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RESUMEN

RESUMEN

De las partes aéreas de Zaluzania triloba se obtuvieron (+)-ivalina (1), (+)-acetilivalina (2) y
(+)-11a,13-dihidroivalina (3). Las sustancias se identificaron mediante espectroscopia de
RMN en 1D y 2D y por comparacion con datos descritos. La extraccion acuosa (té) de planta
seca (2.5 g) contiene aproximadamente 1.2% de la lactona sesquiterpénica 1, por lo que
cuando se ingiere tal cantidad de infusion (250 mL), una dosis terapéutica de alrededor de 30
mg del agente antileucémico (+)-ivalina (1) puede ser incorporada en el organismo.
Adicionalmente se prepar6 el éster de Mosher de la (+)-ivalina (4) con la finalidad de

complementar su caracterizacion.

(+)-ivalina (1) (+)-acetilivalina (2)
u, z @ OCH3

O K
F3C

(+)-11a,13-dihidroivalina (3) éster de Mosher de la (+)-ivalina (4)

ABSTRACT

The aerial parts of Zaluzania triloba afforded (+)-ivalin (1), (+)-acetyl ivalin (2), and (+)-
11a,13-dihydroivalin (3). The substances were identified by 1D and 2D NMR spectroscopy in
comparison with published data. The water infusion (tea) preparation from air-dried plant
material (2.5 g) contains ca. 1.2% of the sesquiterpene lactone 1, envisaging that when such
infussion is ingested (250 mL), a therapeutic dose around 30 mg of the antileucemic agent
(+)-ivalin (1) may be incorporated into the organism. In adition, Mosher’s ester (4) from (+)-

ivalin was prepared in order to complement its characterization.
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1. INTRODUCCION

1.1. Productos naturales, metabolitos primarios y secundarios

Los productos naturales son sustancias que se encuentran en la naturaleza y que
podemos aislar y procesar. Su estructura puede ser de naturaleza organica,
inorganica, o una combinacion de ambas. Generalmente, llamamos productos
naturales a las sustancias que obtenemos de fuentes medicinales o nutrimentales.
También denominamos como productos naturales a los compuestos que obtenemos
de organismos vivos tales como bacterias, hongos, algas, animales y vegetales.
Dichos organismos generan dos tipos principales de compuestos conocidos como
metabolitos primarios y metabolitos secundarios, los cuales se distinguen por la
funcién que desempefian dentro del organismo que los produce; si tienen funcion
vital (nacer, crecer, reproducirse, etc.) se clasifican como primarios, mientras que si
no es asi, son considerados como secundarios. De estos ultimos, en la mayoria de
las veces se desconoce la funcion que desempefian en el organismo. Usualmente, a
los metabolitos secundarios se les denomina como productos naturales. Tales
compuestos, a diferencia de los metabolitos primarios que son casi universales en
los organismos, son de una distribucion limitada en la naturaleza y caracteristicos de
una familia o género, e inclusive de una especie. Ejemplos de metabolitos primarios

son las proteinas, los acidos nucléicos, los polisacaridos y las grasas, mientras que
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los terpenos, los alcaloides y los policétidos son considerados como metabolitos
secundarios

Frecuentemente, los metabolitos secundarios son los que mas despiertan el interés
de quimicos, bidlogos y farmacdlogos, ya que poseen estructuras variadas, desde
simples hasta muy complejas, y actividades biolégicas importantes y especificas. En
general, los compuestos responsables de los aromas, los colores y los principios

activos de una especie son metabolitos secundarios.

En la mayoria de las ocasiones el estudio sobre productos naturales se ha enfocado
hacia los extractos y sustancias de plantas terrestres que tienen un uso terapéutico,
siendo este tipo de analisis los que generan la mayor parte de los compuestos
biologicamente activos (Dewick, 2009). Es asi que los productos naturales y la
medicina han estado estrechamente relacionados a través del uso de la Medicina
Tradicional, cuyos estudios quimicos, farmacoldgicos y clinicos han sido base de la
mayoria de los medicamentos que conocemos. Por ejemplo, la cocaina (5), aislada
del arbol de coca (Erythroxylum coca), sirvio de modelo para la sintesis de
medicamentos que contienen principios activos como la benzocaina (6), la lidocaina
(7) y la procaina (8) (Figura 1), empleados actualmente como anestésicos locales.
De tal manera que la investigacion sobre productos naturales ha permitido contar con
sustancias altamente promisorias para la cura de diversas enfermedades, como por
ejemplo la artritis, algunos tipos de cancer e infecciones causadas por hongos,

bacterias y virus (Cortez et al., 2004).
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Figura 1. Imagen del arbol Erythroxylum coca, estructuras de la cocaina (5) y los

anestésicos locales benzocaina (6), lidocaina (7) y procaina (8).
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1.2. La Herbolariay el té

La herbolaria estudia las propiedades curativas de plantas y hierbas medicinales que
nos provee la naturaleza. Es una forma de medicina alternativa que desde hace
siglos se ha practicado. Desde
sus inicios tanto las
comunidades primitivas como los
egipcios, griegos y romanos en
su necesidad de curar sus
dolores, padecimientos y

enfermedades, tuvieron en la

herbolaria el vehiculo adecuado
para cuidar su salud y tener una mejor calidad de vida, herencia que después se vio
enriguecida de manera clave por la contribucion del Lejano Oriente y sobre todo por

la gran tradicion herbolaria del Nuevo Mundo, en especial México.

Dependiendo de la planta y del tratamiento, toda la especie o parte de ella es
utilizada para el remedio. En medicina tradicional, pueden utilizarse hierbas frescas,

en forma de infusion, o se pueden secar, cortar y pulverizar para su uso.

