) / Edema A] x 100

Edema A = Peso (mg) de la orcja tratada con TPA — Peso de'la oreja sin tratamiento con

TPA

Edema A = Edema del grupo control
Edema B = Edema del grupo tratado con las muestras

Tabla 6. Actividad anti-inflamatoria del extracto de 7. diversifolia y-algunos-de . sus

metabolitos sccundarios, en el edema inducido con TPA en oreja de ratén.

Muestras y Referencia % de inhibicién
Extracto de diclorometano 26.64
Tagitinina C (59) 24,18
Tagitinina A (55") 29.35
Indometacina (referencia) 66.95
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8. DlSCUSlON DE RESULTADOS
Esrudlo quimico de 4. panamense

8.1. 6-(p-H|droxncstirll)—4-me(ox1-2-p|rona
De la fase orgénica etérea precipité un sélido amarillo-fosforescente de punto de fusién

267-272°C. Los datos del espectro de masas (IE, 70 eV, espectro 5) indican la férmula
molecular CysH ;04 (M* + H = 245) y nueve grados de insaturacién. En el espectro de
UV (espectro 1) se observan tres bandas de absorcién (n—>n", n—7') a Amx 218, 282y
360 nm asignables a sistema aromdtico con extension de la conjugacion y a carbonilo
conjugado. En el espectro de IR (espectro 2) se observa una banda ancha a 3260 cm’!
debida a hidroxilo; una banda a 1699 cm™ para carbonilo y a 1258 cm™ para enlace C-
O. También, son observables cuatro bandas a 1633, 1608, 1586 y 1549 cm™! para un
sistema dc ligaduras dobles carbono-carbono. Los datos espectroscopicos de UV e IR
muestran similitud con los informados para la yangonina y compuestos analogos [96,
97], lo que sugierc la presencia de una a-pirona con un sustituyente metoxilo. La sciial
del metoxilo se observa cn ¢l espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO, espectro 3) como
una sefial singulete en & 3.81 que integra para tres hidrégenos, por lo que puede
deducirse la estructura de una a-pirona con un grupo metoxilo B- al carbonilo (véase

estructura parcial A).

OCH;

La presencia de la férmula parcial A se confirma mediante el anilisis de las.
correlaciones heteronucleares 'H-">C (HMQC, espectro 30 y HMBC, espectro 31), de 1o
que sc deduce que la sefial en 8y 3.81 (3H, s, metoxilo) corresponde a los hidrégenos
del carbono que resuena en 8¢ 56.24, y ademas correlaciona con el carbono cuaternario:.
que resuena en S¢ 170.96, lo que permite asignar este tillimo como C-4 en el fragmento
estructural A. La scfial asignada a C-4 (8¢ 170.96) mucstra correlaciones en el espectro
HMBC con la seiial doblcte centrada en &y 5.57 (J = 2.0 Hz) y con la sefial triplete
centrada en &y 6.20 (J = 2.0 Hz), las cuales integran para un protén cada una. Estas

correlaciones corresponden a los protones de las posiciones 3 y 5, respectivamente; ya
TESIS ”'OR
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que H-3 16y 5.57) correlaciona con el carbono del carbonilo que resuenu en ¢ 162,75
(C-2), en wnto que H-5 (6y ©.20) no corretaciona con esie. carnono, En ia ﬁgiira 3
pueden observarse algunas. corrclaciones selectas para H-3 y H-5 del fragmento

estructural A.

Por otra parte, H-5 muestra correlacidén en el espectro HMBC con un carbono de metino
que resuena en 8¢ 116.14 (C-7), el cual se encuentra unido a un protén que resuena en
8y 6.75 como una seiial doble de doble (1H, J = 2.0, 16.0 Hz, H-7). En la modalidad
COSY se observa que cl hidrégeno en & 6.75 (H-7) correlaciona con el protén que
aparece como una scflal doblete (1H, J =16.0 Hz) en &y 7.22 (H-8). El valor de la
constante de acoplamicnto (J = 16.0 Hz) y el desplazamiento quimico de las sefales
anteriores, establecen una orientacion rans de protones vinilicos. Asi, el fragmento

estructural A puede extenderse a la estructura parcial B.

De las 11! seiales que se observan cn el espectro de RMN 3C (125 MHz, DMSO,
espectro 4) y en el experimento DEPT (espectro 38), han sido asignados tres carbonos
cuaternarios (8¢ 170.96 (C-4), 162.71 (C-2) y 158.94 (C-6)), cuatro carbonos de
metinos (8¢ 134.40 (C-7), 116.14 (C-8), 99.98 (C-5) y 88.02 (C-3)) y un carbono de
metilo (8¢ 56.24 (OCHj3)); y aun no se han asignado las sciiales de los carbonos de
metino que resuenan en ¢ 129.21 y 115,79 y del carbono cuaternario que resuena en 8¢
126.20.
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En el espectro de RMN 'H de esta substancia se observa un sistema AA'BB ' en 8 7.47 ¥
6.79 que integran para cuatro mdrogenos v que pueden asignarse a un sistema de
protones caracteristicos de la presencia de un benceno 1,4-disustituido. Estos protones
quimicamente equivalentes correlacionan (en el espectro- HMQC) con' las sefales de
carbono que resucnan cn 8¢ 129.21 (C-10/C-14) y 115.79 (C-11/C-13). La in,te:gi'aci‘én

de la informacién antes descrita permite extender la estructura parcial B al fragmento

estructural C.

En la modalidad HMBC del espectro de resonancia sc observan trazos de correlaciones
entre H-10/H-14 y las sefales de carbono que resuenan en 8¢ 134.40 (C-8), 126,20 (C-
9), 115.79 (C-11/C-13) y 158.94 (C-12). Adicionalmente, en el espectro de RMN 'H se
observa una sefial singulete en 8y 9.87 (1H, OH) que correlaciona en el espectro HMBC
con los carbonos C-11/C-13 (8¢ 115.79), lo que establece la presencia de un grupo
hidroxilo para en el benceno de la estructura parcial C, lo cual es consistente con la
férmula molecular y permite establecer la identidad de esta substancia como 4-metoxi-

6-(p-hidroxiestiril)-2-pirona (13) [81-82].

OCH,

8.2. 7-Hidroxi-4’-mctoxi-isoflavona
De la fase orgdnica ctérea se aislé un sélido blanco (véase partc experimental) que por

cspectrometria de masas (IE, 70 eV, espectro 9) se establecié que posee la férmula
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molecular CsH120s (M+1 = 209). la cual indica 11 grados de insaturacion. En ei
espectro ae [R (espectro b) se ooservan panaas de absorcion a4 3137 cm  para grupo
hidroxilo; una banda a 1638 cm’' para carbonilo; dos bandas a 1599 y 1512 cm’! para
dobles enlaces carbono-carbono. Los datos espectroscopicos de RMN 'H (300 MHz,
DMSO, espectro 7) y RMN BC (75 MHz, DMSO, cspectro 8) muestran un perfil
caracleristico para una flavona o una isoflavona [98]. Esta propuesta presenta
concordancia con las siete insaturaciones por dobles cnlaces, una insaturacién de
carbonilo y tres insaturaciones por la presencia de tres anillos.

En el espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO) se observan: una sefial doblete (J= 9.0
Hz) en & 7.98, una seiial doble de doble (J= 2.5, 9.0 Hz) centrada en 8 6.94, y una sciial
doblete (J= 2.5 Hz) en § 6.86, que integran para un hidrégeno cada una, y que pueden
asignarse a un sistema de protones ABX, sugiriendo la presencia de un benceno 1,2,5-
trisustituido. Por otro lado, no s¢ observan seiiales a campo bajo que pudieran ser
asignables a un hidrégeno quelatado con el carbonilo de la y-pirona. Considerando el
fragmento del esqueleto de un flavonoide o isoflavonoide y con base en los datos

espectroscopicos hasta ahora descritos, se puede deducir ¢l fragmento estructural A.

