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RESUMEN

La separacion cromatografica de los extractos de hexano y MeOH de las raices de
Stevia tomentosa condujo a la obtencion de los compuestos (20S)-dammara-
13(17),24-dienol (1) y estigmasterol (2). La separacion cromatografica de los extractos
de CHCI3; y MeOH de la parte aérea permitié el aislamiento de los compuestos acetato
de lupeol (3), 6xido de -cariofileno (4), crisosplenol C (5), isoquercitrina (6),
guayandlida A (7) y 5,6-dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8). Los compuestos 1, 5
y 8 se describen por primera vez en el género Stevia, mientras que el compuesto 7

representa un producto natural nuevo.
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1. INTRODUCCION

1.1. Productos naturales

1.1.1. Historia

Las plantas siempre han sido fuente de alimento, vestido, material de construccion,
energia y medicina para el género humano; es por lo tanto natural que el hombre
desde épocas primitivas comenzara a identificarlas y seleccionarlas de acuerdo con
sus necesidades, haciendo énfasis en aquellas que afectan la salud ya sea en forma

positiva o negativa.

La medicina tradicional o herbolaria se refiere al uso de plantas medicinales para el
tratamiento de enfermedades y ha tenido gran relevancia a lo largo de la historia del
hombre. La utilizacibn de la flora a nivel comercial y terapéutico ha estado

estrechamente relacionada con el desarrollo de las culturas.




Los chinos han dejado testimonio escrito desde hace mas de 4000 afios del uso como
antimalérico de la droga Ch’ang Shang (raices de Dichroa febrifuga). El uso de la
planta venenosa conocida como cicuta (Conium maculatum) para imponer la pena de
muerte se encuentra perfectamente documentada en escritos griegos de hace mas de

2000 afios.

En América, mucho antes de la llegada de los europeos, ya se tenia un amplio
conocimiento del empleo de plantas desde los puntos de vista artesanal, alimenticio y
medicinal. Se conocia el procedimiento para obtener el hule del arbol llamado Castilla
elastica, con el que se elaboraban numerosos objetos, entre ellos las pelotas utilizadas

en el juego ritual tan extendido entre los pueblos mesoamericanos.

Los principios activos contenidos en plantas curativas conocidas desde la antigiedad
comenzaron a ser aislados y purificados. En 1805 Serturner obtiene el primer
metabolito secundario al aislar la morfina (9) del opio, y en 1820 Pelletier y Caventou

aislaron la quinina (10) y la cinchonina (11) de la corteza de quina.

Cabezuelas del opio

Figura 1.1. Primer metabolito secundario aislado.
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Figura 1.2. Alcaloides aislados de la corteza de quina y de la cicuta.

Por esas épocas otros principios activos fueron aislados, en 1827 Giesecke obtuvo el
principal alcaloide téxico de la cicuta, la coniina (12) cuya formula fue establecida en
1842 como CgHigN por el quimico mexicano Vicente Ortigosa; pasaron 39 afios hasta
gue el quimico Hofmann estableciera su estructura como 2-propilpiperidina (CgH17N),
difiriendo solo en un atomo de hidrégeno con respecto a la formula de Ortigosa. En
1829 Leroux aislo la salicina (13) del sauce, de donde mas tarde se obtuvo la aspirina

(Romo de Vivar, 2006).

OH

Sauceblanco

Figura 1.3. Salicina (13) aislada del sauce blanco y precursor de la aspirina.



Las investigaciones quimicas continuaron y los conocimientos se perfeccionaron. Los
investigadores no se conformaban con el analisis que indicara los tipos de atomos que
tenia la molécula, ni siquiera cuantos de ellos contenia, era necesaria saber en que
forma se encontraban ordenados y unidos en la molécula, es decir, determinar su
estructura. Esto se lograba con gran lentitud, como en el caso de la determinacion
estructural de la quinina (10), cuya estructura completa quedoé confirmada después de
100 afos. Los quimicos iban adquiriendo mayor destreza en el aislamiento y

purificacion de sustancias naturales (Romo de Vivar, 2006).

Los estudios quimicos y biolégicos sobre especies empleadas en medicina tradicional
han permitido contar con sustancias promisorias para el tratamiento de varias
enfermedades, como las crénico-degenerativas, entre las cuales se encuentran la
diabetes, el cancer y la inflamacion, asi como las causadas por parasitos, bacterias y
virus. Se acepta que, aproximadamente el 60% de los farmacos comerciales
conocidos tuvo su origen en la estructura y actividad biolégica de un producto natural.
Por tal razén la investigacion sobre productos naturales sigue en vigencia y representa
una de las principales fuentes de principios activos lideres para el tratamiento de
diversos padecimientos. En Estados Unidos, algunos compuestos derivados de
plantas se han utilizado como farmacos anticancerigenos, entre los que se
encuentran: el taxotere (Docetaxel) (14), topotecan (Hycamtin) (15) y irinotecan
(Camptosar) (16) los cuales estan aprobados por la FDA desde 1996 (Dholwani et al.,

2008).



Figura 1.4. Ejemplos de farmacos anticancerigenos derivados de productos naturales

aprobados por la FDA.



1.1.2. Metabolitos primarios y secundarios

Un producto natural es todo compuesto de origen organico e inorganico, que se halle
en la naturaleza y que pueda ser procesado por el hombre. Generalmente en el &rea
de quimica orgénica se consideran como productos naturales a aquellos provenientes
principalmente de plantas, hongos, algas y animales, los cuales llevan a cabo dos
tipos de metabolismo, el primario y el secundario. En el metabolismo primario los
organismos sintetizan y convierten sustancias para sobrevivir a partir de compuestos
simples como el CO,, H,O, N, vy algunos metales, que son transformados en
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, los cuales son considerados los bloques
de la materia viva. Este tipo de metabolismo lo llevan a cabo todos los organismos
vivos. Otro proceso que se lleva a cabo en los organismos, dando diferentes productos
de acuerdo al tipo de especie, es el llamado metabolismo secundario. Los productos
formados por este metabolismo se conocen como productos naturales y como ejemplo
se pueden mencionar a los terpenos, los alcaloides y los pigmentos. Aunque estos
metabolitos no parecen ser esenciales para la existencia del organismo, juegan un rol
importante en la supervivencia o prevalencia de unas especies sobre otras, ya que se
piensa que son utilizados para defensa, como atrayentes sexuales, marcadores

territoriales, etc.



1.1.2.1. Terpenos

Los terpenos forman una gran y diversa familia de productos naturales derivados de
unidades de isopreno Cs. Estructuras tipicas contienen esqueletos de carbono
representados por (Cs), y se clasifican como hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos y tetraterpenos. De acuerdo a
su estructura los terpenos son generalmente liposolubles. Se localizan en el
citoplasma de las células de las plantas. Algunos terpenos tienen la propiedad de
funcionar como agentes de proteccion y defensa contra fitopatégenos e influyen en

interacciones entre plantas y animales (polinizacién, feromonas).

Los terpenos han mostrado actividad antiviral, antimicrobial, antiinflamatoria,
antifingica y citotéxica. Algunos diterpenos glicosidados han presentado actividad
anticancerigena, contra la malaria y la tuberculosis (Dewick, 2009). Las lactonas
sesquiterpénicas son compuestos con actividad bioldgica importante, entre ellas la
antitumoral, antileucémica, citotéxica y antimicrobiana. Pueden ser responsables de

alergias en la piel del ser humano y también pueden actuar como insecticidas.



Su actividad bioldgica depende de varias caracteristicas estructurales como su
lipofilicidad y de poseer un doble enlace exociclico conjugado al grupo carbonilo de las
lactonas, el tipo de lactona, la presencia de un grupo funcional como epoxido, hidroxilo

0 clorohidrina y la estereoquimica.

Asi, lactonas como la cumanina (17) y la partendlida (18), por mencionar algunas, han
presentado actividad antiinflamatoria (Lastra et al., 2004) (Miglietta et al., 2004) (Zhang

et al., 2004).

HO o)

HO o

17 18

Figura 1.5. Lactonas sesquiterpénicas con actividad antiinflamatoria.



1.1.2.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden
encontrarse tanto en forma libre (geninas) como combinados con azucares mediante
uniones O- y C-heterosidicas. La mayoria de ellos estan constituidos por un nucleo
bencénico unido a una y-pirona, incluyendo ademas en distintas posiciones, C-1, C-2 o
C-3, un segundo anillo bencénico dando lugar a los neoflavonoides, flavonoides
propiamente dichos o a los isoflavonoides, respectivamente (Waksmundzka et al.,

2008).

Los flavonoides tienen un importante rol en la fisiologia de las plantas ademas de
tener diversas funciones como la de ser antioxidantes, inhibidores enzimaticos, como
pigmentos y en algunos casos precursores de ciertas sustancias téxicas. En
mamiferos, exhiben una extraordinaria seleccién de actividades farmacologicas como
antiinflamatoria, antioxidante, inmunomoduladora, hepatoprotectora, antibidtica,
antiviral, oestrogénica, antitumoral citotoxica, antifingica, antiespasmolitica y

analgésica, entre otras (Harborne et al., 1975; 2000).
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Estudios quimiopreventivos han demostrado que el mecanismo de accion de los
flavonoides en la prevencion del cancer se asocia con la captura de radicales libres, la
regulacion en genes de expresion de proliferacion de células (oncogénesis) y genes
supresores de tumores, la induccion del ciclo celular y la apoptosis, la modulacion de
la actividad enzimatica en detoxificacion, oxidacion y reduccién (Lin et al., 2006).
Flavonoides tales como fasciculiferina (19) y cricina (20) se han asociado con actividad
anticancerosa (Rajkapoor et al., 2002) (Harborne et al., 2001), y la tricina (21) se

utiliza en la actualidad como antileucémico (Dholwani et al., 2008).