Generalmente, el empleo de las especies medicinales es a manera de té, aunque
también se usan en forma de cataplasmas, “pomadas”, y en forma de aromas

(aromaterapia). Como es bien conocido, en el mercado se venden varias plantas
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medicinales y es comun encontrar en las tiendas y supermercados diversas marcas
de té que se usan para varios padecimientos, principalmente como tranquilizantes,
antiinflamatorios, antipiréticos o simplemente por su olor agradable y sabor (Tabla 1).
El éxito de estos productos naturales es debido a que efectivamente contienen
principios activos que ayudan en los padecimientos para los que son empleados,

aparte de que son econdémicos y faciles de usar (Lozoya-Legorreta, 1994).

Tabla 1. Tés comerciales y sus propiedades medicinales.

7 Azhares: naranjo (Citrus Cada una de ellas con beneficios especificos y
aurantium), rosas (Rosa spp.), tila  de efecto profundamente tranquilizante ya que,
(Tilia mexicana), sauco mexicano no solo se destina al sistema nervioso, sino
(Sambucus mexicana), manzanilla también al circulatorio (presién), a la piel, a
(Matricaria chamomilla), romero descansar los sentidos y al sistema digestivo.
(Rosmarinus officinalis), toronjil

(Melissa officinalis).

Anis (Pimpinella anisum) Evita trastornos digestivos, célicos y gases

estomacales.

Canela (Cinnamomun zeylanicum) Actda como un suave astringente, ayuda a las

molestias de la diarrea.

Hierbabuena (Menta viridis) Refuerza el estbmago, es util en la preparacion
de comidas, calma codlicos estomacales,
trastornos de la digestion, cancer de estomago;
elimina parasitos intestinales, la ronquera y el

reumatismo.

Jamaica (Hibiscus sabdariffa) Favorece de buena manera el proceso digestivo,

es ligeramente laxante, es diurética,
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antiparasitaria y puede llegar a ser muy bueno
para tratar el colesterol.

Limén (Citrus aurantifolium) Combate la hinchazén intestinal, favorece la
digestion estomacal, descongestiona el higado y

es un desintoxicante natural.

Manzanilla (Matricaria chamomilla) Estimula el apetito, la secrecion de jugo géstrico,
favorece la digestion, combate los gases
intestinales, facilita y favorece la menstruacion,
alivia la conjuntivitis. ActGa contra enfermedades
nerviosas, fiebres, calambres, inflamaciones,

reumatismo e insomnio.

Naranjo (Citrus aurantium) Sirve como calmante de los nervios.

Negro (Camellia sinensis) Ayuda a despejar la mente y activa el
organismo.

Rojo (Camellia sinensis) Reduce el nivel de grasas y elimina el colesterol

del organismo.
Tila (Ternstroemia sylvatica) Ataques de histerismo y los coélicos nefriticos.

Verde (Camellia sinensis) Prolonga la juventud ya que tiene gran cantidad

de antioxidantes.

(Martinez, 1979).

En el trabajo presente se llevo a cabo el estudio quimico del extracto de acetato de
etilo (AcOEt) de la parte aérea de Zaluzania triloba (Ort.) Pers. (Figura 2), la cual es
una especie que se usa en medicina tradicional como antiinflamatorio, para el dolor
de estbmago y para curar heridas agusanadas de animales (Villavicencio, 2009). El

uso de la planta es a manera de decoccién.

El estudio quimico condujo a la obtencion y caracterizacion de sus componentes

mayoritarios, entre ellos la sustancia conocida como (+)-ivalina (1) (Figura 2), cuyos
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estudios biolégicos han demostrado que posee actividad antileucémica importante.
(Topecu et al., 1993) Debido a lo anterior, se decididé cuantificar el compuesto 1 en la

extraccion acuosa (infusion) de la parte aérea de la especie.

H

(+)-ivalina (1)

Zaluzania triloba

Figura 2. Imagen de Zaluzania triloba y estructura de la (+)-ivalina (1).

El compuesto 1, pertenece a una clase particular de terpenos denominados lactonas

sesquiterpénicas tipo eudesmanolida. Para mejor comprension de estos conceptos

se describe el siguiente tema.
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1.3. Lactonas sesquiterpénicas derivadas del eudesmano vy
guayano
Como se mencioné antes, los metabolitos secundarios (productos naturales) estan
representados por 3 grandes familias de compuestos: los terpenos, los alcaloides y
los policétidos. Los terpenos son sustancias que se generan en los organismos
mediante la ruta biosintética del acido mevalonico (9). Este metabolito mediante una
fosforilacién del OH primario da lugar al intermediario 10, el cual posteriormente por
descarboxilacion y pérdida de OH conduce al difosfato de isopentenilo (11). 11 puede
convertirse en el difosfato de dimetilalilo (12) mediante la accion de una enzima
denominada isomerasa (Esquema 1). Los difosfatos de isopentenilo (11) y dimetilalilo
(12) representan unidades de cinco atomos de carbono denominadas isoprénicas y
son los que participan en la formacién de terpenos (Dewick, 2009). Dependiendo del
namero de unidades isoprénicas que contenga el metabolito resulta su nombre,

como se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de terpenos.

Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterterpenos 5 25
Triterpenoides 6 30
Tetraterpenos 8 40
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Cuando 11 y 12 se combinan resulta una estructura de 10 carbonos denominada
difosfato de geranilo (13) (Esquema 1), el cual es el precursor de los monoterpenos.
A su vez, si una segunda molécula de 11 se adiciona al difosfato de geranilo (13), da
lugar al difosfato de farnesilo (14), considerado como el precursor de los

sesquiterpenos.

0
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Esquema 1. Biosintesis de terpenos a partir del acido mevalénico (9).