Por otra parte, en el espectro de RMN 'H se observan dos sciiales doblete centradas en &
7.51 (J =9.0 Hz) y en 8 6.98 (J = 2.0, 9.0 Hz) que integran para dos protones cada una,
y que pueden asignarsc a un sistema de protones AA’BB’ sugirig:ndd la pyrczis'enéié. de un.

anillo aromdtico 1,4-disustituido. Integrando esta deduécig‘) bh',elf friém#ﬁto

B B’
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La diferenciacion entre la estructura B (flavonoide) o B' (isoflavonoide) se lleva a cabo
al compmﬁr los desplazamientos quimicos ael miarogeno dei anilio A. Los atomos H-2 v
C-2 de los isoflavonoides formononetina y afrormosina presentan desplazamientos
quimicos a campo mads bajo (8); 8.07, 8¢ 153.1 y 8y 8.32, 8¢ 152.8, respectivamente)
con respecto a los atomos H-3 y C-3 de los flavonoides 3°,4°,7-trihidroxi-flavona 'y
tricina (8;; 6.60, 8¢ 105.0 y 8y; 6.98, 8¢ 104.9, respectivamente) [99-101].

En cl espectro de RMN 'H de la substancia aislada de 4. panamense se observa-una
sefial singulete en 8;; 8.28 (integra para 1 protén) y en RMN 3¢ se observa una séﬁal en
8¢ 152.66 (carbono de metino), por lo que se establece un esqueleto estructural _&: tipo

isoflavonoide (véasc la figura 5).

Adicionalmente, en ¢l espectro de RMN 'H se observa una sefial singulcte cn 6 3.80 que
integra para tres protoncs y que por su desplazamiento quimico debe ser un metilo
unido a oxigeno. Para deducir la ubicacién del metoxilo (8y 3.80) en C-7 (anillo B) o en
C-4' (anillo C) del esquelcto de isoflavonoide, se recurrié al andlisis del espectro de
masas. Al considerar el metoxilo en C-4', ¢l mecanismo de fragmentacién por retro-
Diels-Alder [102] generara un fragmento en m/z 132 y otro fragmento en m/z 136. Lo
observable cn ¢l espectro de masas son csos fragmentos con abundancias relativas de
41% y 12%, respectivamente (véase esquema 6).
HO. O+
— X
mwz. 136 %O

M

OCH;,

m/z 268

mz 132
Esquema 6. Mecanismo de fragmentacién por retro-Diels-Alder de 94.
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Por lo anterior. se establece la estructura 7-hidroxi~4’-metoxi -1sotlavona (94).

Este compuesto sé ha aislado anteriormente de Baptisia australis (Leguminosae) y se
denominé ~formononetina - [83]. La comparacién de las propicdades fisicas y
espectroscépicas con las informadas en la literatura establecen la identidad de ambas

substancias.

Estudio quimico de J. curcas

8.3. Acido graso insaturado

Del extracto aceténico de las semillas de J. curcas (véase parte experimental) se aislé
un aceitc amarillo, el cual fue identificado como un 4cido graso de cadena
hidrocarbonada insaturada. En el espectro de IR se observan bandas de absorcién a 3517
em™ para grupo hidroxilo, a 2927 y 2855 cm’' para vibraciones carbono carbono de
metinos y metilenos, y a 1708 cm™ para grupo carbonilo. En el espectro de RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) se observan: una seilal miltiple centrada en 8 5.35 que integra para
dos hidrégenos y que por su desplazamicnto quimico a campo bajo corresponde a
protones vinilicos (H-a), una sciial en & 2.35 que integra para dos hidrégenos
correspondientes a metileno - a grupo carbonilo (H-b), una seiial multiplete centrada
en & 2.02 que integra para dos protones alilicos (H-¢), una sefial multiplete centrada en &
1.63 correspondiente a dos protones de metileno B- a grupo carbonilo (H-c), una sefial
doblete centrada en 6 1.26 que integra para 22 hidrégenos que corresponden a los
metilenos de la cadena alifatica (H-d), y una sefial triplete centrada en & 0.88 que integra
para tres hidrégenos y que corresponde al metilo terminal (H-f) de la cadena alifatica.
La informacién anterior permite establecer la estructura de un acido graso insaturado
(95), en el cual no se determiné la longitud de la cadena hidrocarbonada ni el mimero de

insaturaciones [84).
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8.4. Triacilglicérido A

Del extracto aceténico de las semillas de Jatropha curcas se obtuvo un aceite amarillo
como constituyente mayoritario (véase la parte experimental), El espectro de RMN 'H
(300 MHz, CDCls, espectro 10) de este compuesto, muestra una sefial multiple en el
intervalo de & 5.37-5.32 con una integraciéon para 12 hidrégenos, que por su
desplazamiento pueden asignarse a protones vinilicos. Estan presentes dos sefiales
dobles de doble, centradas en 6 4.29 y 4.14 quc integran para dos protones cada una, los
cuales son geminales a oxigeno. Las constantes de acoplamiento para la seiial en 8 4.29
(12.0 y 4.4 Hz), corresponden a un acoplamiento geminal entre los protones Hb y He, y
a un acoplamiento de Hb con Ha, respectivamente (véase figura 4). Las constantes de
acoplamiento para la sciial doble de dable en & 4.14 (12.6 y 6.0 Hz), estédn de acuerdo
con cl acoplamiento geminal entre Hb y He e indican un acoplamiento entre He y Ha,

correspondientes a un fragmento de triacilglicérido como se muestra en la figura 6.

Figura 6.
Fragmento de triacilglicérido.

En 8 2.77 se observa una sefal triple que integra para seis hidrégenos, asignables a
protones doblemente alilicos. La sefial doble de doble centrada en & 2.04 que integra
para doce hidrégenos sc asigna a los protones alilicos del fragmento anterior. En & 2.31
sc encuentra una sefial triple que inlegra para scis protones asignables, por su
desplazamiento quimico, a tres metilenos vecinos a carbonilo de éster. Lo descrito

arriba, proporciona evidencia de la presencia del fragmento mostrado en la figura 7.
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5277 5204 Figura7. -
H H, H Protones “alilicos,
doblemente alilicos y
H HH 1] v
$5.37-5.32 a- a carbonilo

Adicionalmente, se observan: una sefal multiplc en 8 1.61 que integra para seis
protones correspondientes a hidrégenos en posicién P al carbonilo, dos sefiales sencillas
entre 8 1.10 y 1.30 quc integran para 44 protones asignados a 22 metilenos de los
residuos de 4cidos grasos, y por iltimo, una sefial miltiple en & 0.89 que integra para
nueve protones que corresponden a tres metilos terminales de las cadenas de los

residuos de dcidos grasos.
La integracién de la informacién anteriormente descrita, permite deducir la estructura

para el triacilglicérido A (96) [84] en donde la ubicacién especifica de las cadenas

hidrocarbonadas insaturadas C-1, C-2 o C-3 no esta definida.

i O Hp He o~
M Ao LR
n 5 b
ha aaa ° Ha R T s
HS o)‘\/\f*r,h*/\—:/\'s*

Anflisis quimico de T. diversifolia

8.5. f-trans-caroteno

De la fraccién A (véase parte experimental) del extracto de diclorometano de T.
diversifolia se aislé un accite rojo con olor caracteristico a pino. En el espectro de RMN
'H (espectro 14, 300 MHz, CDCl,) se observa el perfil de sefiales caracteristicas de un
carotenoide {87, 89]. En particular, se observan sefiales comprendidas entre § 6.03 y &
6.69 que integran para 14 hidrogenos, que por su desplazamiento quimico corresponden
a los protones vinilicos de la cadena del polieno. Se observa una sefial doblete (2H, J =
14.0, H-7/H-7") centrada en 8 6.66 que correlaciona, en la modalidad COSY, con la
sciial doblete (2H, J = 15.0, H-8/H-8") centrada en 6 6.34 sugiricndo una orientacién
trans de cstos protones vinilicos. También, se observan sefiales comprendidas entre 8§
1.03 y 2.02 que corresponden a metilenos y metilos del carotenoide. En la modalidad

COSY se observan las correlaciones entre los protones correspondientes a H-4/H-4’
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(4H, m) en & 2.02 con los protones H-3/H-3" (4H. m)en d 1.61. ¥ de esta uluma senal

con la sefal multiple correspondiente a los protones H-2/H-2’ (4H) en: 6 1 46 En el
espectro de RMN B¢ (75 MHz, CDCls, espectro 15) y en el cxpenmenlo DEPT se
observan seiiales entre 8 125 y 138 ppm correspondientes a ]os,ga;bgnos mc;mps
olefinicos, C-6 (5 137.92), C-8 (5 137.77), C-12 (5 137.23), C-13 (8 1’;‘35.47), c-9 (5
136.02), C-14 (5 132.37), C-10 (5 130.84), C-15 (5 129.99), C-s ¢ 1‘279.38). C-7(
126.65), C-11 (8 125.00). Por otro lado, a campo alto se obsei'vaﬁ 7 sefiales entre 3
12.00 y 40.00 ppm correspondientes a 3 metilenos: C-2 (8 39.65), C-4 (5 33.11), C-3 (8
19.26); y a S metilos: C-16/C-17 (& 28.97), C-18 (8 21.75), C-19 (5 12.80), C-20
(812.75). La comparacién de cstos datos con los informados en la literatura [87]
permiten confirmar que el aceite rojo posce la estructura del 3-trans-caroteno (101),
cuyas asignaciones de las sciiales del espectro de RMN 'H y 1C del carotenoide fueron
determinadas mediante las correlaciones heteronucleares 'H-">C del carotenoide por
Wernly y colaboradores [89], estableciéndose la orientacion trans de la cadena de

policno.