Figura 1.6. Flavonoides con actividad anticancerigena.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Género Stevia

El género Stevia perteneciente a la tribu Eupatoriae,
familia Asteraceae, se extiende desde el suroeste de los
Estados Unidos hasta el norte de Argentina, a través de
México, América Central, los Andes y las tierras altas de
Brasil en ecosistemas localizados entre 1000 y 2000 m

sobre el nivel del mar. Se estima que el numero de

especies dentro del género es de 300, de las cuales mas
de 80 se encuentran en Norte América, y de estas, 70 especies son nativas de México

(Cerda Garcia-Rojas y Pereda Miranda, 2002).

Se han llevado a cabo estudios fitoquimicos en aproximadamente 70 especies de
plantas de Stevia. En la tabla 2.1 se muestra una relacion de algunas de las plantas de

este género investigadas en México, asi como la parte de la especie estudiada.

12



Tabla 2.1. Especies mexicanas del género Stevia que se han estudiado en México

(Hernandez et al., 1998).

Especie Parte estudiada

. aff. tomentosum

. berlandieri A. Gray

. chamaedrys

. eupatoria (Spreng.) Willd

. hyssopifolia var. hyssopifolia
. Isomeca Gashoff

. lemmonia A. Gray

. lucida

. microchaeta

. monardaefolia H. B. K.

. nepetifolia H. B. K.

. origanoides H. B. K.

. ovata Will

. phlebophyla

. pilosa Lag.

. polycephala

. salicifolia Cav.

. salicifolia Cav. var. salicifolia
. salicifolia Cav. var. typica

. Serrata Cav.

. Subpubescens Lag.

. Subpubescens Lag. var.intermedia
. viscida H. B. K.

. tomentosa H. B. K.

muunmununmnmwouununnnnnunnononononuonuomomnuomwmonuon

Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea, raices
Aérea, raices
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea, raices
Aérea, raices
Aérea
Aérea
Aérea, raices
Aérea, raices
Aérea
Aérea
Aérea
Aérea, raices
Raices
Raices
Aérea
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En el estado de Hidalgo las condiciones climaticas y fisiograficas tan diversas de la
Sierra de Pachuca propician la existencia de un considerable nimero de habitats, lo
cual ha favorecido al establecimiento de distintas comunidades vegetales entre las
cuales se encuentran 21 especies de Stevia: S. eupatoria, S. hirsuta DC. var hirsuta,
S. iltisiana, S. jorullensis, S. latifolia, S. lucida, S. micrantha aff monardifolia, S.
monardifolia, S. nepetifolia, S. ovata, S. ovata var. ovata, S. pilosa, S. porphyrea, S.
purpusii, S. rhombifolia var. typica, S. salicifolia, S. salicifolia var. salicifolia, S. serrata,
S. tephra y S. tomentosa (Barrios, 1996) (Villavicencio, 1995). De las 21 especies
encontradas en el estado de Hidalgo, Unicamente se han descrito estudios

fitoquimicos de 10 especies (Hernandez et al., 1998).

Stevia salicifolia

Stevia serrata Stevia ovatta

Figura 2.1. Plantas del género Stevia que se encuentran en el estado de Hidalgo.
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2.2. Composicion quimica del género Stevia

Se han llevado a cabo estudios fitoquimicos en aproximadamente 70 especies de
Stevias, revelando la presencia de terpenos y flavonoides como los constituyentes
tipicos de la parte aérea, mientras que en las raices se encuentran principalmente
terpenos. Frecuentemente, los terpenos que se encuentran corresponden a lactonas
sesquiterpénicas con estructuras derivadas del germacrano como 22 y del guayano
como 23, aunque también se han encontrado un namero considerable de derivados de
longipineno como 24 vy diterpenos tipo labdano, ent-labdano como 25 y derivados del
ent-kaureno, en adicion de triterpenos tales como 26 y 27 (Cerda Garcia-Rojas y

Pereda Miranda, 2002) (Fig. 2.2).

abienol (25) B-amirina (26) lupeol (27)

Figura 2.2. Ejemplos de terpenos encontrados en Stevias.
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Tal vez el compuesto mas importante en Stevia es el diterpeno derivado del ent-
kaureno conocido como esteviosido (28) (Fig. 2.3), debido a que es un producto
comercial con poder edulcorante que supera unas 300 veces a la sacarosa, y que se
usa para personas diabéticas o como azucar dietético. El estevidésido se obtiene de
Stevia rebaudiana Bertoni (Fig. 2.3), una especie endémica de Paraguay, pero que en

la actualidad se cultiva en los paises asiaticos con fines comerciales para obtener el

edulcorante.

Cultivo Hoja Flor

OH

esteviosido

Figura 2.3. Imagenes de Stevia rebaudiana Bertoni y estructura del edulcorante

esteviosido (28).
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Se han descrito pocos usos en medicina tradicional para las especies de Stevia a
pesar de que varios compuestos presentes en ellas, pero aislados de otras fuentes,
han presentado actividad biologica y/o farmacoldgica importante. Por ejemplo, la
custondlida (29), constituyente activo de varias plantas medicinales, incluyendo las
partes aéreas de S. yaconensis y S. chamaedrys, mostro actividad contra el virus de la
hepatitis B; o la casticina (45), constituyente encontrado en S. breviaristata al que se le
atribuyd la actividad antifungica de los extractos de Psiadia trinervia (Astaraceae)

contra Cladosporium cucumerinum (Cerda Garcia-Rojas y Pereda Miranda, 2002).

Algunos estudios de actividad biolégica se han llevado a cabo sobre extractos crudos
de Stevia los cuales han mostrado actividad antimicrobiana y antifungica. En ciertos
casos esta actividad se ha asociado a la presencia de lactonas sesquiterpénicas o

flavonoides (Diaz, 1976).

17



Tabla 2.2. Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas aisladas de Stevia y su actividad

bioldgica.

Lactona

sesquiterpénica

Actividad biolégica descrita

Stevia en la que

se ha encontrado

@)
custonolida (29)

Actividad  contra el virus de la
hepatitis B (Chen et al., 1995), efecto
contra Helicobacter pylori (Park et al.,
1997), actividad anticancerosa (Park

et al., 2001)

S. yaconensis, S.

chamaedrys

OR

@)

HO

OH
R= NS

eupatoriopicrina (30)

Actividad citostética (Woerdenbag et
al., 1989)

S. sarensis, S.
procumbens, S.

maimarensis

Actividad antibacterial (Changhong et

S. polyphyla, S.

ludartina (32)

estrégenos (Fraga et al., 1999)

al., 2001), actividad antifangica | achalensis
(Calera et al., 1995)

isoalantolactona (31)
Actividad citoprotectora (Giordano et | S. yaconensis
al., 1990), inhibidor de biosintesis de | var.

subeglandulosa
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santamarina (33)

2009)

(@)

Actividad anticancerosa (Ma et al.,

S. chamaedrys

lolislido (34)

al., 1994)

Actividad inmunosupresora (Okada et

S. grisebachiana

reinosina (35)

Jun =§

al. 2008)

Inhibidor de melanogénesis (Choi et

S. chamaedrys

onoseriolido (36)

2010)

Actividad antiprotista (Acevey et al.,

S. achalensis

O

achillina (37)

Actividad anticancerosa (Kim et al.,
2008)

S. pilosa, S.

yaconensis var.

subeglandulosa
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Tabla 2.3. Ejemplos de flavonoides obtenidos de Stevia y su actividad bioldgica.

Flavonoide

Actividad biolégica descrita

Stevia donde se

ha encontrado

OH O

Actividad antitumoral (Lin et
al., 2010),
antiinflamatoria
(Moongkarndi et al.,, 1991),
Actividad
(Anulakanapakorn et al.,
1987)

actividad

antiasmatica

S. origanoides

MeO

MeO

OH O

Efecto citotoxico
(Androutsopoulus et al.,
2009) (Nagao et al.,, 2002)

(Tezuka et al., 2000)

S. breviaristata,
S. origanoides,
S.

satureiaefolia,

S. procumbens

Actividad antiparasitaria
(Sunsen et al., 2007 )

S. origanoides

genkwanina (41)

Efecto citotoxico (Lin et al.,
2001), efecto antibacterial
(Lee et al., 2010)

S.

subpubescens
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Actividad citotoxica (Hsu et
al., 2004), actividad
antiplasmodial (Ferreira et
al., 2010)

S.

subpubescens

Efecto antiaterogénico (Tu et
al., 2007), actividad
antibacterial (Martini et al.,
2004)

S.

subpubescens

Actividad antiinflamatoria
(Abad et al.,, 1993),
actividad citotoxica
(Trifunovic et al., 2006)

S. origanoides,
S.
galeopsidifolia,

S. rebaudiana

MeO

MeO

casticina (45)

Actividad anticancerosa
(Haidara et al., 2006) (
Kobayakawa et al., 2004),
actividad antifungica (Wang
et al, 1989), actividad
antiplasmodial (Liu et al.,
1992)

S. breviaristata
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Los alcaloides son un grupo importante de aminas bioloégicamente activas, que son
sintetizadas por algunas plantas para protegerse de insectos y otros animales

depredadores.