10
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La pérdida del grupo fosfato en 14, genera el cation farnesilo (15) que puede
conducir al catiéon germacrilo (16) de la manera como se muestra en el Esquema 2.
Posteriormente, la salida de un proton produce el germacrano (17). Este ultimo,
mediante una serie de reacciones en las que se involucran reordenamientos de
Wagner-Meerwein, puede conducir por un lado al catién guayanilo (18), que por
pérdida de un proton genera el guayano (19), o por otro lado al cation eudesmilo
(20), el cual también mediante la salida de un proton da lugar al eudesmano (21)

(Dewick, 2009).

11
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Esquema 2. Biosintesis de los esqueletos hidrocarbonados del guayano (19) y

eudesmano (21).

12
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Generalmente, estos esqueletos carbociclicos son funcionalizados en varias
posiciones por oxigenos, formando alcoholes, cetonas o acidos carboxilicos. En
varias ocasiones se aislan en forma de lactonas, en cuyo caso el nombre de los
compuestos toma la terminacién “dlida”. Por ejemplo, la (+)-ivalina (1) es una
eudesmandolida, mientras que la zaluzanina C (22) es una guayandlida (Romo de
Vivar et al., 1967) (Esquema 3). Ambas son denominadas también como lactonas

sesquiterpénicas (Dewick, 2009).

—_—
—_—
eudesmano (21)
—_—
—_—
guayano (19) zaluzanina C (22)

Esquema 3. Los esqueletos de eudesmano y guayano conducen a eudesmandlidas
y guayanodlidas, respectivamente.

13
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2. ANTECEDENTES

2.1. Especies de Zaluzania

El género Zaluzania (Compositae) comprende alrededor de 32 especies (Tabla 3), de
las cuales 11 son endémicas en México y 5 crecen en el estado de Hidalgo

(Plantsystematics, 2010; Yabuta et al., 1978; Pérez-Escandon et al., 2003).

Tabla 3. Especies conocidas de Zaluzania (Compositae).

*Especies presentes en el estado de Hidalgo. *Z. triloba, Z. parthenioides y Z.

Z
Z
z
z
z
z
z
z
Z.
z
z
z
z
z
z
z

. angusta Benth. & Hook. F.

. asperrima Sch. Bip.

. augusta Sch. Bip. *

. cinerascens Sch. Bip.

. coulteri Hemsl.*

. delgadoana B. L. Turner

. discoidea A. Gray

eminens Hort. Ex F. T. Hubbard
. ensifolia Sch. Bip.

. globosa Sch. Bip.

. grayana B. L. Rob. & Greenm
. grayiana B. L. Rob. & Greenm
. indica Reinw. Ex Blume

. megacephala Sch. Bip.*

. mollissima A. Gray

. anthemidifolia B.L. Roob. & Greenm

NI N NININ N NINININ N NINI NN

. montagnaefolia A. Gray
. myriophylla Sch. Bip.

. nonesis Hieron. ex Sod.
. oppositifolia Sch. Bip.

. parthenioides (DC.) Rzedowski**
. pinnatilobata Sch. Bip.

. pringlei Greenm.

. quitensis Hieron

. resinosa S. Watson

. robinsonii W. M. Sharp.*
. sodiroi Hieron

. squarrosa Sch. Bip.

. subcordata W. M. Sharp.
. triloba (Ort.) Pers.**

. trilobata Hoffmgg.

robinsonni han sido consideradas como sinébnimos. (Plantsystematics, 2010).
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2.2. Estudios quimicos sobre especies de Zaluzania y compuestos
aislados
Se han llevado a cabo estudios quimicos sobre algunas de estas especies,
evidenciando que las lactonas sesquiterpénicas, denominadas zaluzaninas, son
caracteristicas de este género (Yabuta et al., 1978). Una de las primeras especies
estudiadas fue Z. augusta, de cuya parte aérea se aislaron en cantidades
importantes dos guayandlidas denominadas zaluzanina A (23) y zaluzanina B (24)
(Romo et al., 1967). Posteriormente, de la misma especie se obtuvieron las
zaluzaninas C (22) y D (25), asi como la (+)-ivalina (1). Estas lactonas también se

describieron como componentes de Z. triloba (Romo de Vivar et al., 1967) (Figura 3).

RO
O0OH
O
R=H, zaluzanina A (23) R=H, zaluzanina C (22)
R=Ac, zaluzanina B (24) R=Ac, zaluzanina D (25)

ivalina (1)

Figura 3. Metabolitos aislados de Z. augusta.

15
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Posteriomente, se describi6 un estudio para la identificacion de lactonas
sesquiterpénicas en Z. triloba, Z. parthenioides, Z. pringlei y Z. montagnaefolia (Tabla
4). Los estudios establecieron la presencia de las zaluzaninas A (23), B (24), C (22) y
D (25) en Z. augusta y Z. triloba, mientras que las lactonas 22 y 25, asi como la (+)-
ivalina (1) también se encontraron en Z. parthenioides y Z. robinsonii. Otras lactonas
aisladas de Z. montagnaefolia fueron la custundlida (26) y la a-ciclocustundlida (27),

y en Z. pringlei se identificé a la epitulipindlida (28) (Yabuta et al., 1978) (Figura 4).

Tabla 4. Lactonas sesquiterpénicas de especies de Zaluzania.

Lactonas sesquiterpénicas

Especie 22 23 24 25 26 27 28
Z. triloba (Ort.) Pers. + + +

Z. parthenioides = Z. triloba + + +

Z. augusta Sch. Bip. + +

Z. montagnifolia A. Gray + + + +

Z. pringlei Greenm. +

@] e} ]
custunolida (26) a-ciclocustundlida (27) epitulipinolida (28)

Figura 4. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de especies de Zaluzania.
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La zaluzanina C (22) no es exclusiva de especies de Zaluzania, también se ha
encontrado en la especie Cynara sibthorpiana (Abdallah et al., 1984). Esta lactona
posee propiedad citotoxica importante, especificamente contra la leucemia linfocitica

P-388 (Yabuta et al., 1978; Abdallah et al., 1984).