8.6. Acido graso

De la fraccidn D del extracto de diclorometano de 7. diversifolia (véase parte
cxperimental) se aisl6 un sélido blanco de consistencia cerosa y punto de fusién 45 °C.
El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) muestra una sciial triplete en 8 2.35 que
integra para dos hidrégenos a- a un grupo carbonilo, una seiial multiplete en 8 1.64 que
integra para dos hidrégenos - a carbonilo, una sefial ancha en & 1.26 correspondiente a
los hidrégenos metilénicos (que integra para ca. 18 hidrégenos) y una seiial triplete en
0.89 que integra para tres hidrogenos correspondientes al metilo final de la cadena
alifitica del 4cido graso. La integracién dc los datos anteriores y la comparacién con los
datos informados para cl acido tetradecanoico y #cido laurico (44°C) [92] permiten

establecer la estructura de un acido graso saturado, en la cual no se determiné el nimero
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8.7. Tagitinina A

De la fraccién G de la cromatografia del extracio de diclorometano de 7. diversifolia

(ver parte experimental) se obtuvo un sélido amorfo blanco de pf 172-174°C.-La
férmula molecular CyoH2307 fue deducida del anilisis del espectro de masas (IE, 70 eV,
espectro 27), ¢l cual muestra un ién molecular en m/z 369 (M* + H]. Los datos
espectroscopicos de RMN 'H (espectro 23, 24) y RMN BC (espectro 25, 26) fucron
muy similares a los reportados para la tirotundina (73) aislada de Tithonia rotundifolia
[67] y para la tagitinina A (55) aislada de Tithonia diversifolia [61]. En el espectro de
IR (espectro 22) se observan bandas de absorcién a 3606 y 3495 cm™, lo que sugiere la
presencia de uno o mas hidroxilos. Ademas, sc observan las sefiales caracteristicas de
una y-lactona a,f-insaturada a 1756 y 1663 cm”, y una seiial a 1736 cm’
correspondiente a un carbonilo de éster. La presencia de un fragmento a-metilen-y-
lactona puede ser corroborada mediante ¢l andlisis de los datos espectroscdpicos de
RMN 'H (300 MHz, CDClI3, espectro 23). Se observa un par de dobletes centrados en 8§
6.27 (J = 3.6 Hz) y en & 5.54 (J = 3.3 Hz), que corresponden a los protones del metileno
exociclico conjugado con la y-lactona. Los datos espectroscépicos descritos permiten
suponer la presencia de una lactona sesquiterpénica con 6 grados de insaturacién, de los
cuales tres sc atribuyen a la presencia de una y-lactona-a,B-insaturada.

En cl experimento COSY sc observa que los protones a-metilénicos correlacionan con
la sefial doble de doble de doble (1H, J = 2.7, 6.6, 9.9 Hz) centrada en & 4.08, asignable
al protén alilico (H-7). Este hidrégeno correlaciona con una seilal doble de doble de
doble (J = 1.8, 6.6, 10.2 Hz) centrada en & 4.57 que integra para un hidrégeno, y que por
su desplazamiento quimico a campo bajo debe estar geminal al oxigeno etéreo de la y-

lactona (H-6). Con csta informacidn se puedec cstablecer ¢l fragmento estructural A.
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El protén alilico H-7 correlaciona (en la modalidad COSY) con una sefial mitltiple (J =
2.7, 5.4, 8.4 Hz) centrada en & 5.58 que integra para un hidrégeno (H-8) y qhe por su
despln;nmiento quimico a campo bajo debe estar geminal a un grupo éster. La sciial
nsignéda a H-8 correlaciona con los hidrégenos diasterotépicos de un metileno, los
cuales resuenan en & 1.96 (1H, dd, ] = 5.5, 13.5, H-9a) y en & 1.82 (1H, dd, J = 9.0,
13.5, H-9b). Por otro lado, el hidrégeno H-6 correlaciona con una sefial miiltiple
centrada en & 2.08 (m, H-5a, H-5b) que integra para cuatro protones, dos de los cuales
se asignan al metileno de la posicion 5. Por las corrclaciones observadas en la
modalidad COSY del espectro de RMN 'H puede establecerse que uno de los dos
protones no asignados de la sefial miltiple en & 2.08 correlaciona con una sefial doblete
(3H, J = 6.6) centrada en & 1.11 que integra para tres hidrégenos y puede ser asignada,
por lo tanto, a un metilo geminal al protén (H-4), el cual es caracteristico de lactonas
sesquiterpénicas saturadas en el enlace C-4/C-5 como la tirotundina [67]. Lo anterior

permite extender ¢l fragmento estructural A a B.

Es pertinente considerar que el proton alilico (H-7) presenta un desplazamiento quimico
inusual a campo bajo (8 4.07), lo cual es caracteristico de germacranélidas con un éter
entre los carbonos C-3 y C-10, ya que la cercania de este oxigeno con H-7 provoca su
desproteccion como ocurre en la zexbrevina [103] y la woodhousina [104]). De acuerdo
con esta observacion, sc establece que esta substancia presentc una estructura de

tetrahidrofuranogermacrandlida analoga a la tirotundina [67]. En el espcctro de RMN
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BC (75 MHz. CDCly) se observa una seial en 6 105.73 que es caractenisuca de un
Vcariraono um&o a dos atomos de oxigeno (C-3} v una sefal en 6 &i.40 de un carbono
unido a oxigeno (C-10), asi como de una seiial en 8 24.99 de un metilo (8;; 1.44, 3H, s,
CH;-C-10) que por su desplazamiento quimico debe estar geminal a oxigeno. La
cercanfa entrc H-7 y ¢l oxigeno pucnte C(3)-O-C(10) establece la extensién del

fragmento estructural B a la estructura parcial C.

Adicionalmente, en el espectro de 'H se observa una seiial doble de doble (1H,J =175,
9.3, H-1) centrada en 8§ 4.25, que por su desplazamiento quimico a campo bajo debe
estar geminal a un grupo hidroxilo, similar a la estructura de la tagitinina A (55) [61].
La sefial asignada a H-1 correlaciona, cn la modalidad COSY, con una sefial miltiple
centrada en & 2.08 (H-2b) y con otra sefial multiple en 8 2.44, la cual integra para dos
hidrégenos, uno correspondiente a H-2a; mientras que el otro hidrégeno (asignable a H-
2') correlaciona (en el experimento COSY) con las 2 sefiales doblete centradas en 8
1.08 (J2:3-= 6.9 Hz, H-3") y 6 1.06 y (J2-4» = 6.9 Hz, H-4’), las cuales integran para trcs
hidrégenos cada una. Estas sciiales son caracteristicas de un fragmento estructural de
isobutirato comprobable cn el espectro de masas por la presencia de los picos m/z 43, 71
y 88, atribuibles a los fragmentos: [CsH;0"*], [*C3H7] y [C4HgO1"*], respectivamente.

Los datos observados en el espectro de RMN 'H para esta substancia, presentan una
notable similitud con los datos reportados para Ia tagitinina A (55) [61]}, la comparacién

de ambos se describen en la tabla 7.
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Tabla 7. Datos de RMN 'H para 55.