En el caso del género Stevia, hasta el momento se tiene un reporte de alcaloide, la

esteviamina (46) (Fig. 2.4) aislada de Stevia rebaudiana (Michalik et al. 2010).

HO oH
OH

Br

%,
1,
,
’

46

Figura 2.4. Alcaloide aislado de Stevia rebaudiana.
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En una revisidon bibliografica se encontré un trabajo previo de la parte aérea de Stevia
tomentosa, objeto de estudio de este trabajo, en el cual se describi6 un estudio
guimico del extracto metandlico de la parte aérea de donde se aisl6 y caracterizé por
medio de métodos espectroscopicos y cromatograficos la lactona sesquiterpénica

denominada dihidropseudoivalina (47) (Martinez et al., 1999) (Fig. 2.5).

Figura 2.5. Lactona sesquiterpénica aislada de la parte aérea de Stevia tomentosa.

En un estudio previo en nuestro grupo de trabajo, se llevé a cabo la investigacion del
extracto hexanico de las raices de Stevia tomentosa, del cual se aislaron: (-) -
valeranona (48), 7,8a-diangeloxi-9a-hidroxi-1-oxo-longipin-2-eno (49), 7p-angeloiloxi-
9a-hidroxi-8a-metilbutiroiloxi-1-oxo-longipin-2-eno (50), 2,3-epoxi-1-bisabolenona (51),
1-acetoxi-2,3-dihidroxibisaboleno (52), 3B-friedalanol (53), acetato de (20S)-dammar-

13(17),24-dien-3B-ilo (54), B-sitosterol (55) y estigmasterol (2).
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48 49 R'=R?= Ang

50 R'= Ang, R?>= MeBu

OAc

51 52

22

4,
,
,
/"

23

HO

55
2 (A3

Figura 2.6. Metabolitos obtenidos de las raices de Stevia tomentosa.
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3. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo consistié en llevar a cabo el estudio quimico de Stevia
tomentosa, basado en el aislamiento de sus principales metabolitos secundarios de la
parte aérea por métodos cromatograficos y su caracterizacion mediante técnicas
espectroscopicas, con la finalidad de contribuir al conocimiento de sustancias
naturales que puedan tener un uso potencial para el tratamiento del cancer y la

inflamacion.
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4. JUSTIFICACION

A lo largo de la historia la medicina tradicional en México ha sido relevante en el
desarrollo de las culturas. En la actualidad se utiliza como una importante alternativa
para el tratamiento de diversas enfermedades. De alli lo relevante de conocer la
composicién quimica de las plantas para tener una mayor informaciéon y con ello un

mejor aprovechamiento de las especies medicinales que se tiene en el pais.

En épocas recientes, la quimica de los productos naturales se ha enfocado a la
obtencién de principios activos promisorios para el tratamiento de enfermedades
cronico degenerativas, en especial el cancer, padecimiento de este tipo, con una de

las tazas de mortalidad mas altas de nuestro tiempo.

En particular nuestro grupo de trabajo se enfoca en la investigacion de plantas que se
dan en la region, ayudando al conocimiento de su composicion quimica y en la
busqueda de metabolitos secundarios con posible actividad antiinflamatoria y/o
anticancerosa. El género Stevia se distribuye a lo largo del estado de Hidalgo y de
acuerdo a su estudio se tienen reportes de obtencién de flavonoides y lactonas
sesquiterpénicas, compuestos con importante actividad biolégica, por lo que los
resultados de este trabajo podrian contribuir al conocimiento de metabolitos

secundarios con posible efecto farmacologico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Colecta, identificacion de la especie y obtencidn de extractos

Los especimenes de Stevia tomentosa (Fig. 5.1) se colectaron en la comunidad de
Real del Monte, municipio de Mineral del Monte y en la comunidad El Guajolote,
municipio de Epazoyucan, en el estado de Hidalgo, en agosto de 2008 y septiembre
de 2009, respectivamente. Un ejemplar de esta planta se envi6 al Herbario del Centro
de Investigaciones Biologicas del Instituto de Ciencias Béasicas e Ingenieria de la
UAEH, donde el M.C. Manuel Gonzéalez Ledesma identificé la especie como Stevia
tomentosa H.B.K (No. de depdésito JM Torres-Valencia 129). La planta se dej6 secar a
la sombra y se dividié en sus partes aéreas (hojas y flores) y raices. Se obtuvieron los
extractos de hexano, CHCI;, AcCOEt y MeOH de estas partes mediante reflujo por 6

horas o maceracién por 7 dias.

Figura 5.1. Imagenes de Stevia tomentosa.
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5.2 Estudio quimico de Steviatomentosa

El desarrollo de esta seccion se dividid en dos partes. Primeramente se describe el
estudio realizado a las raices de la planta. En la segunda parte se muestra el

tratamiento que se le di6 a la parte aérea.

5.2.1. Estudio quimico de las raices de Steviatomentosa

5.2.1.1. Separacion cromatografica del extracto hexanico

Anteriormente en nuestro equipo de trabajo se estudié el extracto hexanico de las
raices de Stevia tomentosa (LOpez 2004). El interés por retomarlo se enfocd en
rastrear el bisaboleno (51) obtenido, el cual se describié como producto natural nuevo
y del que se planteé la necesidad de acumular mayor cantidad para realizarle estudios

de dicroismo circular vibracional y asi determinar su configuracién absoluta.

Las raices (500 g) se extrajeron con hexano (2.5 L) calentando bajo reflujo durante 6
horas. Transcurrido el tiempo, el hexano se evapor6 obteniendo 7.6 g de un aceite
amarillo al cual se le agreg6 MeOH (200 mL) y se dejo 48 horas en el refrigerador
para precipitar las grasas. Después se filtr6 y el MeOH se evapord, de donde se

obtuvieron 1.5 g de un residuo mieloso color amarillo.

El extracto obtenido se sometié a cromatografia en columna obteniendo fracciones
gruesas (200 mL) con hexano, mezclas de hexano-AcOEt con polaridad creciente y

CHClIj3, las cuales se identificaron como A-G.
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Las fracciones C y D eluidas con hexano-AcOEt (4:1) y hexano-AcOEt (7:3) se
juntaron y se purificaron mediante recromatografias con CHCI3, permitiendo obtener
un aceite amarillo claro que en su analisis por CCF (CHCI3-AcOEt 9:1) presentd Ry
0.6. Al comparar sus datos fisicos y espectroscopicos con los datos obtenidos en el
trabajo previo, se llegé a la conclusién que se trataba del (20S)-dammara-13(17),24-
dienol (1) (Fig 5.2). Hasta el momento no ha sido posible la purificacion completa de
este triterpeno, pero aun en mezcla con otras sustancias se pudieron observar por

RMN sus sefiales tanto de protén como de carbono-13.

Figura 5.2. Estructura del (20S)-dammara-13(17),24-dienol (1).
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El espectro de RMN de protén (Fig. 5.3, Tabla 5.1) presenté en 5.09 ppm una sefial
triple con una constante de acoplamiento de 7.0 Hz que integré para un protén y que
se asigné como H-24. En 3.24 ppm se observo una sefial doble de dobles con
constantes de acoplamiento de 11.6 y 4.5 Hz tipica para un hidrégeno base de OH, la
cual se asigné a H-3. Los metilos 26 y 27 se apreciaron como sefiales simples en
1.68 y 1.61 ppm. Los metilos terciarios observados, cuyas sefiales aparecen entre
1.00 y 0.70 ppm, se asignaron para las posiciones 28, 29, 18, 19 y 30. En el caso del
metilo secundario (Me-21) se observo en 0.85 ppm como una sefial doble con una

constante de acoplamiento de 6.2 Hz.

En su espectro de *C (Fig. 5.4, Tabla 5.1) se identificaron las 30 sefiales, entre ellas
las de 134.0 y 133.5 ppm debidas a los carbonos C-13 y C-17 que forman parte de un
doble enlace. Los carbonos C-24 y C-25 que forman el otro doble enlace de la
estructura se localizaron sus sefales en 130.9 y 125.2 ppm. En 79.0 ppm se identificd
una sefial tipica para carbonos base de OH, por lo que se asigné como C-3. Entre
55.0 y 15.0 ppm se observaron las sefiales restantes de los carbonos sp® presentes en

la estructura.
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Tabla 5.1. Datos de RMN de *H y *3C del (20S)-dammara-13(17),24-dienol (1).

Posicién *Hm (J en Hz)
1

3.24 dd (11.6, 4.5)

© 0 N O O b WN

L e e N i e i
© N U~ WNPREP O

0.87s
0.80s

N N B
R O ©

0.85d (6.2)

N NN
A WN

5.09 t (7.0)

N N
o Ol

1.61s
1.68s
1.00s
0.95s
0.75s

W N NN
o © 0o N

'H'm (J en Hz), lit*

3.25 dd (10.0, 6.0)

0.87s
0.80s

0.85 d (6.0)

5.09  (7.3)

1.60s
1.68s
1.00s
0.95s
0.75s

d = doble, t = triple, s = simple. * Matta et. al., 1991.