De Z. grayana se aisl6 22, la zaluzanina E (29) y la 15-hidroxi-[8-
desoxisalonitendlida] (30) (Figura 5), siendo la lactona 22 el compuesto mayoritario

(Spring et al., 1995).

0]

zaluzanina E (29) 15-hidroxi-[8-desoxisalonitenolida] (30)

Figura 5. Compuestos aislados de Z. grayana

La (+)-ivalina (1) se aislé y caracterizO por vez primera en las especies Iva
microcephala Nutt e Iva imbricata Walt. Del extracto de CHCIs de hojas y flores de I.
microcephala Nutt, se obtuvo 1 en un 1.9% de rendimiento, mientras que de I.
imbricata Walt. se obtuvo en 0.7% (Herz y Hogenauer, 1962). Debido al aislamiento
de 1 tanto en Z. triloba como en I. imbricata e I. microcephala se evidencio la

existencia de una relacion estrecha entre estos géneros (Romo de Vivar et al., 1967).
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Por otro lado, de Inula royleana DC. (sin. Inula racemosa Hook. F.) se aislaron varias
lactonas sesquiterpénicas, principalmente eudesmandlidas, entre éstas la (+)-ivalina
(1) y la (+)-acetilivalina (2), este ultimo descrito como producto natural por vez

primera (Figura 6) (Bohlmann et al., 1978).

(+)-acetilivalina (2)

Figura 6. Estructura de la (+)-acetilivalina (2).

Asi mismo, del estudio de las partes aéreas de Inula graveolens se aislo por vez
primera la (+)-11a,13-dihidroivalina (3) ademas de cuatro lactonas sesquiterpénicas
conocidas, entre ellas nuevamente la lactona 1 (Topcu et al., 1993). En dicho trabajo
también se evaluo la actividad biol6gica de estas sustancias, las cuales mostraron

buena actividad citotéxica y antibacterial.

Por otro lado, de Carpesium macrocephalum Franc. et. Savat (Compositae), especie
gue ha tenido uso en la medicina tradicional china por sus componentes
hemostaticos y antipiréticos, también se aislo la (+)-ivalina (1) y la (+)-11a,13-

dihidroivalina (3), ambas en poco rendimiento (Yang et al., 2002; Yang et al., 2003).
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La (+)-ivalina (1), asi como su acetato (2) también se han obtenido de especies de
Arnica, plantas utilizadas ampliamente en medicina tradicional como antiinflamatorios
y antipiréticos. Tal es el caso de A. chamissonis ssp. y de A. longifolia, de cuyas
flores se caracterizaron a 1 y 2, respectivamente, junto con otras lactonas
sesquiterpénicas (Willuhn et al., 1985 y 1998). El compuesto 1 se describié como

primera eudesmandlida en este género.

La estructura y configuracion absoluta de 1 son conocidas, y se determiné mediante
RMN de 'H (Willuhn et al., 1985), 13C (Topcu et al., 1993) y difraccién de rayos-X

(Herz y Hogenauer, 1962; Coetzer et al., 1982).

Como se menciond anteriormente en la seccion de Introduccidn, la (+)-ivalina (1) es
una lactona sesquiterpénica que ha presentado actividad antileucémica (Tomioka et
al., 1984). Se ha demostrado que ejerce una actividad importante contra células
tumorales P-388, KB-3 y KB-V1 con EDso de 0.14, 0.18 y 1.3 pg/mL,
respectivamente. La (+)-acetilivalina (2), que ha sido preparada de la (+)-ivalina, tiene
casi la misma actividad. No asi la (+)-11a,13-dihidroivalina (3) que resulté inactiva
para estas células (Topcu et al., 1993). También la lactona 1 ha sido probada contra
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli mostrando que tiene

actividad moderada contra estos microorganismos (Yang et al., 2002).

Algunas reacciones quimicas se han llevado a cabo sobre la lactona 1. Asi, su
hidrogenacion parcial usando paladio sobre carbono condujo a la (+)-11q,13-
dihidroivalina (3), mientras que la hidrogenacion en acido acético permitié obtener la

tetrahidroivalina (31) (Figura 7) (Herz y Hégenauer, 1962).
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HO.,, HO

‘i

11a,13-dihidroivalina (3) tetrahidroivalina (31)

Figura 7. Compuestos obtenidos a partir de 1.

Adicionalmente, el compuesto 1 y otros productos naturales de esta clase de
terpenos han sido objeto de considerable investigacién, principalmente como
modelos para la sintesis de compuestos biolégicamente activos, como los derivados
alénicos que desempefian un papel biolégico importante en varios productos
farmacéuticos como hipotensores, antiinflamatorios y agentes hipnoticos. Por
ejemplo, las reacciones de la (+)-acetilivalina (2) con los reactivos de Seyferth (i) e
Himaya (ii) condujeron a la obtencién de los derivados alénicos 34a-c (Esquema 3)

(Diaz et al., 1998).

20



ANTECEDENTES

ACO., i) PhHgCBr, A, AcO.,
Bro_ ’ Br B
Br Br
2 32

AcO,, ii) CrCla/LiAlH,

34a 34b 34c
R H H Br
R" H Br Br

Esquema 3. Derivados alénicos obtenidos a partir de reacciones de 2 con los

reactivos de Seyferth (i) e Himaya (ii).

De igual manera, la lactona 2 se empled en la sintesis con 6-amino-1,3-dimetil-2,4-
pirimidindiona (35) para la obtencion de los derivados pirimidinicos 36 a-b (Esquema
4), los cuales se prepararon con la finalidad de contar con agentes potencialmente

antivirales (Diaz et al., 1997a; 1998b).
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9H3 Y
HoN N 0] CH.CI 5
o« | \rf 2Cl>
“CH; NaOH ac.
(0]

35

2 R=H, 36a

R=Ac, 36b
Esquema 4. Derivados pirimidinicos a partir de la acetilivalina (2).