Asignacion | 557 R 55°¢ 55°
o V Sy By Sy

H-la 3.25dd (7.5,93) 4.18ddd (4.5,78,9.3) 4.3 m

H2a 2.08m 204m (6.3, 129) 200 m

H-2B 244m 237dd (9.0, 13.8) 244m

H-48 .  2.08m 217dd (24,87 2.10m

H-5a 2.08m 209m (84, 10.2) 2.10m

H-5p 2.08m 170dd (1.5, 12.9) 2.10m -

H-6p 4.57ddd (1.8,66,102) 4.57ddd (1.5,63,10.2)  4.55ddd (3.0, 7.0, 9.0)
H-7at 4.08ddd (2.7,66,9.9) 405m  (3.3,63) 399 m

H-8at 5.58ddd (2.7,54,84) S6lm  (3.0,57,9.9)  5.59ddd (1.5, 50, 8.0)
H-9% 1.96dd (5.7, 14.0) 193dd (5.7, 14.4) 1.95dd (5.0, 13,0)
H-98 1.82m (9.0,129) 183dd (111, 14.7) 1.81dd (8.0,13.0)
H-13a 6.27d  (3.6) 609d  (3.3) 625d (3.5)

H-13b 554d  (3.3) 560d  (3.0) - . 553d  (3.0)

H-14 144 1395 1435

H-15 LI1ld  (6.6) 106d  (6.6) Li1d  (6.5)

H-2' 244m 245 sep 2.44m

H-3* 1.08d (6.9) 104d (6.9 1.07d  (7.0)

H4 1.06d  (6.9) 101d  (69) 1.04d  (7.0)

Datos experimentales, RMN 'H, 300 MHz, *CDCI; y * CD,COCD;. *Datos reportados, RMN 'H, 300
MHz, CDCl; [61]. Multiplicidad: doblete (d), doble de doble (dd), doble de doble dec doble (ddd),
multiplete (m), scptupl (sep), singul (s). Cc de plamiento (Hz) en paréntesis,

Desplazamientos quimico en ppm relativo a Me,Si. *En 6 4.32 (HO-Cl,d, ] =4.8) y en 8 4.75 (HO-C3, s)

La comparacién de los datos espectroscopicos de la tabla 7 permite establecer la
identidad de esta substancia como tagitinina A (55), cuya estercoquimica relativa fue

determinada por Sharma y colaboradores [61] como se describe a continuacién.
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En 2 representacion estructural 55 ‘el enlace C(777)-C7( 1 1) posee la orientacion - en
comparacion con lactonas sesqunerperﬁcas de - este up&. a las éuaies ge ies ha
determinado la estercoquimica absolutaﬂ estableciéndose la misma configuracién en
C(7). La estereoquimica dc la fusién de la y-lactona se estableci6 considerando ¢l valor
de la constante de acoplamiento de los protones del metileno exociclico con el protén
alilico H-7, ya que J7,13 es mayor de 3Hz y la J;6 es ca. a 10 Hz, lo que sugiere que la
orientacién de H-6 es B3-, de acuerdo a la regla de Samek [105, 106]. Por otro lado, la
disposicién estereoquimica cis de H-8 con respecto a H-7 fue deducida de la magnitud
de la constante de acoplamiento (Jg7=2.7 Hz), que es pequefia, en comparacién con
furanogermacrélidas a-esterificadas. Asi, la configuracién R de C(10) y C(3) sc deduce
porque cl oxigeno puente C(3)-O-C(10) se orienta hacia la cara a- del macrociclo
quedando cn cercania espacial con H(7) y generando su desplazamiento quimico
inusual, tal como ocurre en la zexbrevina y la tirotundina [103, 67].

Por otro lado, la estereoquimica o del metilo unido al C-4 (estereoquimica S) fue
establecida mediante anilisis cristalografico del derivado deshidratado (A™'°) de 1a
tagitinina A (55) [107]. o B
La estereoquimica a- del hidroxilo secundario en C-1 dela tagitini‘nui(ssb)rf‘l‘le" propuesta
de acuerdo al resultado de la aplicacién del método empiriéo' de Horeau[108,109], en
el cual se lleva a cabo la formacién (estreocspecifica) del éster éqn la mezk:lai fﬁcéhica
del anhidrido (£)-a-fenilbutirico. De esta reaccidén se obtuvo. como acido residual (-)-
(R)-a-fenilbutirico (41.8 % de rendimiento dptico), de lo que se dedujoy que el C(1)
posce la estcreoquimica S, es decir, el hidroxilo se orienta a-. Sin embargo,‘ esta
deduccion constituye una excepcién a la regla de Horeau, como se describe a
continuacion.

En cl presente trabajo se corrigié la estereoquimica relativa del C-1 de la tagitinina A
(55) después de haber analizado el experimento NOESY (espectro 32) del derivado
acctilado 60 (véasc detalles en la pagina 64). En este espectro el metilo 14 (con
oricntacién a-) interacciona con los hidrégenos de las posiciones 8a, 7a y con H(1).
Asi, la interaccion con el hidrégeno de la posicion 1 solo es posible si este se encucntra
en orientacién o- y si el equilibrio conformacional de! tetrahidrofurano se mantiene por
por cl arreglo conformacional del anillo medio de nueve miembros, en ¢l que sc observa
interaccidn cspacial del hidrégeno H-9B con H-6p (véasc 55°). Consccuentemente la

correccién estructural consistié en cambiar la orientacion a- del grupo hidroxilo
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establecida por Sharma y colaboradores [61] a la configuracion {-hidroxilo de la

representacion estructural (55°).

La estereoquimica de la tagitinina A fue confirmada de manera inambigua mediante cl
andlisis por difraccién de rayos X de un prisma de esta substancia (véase anexo 1).
Estos resultados evidencian que ¢l método empirico de Horecau [108] en la
determinacién de la estercoquimica relativa de alcoholes quirales tiene excepciones, y el

caso de la tagitinina A constituye una de ellas

8.8. 1B-Acetiltagitinina A

La tagitinina A (55) fue acctilada mediante el procedimiento usual, obteniéndose el
derivado correspondientc con caracteristicas espectroscépicas muy similares a las
informadas para la acetiltagitinina A (60), aislada como producto natural de Tithonia
diversifolia [62). Las asignaciones espectroscopicas se describen a continuacion.

El espectro de RMN 'H (espectro 34, 500 MHz, CDCls) muestra sefiales para un grupo
metilo secundario (3H, d, ]=6.5 Hz, H-15) y uno terciario (3H, s, H-14) en § 1.12 y &
1.48, respectivamente; para un metilo de grupo acetoxi (3H, s, H-2"") en & 2.08; un
grupo isobutiroiloxi en 8 1.06 (3H, d, J=7.0 Hz, H-3"), § 1.09 (3H, d, J=7.0 Hz, H-4") y
6 2.46 (1H, sep, 2%); las sciales caracteristicas de a-metilen-y-lactona mostrando dos
dobletes en & 5.53 y & 6.25 con constantes de acoplamiento de 2.5 y 3.5 Hz,
respectivamente; y el proton alilico H-7 en § 4.06 como una sefial doble de doble de
doble (J = 3.0, 6.5, 9.5 Hz) que presenta el desplazamiento quimico a campo bajo por el

efecto de su cercania con el oxigeno del tetrahidrofurano. Ademas se observan sefiales
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para tres metinos umidos a oxigeno en ¢ .50 ddd. J=2.u. 7.0, 1i.u. H-0). 0 5.00 (g,
J=0.3.9.5. H-1) y 6 5.00 (ddd, H-8. j= 2.5. 5.5. 1u.5 Hz). '

En el espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCl,, espectro 35) y en cl experimento DEPT
se observan sciiales que confirman la presencia de un metilo (§ 25.43, CH3-C=0) y de
un carbono carbonilo (& 170.14) del grupo acctoxi. Ademds se observan seilales para
cuatro metilos (CH3-C-10, & 20.92; C-15, & 19.22; C-3’, 6 18.68; C-4", & 18.37); scis
metinos (C-6, § 80.99; C-1, 6 79.13; C-8, 6 69.14; C-7, & 47.82; C-4, & 43.72; C-2°, &
34.01); cuatro metilenos, uno exociclico conjugado con la y-lactona; tres carbonos
cuaternarios, dos que reafirman la presencia de la funcién hemicetal (C-3, 6 106.37; C-
10, & 80.81) y C-11 (8 136.76) del anillo de lactona; y dos carbonos de éster (C-12, 8
169.20; C-1°, 8 176.19).

Los datos espectroscépicos que cstablecen la estereoquimica trans del anillo de lactona,
la orientacién f- del éster isobutiroloxi y la estereoquimica de los carbonos C-3 y C-10
de csta substancia acctilada, estian en acuerdo con lo descrito para la tagitinina A (55).

El andlisis de los datos observados cn el experimento NOESY (espectro 39) permitié
establecer la configuracién relativa de este compuesto. En el espectro se observan las
interacciones entre ¢l metilo 14 (orientado en alfa) y los hidrégenos de las posiciones
la, 8a y 7et, lo cual indica que en la posicién | se encuentra un grupo acetoxi orientado
en f3- y cl hidrégeno en a-. También, se observan las interacciones entre H-68 y H-9(,
que son diagnésticas de una cercania cspacial cntre ambos hidrégenos. Los datos

observados en el experimento NOESY son detallados en la tabla 8.
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Tabla 8. Datos de RMN para 60'.