13~
38.9
27.6
79.0
38.9
50.9
18.9
35.2
44.1
49.6
37.2
21.5
27.6
134.0
50.0
30.8
28.1
133.5
20.1
15.5
35.8
24.5
35.4
24.7
125.2
130.9
25.8
17.7
28.0
15.6
18.9

38.89
27.61
78.84
38.87
50.89
18.01
35.19
44.05
49.55
37.20
21.50
27.81
133.95
49.98
30.83
28.13
133.48
20..11
15.50
35.85
24.44
35.35
24.70
125.16
130.86
25.73
17.67
28.01
15.57
18.89
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5.2.1.1.1. Biosintesis del (20S) dammara-13(17),24-dienol (1)

La biosintesis del triterpeno 1 (Esqg. 5.1) se propone a partir del epoxiescualeno (56)
(conformacion silla-silla-silla-bote), donde la apertura del epoxido por un protén induce
la cascada del cierre de anillos generandose el cation dammarenilo (57). Si en el
cation se produce una migracion de hidruro, aunado a la pérdida de un proton para la

formacion de un doble enlace, se genera el (20S) dammara-13(17),24-dienol (1).
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epoxiescualeno

9
0
m

57
cation dammarenilo

(20S)-dammara-13(17),24-dienol

Esquema 5.1. Biosintesis del (20S)-dammara-13(17),24-dienol (1).
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5.2.1.2. Separacion cromatografica del extracto metandlico

Las raices de Stevia tomentosa (600 g) se extrajeron con MeOH (2 L) mediante reflujo
por 6 horas. Pasado este tiempo, el MeOH se evapord obteniéndose 11.5 g de un
aceite denso de color ligeramente amarillo. A este producto se le realiz6 una prueba
cualitativa para determinar la presencia de alcaloides, por lo que en un tubo de ensaye
se agrego una pequefa parte del extracto disuelto en HCl al 5 % y 2 gotas de reactivo
de Dragendorff, observando la formacion de un precipitado y con esto, un resultado

positivo (Fig. 5.5).

Resultado

(+)

Blanco

Blanco

(+)

Figura 5.5. Prueba cualitativa para determinacion de alcaloides.
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Después se hizo una extraccion selectiva para la obtencion de “crudo de alcaloides”.
Asi, el concentrado metandlico se diluyé en 800 mL de HCI al 2%, se agregaron 10 g
de zinc metalico y se dejo 1 dia en agitacién. Transcurrido este tiempo, la solucion
resultante se filtro y se llevé a pH 10 adicionando NH4OH. Después se realizaron
lavados con CHCI3, se seco con sulfato de sodio anhidro y el MeOH se evaporo en el

rotavapor para obtener el “crudo de alcaloides” (2 g).

La separacién mediante cromatografia en columna del crudo, cuya intencién era la de
aislar alcaloides, condujo a la obtencién de fracciones que dieron positivas las pruebas
cualitativas de identificacién de este tipo de metabolitos secundarios. Sin embargo, no
se obtuvieron compuestos puros cuyo andlisis por RMN de *H permitiera evidenciar la
presencia de dichas sustancias. Por el contrario, se observaron mezclas dificiles de

interpretar por lo que se decidio dejar el estudio quimico de este extracto.

Adicional a estas mezclas, de los lavados obtenidos con CHCI; se obtuvo un sélido
blanco (3 mg, 0.03 %) con un p. f. = 163-164°C que se identific6 como estigmasterol
(2) (Fig. 5.6) con base en sus datos de RMN de 'H (Fig. 5.7, Tabla 5.2). El
estigmasterol es un fitoesterol que presenta actividad antiosteoartritica (Gabay et al.
2010) y antibacteriana (Prachayasittikul et al., 2009), ademéas de ser materia prima

para la sintesis de hormonas sexuales y corticosuprarrenales.
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Figura 5.6. Estructura del estigmasterol (2).
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Tabla 5.2. Datos de RMN de *H del estigmasterol (2).

Posicion
3
6

18
19
21
22
23
26
27
29

'Hm (J en Hz)

3.52m
5.33m
0.68 s
1.01s
1.02 d (6.4)
496 m
5.18 m
0.84 d (6.6)
0.79d (6.6)
0.801t(7.3)

'Hm (J en Hz), lit*

3.52m

534 m
0.69s
101s
1.02d (6.3)
4,96 m
5.19m
0.84d (6.6)
0.79d (6.6)
0.801t(7.3)

d = doble, t = triple, s =simple. m = multiple.

* |[toh et. al., 2003.
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5.2.1.2.1. Biosintesis del estigmasterol (2)

Mientras que las membranas de las células animales contienen predominantemente
un solo tipo de esteroide (colesterol), las membranas de las células vegetales

incorporan una mezcla complicada de fitoesteroles incluyendo el estigmasterol.

La biosintesis del estigmasterol (Esq. 5.2) a partir de cicloartenol (58) comienza con la
transferencia de un grupo metilo (por el SAM) para obtener 59. Uno de los metilos que
presenta 59 es oxidado al acido carboxilico generando el intermediario 60 y la
descarboxilacion de dicho grupo conduce al compuesto 61. La apertura del anillo de
ciclopropano en 61 genera un doble enlace dando lugar a 62. Finalmente, una serie de
reacciones que conducen a la pérdida de los metilos, reduccion del doble enlace,
formacion de uno nuevo y la incorporaciéon de un grupo metilo genera los esteroides [3-

sitosterol (55) o estigmasterol (2), cuya diferencia es un doble enlace en C-22 y C-23.
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HO

HO

T

58
cicloartenol

61

62 B-sitosterol (55)

estigmasterol A%223 (2)

Esquema 5.2. Biosintesis del estigmasterol (2).
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5.2.2. Estudio quimico de la parte aérea de Stevia tomentosa

5.2.2.1. Separacion cromatografica del extracto metandlico

De la parte aérea (500 g) de S. tomentosa se obtuvieron los extractos de hexano y
MeOH por medio de reflujo (6 h). El extracto MeOH se filtré y evaporé dando como
resultado un residuo verde oscuro (7.2 g), el cual se fraccioné dependiendo de su
solubilidad con CHCI3;, AcOEt y MeOH, lo que condujo a la obtencién de las partes de

CHCl3, AcOEt y MeOH.

La parte de CHCI3; (200 mg) se paso6 por cromatografia en columna con gel de silice
obteniéndose 70 fracciones (5 mL) utilizando como eluyente hexano, mezclas de
hexano-CHCI; con polaridad creciente y CHCIs. Las fracciones 40-50 se juntaron y se
recromatografiaron en silice utilizando CHCIl; como eluyente, de donde se obtuvo un
sélido blanco (1.5 mg) que presenté una [a]p= + 17.5 (c 0.1, CHCI3), el cual se

identificé como el acetato de lupeol (3) (Fig. 5.8).

Figura 5.8. Estructura del acetato de lupeol (3).
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Su espectro de proton (Fig. 5.9, Tabla 5.3) presentd en 4.67 y 4.56 ppm sefales
simples anchas que integraron para un proton cada una, tipicas de protones de doble
enlace, las cuales se asignaron a los protones 29 y 29'. En 4.45 ppm se observé una
sefial multiple caracteristica de proton base de éster que se asigné a H-3. El
hidrogeno H-19 se observd como una sefial multiple en 2.37 ppm. El metilo vinilico 30
se aprecioé en 1.67 ppm, mientras que el resto de los metilos terciarios (Me-23 a Me-
28) tuvieron desplazamientos entre 0.83 y 1.00 ppm. La comparacion de sus datos de
RMN de *H (Tabla 5.3) con los descritos (Jamal et al., 2008) dado que es un triterpeno

conocido, permitié corroborar la estructura de esta sustancia.
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Tabla 5.3. Datos de RMN de 'H del acetato de lupeol (3).

Posicién 1Hm (J en Hz)
3 4.45m
19 2.37m
23 0.86s
24 0.86s
25 1.04s
26 0.85s
27 0.80s
28 0.95s
29 4.70 sa
29’ 4.58 sa
30 1.70s
Ac 2.05s

d = doble, t = triple, s =simple. m = mdltiple.

*Jamal et al., 2008.

1H m (J en H2z), lit*
4.47 dd (12.8, 4.4)
0.85s

0.84s

1.03s

0.83s

0.79s

0.94s

4.69 sa
4.57 sa

1.69s
2.05s
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5.2.2.1.1. Biosintesis del acetato de lupeol (3)

La biosintesis del acetato de lupeol (3) (Esq. 5.3) al igual que el caso del compuesto 1,
parte de epoxiescualeno (56) seguido de la formacién del cation dammarenilo (57). En
57 ocurre un reordenamiento de tipo Wagner-Meerwein desplazandose un grupo
alquilo y generando el cation bacharenilo (63). El doble enlace de 63 ataca la carga
positiva con lo que se obtiene un ciclo de cinco y con esto la formacion del cation
lupenilo (64), la que al perder un proton se genera el lupeol (65). El lupeol (65) puede

acetilarse en su posicién 3 y se produce el compuesto 3.
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epoxiescualeno cation dammarenilo

-
cation lupenilo cation bacharenilo
—>
65 3
lupeol Acetato de lupeol

Esquema 5.3. Biosintesis del acetato de lupeol (3).
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La parte de AcOEt se evaporo obteniéndose un liquido verde oscuro (6 g), al cual se
le realizé una CC colectando fracciones gruesas (200 mL) utilizando como eluatos
hexano, mezclas de hexano-AcOEt con polaridad creciente, CHCI3, CHCI3-MeOH con

polaridad creciente y MeOH. Las fracciones se etiquetaron como A-K.