En nuestro grupo de investigacion, en el afio 2005, se llevo a cabo el estudio quimico
del extracto AcOEt de la parte aérea de Z. triloba, colectada en el Valle del Mezquital
en el Estado de Hidalgo, resultando en el aislamiento y caracterizacion de las
lactonas sesquiterpénicas denominadas zaluzaninas C (22), D (25), asi como en la
identificacion tentativa de las zaluzaninas F (37) y G (38) (Figura 8), las cuales se

aislaron como componentes minoritarios (Téllez-Reyes, 2005).

R = H, zaluzanina C (22) R = H, zaluzanina F (37)

R = Ac, zaluzanina D (25) R = Ac, zaluzanina G (38)
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Figura 8. Metabolitos aislados de Z. triloba colectada en el Valle del Mezquital.

Con la finalidad de complementar el estudio de Z. triloba, teniendo como principal
objetivo el aislamiento y la caracterizacion completa de las lactonas 37 y 38, en este
trabajo se hizo una colecta de la especie en el municipio de Mineral de la Reforma,
Hidalgo, en el 2008, y se procediéo a su estudio quimico cuyos resultados fueron

inesperados y se describen en la parte de Resultados y Discusion.
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3. OBJETIVOS

Llevar a cabo el estudio quimico de Zaluzania triloba (Ort.) Pers. enfocado en el
aislamiento y caracterizacion de sus metabolitos secundarios mediante técnicas

cromatograficas y métodos espectroscopicos.

Explorar la composicién quimica de la decoccién de la parte aérea de Z. triloba
debido al empleo que ha tenido en medicina tradicional, y correlacionar la
estructura y posible actividad biolégica de los metabolitos identificados con el uso

medicinal de la especie.

Identificar y cuantificar el compuesto (+)-ivalina en el té de la parte aérea de Z.
triloba mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), con la
finalidad de conocer si esta preparaciéon contiene dicha sustancia, ya que es

conocido que posee actividad antileucémica.

Contribuir al conocimiento de productos naturales con actividad biologica que

pudieran ser Utiles en el tratamiento del cancer y la inflamacioén.
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4. JUSTIFICACION

Hoy en dia la investigacion de los productos naturales nos brinda la posibilidad de
obtener sustancias promisorias para el tratamiento de diversas enfermedades como
las cronico-degenerativas, entre ellas el cancer y la diabetes, asi como
enfermedades causadas por bacterias, pardsitos y virus. Una estrategia para la
bdsqueda de principios activos ha sido el estudio de plantas que se emplean en la
medicina tradicional, dado que casi siempre se ha encontrado correlacién entre la
estructura y actividad biol6gica de las sustancias aisladas con el uso medicinal de las
especies. Los metabolitos encontrados en estos organismos siempre han despertado
el interés de quimicos, bi6logos y farmacélogos ya que poseen estructuras quimicas
muy variadas simples o complejas asi como actividades biolégicas especificas.
Varios de estos metabolitos han sido objeto de investigacibn considerable,
principalmente como modelos para la sintesis de compuestos biolégicamente

activos.

En nuestro grupo de trabajo se estd desarrollando un proyecto de investigacion
enfocado al estudio quimico de especies medicinales del estado de Hidalgo para el
aislamiento y caracterizacién de principios activos con actividad antiinflamatoria y
anticancerosa. En este contexto se planteo el estudio quimico Zaluzania triloba, una

planta que crece abundantemente en varios municipios del estado de Hidalgo y que
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se utiliza tradicionalmente en forma de té para el dolor de estbmago, la inflamacion y
heridas. En las especies del género Zaluzania se han encontrado lactonas
sesquiterpénicas que han mostrado actividad antitumoral, antileucémica,
antimicrobiana y antiinflamatoria, por lo que se espera que el estudio quimico de esta
planta contribuya al conocimiento de productos naturales con posible aplicacion

farmacoldgica.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Descripcidon de Zaluzania triloba

Zaluzania triloba (Ort.) Pers. (Compositae) (Figura 9) es un planta que crece
abundantemente en varios municipios del estado de Hidalgo donde se le conoce
vulgarmente como “hediondilla”, se emplea en medicina tradicional para aliviar el
dolor de estdbmago y las heridas, ademas es administrada en forma de infusion

(Pérez-Escanddn et al., 2003).

Figura 9. Imagen de Zaluzania triloba.
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Z. triloba es un arbusto de 1 m de alto con tallos cilindricos, ramificados y estriados
con pelos largos y erectos, sus hojas son alternas pecioladas, mas o menos
triangulares, haz verde oscuro y envés verde claro con pelos rigidos. Sus cabezuelas
poco humerosas, ubicadas en la punta de los tallos, estan soportadas en pedunculos
de hasta 6 cm de largo. La cabezuela amarilla, aunque tiene aspecto de una flor, es
una inflorescencia formada por pequefas flores (Figura 10). Es aromatica al
estrujarse. Su habitat preferentemente se encuentra cerca de habitaciones humanas,
en lugares perturbados y también suelen crecer en zonas desérticas y
ocasionalmente en cultivos (Conabio, 2010). Es abundante en los Municipios de
Actopan, El Arenal, Atotonilco, Epazoyucan, Mineral de la Reforma, Pachuca, San
Agustin Tlaxiaca, Singuilucan, Tepeapulco, Tolcayuca, Villa de Tezontepec,
Zapotlan, Zempoala, y florece de junio a noviembre (Villavicencio-Nieto y Pérez-

Escandon, 2006).