Asignacion 60"

Sp NOESY
H-la 5.06dd (6.5,9.5) 2a, 14
H-2a 2.57dd (9.5, 14.5) la, 2B
H-2p 2.11dd (6.5, 14.5) 2a
H-4p 2.09m 5B, 6B, 15
H-5a 2,11dd (6.5, 14.5) 5B, 7a, 15
H-5p 1.88dd (2.0, 13.5) Sa, 68
H-6 4.56 ddd (2.0, 7.0, 11.0) 4B, 5p. 98
H-7a 4.01m (3.0,6.5,9.5) 5a, 6B, 8a, 14
H-8a 5.60m 7a, 9a, 14
H-9a 1.83dd (6.5, 14.0) 8a
H-9p 1.85dd (8.5, 14.0) 6p
H-13a 625d (3.5) 13b
H-13b 5.53d (2.5 13a
H-14 148s la, 7a, 8a
H-15 1.12d  (6.5) Sa
H-2® 2.46 sep 3,4
H-3' 1.09d (7.0 2"
H4' 1.06d (7.0) 2"
H2' (AcO) 2.08s

‘Datos experimentales, RMN 'H, 500 MHz, CDCl;. C

(Hz) en par

de acopl

Desplazamientos quimico en ppm relativo a Me,Si.

Los resultados anteriores cstablecen que el hidrégeno- en la posicién 1 se encuentra
orientado a-, lo que permite cambiar la estereoquimica reportada para el compuesto 1o~
acetiltagitinina A [62] a la representacién estructural 1B-acetiltagitinina A (60°), de

acuerdo al an4lisis cristalografico de tagitinina A (55°).

Estructura corregida de acetiltagitinina A 60°
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8.9. Comparacion de la representacion estructural de tagitinina A v 2o-

hidroxitirotundina

Recientemente se informd en la literatura [110] un compuesto, 2a-hidroxitirotundina
(103), con un peso molecular igual quc el propuesto para el compuesto que sc identificé
como ftagitinina A (50°) en la presente investigacién. Cabe mencionar que la
representacion estructural informada (103) es ambigua, ya que no es consistente con la
descripcion del andlisis del experimento NOESY, cuyas interacciones relevantes se

muestran en la figura 8.

Fig 8. Interacciones NOESY relevantes de 103 informados en la literatura [110].
En dicha representacién, ¢l metilo 14 unido a C-10 se orienta hacia la cara B del
macrociclo gencrando una estercoquimica S en C-10, lo cual permitiria observar
interacciones con H-2f y con H-1p, pero no se podrian apreciar las interacciones del
metilo 14 con H-8a, H-7a y con H-la, lo que resulta incongruente con los datos
espectroscopicos reportados. Adicionalmente, se reporta una interaccion de H-4p con
H-1B, lo cual puede ser dificil de apreciar dada la distancia que existiria entre ambos
protoncs, como consecuencia del arreglo conformacional del compucsto. Por lo tanto, se
deduce que la estructura de la figura 8, requiere reformularse.
El anilisis de los resultados informados para el compuesto 103 [110) permiten deducir
la estructura representada en la figura 9, donde ¢l metilo 14 se encuentra orientado en a-
generando la cstercoquimica R de C-10. Este arreglo cstd de acuerdo con las
interacciones observadas en el espectro NOESY de los hidrdgenos del metilo 14 con los
protones H-1o, H-8x, H-7a. Ademas, el desplazamicnto quimico a campo bajo de H-7
(8 4.19) es caracteristico de su cercania con el oxigeno del tetrahidrofurano (discutido
para la tagitinina A (55°), lo que confirma su oricntacién hacia la cara o del macrociclo

(véase la figura 9).
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Figura 9. Representacién estructural de 2o-hidroxitirotundina 103
La representacién estructural propuesta para 2c-hidroxitirotundina (figura 9) ticne
mayor concordancia con los resultados reportados [110] y por otro lado, la
cstereoquimica de esta substancia estd de acuerdo con la estereoquimica absoluta
determinada por difraccidén de rayos X para furanoheliangdlidas andlogas como: la

zexbrevina y la tirotundina (73) [91-92].
9.0. Tagitinina C

De la fraccidn F se obtuvo un sélido blanco de punto de fusién 138-144 °C, El espectro
de masas (IE, 70 cV, espectro 21) indica la férmula molecular Cy9H240¢ con el i6n
molecular m/z 349 [M* + H). Los datos espectrocépicos de RMN 'H (300 MHz, CDCl;,
espectro 19), de RMN 3¢ (300 MHz, CDCl; espectro 20) y los ocho grados de
insaturacién calculados para la férmula molecular propuesta, presentan una notable
similitud con los informados para la tagitinina C (59) aislada de Tithonia diversifolia
[61]. El espectro de IR (espectro 18) muestra absorciones a 3604 y 3467 cm” para
grupo hidroxilo, a 1732 cm™ para carbonilo de éster y a 1769 y 1657 cm™ para y-
lactona-a,B-insaturada. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;, espectro 19) se
puede confimmar el fragmento estructural y-lactona-a,B-insaturada por la presencia de
dos sefiales dobletes en § 6.35 (J = 1.7 Hz) y  5.80 (J = 1.7 Hz) correspondientes a los
hidrégenos del metileno exociclico.

En ¢l experimento COSY se observa que los protones vinilicos del metileno exociclico
correlacionan con la seital doble de doble de doble (1H, J = 1.8, 3.6, 6.9 Hz) centrada en
8 3.54 del protén alilico (H-7) al doble enlace exociclico. Por otro lado, el protén alilico
(H-7) correlaciona con una seiial doblete de doblete (1H, J = 2.3, 9.1 Hz) centrada en &

5.40 que integra para un hidrégeno (H-6) y que por su desplazamiento quimico a campo
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bajo debe estar en posicion alilica a un doble enlace. us1 como gemunal al oxigeno etereo
de la y-lactona. El hidrogeno H-6 correlaciona (en 1a modaiidad COS7) con una senai
doblete cuarteteado (1H, J = 9.0, 1.5 Hz) centrada en & 5.86, la cual corresponde al
hidrégeno vinilico (H-5) acoplado (J = 1.5 Hz) cis a una sciial doblete (3H, H-15) en 8
1.95. Asi, se establece la presencia de una olefina trisustituida, la cual se confirma por
las sefiales correspondientes en el espectro de RMN '>C observadas en 8 138.92 (C-4), 5

137.13 (C-5) y & 19,66 (C-15), estableciéndose ¢l fragmento estructural de la figura 10.

Figura 10. Fragmento estructural -

Los valores de las constantes de acoplamiento entre H-5 y H- 6,-H- 6 'y H-7, H-7 y H-
13a,b definen la estereoquimica mostrada en el fragmento de la ﬁgura 10, considerando
una heliangélida (A**-cis) y la fusién trans de la Iactona,,de acuerdo a la regla de
Samek [105] modificada por Herz [111].

Por otra parte, ¢l protdn alilico H-7 correlaciona con una sefial doble de doble de doble
centrada en § 5.35 (1H, J = 3.4, 6.3, 9.8 H-8) que por su desplazamiento quimico a
campo bajo debe estar geminal a un éster. Ademas, la sefial asignada a H-8 correlaciona
con dos sefiales dobletes de doblete centradas en & 2.46 (1H, J = 6.0, 14.0, H-9a) yen &
2.01 (IH, ) = 4.0, 13.0, H-9b) lo que permitc extender el fragmento estructural de la
figura 10 a la estructura parcial de la figura 11. Los valores de las constantes de
acoplamiento Jg = 3.0 Hz y Jg 9 = 6.0 Hz son consistentes con la orientacién a- de H-8,

similar a lo descrito para la tagitinina A (55°) obtenida en la presente investigacion,

[0}
Figura 11. Estructura parcial
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El fragmento de isobutirato unido a C-8 fue deducido por la presencia en el espectro de
RMN 'H de una sefal septuplete centrada en & 2.26 (H-2') que imtegra para un
hidrégeno y que correlaciona (COSY) con dos sciiales dobletes centradas en 8 1.07 (J =
7.0 Hz, H-3") y & 1.05 (J = 7.0 Hz, H-4"), las cuales integran para tres hidrégenos cada
una. La presencia del isobutirato se confirma por la presencia de los fragmentos m/z 71
(100%) [*"OCCH(CHs),] y 43 (98%) [*CH(CHs);] en el espectro de masas.