Las fracciones Dy E que se obtuvieron con hexano-AcOEt (7:3 y 3:2) se juntaron y se
les realizaron recromatografias en columna utilizando CHClI3, para obtener un soélido
blanco. La caracterizacion de la sustancia se llevé a cabo a través de sus datos fisicos
y espectroscépicos, asi como por comparacion de datos descritos de compuestos
afines (Thebtaranonth et al., 2006). Con la informacion adquirida se llegd a la
conclusion que se trataba del 6xido de B-cariofileno (4) (Fig. 5.10). Este compuesto

presentd un punto de fusién de 60-61°Cy [a]p=— 12.4 (c 0.4, CHCly).

Figura 5.10. Estructura del éxido de B-cariofileno (4).
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A continuacion se describe el proceso de analisis por RMN que condujo a su

caracterizacion.

En su espectro de RMN de proton (Fig. 5.11, Tabla 5.4) se observé en 4.97 y 4.85
ppm sefiales anchas que integraron para un protén tipicas de protones que forman
parte de un doble enlace exociclico y los cuales se identificaron para H-13 y H-13’. En
2.87 ppm se apreci6 una sefial doble de dobles que presenté constantes de
acoplamiento de 10.6 y 4.4 Hz e integr6 para un proton, caracteristica de un hidrogeno
base de epodxido (H-5). En 2.61 ppm se observé sefial cuddruple con constante de
acoplamiento de 10.0 Hz que se asign6 a H-9. En 1.18 ppm se observo una sefal
simple que integrd para tres protones y que es tipica para metilos con base de epoxido
por lo que se identific6 para Me-12. Los metilos geminales Me-14 y Me-15 se

apreciaron como sefiales simples en 0.98 ppm y 0.96 ppm, respectivamente.

El espectro de *C (Fig. 5.12, Tabla 5.4) mostré 15 sefiales corroborando asi la
estructura de un sesquiterpeno. Sus sefales caracteristicas fueron la de 151.9y 112.8
ppm que estan formando el doble enlace exociclico (C-8 y C-13). Para los carbonos C-
5 y C-4 bases de epdxido se asignaron las sefiales en 63.8 y 59.9 ppm,
respectivamente. De 55.0 a 15.0 ppm aparecen las sefiales de los carbonos sp®
restantes de la molécula. En el caso de los metilos, los carbonos geminales Me-15 y
Me-14 se asignaron en 29.2 y 21.6 ppm, respectivamente. El metilo Me-12 base de

epoxido se observo en 16.8 ppm.
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El 6xido de B-cariofileno (4) es un compuesto conocido y sus datos espectroscopicos
coincidieron con los descritos. Estudios han presentado su actividad analgésica

(Chavan et al., 2010), antimalarica y antiinflamatoria (Kanokmedhakul et al., 2007).
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Tabla 5.4. Datos de RMN de *H y **C del éxido de B-cariofileno (4).

Posicion

10°
11
12
13
13
14
15

t= triple, m= multiple, d= doble, s= simple, sa= simple ancha, ca= cuadruple ancha.

'Hm (J en Hz)
1.75t (10.0)
1.41m

1.65m

0.93m
2.08 m

2.87 dd (10.6, 4.4)

2.25m
1.33 m

2.33m
211 m

2.61 ¢ (10.0)

1.68m
1.63 m

1.18s

4.97 sa
4.85 sa

0.98s
0.96s

*Thebtaranonth et al., 2006.

'Hm (J en Hz), lit*
1.76 t (10.0)

1.32m
1.55-1.72 m

0.95m
2.10 dt (12.5, 3.5)

2.87 dd (10.6, 4.1)

2.25ddd(16.4, 7.8, 4.1)
1.42 m

2.34 ddd (12.6, 8.0, 4.3)
2.11t (12.4)

2.61 ¢ a (10.0)
1.55-1.72 m

1.20s

4,97 sa
4.85 sa

1.00s
0.98s

50.8
27.2

39.2

59.9
63.8
30.6

29.8

151.9
48.8
39.8

34.1
17.1
112.8

21.7
30.0

50.8
27.2

39.1

59.8
63.7
30.3

29.8

151.8
48.7
39.8

34.0
17.0
112.7

21.6
29.9
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5.2.2.1.2. Biosintesis del 6xido de B-cariofileno (4)

La biosintesis del 6xido de B-cariofileno (4) (Esq. 5.4) puede visualizarse a partir del
difosfato de farnesilo (66), cuya salida del grupo difosfato conduce al cation farnesilo
(67). Este cation es atacado por el doble enlace terminal para generar el cation
humililo (68), el cual puede dar lugar al cation cariofilo (69) que mediante la pérdida de
un protdon genera el doble enlace exociclico del cariofileno (70). Una oxidacion

posterior en C-4 y C-5 da como resultado el 6xido de B-cariofileno (4).
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Esquema 5.4. Biosintesis del 6xido de B-cariofileno (4).

56



De las fracciones gruesas G-l obtenidas con CHCIl;, CHCI3-MeOH (9:1 y 4:1), y
realizando cromatografias sucesivas con CHCI; y mezclas de CHCI3-MeOH en orden
creciente de polaridad se obtuvo un solido amarillo que en CCF revelé con FeCl;
dando una coloracion verde oscuro e indicando asi que el compuesto correspondia a

un flavonoide.

Su espectro de RMN de protdon en CDCl; (Fig. 5.13, Tabla 5.5) mostré una sefial
simple ancha en 12.40 ppm que integro para un proton, desplazamiento caracteristico
para protén de hidroxilo unido a un carbono aromatico que puede estar formando un
puente de hidrégeno en la estructura (HO-C5). En 7.71 y en 7.67 ppm se observé una
sefial doble y una doble de dobles, respectivamente, caracteristicos para los protones
aromaticos H-2' y H-6’. H-2’ presentdé una constante de acoplamiento meta, mientras
gue H-6" presentd constantes de acoplamiento orto y meta. Alrededor de 7.05 ppm se
observo la sefial doble de H-5’, la cual presentd una constante de acoplamiento orto.
En 6.56 ppm se observo el proton aromatico H-8 como una sefial simple. Entre 3.75 y
3.95 ppm se observaron tres sefales simples que integraron para 9 protones

evidenciando la presencia de los metoxilos en la estructura.

En el espectro de *C en CHCI; (Fig. 5.14, Tabla 5.5) se observaron 19 sefiales,
entre ellas la sefal caracteristica para carbono de un carbonilo en 178.3 ppm, entre
135.0 y 160.0 ppm aparecieron las sefiales que fueron asignadas para los carbonos
aromaticos base de oxigeno (C-5, C-7, C-9, C-3' y C-4’), mientras que C-2 y C-3
tuvieron un desplazamiento de 156.2 y 138.6 ppm, respectivamente. Entre 105.0 y
130.0 ppm se apreciaron los carbonos aromaticos restantes en posicién 6, 6°,1’, 2", 5’y

10, ademas que en 91.2 ppm se observo la sefial para C-8. En 60.2, 56.5 y 55.2 ppm
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se observaron las tres sefiales de los metoxilos. Para determinar la posicion de los
metoxilos en la estructura se utilizé el experimento HMBC (Fig. 5.15-5.16). Asi, las
sefales de los carbonos C-7, C-3' y C-3 en 154.7, 147.6 y 137.6 ppm presentan
correlaciones con las sefiales de metoxilos en el espectro de proton en 4.00, 3.99 y
3.86 ppm respectivamente, lo cual nos permitié asignar y confirmar las asignaciones
de protones y carbonos del compuesto, sobre todo aquellos carbonos cuaternarios. En
la tabla 5.6 se presentan las principales correlaciones observadas. Adicionalmente se
determinaron los espectros de RMN de *H y *C en DMSO-ds (Fig. 5.17 y 5.18),
llegando asi a la totalidad de la asignacion de la estructura. Con base en lo anterior, y
a la comparacion con datos de la literatura (Houng et al. 2004) se lleg6 a la conclusion
gue se trataba del flavonoide crisosplenol C (5) (Fig. 5.18), al cual se le ha descrito

actividad antiviral contra picornavirus y rinovirus (Semple et al., 1999).

OMe

Figura 5.18. Estructura del crisosplenol C (5).
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Tabla 5.5. Datos de RMN de *H y **C del crisosplenol C (5).

Posicion  'Hm (J en Hz)

2
3

4

5

6

7

8 6.56 s

9

10

y

2 7.71d (2.0)

Y

"

5 7.05d (8.4)

6 7.67 dd (8.4, 2.0)

3-OMe 3.86s
7-OMe 4.00s
3’-OMe 3.99s

d = doble, s = simple.

* Datos obtenidos en DMSO-dg.

'Hm (J en Hz)*

6.91s

7.66 d (2.0)

6.96 d (8.4)

7.62 dd (8.4, 2.0)
3.81s

3.91s

3.87s

13~
156.2
138.6
178.7
145.2
129.2
152.9
90.1
149.7
106.3
122.4
110.9
146.4
148.3
114.6
122.6
60.2
56.5
56.2

13«
155.8
137.8
178.4
145.9
129.9
154.8

91.2
149.1
105.8
121.1
112.3
147.8
150.2
115.9
122.5

60.0

56.6

56.1
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Tabla 5.6. Correlaciones importantes observadas en el experimento HMBC del

crisosplenol C (5).