Figura 10. Imagenes de la parte aérea de Zaluzania triloba.
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5.2. Estudio del extracto acetato de etilo de la parte aérea de

Zaluzania triloba

La parte aérea seca y molida de Z. triloba (0.5 kg) se extrajo con AcOEt por medio de
reflujo de 6 h, seguido de filtrado y concentrado en el rotavapor para obtener el
correspondiente extracto (26.5 g, 5.3%), el cual se sometidé a separacion mediante
cromatografia en columna (CC), usando gel de silice y mezclas de hexano-AcOEt
(3:1, 21, 1:1 y 1:2) y AcOEt-acetona (5:1) como eluyente. Se colectaron cinco
fracciones gruesas que se etiquetaron como A, B, C, D y E y se analizaron mediante
cromatografia en capa fina (CCF) y RMN de 'H con la finalidad de observar su
composicién y similitud. En la fraccion A se observaron principalmente acidos grasos,
en la fracciébn B se apreciaron sefiales caracteristicas de lactonas sesquiterpénicas,
mientras que en las demas fracciones se observaron restos de este tipo de lactonas
y acidos grasos. La purificacion de la fraccion B mediante sucesivas cromatografias
en columna condujo a la obtencién de dos compuestos, cuyo analisis preliminar por
RMN de 'H mostraron ser del tipo lactonas sesquiterpénicas. Las sustancias se
etiquetaron inicialmente como compuesto A y compuesto B, siendo A el metabolito
mayoritario.

Otro lote del extracto de AcOEt (3 g) se sometié a separacion mediante CC utilizando
como eluyente CHCIz-acetona (2:1). El procedimiento se realizé 3 veces para obtener
el compuesto A en mezcla con sustancias grasas (1.75 g, 19.4%), posteriormente se

purific6 por CC usando gel de silice y como eluyente hexano-AcOEt (1:1), lo cual
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permitié obtener la sustancia A (332 mg, 3.68%) en forma de cristales amorfos con
p.f. 125-127 °C.

La caracterizacion de las dos sustancias se llevé a cabo mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos en la literatura de
compuestos afines. Esto nos permitio llegar a la conclusion de que el compuesto A
se trataba de la (+)-ivalina (1), mientras que el compuesto B resulto ser el acetato (2)
de esta misma molécula (Figura 11). Ambas sustancias son lactonas
sesquiterpénicas conocidas y sus datos espectroscopicos resultaron iguales a los
descritos (Willuhn et al., 1985; Topcu et al., 1993). La sustancia 1 presentd [a]3°= +
134 (c 1.0, CHCI3), mientras que 2 mostro [a]3°= + 122 (c 0.7, CHCIz). En seguida se

describe el proceso de andlisis por RMN que condujo a su caracterizacion.

(+)-ivalina (1) (+)-acetilivalina (2)

Figura 11. Estructuras de la (+)-ivalina (1) y la (+)-acetilivalina (2).

El espectro de RMN de 'H de 1 (Figuras 12 y 13, Tabla 5) mostré entre sus sefiales
mas significativas dos dobles (J = 1.0 Hz) en 6.14 y 5.60 ppm caracteristicas de un
metileno exociclico conjugado a un grupo carbonilo de lactona y que fueron
asignados a los protones H-13 y H-13’, en 4.90 y 4.55 ppm se apreciaron dos

seflales dobles anchas (J = 1.3 Hz) para otro metileno exociclico que fueron
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asignadas a H-15 y H-15’, una senal triple de dobles en 4.51 ppm (J = 5.0, 1.5 Hz)
correspondiente al proton H-8 base de la lactona, y una sefial triple de triples (J =
11.0, 4.7 Hz) en 3.83 ppm tipica de un proton base de OH que fue asignada a H-2. A
frecuencias bajas, en 0.84 ppm, se observé una sefial caracteristica de un metilo
terciario (simple) que integré para 3 protones, y que se asignd al CHs-14. La
ampliacion de este espectro se muestra en la Figura 13 donde se puede observar
con mayor claridad el desplazamiento y la multiplicidad de las sefiales que fueron
asignadas al resto de los protones del compuesto 1. Para la asignacion completa de
sus sefales en el espectro de proton también se hizo uso del experimento de
correlacion homonuclear 'H-'H, COSY, que se muestra en la Figura 14. En este
espectro se pudo observar la mayoria de los acoplamientos entre los protones
vecinos y geminales de la molécula, por ejemplo el que mostraron entre si los
protones del doble enlace exociclico H-13 y H-13’, y el acoplamiento de estos
hidrogenos con H-7, lo cual confirmé su asignacion en el espectro de *H. En la Figura
15 se muestra una ampliacién del espectro COSY de esta misma sustancia en el
cual se observo la correlacion de H-8 base de la lactona con las sefiales en 3.02 y
1.55 ppm, las cuales fueron asignadas a H-7 y H-9q, respectivamente. Asimismo, se
observé de manera clara la correlacion H-2 base de OH con los protones de los
metilenos en C-1 y C-3, asi como el acoplamiento de H-7 con los protones H-6a y H-

6B. El resto de las correlaciones se resaltan con los recuadros marcados en la figura.
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En el espectro de 13C (Figura 16, Tabla 6) se observaron 15 sefales, entre ellas la de
170.57 ppm caracteristica de un carbonilo de éster, 4 sefiales tipicas de carbonos de
enlaces dobles entre 150 y 110 ppm, 2 sefiales de carbonos base de oxigeno en
76.64 y 66.91 ppm y 8 sefiales mas en la zona de carbonos sp3, entre 53 y 18 ppm.
El experimento APT (Figura 17) permite definir la naturaleza de cada uno de los
carbonos, en el cual las sefiales cuya naturaleza sea C y CH2 aparecen con fase
positiva, mientras que aquellas correspondientes a CH y CH3s se observan con fase
negativa. Asi, se evidencié que de las sefiales de los carbonos sp?, dos de ellas son
de C cuaternarios y las otras dos corresponden a CHz, corroborando la presencia de
los dos metilenos exociclicos. Las sefiales base de oxigenos correspondieron a CH,
mientras que en la zona de carbonos sp® se observé un carbono cuaternario (C), 2
carbonos de metino (CH), 4 carbonos de metileno (CH2) y un carbono de metilo
(CHs). En la Figura 18, se muestra la comparacion entre los espectros de 3C y APT
de la lactona 1, lo cual nos permitié distinguir de manera clara entre las sefiales
correspondientes a C-3 (CH2) y C-5 (CH), asi como las debidas a C-7 (CH) y C-9
(CH2), ya que en su asignacion inicial se tuvieron dudas debido a que los
desplazamientos quimicos entre estos dos grupos de carbonos resultaron muy
cercanos.