En el espectro de RMN 'H estan presentes dos seiiales dobletes (8 6.91 y & 6.24) con
una conslante de acoplamiento de 17 Hz, caracteristica de un sistema de hidrégenos
vinilicos en disposicién trans, correspondicntes al doble enlace A'?. Ademis sc observa
una seiial singulete en & 1.53 (H-14) quc integra para tres hidrégenos y que por su
desplazamiento quimico corresponde a un metilo unido a un carbono unido a oxigeno.
La comparacién con los datos fisicos y espectroscépicos informados para la tagitinina C

(59) [61), permiten establecer su identidad.

9.1, Tagitinina F

De la fraccién E del extracto de diclorometano de Titthonia diversifolia, se obtuvo un
sélido blanco (véase parte cxperimental) que presenta caracteristicas espectroscépicas
en RMN 'H (300 MHz, CDCl;, espectro 17) muy similares a las informadas para la
tagitinina C (59) y la tagitinina F (58), aisladas de Tithonia diversifolia [61]. En el
espectro de RMN 'H sc observan las dos sefiales dobletes en § 6.31 (H-13a,J = 2.4 Hz)
y 5.69 (H-13b, J = 2.1 Hz) correspondientes a los protones del metileno exociclico
conjugado con la y-lactona. Por otra parte, sc observan las sefiales correspondientes a la
olefina trisustituida (figura 10), es decir, una sefial doblete cuarteteada centrada en &
5.92 (J =84, 1.5 Hz, H-5), un doblete centrado en 8 1.94 (d, J = 1.5 Hz, CHj-15) y un
doble de doble (dd, J = 1.5, 7.5 Hz, H-6) en § 5.68. Los valores de las constantes de

acoplamiento entre los protones del metileno exociclico y el protén alilico H-7 (8 3.43,
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m. J = 2.7 Hz) son menores de 3 Hz: lo anterior nunééq alos ir'alrrqxr-esrde las constantes
de acoplamiento Jso = 7.0 Hz y Jo7 = 1.5 Hz eétabléégm que la estereoquimica relativa
de! anillo lacténico es frans y que cl doble enlace A*® tiené la disposicion cis, en
concordancia a lo descrito para la tagitinina C (59) en cl presente trabajo.

Por otro lado, s¢ observa un sistema AB en 56.33 (J =6.0 Hz, H-1) yen 3 5.82 (J = 6.0
Hz, H-2) que corresponden a los hidrégenos vinilicos H-1 y H-2, con disposicion cis.
También, sc observa la sefial singulete en 8 1.41 del metilo (3H, s, (14) CH3) que csta
geminal al oxigeno puente C(3)-0O-C(10) del anillo de dihidrofurano, el cual origina el
desplazamiento quimico inusual de H-7 (8 3.43) de manera similar a lo descrito para la
tagitinina A (55°).

La seiial correspondiente al hidrégeno H-8 se observa en 8 5.08 (t, J= 3.3 Hz) que por
su desplazamiento quimico se encuentra geminal al éster identificado como isobutirato,
por la evidencia de la sefial septuplete en & 2.51 (H-2') que integra para un hidrégeno y
dos sefiales dobletes centradas en 6 1.13 (J = 6.9 Hz) y en 1.12 (J = 6.9 Hz), las cuales
intcgran para tres hidrégenos cada una. Se deduce que la orientacién del isobutirato en
cl carbono C-8 cs -, porque no sc observa la constante de acoplamiento J75, lo cual
indica un angulo diedro H7-C7-C8-H8 de ca. 90°.

La comparacién de estos datos de RMN 'H con los informados para la tagitinina F (58)
[61] confitman su identidad, cuya estercoquimica absoluta fue establecida por
Chowdhury y colaboradores [112) mediante la conversién fotoquimica de la tagitinina
C (59) en tagitinina F (58). Los resultados obtenidos les permitieron: deducir que la
isomerizacion del doble enlace trans (C-1/C-2) de la tagitinina C al doble enlace cis de
la tagitinina F (inducida por la luz), ocasiona que el hidroxilo unido en C-10 tenga
mayor cercania al carbonilo en C-3, favoreciendo asi, la formacién del hemicetal de la

tagitinina F (58).
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9.2. Bioevaluaciones preliminares

El extracto de diclorometano de las partes aéreas de Tithonia diversifolia_y sus metabolitos
secundarios (la légitinina A (55") y la tagitinina C (59)) fueron evaluados en los siguicntes
bioensayos: (a) toxicidad frente a Artemia salina y (b) actividad anti-inflamatoria inducida

con TPA en la orcja de ratones machos.

La prueba de toxicidad contra A. salina resulta de gran utilidad en el rastreo’ de substancias
bioactivas, por lo que ha sido tomada como una pruebak prelirﬁfnar para establecer si los
compucstos biactivos pueden ser evaluados en otros sistemas bioldgicos in vitro. Asi, se
considera que existe cierta correlacién entre la actividad téxica contra este crusticeo y la
citotoxicidad frente a algunas lineas celulares de tumores sélidos de humano [93]. En el
presente trabajo no se obtuvieron resultados definitivos en la prueba de toxicidad frente a 4.
salina, ya que a dosis altas (> 1000 ppm) mostraron cierta actividad larvicida (> 50%) y
conforme se redujo la dosis (cuartos de logaritmo, 3.00, 2.75, 2.50,...), presentaron baja
actividad tdxica (entre 9 y 0%). En consecuencia, los resultados no pueden someterse a
andlisis estadistico, ya que al menos se necesitan tres valores para graficar la curva dosis-
respuesta que permitiria obtener el valor de 1a DLso, y no se tuvo material disponible para
realizar las repeticiones del bioensayo. Sin embargo, puede inferirse preliminarmente que
55" y 59, asi como el extracto, no muestran toxicidad sobresaliente frente a 4. salina. No
obstante, cs descable ponderar las actividades citotdxicas, ya que recientemente se informé
cn la literatura sobre la actividad citotéxica que presenta la tagitinina C (59) en las células

de cancer de colon humano (Clsp = 0.7 pg/mL}) [110].

Por otro lado, los resultados de la prucba anti-inflamatoria en el edema de oreja de ratén
inducido con TPA, muestran que el extracto de diclorometano (26.64 %) y las tagitininas A
(55") (29.35 %) y C (59) (24.18 %) poseen actividad anti-inflamatoria marginal en
comparacion con la indometacina (66.95 %) usada como firmaco de referencia. Sc ha
propuesto que ¢l TPA induce la biosintesis de cicosanoides (prostaglandinas, leucotricnos)
y que la indometacina inhibe la actividad de la enzima prostaglandina sintasa cncargada de

la biosintesis de prostaglandinas. Debido a que las lactonas evaluadas en este trabajo
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presentaron actividad marginal, en comparacion con la indometacina, no se puede mfenr
sobre ¢l posible mecanismo de accién de éstas, pero si puede proponerse la evaluacién in
vitro de estos compuestos contra ciertas enzimas mediadoras del proceso de inflamacién.
De manera especifica, pucde considerarse la enzima IkB quinasa (IKK) encargada de
fosforilar cl inhibidor kB (IxB) del Factor Nuclear kB (NF-kB), éste tiltimo responsable de

activar la expresién de varios genes involucrados en los procesos de inflamacion [60].

En la literatura se ha informado sobre las actividades bioldgicas que han mostrado algunos
de los compuestos aislados en el presente trabajo y de otros compuestos de estructura
andloga. Por ejemplo, ¢l isoflavonoide formononetina (94) aislado de A. panamense,
mimetiza la actividad estrogénica del 17B-estradiol, y tal vez es debido a esta actividad que
disminuye la incidencia de cincer de pecho en las mujeres que consumen alimentos que
contienen isoflavonoides de este tipo. Por otro lado, sc observo que 94 causo infertilidad en
los borregos y estimuld la produccion de prolactina en las glindulas mamarias de ratén

{113a).

Por ofra parte, se ha evidenciado la actividad antioxidante que presenta el B-trans-caroteno
(101) tanto cn las plantas como en los seres humanos. Es conocido que previene o minimiza
los dafios foto-oxidativos causados por la luz; y los dafios producidos por las especies
oxigeno reactivas, como el anién superdxido, el peréxido de hidrégeno, ¢l radical hidroxilo

[113b].