Protén Correlaciones con carbonos

8 6,7,9,10
2’ 2,3, 4
5 3,6
6’ 4
3-OMe 3
7-OMe 7
3’-OMe 3
C5-OH 5,6, 10

66



5.2.2.1.3. Biosintesis del crisosplenol C (5)

Crisosplenol C se ha obtenido en cantidades importante de plantas del género
Chrysosplenium (Arisagua et. al., 1991). En el género Stevia se han descrito varias
flavonas metoxiladas, aunque en el caso de crisosplenol C se reporta por primera vez

en el género.

La biosintesis del crisosplenol C (Esq. 5.5) se ha propuesto a partir del acido
shikimico (71), que en presencia de ATP genera 72 seguido de un ataque nucleofilico
de uno de los OH’s al doble enlace del fosfoenolpiruvato y la eliminacion 1-2 de
fosfato se genera 73, que presenta eliminacién 1-4 de fosfato con lo que se llega al
acido corismico (74). Posteriormente, un reordenamiento tipo Claisen conduce al
compuesto 75 que en presencia de NAD y glutamato da lugar a la L-tirosina (76). La L-
tirosina (76) genera la 4-hidroxicinamoil-SCoA (77) que con 3 moleculas de malonil-
SCoA conduce al tetracétido 78. La condensacion de Claisen, seguido de una
enolizacién de 78 da como resultado la chalcona 79, que en presencia de una flavonol
sintetasa se cicla para dar la naringenina (80) y/o eridictiol (81). En presencia de O, y
2-oxoglutarato 80 y 81 producen apigenina (82) vy luteolina (83), que se hidroxilan
para dar la flavona 84. Las O-metilaciones selectivas realizadas por SAM generan el

crisosplenol C (5).
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COOH
HO ®
NH3
= - - JJ\
X €]
(efe]e] Y (e} COOH
OH K-v
76 75 74
L-tirosina acido corismico
OH OH
(0]
OH (e] | HO OH
SCoA| | |
CoAS > >
X
o (e] (0] OH O
77 78 79

4-hidroxicinamoil-SCoA

OH

HO O

OH O

80 R= H, naringenina
81 R=OH, eridictiol

OH O OH O

82 R= H, apigenina

84
83 R=0H, luteonina

crisosplenol C

Esquema 5.5. Biosintesis del crisosplenol C (5).
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La parte de MeOH (1 g) se disolvio en MeOH y se cromatografio en columna utilizando
como soporte sephadex LH-20 colectando fracciones gruesas (250 mL) vy utilizando
como fase movil H,O, mezclas de H,O-MeOH en orden decreciente de polaridad y
MeOH. A la fraccion obtenida con MeOH-Agua (1:1) se le realizaron posteriores
cromatografias en columna en gel de silice usando CHCI3;, CHCI3;-MeOH en orden
creciente de polaridad y MeOH. De las fracciones obtenidas con CHCI3-MeOH (4:1) se
obtuvieron 5 mg (0.5 %) de un sdlido de color amarillo claro que en CCF reveld con

acido difenilborinico y cloruro férrico evidenciando la presencia de un flavonoide.

En su espectro de RMN de proton (Fig. 5.19, Tabla 5.7) se observd una sefial simple
gue integrd para un protén en 12.60 ppm, tipica de hidrégeno de hidroxilo en C-5. En
7.61y 7.58 ppm se observaron una sefal doble con constante de acoplamiento de 2.0
Hz (meta) y una sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento de 8.4 (orto) y
2.2 Hz (meta) que integrardn para un proton cada una (H-2' y H-6’). En 6.89 ppm se
observo la sefial en H-5" (d, J = 8.4 Hz). En 6.45 y 6.24 ppm se apreciaron las sefiales
dobles en cada caso que integraron para un proton cada una, con constante de
acoplamiento meta de 2.2 Hz para los protones H-8 y H-6, respectivamente. En 5.38
ppm se aprecié una sefal doble que integr6 para un protbn con constante de
acoplamiento de 7.3 Hz, tipica de un protdbn anomérico de azlcar, por lo que se asigné
a H-1". Para los protones de H-(2”- 6”) se observaron sefiales multiples entre 3.70

ppmy 3.00 ppm.
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De acuerdo a los datos fisicos y espectroscépicos y comparacion con datos descritos
se concluyé que se trataba del compuesto conocido como isoquercitrina (6) (Fig. 5.20),
un flavonoide que ha presentado actividad hepatoprotectora (Nasser et.al., 2005) y

anticancerosa (Ferreira et. al., 2010).

OH O D-glucosa

Figura 5.20. Estructura de la isoquercitrina (6).
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Tabla 5.7. Datos de RMN de 'H de la isoquercitrina (6).

Posicién 'Hm (J en Hz) 'Hm (J en Hz), lit*
6 6.24 d (2.2) 6.19 d (2.0)

8 6.45 d (2.2) 6.39.d (2.0)

> 7.61d (2.0) 7.58 d (2.4)

5 6.89 d (8.4) 6.84 d (8.6)

& 7.58 dd (8.4, 2.2) 7.56 dd (8.6, 2.4)
17 5.38 d (7.3) 5.45d (7.3)

2”-6" 3.70-3.00 m -

C5-OH 12.60 sa -

d= doble, m= mudltiple, sa= simple ancha.

* Singab et al., 2005.
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5.2.2.1.4 Biosintesis de la isoquercitrina (6)

La biosintesis de isoquercitrina (Esq. 5.6) sigue la misma ruta que el crisosplenol C
(5) hasta la formacion de naringenina (80) y/o eridictiol (81). Estos ultimos mediante la
accion de O, y 2-oxoglutarato conducen a dihidrokaempferol (85) y dihidroquercetina
(86). Los dihidroflavonoles 85 y 86 con O, y 2-oxoglutarato conducen a kaempferol
(87) y quercetina (88). La adicion de glucosa en la posicion 3 de la quercetina se da

por medio de la uridindifosfato glucosa (UDP-glucosa) generandose la isoquercitrina

(6).
\,i’g/‘/ 2- oxoglutarato \,in:(‘/

80 R= H, naringenina 85 R H, d|h|drokaempferol
81 R= OH, eridictiol 86 R= OH, dihidroquercetina

O,
2-oxoglutarato

UDP-glucosa

B ———

OH O D-glucosa OH (@]

6 87 R=H, kaempferol
88 R= OH, quercetina

Esquema 5.6. Biosintesis de la isoquercitrina (6).
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5.2.2.2 Separacion cromatografica del extracto cloroférmico

La parte aérea de S. tomentosa (500 g) se sometié a maceracion con CHCI3 (4 L) por
7 dias, seguido por filtracion y concentrado en el rotavapor para obtener el extracto
correspondiente (30 g), el cual se tratdé siguiendo un procedimiento conocido para la
obtencién selectiva de lactonas sesquiterpénicas (Herndndez et al., 1994) (de
Hernandez et al., 1997). El extracto se redisolvio en EtOH (250 mL), se calent6 a 60
°C, se adicion6 H,O (150 mL) y se llevo a temperatura ambiente. Posteriormente, se
hicieron lavados con hexano (3 x 400 mL) y CHCI; (3 x 400 mL), las fases organicas
se concentraron y se juntaron para obtener 9.5 g de un sélido verde oscuro. Este
producto se sometié a separacién cromatografica usando la técnica de CC en gel de
silice, para obtener fracciones gruesas (250 mL) con mezclas de hexano-AcOEt y
CHCI3-MeOH como eluyente, en orden creciente de polaridad. Las fracciones se

etiquetaron como A-M.

Las fracciones G y H eluidas con CHCI3; y CHCI3-MeOH (9:1) se juntaron y mediante
sucesivas recromatografias utilizando CHCIl; y mezclas de CHCI;-MeOH (19:1) se
obtuvo un sdlido ligeramente amarillo (30 mg, 0.31%) con p. f. 192.5-193.5 °C. Su
andlisis por RMN de *H y de *3C en 1D y 2D nos llevé a la conclusién de que se
trataba de una lactona sesquiterpénica cuya estructura se propuso tentativamente, la

cual denominamos como guayandlida A (7) (Fig. 5.21).
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Figura 5.21. Estructura de la guayandélida A (7).

En el espectro de 'H (Fig. 5.22, Tabla 5.8) de 7 se observaron dos sefiales simples
anchas en 5.30 y 5.27 ppm que integraron para un protén cada una y caracteristicas
para hidrogenos de un doble enlace exociclico. Estas sefiales se asignaron a los
protones H-14 y H-14’. En 4.36 ppm se presentdé una sefal doble de doble de dobles
con constantes de acoplamiento de 10.9, 5.7 y 5.5 Hz que integré para un protdn,
tipica de un hidrégeno base de lactona (H-8). En 3.51 ppm se observé una sefial doble
con constante de acoplamiento de 2.6 Hz, la cual integré para un protén y que es
caracteristica de un hidrogeno base de OH (H-2). En 2.88 ppm se aprecio una sefial
quintuple (J= 7.4 Hz) que integré para un proton y la cual se etiquetd para H-11. En
1.56 ppm se observé una sefial simple caracteristica de un metilo terciario (Me-15)
base de oxigeno y en 1.24 ppm se observd una sefial doble de un metilo secundario
(Me-13) cuya constante de acoplamiento fue de 7.4 Hz. Con el experimento COSY
(Fig. 5.23) se corroboraron asignaciones importantes de los protones de la estructura.
Por ejemplo, como se observo la correlacién del metilo secundario Me-13 con H-11, el
proton base de lactona H-8 con el metileno en posicién 9, ademas de la correlacion
observada de H-9 con uno de los protones del doble enlace exociclico en posicion 14.