Para corroborar la asignacion de las sefales tanto en el espectro de proton como en
el de carbono-13 se hizo uso del los experimentos bidimensionales HMQC (Figuras
19y 20) y HMBC (Figuras 21 y 22), en los cuales se observa el acoplamiento entre
hidrogenos y carbonos a un enlace (HMQC) y a dos y tres enlaces (HMBC). En el

experimento HMQC se us6 en el trazo vertical el espectro APT de esta lactona, con
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la finalidad de distinguir de manera mas clara las sefales de los carbonos de
naturaleza CH y CHz. En este espectro se pudieron apreciar todas las correlaciones
esperadas, por ejemplo, las que mostraron la sefiales de los protones base de la
lactona y base de OH (H-8 y H-2, respectivamente) con las sefiales de carbono en
76.62 y 66.89 ppm, confirmando la asignacion de C-8 y C-2, correspondientemente.
Finalmente, el espectro HMBC (Figuras 21 y 22) permitio confirmar las asignaciones
hechas, tanto para hidrégenos como para carbonos de la molécula, particularmente
aguellas para los carbonos cuaternarios. Asi, la sefal fue clara que presentaron los
hidrogenos H-13 y H-13’ del doble enlace conjugado al carbonilo de la lactona y H-7
con la sefal en el dominio del carbono en 170.57 ppm, asignada al carbonilo C-12.
Asimismo, se pudo apreciar la correlacion de H-13, H-7 y H-63 con la senal en
141.78 ppm, por lo cual ésta se asigné al C-11. En adicién, los hidrogenos del
metileno en C-3 y H-5 mostraron correlacion con la sefial en 145.91 ppm,
permitiendo asignar esta sefial para C-4. En la ampliacion de este espectro (Figura
22) se observo, entre otras correlaciones, aquella que presentaron a tres enlaces los
hidrégenos de los metilenos exociclicos H-13 y H-13’, asi como H-15 y H-15’ con los
carbonos metinicos C-7 y C-5, respectivamente, permitiendo asignar adecuadamente

dichos carbonos.
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El compuesto 2 se obtuvo como un polvo blanco (13 mg, 0.14%) con un punto de
fusion de 140-142 °C. El andlisis de RMN de H y de '3C (Figuras 23, 24, 26 y 27),
asi como la comparacion con datos descritos (Bohlmann et al., 1978; Diaz et al.,
1998) y con los datos de la (+)-ivalina (1), hizo evidente de que se trataba de la (+)-
acetilivalina (2). El espectro de RMN de 'H de 2 (Figuras 23 y 24) (Tabla 5) fue muy
similar al del compuesto 1, excepto por la sefial simple en 2.03 ppm, la cual integré
para tres protones y que es caracteristica del metilo de un grupo acetato.
Adicionalmente, se observd el desplazamiento a frecuencias mayores que tuvo el
hidrogeno 2 (4.90 ppm), lo cual evidencioé que el grupo éster se encontraba en esta
posicion de la molécula. El resto de los protones presentd pequefias modificaciones
en cuanto a desplazamiento quimico con respecto a la lactona 1. El experimento
COSY (Figura 25) confirmé las asignaciones de las sefiales en el espectro de 'H. En
los recuadros de esta figura se resaltan las principales correlaciones entre los
protones de la molécula.

De igual manera, el espectro de 13C de la sustancia 2 (Figuras 26 y 27, Tabla 6) fue
muy semejante al de 1. A diferencia de este Ultimo, se observaron 17 sefales, una
de las cuales correspondié al carbonilo del grupo acetato (C-16) que presentd un
desplazamiento muy cercano al del carbonilo de la lactona (C-12). De hecho estos
dos carbonos tuvieron un desplazamiento de 170.82 y 170.81 ppm, haciendo dificil
diferenciarlos. La otra sefial extra observada correspondié al metilo del grupo acetato
(C-17) en 21.09 ppm. Como era de esperarse, los carbonos 1, 2 y 3 presentaron
desplazamientos a frecuencias un poco mayores que los respectivos carbonos para

la lactona 1. En el resto de las sefiales no se apreciaron cambios significativos.
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En las Figuras 28 y 29 se muestran los experimentos APT, y HMQC,
respectivamente, lo cual nos permitié completar la caracterizacion de la lactona 2. En
estas figuras se muestran las sefales debidamente etiquetadas y en los recuadros

se resaltan las principales correlaciones observadas entre hidrogenos y carbonos de

la estructura.
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Figura 25. Espectro COSY (400 MHz) de la (+)-acetilivalina (2) en CDCls.
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5.3. Decocciodn de la parte aérea