También ha sido reportado que algunas a-pironas como la yangonina, kavaina y
mctisticing, aisladas de Pipper metisticum (Pipperaceae) modulan la actividad inhibidora de
la neurotransmisién cjercida por el dcido y-aminobutirico (GABA) a nivel de tallo cerebral,
ocasionando cfectos sedantes, anticonvulsivantes, anti-espasmdédicos, relajacién muscular,
estimulacion del sueiio, etc. Es probable que la estiril pirona 13 aislada de 4. panamense, la
cual presenta una estructura similar a la yangonina, module la actividad GABA-érgica; por
lo que scria deseable obtener derivados semisintéticos de 13, evaluarlos en sistema nervioso

central, y establecer su mecanismo de accién [114, 115].
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De la corteza de Acosmium panamense se aislaron y caracterizaron dos compuestos; 7-
hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (94) y 6-(4-hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona (13). Este es
¢l primer informe de la presencia de 94 cn el género Acosmium y de 13 en A
panamense como producto natural, ya que previamente se habia obtenido de la
hidrdlisis 4cida de la panamina [116). }
El andlisis quimico de las semillas de J. curcas resulté en el aislamiento ‘de
triacilglicéridos saturados ¢ insaturados, mezcla de é&cidos ' grasos saturados ]
insaturados y sacarosa. La constitucion quimxca de las semll]as de .l curcas
corrclaciona con ¢l uso alimenticio que poseen. ReCIentemente se mformé sobrc la
presencia de diéstercs de forbol como los consmuyentes mmontanos encl acelte de las
semillas de J. curcas [117]. ; :

A partir de las partes aéreas de T. diversifolia se alslaron B trans-caroleno (101), B-
sitosterol (99), estigmasterol (100) , fcido graso (102), las: hehangéhdas tagitinina A
(55") y F (58), y la germacranélida tagitinina C (59). La p;cééncia de estas tres lactonas
sesquiterpénicas como los metabolitos secundarios de la‘lﬁisma especie fue informada
previamente [61]. i

En ¢l presente trabajo, se corrigié la estereoquimica de la tagitinina A (55°), es decir, la
orientacion a- del hidroxilo de la posicién 1 fue corregida a la orientacién -,
confirmandose de mancra inambigua mediante andlisis cristalografico. Por lo anterior,
la estructura del producto natural 1o-acetiltagitinina A (60) también debe corregirse.

De la prueba de toxicidad frente a Artemia salina puede inferirse preliminarmente que
los compuestos evaluados (55°, 59) no son téxicos. Adicionalmente, la evaluacién de la
actividad anti-inflamatoria muestra que el extracto de diclorometano de las partes
aéreas de T. diversifolia y las lactonas sesquiterpénicas, tagitinina A (55°) y tagitinina C
(59), poseen actividad anti-inflamatoria marginal, lo cual correlaciona con algunos usos
ctnomédicos del vegetal [57] y con su denominacién como amica, que ¢s uno de sus
nombres vulgares, ya que sc conoce que ¢l dmica mexicana (Heterotheca inuloides)

conticne substancias que poscen propicdades anti-inflamatorias [118).
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Espectro 1. Espectro en el UV (MeOH) de 6-(p-Hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona (13)
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Espectro 2. Espectro en el IR (KBr) de 6-(p-Hidroxiestiril)-4-metoxi-2-pirona (13)
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Espectro 3. Espectro de RMN 'H (DMSO, 500 MHz) de 6-(p-Hidroxiestiril}-4-metoxi-2-pirona (13)
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Espectro 6: Espcctrd en el IR (K'B“r)‘de 7-Hidroxi-4’-metoxi-isoflavona
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Espectro 7. Espectro de RMN 'H (DMSO, 300 MHz) de 7-Hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (94)
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Espectro 8. Espectro de RMN "C (DMSO, 75 MHz) de 7-Hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (94)
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Espectro 9. Espectro de masas (IE, 70 eV) de 7-Hidroxi-4’-metoxi-isoflavona (94)
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Espectro 10. Espectro de RMN 'H (CDCly, 300 MHz) de triacilglicérido A (96)
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Espectro 11. Espectro de RMN 'H (CD;0D, 300 MHz) de sacarosé 97
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Espectro 12. Espectro de masas (FAB®, 70 eV) de sacarosa (97)
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Espectro-14. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de B-trans-caroteno (101)
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Espectro 15. Espectro de RMN € (CDCl3, 75 MHz) de p-trans-caroteno (101)

: 13C

X : parts per Million
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Espectro 19. Espectro de RMN ‘H‘ (CDCl;, 300 MHz) de tagitinina C (59)
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Espectro 20. Espectro de RMN °C (CDCls, 75 MHz) de tagitinina C (59)
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Espectro 21. Espectro de masas (IE, 70 V) de tagitinina C (59)
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Espectro 25. Espectro de RMN °C (CDCls, 75 MHz) de tagitinina A (55°)
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ANEXO 1.

Dibujo computarizado del anahsns de rayos Xde lngllmma A5y tablas de los datos

cristalograficos.
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Tabie 1. Crystai data and structure refinement for AGFT.

Identification code
Record Code
Empirical formula
Formula weight
Temperature

" Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size / shape / color
Theta range for data collection
Diffractometer used /Scan Mode
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 24.99°
Absorption correction
Refincment method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-{it on F2

Final R indices [1>2sigma(l))
R indices (all data)

Absolute structure parameter
Largest diff. peak and hole
Solved by

AGFT
RXDGAGFT -
Cio Hze Oy
36841
212)K

<0.71073 A‘
' Orthorhombic

£2,2;2,
a=19.6580(13) A
b=19.9775(13) A
c=20.360(3) A
1961.9(5) A3

4

1,247 g/lem?
0.094 mm!

792

0.40 x 0.20 x 0.18 mm / Prisn/ Colorless

2.00 to 24.99°,

Bruker Smart Apex CCD area detector/ omega scans
-lte=h<=11,-l1<=k <=11, -24<=| <=24

16084

3459 [R(int) = 0.1495]
100.0 %

None

Full-matrix least-squares on 2
3459/0/245

0.902

R1 =0.0523, wR2 = 0.0990
R1=0.0958, wR2 =0.1097
-1.4(16)

0.149 and -0.130 e.A"?

Simon Hemandez-Ortega

a=90°,
B=90°.
y=90°
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Table 2. Atomic coordinates ( x 10*) and equivalent 1sotropic displacement parameters (A°x 103) for AGFT.

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U tensor.

X y z U(cq)
o) 8657(2) 1016(2) -161(1) si(1)
0(2) 10048(3) -304(3) -779(1) 73(1)
o@3) 5358(3) 1008(4) -903(1) 105(1)
0(4) 9225(3) -943(3) 1805(1) 84(1)
ofs) 9695(3) -76(4) 2783(1) 17(1)
0O(6) 5952(2) 958(2) 1507(1) 55(1)
o) 5071(3) 2999(3) 1683(1) 80(1)
() 6806(3) 1078(4) -884(2) 60(1)
Cc(2) 7532(4) -244(4) -972(2) 74(1)
C(3) 8729(4) -251(4) -486(2) 59(1)
C(4) 8663(4) -1410(3) 0(2) 70(1)
C(5) 9418(4) -1164(3) 643(2) 68(1)
c(6) 8553(4) -579(3) 1193(2) 59(1)
(0] 8339(3) 942(3) 1224(1) s0(1)
C(8) 6934(3) 1474(3) 1025(2) 49(1)
C(9) 6410(3) 1125(3) 354(1) 50(1)
C(10) 7300(3) 1585(3) -213(2) 46(1) -
Cc(11) 8680(4) 1264(4) 1928(2) 62(1)
Cc(12) 9258(4) 66(6) 2227(2) 81(1)
Cc(13) 8516(4) 2363(5) 2257(2) 93(1)
Cc(14) 7462(4) 3085(3) -205(2) 65(1)
c(15) 9134(6) -2728(4) -318(2) 117(2)
(1) 5109(4) 1827(5) 1812(2) 61(1)
c@2) 4251(4) 1147(4) 2315(2) 80(1)
c(3) 3735(7) 2077(6) 2817(2) 168(3)
(4" 31217 377 1994(3) 171(3)
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Table 3. Bond lengths [A] and angles [*] for AGFT.