75



En el espectro de '3C (Fig. 5.24, Tabla 5.8) se observan 15 sefiales corroborando la
estructura de una lactona sesquiterpénica. Entre las sefales significativas fueron la de
177.6 ppm de un carbonilo de lactona, asi como las sefiales en 139.0 y 119.1 ppm,
tipicas de un doble enlace exociclico (C-10 y C-14). Entre 60.0 y 80.0 ppm se
apreciaron 5 sefales caracteristicas de carbonos base de oxigeno, de las cuales
segun su espectro HSQC, 2 de ellas fueron CH y las otras 3 correspondieron a
carbonos cuaternarios. En el experimento HSQC (Fig. 5.25) también se observaron
todas las correlaciones esperadas, lo cual nos permitié asignar adecuadamente la
mayoria de los protones y carbonos de la estructura. El experimento HMBC (Fig. 5.26-
5.28) confirmo las asignaciones para las sefiales tanto en el espectro de proton como
en el de carbono-13, lo cual nos condujo a proponer la estructura tentativa de esta
lactona sesquiterpénica. Las correlaciones mas importantes observadas en el

experimento HMBC se presentan en la Tabla 5.9.

La sustancia cristalizé6 en CHCI;-hexano en forma de agujas y presenté p. f. 192.5-
193.5 °C, pero hasta el momento no se han obtenido cristales adecuados para su
difraccion de rayos-X. Una busqueda en la literatura reveld6 que esta sustancia

representa un nuevo producto natural.
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Tabla 5.8. Datos de RMN de *H y *C de la guayandlida A (7).

Posicion

14’
15

'Hm (J en Hz)

3.50 d (2.6)

2.16 d (15.6)
2.11 dd (15.8, 2.8)

2.35 dd (15.5, 1.4)
1.78 dd (15.5, 13.6)

2.55 dddd (13.7, 8.0, 5.2, 1.8)
4.36 ddd (10.9, 5.7, 5.5)

2.60 dd (13.0, 6.0)
2.39 ddd (13.0, 11.0, 1.0)

2.88 q (7.4)

1.25d (7.4)

5.30 sa
5.27 sa

1.57s

d= doble, g= quintuple, s= simple, sa= simple ancha.

13~
77.2
66.7
27.9

67.5
61.3
21.0

41.1
79.5
32.2

119.1
38.8
177.6
10.2
139.5

16.3
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Tabla 5.9. Correlaciones mas importantes observadas en el experimento HMBC de la

guayandlida A (7).

Posicién Correlaciones con carbonos

2 1,3
3 1,2,4
6 4,5,7,8,
9 1,7,8,10, 14
11 6,7,12,13

Me-13 7,11, 12
14 1,9, 10

Me-15 4,5
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5.2.2.1. Biosintesis de la guayanélido A (7)

La biosintesis que se propone para la guayandlida A (Esq. 5.7), parte del difosfato de
farnesilo (66) el cual pierde difosfato con lo que se obtiene el cation farnesilo (67), este
se cicla para dar el cation germacrilo (89) que mediante pérdida de un protén genera
el germacreno (90). La ciclacién promovida por un proton de 90 conduce al cation
guayanilo (91) que produce al guayano (92) por pérdida de un protén. Oxidaciones
sucesivas pueden conducir al diepoxido 93 que en presencia de H,O y un agente

reductor puede generar la guayandlida A (7).
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N X
29 Z2 N % <
®
oPP)
66 67 89

difosfato de farnesilo catién farnesilo catiéon germacrilo
- . -
O
92 91 90
guayano cation guayanilo
0 HO 1o
@) —_— o

(@) ) (@) (@)

93 7

Esquema 5.7. Biosintesis de la guayanolida A (7).
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De la fraccion | eluida con CHCI3-MeOH (4:1) se obtuvo una mezcla que se separé
mediante recromatografias sucesivas empleando gel de silice y CHCI3;, CHCIl3-MeOH
(9:1y 4:1) y MeOH como eluyentes. Este procedimiento condujo a la obtencién de dos
compuestos en forma de solido amarillo que en cromatografia en placa fina revelaron
con FeCl; dando una coloracion verde oscuro, por lo que se sospechdé que las

estructuras correspondian a flavonoides.

En el caso del primer compuesto, su espectro de *H en CDCl; (Fig. 5.29, Tabla 5.10)
mostré una sefial simple ancha en 12.40 ppm que integré para un proton. Este
desplazamiento es caracteristico para proton de hidroxilo unido a un carbono
aromatico y que puede estar formando un puente de hidrégeno. En 7.73 ppm se
observé una sefial doble de dobles caracteristica para un protdbn aromatico con
constantes de acoplamiento orto y meta, el cual se asign6 a H-6’. En 7.68 y 6.99 ppm
se observaron sefiales dobles que integraron para un protén cada una y que debido a
sus constantes de acoplamiento orto y meta respectivamente se asignaron a H-2' y H-
5. En 6.56 ppm se aprecié una sefial simple, la cual integré para un protén que se
asigné a H-8. Entre 3.80 y 4.10 ppm se observaron cuatro sefiales que integraron para

12 protones y que fueron tipicas para metoxilos.

En el espectro de *C en CDCl; (Fig. 5.30, Tabla 5.10) se observaron 19 sefiales.
Entre las significativas la de 178.7 ppm de carbono de un carbonilo para C-4, entre
135.0 y 160.0 ppm se observaron las sefiales para los carbonos aromaticos 2, 7, 4, 9,
3’, 5, 3y 6 base de oxigeno. En 90.0 a 125.0 ppm se apreciaron las sefiales de los
carbonos aromaticos restantes en posicion 1’, 6°, 2’, 5’, 10 y 8. Los metoxilos tuvieron

un desplazamiento de 55.0 a 60.0 ppm.
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Con el experimento HMBC (Fig. 5.31-5.32) se asigno la posicién de los metilos de
metoxilos asi como se corroboré la asignacion de los protones aromaticos. Las
correlaciones mas importantes observadas se muestran en la Tabla 5.11. También se

obtuvieron los espectros de *H y *C en DMSO-d; (Fig. 5.33 y 5.34).

La estructura se asignoé como 5,6-dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8) (Fig. 5.35).

OMe

Figura 5.35. Estructura del 5,6-dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8).
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Tabla 5.10. Datos de RMN de *H y **C de la 5,6-dihidroxi-3,7,3’,4"-tetrametoxiflavona

(8).

Posicién 'Hm @@ enHz) 'Hm@JenHz)* 3¢ 3¢
2 156.2 155.6
138.8 138.3

4 178.7 178.5

5 145.2 145.9

6 129.2 130.1

7 152.8 155.0

8 6.55 s 6.93 s 90.1 91.5

9 149.7 149.3

10 106.4 106.0

1 122.9 122.4

2 7.68d (2.1) 7.66 d (2.0) 111.2 111.6

3 148.7 148.8

4 151.3 151.5

5 699 d (8.5) 7.17 d (8.4) 1108 111.9

6 7.73dd (8.6 2.1) 7.73dd (8.4,2.0) 122.1 122.7
3-OMe 3.86s 3.82s 60.2 60.2
7-OMe 4.00s 3.92s 56.5 56.8
3’-OMe 3.97s 3.87s 56.1 56.1
4’-OMe 3.97s 3.87s 56.0 56.0

s= simple, d= doble

* Datos obtenidos en DMSO-dg
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Tabla 5.11. Correlaciones mas importantes observadas en el experimento HMBC para

5,6-dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8).

Posicion Correlaciones con carbonos

8 6,79, 10
2’ 2,4,6
5 4,6
6’ 2,2, 4
3-OMe 3
7-OMe 7
3’-OMe 3
4’'OMe 4
C5-OH 5,6, 10
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La 5,6-dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8) es un flavonoide conocido en Apuleia
leicarpia (Malan et. al. 1979). Aunque en Stevia se han descrito varios flavonoides
tetrametoxilados, en el caso de 8 se reporta por primera vez en el género. Su
biosintesis se propone como analoga al crisosplenol C solo con la variante de una O-

metilacién adicional en C-4'.
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6. CONCLUSIONES.

Se llevd a cabo la colecta, identificacion taxondmica y la identificacion de

extractos de la parte aérea y la raiz de Stevia tomentosa H. B. K.