on-C(3) 1.429(4) C(4)-C(5) 1.517(5)
o(1)-C(10) 1.432(3) C(4)-C(15) 1.535(5)
0(2)-C(3) 1.408(4) C(5)-C(6) 1.515(4)
0(3)-C(1) 1.401(4) C(6)-C(7) 1.533(4)
" 0()-C(12) 1.325(5) c(n-c1) 1.505(4)

0(4)-C(6) 1.451(4) C(7)-C(8) 1.513(4)
0(5)-C(12) 1.216(4) C(8)-C(9) 1.496(4)
0(6)-C(1") 1.342(4) C(9)-C(10) 1.510(4)
0(6)-C(8) 1.459(4) C(10)-C(14) 1.505(4)
o(N-c(1") 1.198(4) C(11)-C(13) 1.294(5)
C(1)-C(2) 1.505(5) c(11)-C(12) 1.453(5)
C(1)-C(10) 1.533(4) c(1)-C(2") 1.482(5)
C(2)-C(3) 1.522(4) C(2)-c(3") 1.467(6)
C(3)-C(4) 1.523(5) C(2)-CaY) 1.486(6)
C(3)-0(1)-C(10) 11.2(2) C(11)-C(7)-C(8) 112.2(3)
C(12)-0(4)-C(6) 112.2(3) C(11)-C(7)-C(6) 102.8(3)
C(1-0(6)-C(8) 118.6(3) C(8)-C(7)-C(6) 117.2(3)
O(3)-C(1)-C(2) 114.7(3) 0(6)-C(8)-C(9) 108.2(2)
O(3)-C(1)-C(10) 110.6(3) 0(6)-C(8)-C(7) 106.2(2)
C(2)-C(1)-C(10) 104.5(3) C(9)-C(8)-C(7) 117.8(3)
C(1)-C(2)-C(3) 106.3(3) C(8)-C(9)-C(10) 115.7¢3) -
0(2)-C(3)-0(1) 105.9(3) 0(1)-C(10)-C(14) 107.4(3)
0(2)-C(3)-C(2) 114.3(3) O(1)-C(10)-C(9) 110.12)
O(1)-C(3)-C(2) 105.1(3) C(14)-C(10)-C(9) 110.7(3)
0(2)-C(3)-C(4) 106.6(3) o(1)-C(10)-C(1) 102.72) -
O(1)-C(3)-C(4) 11L7(3) C(14)-C(10)-C(1) 111.73)
C(2)-C(3)-C(4) 113.2(3) C(9)-C(10)-C(1) 113.8(3)
C(5)-C(4)-C(3) 114.7(3) C(13)-C(11)-C(12) 121.8(4)
C(5)-C(4)-C(15) 11.1(3) C(13)-C(11)-C(7) 130.3(4)
C(3)-C(4)-C15) 111.4(3) C(12)-C(11)-C(7) 107.9(4)
C(6)-C(5)-C(4) 115.8(3) O(5)-C(12)-0(4) 121.6(4)
O(4)-C(6)-C(5) 107.0(3) O(5)-C(12)-C(11) 128.3(5)
O(4)-C(6)-C(7) 105.8(3) 0(4)-C(12)-C(11) 110.1(4)
C(5)-C(6)-C(7) 119.1(3) o(7)-C(1H-0(6) 123.2(3)
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Table 4. Amsotropic displacement parameters (A2x 10%) for AGFT,
takes the form: -2n[ h?a*2U, +.. +2hka*b* U, ]

The anisotropic displacement factor exponent

UI 1 UZZ UJ! UZ] UU Ull
o) 4301) s7(1) 52(1) 10(1)
0@2) 60(2) 84(2) 75(2) 18(2)
o) 54(2) 195(3) 67(2) 24(2)
o) 93(2) 93(2) 65(2) " 2a2)
o(s) 111(2) 185(3) 55(2) 2(2)
o(6) 50(1) 60(1) 56(1) -4
on 89(2) 71(2) 81(2) 126(2) -
c1) 51(2) 82(3) 46(2) 92)
<) 81(3) 78(3) 64(3) 10(2)
c3) 47(2) 68(2) 62(2) 1@
c(4) 66(2) 57(2) 8%(3) L 2)
CC(s) 68(2) $6(2) 80(3) 19
C(6) 54(2) 69(3) 55(2) “75(2)
V) 41(2) 57(2) S12). L5y =)
c(8) 472) 53(2) 48(2) 3(2)
) 432) 57(2) 49(2) 8(2)
c(10) 40(2) 56(2) 43(2) L1202
cay s 82(3) 52(2) : o 1¢))
cQ12) 62(3) 130(4) 50(3) 263) 0 14@) 11(3)
cQ13) 94(3) 119(4) 66(3) 23y -ié(s)" -15(3)
c(14) 59(2) 71(3) 66(2) 142y 62y 9(2)
C(15) 150(5) 65(3) 135(4) 143 19(4). 23(3)
cuy 56(2) 79(3) 46(2) 0(2) 5(2) 13(2)
c(2) 67(2) 106(3) 67(3) 24(2) 26(2) 20(3)
oY 235(7) 158(5) 109(4) 8y 106(5) 38(5)
c 152(5) 221(7) 141(5) 61(5) 20(4) -98(6)
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Table 5. Hydrogen coordinates ( x 10*) and 1sotropic displacement parameters (A°X 10 %) for AGFT.

2604

x b z U(eq)
HER) 10020(50) 320(40) -1000(20) 88
" HE) 5140(50) 780(50) -1240(20) 126
H(IA) 7125 1700 1224 72
HQ2A) 7874 332 -1418 89
H(ZB) 6904 980 -882 89
H4) 7684 -1527 12 84
H(5A) 9803 -2009 792 82
H(5B) 10187 -563 558 82
H(6) 7640 -1007 1182 7
H(7) 9039 1366 944 60
H(8) 6954 2452 1063 59
H(9A) 5495 1511 303 60
H(9B) 6312 159 328 60
H(13A) 8771 . 2400 . 2697 YRR
H(13B) 8144 3115 . 2083 11
H(14A) 7940" 3367 -595 78
H(14B) 7984+ 13347 175 78
H(14C) 6565 3498 191 78
H(I5A) 8826 23469 .55 140
H(15B) 10126 2741 347 140
H(15C) 8745 ~2798 750 140
H(2) 4848 498 2539 96
H(3'A) 3202 2771 2610 201
H(3'B) 4503 2469 3046 C 201
H(¥C) 3161° 1599 ‘3123 201
H('A) 3512 .248 1687 ° 206
H(4'B) 2517 983 1766 206
H(C) -102 2321 206
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Tabla 6. Torsion angles ideg: irignt-panc rule, Klyne & Pre.og. 11960, .

Experientia, 16,521}

clo
clo
c1o0
c3
c3
c3
H2
H2
H2

-01
-01
-01
-01
-01
-01
-02
-02
-02
-04
-04
-c2
-c2
-C2
-C4
-C4
-C4
-C4
-C4
-C5
-Cs
-C5S
-C6
-Cé6
-Cé
-Cé6
-C7
-C7
-C7
-c7
-c7
-C7
-c8
-c8
-C8
-C9
-c9
-C11
-C1l1
-C1l1
-Cl1
-C11
-C11
-C11
-Cl1
_CZl
-c2¢

-C3
-c3
-c3
-C10
-C10
-C10
-Cc3
-C3
-C3
-C6
-Cé
-C3
-C3
-C3
-C15
-Cl15
-C15
-C15
-C15
-C6
-C6
-C6
-C7
-Cc?
-C7
-C7
-C8
-C8
-c8
-cs
-c8
-C8
-C9
-C%
-C9
-Cl0
-Cio
-C12
-C12
-C12
~-C12
-C13
-C13
-C13
-C13
-ca:
_c3 v

{s.u. following Stanford & Waser, Acta Cryst.(1972).A28,213)

-02
-C2
-C4
-C1
-Cc9
-Cl4
-01
-c2
-C4
-Cc7
-H6
-01
-02
-C4
~H1SB
-H18C
-H15A
-H15B
-H1s5C
-04
-C7
-H6
-cs
-cs8
-Cl11
-H7
-086
-C9
-H8
-06
-C9
-H8
-H9B
-Cl0
-H9A
-Cl4
-C14
-04
-05
-04
-05
-H13A
-H13B
-H13A
-H13B
~H3'B
-H3'C

Angle s.u,
142.59
21.30
-101.80
-32.31
89.26
-150.12
-57.92
57.23
-176.93
9.22 .
-106.48
-0.80
-116.42
121.28
-51.,79
-171.78
-47.13"
-167.14°
72.86
156.14..
-84,11
39.85:.
105,60
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