La separacidén cromatografica de los extractos de las raices y de la parte aérea
condujo al aislamiento de los sesquiterpenos 4y 7, los triterpenos 1, 2y 3, y de
los flavonoides 5, 6 y 8. Los compuestos 1, 5 y 8 se describen por primera vez
para el género Stevia. En el caso de la lactona sesquiterpénica 7 se presenta

como producto natural nuevo.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de los metabolitos
secundarios presentes en las raices y parte aérea de Stevia tomentosa y
representan sustancias naturales promisorias para el tratamiento de

enfermedades como el cancer y la inflamacion.
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FLAVONOIDES

R'" RZ R® R* R®
5 Me OH Me Me H
Glc H H H H
8 Me OH Me Me Me

[=2]
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Generalidades

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando gel de silice FLUKA
0.040-0.063 mm (230-400 mesh ASTM) y Sephadex LH-20 en columnas de vidrio de
1, 1.5, 2 y 3 cm de diametro interno por 40 y 60 cm de largo. La separacién por placa
se realiz6 en cromatofolios de gel de silice sobre aluminio de 2.5 x 5 cm. Los
espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrometro Perkin-Helmer FT-IR
System 2000 utilizando celdas de yoduro de cesio (Csl) y reflactancia difusa atenuada.
Los espectros de masa se determinaron en un espectrometro de masa Hewlett-
Packard 5989-A, acoplado a un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series
I, impacto electrénico a 60 eV. Los espectros de *H a 400 MHz y de **C a 100 MHz,
asi como los espectros COSY, HSQC y HMBC se determinaron en un equipo Varian
mercury 400, usando como disolvente CDCl; y DMSO-dg teniendo como referencia

interna TMS.
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7.2. Desarrollo Experimental

Los especimenes de Stevia tomentosa se colectaron en la comunidad de Real del
Monte, municipio de Mineral del Monte y en la comunidad el Guajolote, Municipio de
Epazoyucan, Estado de Hidalgo, en Agosto de 2008 y Septiembre de 2009,
respectivamente. Un ejemplar de esta planta se enviéo al Herbario del centro de
Investigaciones Biologicas de Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria de la UAEH,
donde el M.C. Manuel Gonzalez Ledesma identificé la especie como Stevia tomentosa
H.B.K (No. de depdsito JM Torres-Valencia 129). La planta se dejé secar a la sombra
y se dividié en sus partes aéreas (hojas y flores) y raices. Se obtuvieron los extractos
de hexano, CHCI3;, AcOEt y MeOH de estas partes mediante reflujo por 6 horas o

maceracion por 7 dias.

La raiz (500 g) se extrajo con hexano (2.5 L) dejandose a reflujo durante 6 horas.
Transcurrido el tiempo el hexano se evaporé obteniendo 7.6 g de un aceite amarillo al
cual se le agreg6 MeOH (200 mL) y se dejé 48 horas en el refrigerador. Pasado el
tiempo se filtr6 y evaporé el MeOH para obtener una miel de color amarillo (1.5 g).
Este residuo se separ6 por CC, obteniendo fracciones gruesas (200 mL) de hexano,
mezclas de hexano-AcOEt (9:1, 4:1, 7:3, 3:2 y 1:1) con polaridad creciente y CHCls,
las cuales se identificaron como A-G. Las fracciones C y D se juntaron y se le
realizaron recromatografias con CHCI; para obtener el compuesto (20S)-dammara-

13(17),24-dienol (1).
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(20S)-dammara-13(17),24-dienol (2).
Aceite amarillento (3 mg,0.2%), [a]p= +28.4

(c 0.1, CHCl3. RMN de *H y *3C (Tabla 5.1).

Otro lote de la raiz de Stevia tomentosa (600 g) se extrajo con MeOH (2 L) mediante
reflujo por 6 horas. Pasado este tiempo se evaporé el MeOH obteniéndose 11.5 g de
un aceite denso de color amarillo. Al producto se le realizé una prueba cualitativa para
determinar la presencia de alcaloides teniendo un resultado positivo con lo que se
procedid a su extraccion selectiva para la obtencion del extracto crudo de alcaloides.
El concentrado metandlico se diluyé (800 mL) de HCI al 2% y se le agregd zinc
metalico (10 g) dejandose por 1 dia en agitacion. Transcurrido este tiempo se filtr6 y
se llevé a pH 10 adicionando NH,OH. Se le realizaron lavados con CHCI; y se seco
con sulfato de sodio anhidro para obtener el crudo de alcaloides (2 g). La separacion
de este producto mediante CC, condujo a fracciones que dieron positivas las pruebas
cualitativas de alcaloides. Sin embargo, en el anélisis por RMN de 'H se observaron
mezclas dificiles de interpretar por lo que se decidio dejar el estudio quimico de este
extracto. Adicional a estas mezclas, de las fracciones obtenidas con CHCI; se obtuvo

estigmasterol (2).
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Estigmasterol (2). Solido blanco (3 mg,
I,,I,II, \
0.03 %), p. f.= 163-164°C, RMN de H

(Tabla 5.2).

HO

De la parte aérea (500 g) se obtuvieron los extractos de hexano y MeOH por medio
de reflujo (6 h). El extracto MeOH se filtr6 y evaporé dando como resultado un residuo
verde oscuro (7.2 g), al cual se le realiz6 una solubilizacion con CHCI3;, ademés de
posteriores lavados con AcOEt (3 x 200 mL) lo que condujo a la obtencion de las

partes de CHCI3;, AcOEt y MeOH.

La parte de CHCI3 (200 mg) se separé mediante cromatografia en columna en gel de
silice. Se colectaron 70 fracciones (5 mL) utilizando como eluyente hexano, mezclas
de hexano-CHCI; con polaridad creciente y CHCIs. Las fracciones 40-50 se juntaron y
se recromatografiaron utilizando CHCIl; como eluyente, de donde se identifico el

acetato de lupeol (3).
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Acetato de lupeol (3). Sdlido blanco (1.5 mg,
0.75 %), [o]o= +17.5 (c 0.1, CHCIl3). RMN de *H

(Tabla 5.3).

Los lavados con AcOEt que se le realizaron al extracto metandlico se juntaron y se
evaporaron obteniéndose un liquido verde oscuro (6 g), al cual se le realizé una CC,
de donde se colectaron fracciones gruesas (200 mL) utilizando como eluyente hexano,
mezclas de hexano-AcOEt, CHCIl;, CHCI;-MeOH y MeOH. Las fracciones se

etiquetaron como A-K.

Las fracciones Dy E que se obtuvieron con hexano- AcOEt (7:3 y 3:2) se juntaron y
se recromatografias en columna, utilizando CHCI;, para obtener el 6xido de [-

cariofileno (4).

i Oxido de B- cariofileno (4). Sélido blanco (4 mg, 0.08%), p.f.=
H © 60-61°C, [a]p= — 12.4° (c=0.4, CHCl3), RMN de 'H y **C (Tabla
" 5.4).

4
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De las fracciones gruesas G-l obtenidas con CHCI;, CHCI;-MeOH (9:1 y 4:1), se
recromatografiaron con CHCIl; y mezclas de CHCI3-MeOH en orden creciente de

polaridad, obteniendo el flavonoide crisosplenol C (5).

Crisosplenol C (5). Sdélido amarillo (80 mg,
1.33%), IR vmax cm™: 3369.9, 2920.0, 2849.7,

1763.0, 1705.7, 1662.7, 1595.2, 1515.0, 1488.2,

1354.7, 1219.8, 771.9. RMN de 'H y *C (Tabla

5.5).

La parte restante de extracto MeOH (1 g) se disolvio en MeOH y se cromatografioé en
columna utilizando sephadex LH-20 y fracciones gruesas (250 mL) y como fase movil
H,O, mezclas de H,O-MeOH en orden decreciente de polaridad y MeOH. A la fraccion
obtenida con MeOH-Agua (1:1) se le realizaron posteriores cromatografias en columna
en gel de silice y CHCIl;, mezclas de CHCI;-MeOH y MeOH. De las fracciones

obtenidas con CHCI3-MeOH (4:1) se aisl6 la isoquercitrina (6).
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Isoquercitrina (6). Soélido amarillo (0.5

mg, 0.5%). RMN de 'H (Tabla 5.7).

OH O D-glucosa

Otro lote de parte aérea de S. tomentosa (500 g) se sometié a maceracion con CHCI;
(4 L) por 7 dias, seguido por filtracion y concentrado en el rotavapor para obtener el
extracto correspondiente (30 g), el cual se traté siguiendo un procedimiento conocido.
El extracto se redisolvié en EtOH (250 mL), se calent6é a 60 °C, se adicion6 H,O (150
mL) y se llevd a temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron lavados con
hexano (3 x 400 mL) y CHCI3 (3 x 400 mL), las fases organicas se concentraron y se
juntaron para obtener 9.5 g de un sélido verde oscuro. Este producto se sometio a
separacion cromatografica usando la técnica de CC en gel de silice, para obtener
fracciones gruesas (250 mL) usando hexano-AcOEt y CHCIl3-MeOH como eluyente en

orden creciente de polaridad. Las fracciones se etiquetaron como A-M.

Las fracciones G y H eluidas con CHCIl; y CHCI3-MeOH (9:1) se juntaron y se
recromatografiaron utilizando CHCI; y mezclas de CHCI3-MeOH (19:1), dando lugar a

la guayandlida A (7).
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Guayandlida A (7). Agujas transparentes (30 mg, 0.31 %),
o) p.f.=192.5-193.5°C, [a]p= —56.5 (c 0.2, CHCls), [a]p= — 49.7

0 O | (c= 0.35, MeOH). IR vmax cmM™ 3531.6, 2973.3, 1770.8,

1456.6, 1156.4, 977.3, 838.4. RMN de *H y *C (Tabla 5.8).

De la fraccion | eluida con CHCI3;-MeOH (4:1) se obtuvo una mezcla que se separé
mediante sucesivas recromatografias empleando gel de silice y CHCI3;, CHCl3-MeOH
(9:1y 4:1) y MeOH como eluyentes. Este procedimiento condujo a la obtencion de dos

compuestos: la 2,5-dihidroxi- 3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8) y el crisosplenol C (5).

5,6-Dihidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (8).
Soélido amarillo (8 mg, 0.08%), p.f.= 106-107°C
IR vmax CM™Y: 3356.8, 2921.2, 2849.3, 1769.8,

1488.8, 1361.0, 1263.3, 752.9. RMN de 'H y *C

8 (Tabla 5.10).
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