Debido al uso medicinal en forma de decoccion de Z. triloba, se decidio llevar a cabo
el estudio de la extraccion con agua caliente de la parte aérea de la planta, con la
intencion de conocer si en este extracto también estan presentes las lactonas
sesquiterpénicas 1 y 2, u otras. Esto es relevante debido a la actividad biolégica
importante de las sustancias, la cual se explico ya en la secciéon de Antecedentes.
Asi, una muestra seca y triturada (100 g) se sometié a extraccion con agua hirviente
(decoccién, 750 mL). Posteriormente, la solucién se extrajo con AcOEt, la fase
organica se seco6 con Na2S0s4 anhidro, se filtr6 y se concentré para obtener un
residuo de color café (1.37 ¢9,1.37%) que se analiz6 mediante CCF (Figura 30) y
RMN de 'H (Figura 31), mostrando estar constituido principalmente por la (+)-ivalina
(1) y trazas de la (+)-acetilivalina (2). La fase acuosa se evapor6 a sequedad en el
rotavapor y el residuo se analiz6 por RMN de 'H (Figura 32), en donde no se
apreciaron sefiales para 1, ni de ningun otro compuesto de naturaleza terpénica. Lo
anterior nos permitié concluir que la (+)-ivalina (1) se extrajo casi por completo en la
fase de AcOEt, y que, de acuerdo con lo observado en el espectro de RMN de H,
esta parte contiene aproximadamente un 75% de la lactona 1.

Una comparaciéon mediante CCF (Figura 30) de los extractos de AcOEt y la parte de
AcOEt del extracto acuoso contra muestras auténticas de la (+)-ivalina (1) y la (+)-
acetilivalina (2), obtenidas en este trabajo, revelo la presencia de las dos sustancias

en la parte de AcOEt del extracto acuoso, siendo 1 el compuesto mayoritario con
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respecto a 2. La placa se revel6 con sulfato cérico amoniacal y posterior
calentamiento.

Lo anterior evidencio que efectivamente las lactonas 1 y 2 estan presentes en la
decoccion de la parte aérea de la especie, pero que 2 se extrae en pequefas
cantidades con respecto a 1, de tal suerte que no se pudieron apreciar sus sefiales

por RMN de H.

(+)-ivalina (2) (+)-acetilivalina (2)

(A S B
AcOEt pAcOEt 1 2
ext H,0O

Extractos Compuestos

Figura 30. Cromatografia en capa fina (elusién con CHCIs — acetona 2:1) de los
extractos de AcOEt, parte AcOEt del extracto acuoso (decoccidn) y estructuras de la

(+)-ivalina (1) y la (+)-acetilivalina (2).

55



RESULTADOS Y DISCUSION

"€|D@D U BQOJL1 "Z 8p 0SONJe 0]oeiXa [8p 1302V aued €| ap (ZHN 00%) Hr ®P NINY @p onoads3 "T¢ einbi4

| I -

| I I T

L | EI T I

| I -

| -

| I I T

| T I

L

00 ¢0 ¥0 90 80 0T TT T 9T 8T 0C TC v¢ 9¢C 8T 0€ ¢ ¥e 9¢ &€ 0% v ¥y 9v 8v 06 ¢S ¥S 95 89 09 9 +v9 99 89 0L ¢L ¥/
| - L

| ST I IR [T IS I ST I NI

| I I I I

-

[

vl

ST

ST

T

€7

r

£l

Y

e

56



RESULTADOS Y DISCUSION

"O%Q Ua eqoj|u} "Z 9p UQId2023p k| 8p esonde ase) k| ap (ZHN 00) Hy 9P NINY ap oJ10ads3 “gg einbi4

wdd
00 S0 01 &1 0¢ §¢ 0¢ St 0% S+ 05 59 09 §9 0L §4 08 58 06 S0 50T ST Sl
| 1 1 | 1 | | | 1

SeT

SF1

T _

57



RESULTADOS Y DISCUSION

5.4. Maceracion acuosa de la parte aérea

Con base en los resultados obtenidos del estudio de la decoccion de la parte aérea
de Z. triloba, se decidi6 explorar también el extracto acuoso obtenido mediante
maceracion de esta misma parte. De tal manera que la parte aérea fresca de Z.
triloba (100 g) se maceré con H20 destilada durante cuatro dias a temperatura

ambiente, proceso en el cual se observo fermentacion (Figura 33).

Figura 33. Maceracién acuosa y fermentacion de la parte aérea de Z. triloba.

La solucion se filtrd, se extrajo con AcOEt, la fase organica se secd con Na2SOa4
anhidro, se filtr6 y se concentr6 para obtener un producto de color café (1.23 g,
1.23%). El residuo se analiz6 mediante CCF y RMN de 'H (Figura 35), mostrando
estar constituido principalmente por la (+)-ivalina (1). Posteriormente, se sometio a
separacion mediante cromatografia en columna, usando gel de silice y cloroformo-
acetona(3:1) como eluyente. Este proceso condujo a la obtencion de una fraccion

gue mostro la presencia de la (+)-ivalina (1) junto con otro compuesto que en ese
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momento se pensd que podria ser también una lactona sesquiterpénica. En su
espectro de 'H (Figura 36) se apreci6é que los compuestos tenian una proporcion de
aproximadamente 1:1. Se continud la separacion de dicha fraccion por CC en gel de
silice y hexano-AcOEt permitiendo obtener el compuesto 1 y otro compuesto en
forma de un polvo ligeramente amarillo (10 mg, .81%) que presento p.f. de 144-145
°C. Del andlisis por RMN de 'H y de 3C, asi como por la comparacién con los datos
de los compuestos 1y 2, se concluyd que se trataba de la (+)-11a,13-dihidroivalina
(3). La sustancia 3 difiere de 1 en la reduccion del doble enlace en C-11(C-13)
(Figura 34), y es posible que se haya formado por medio de la actividad enziméatica

del microorganismo responsable de la fermentacion.

(+)-ivalina (1) (+)-11a,13-dihidroivalina (3)

Figura 34. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de la maceracion y fermentacion de

la parte aérea de Z. triloba.

En el espectro de *H de la sustancia 3 (Figuras 37 y 38) (Tabla 5), comparado con el
de la lactona 1, se observo la desaparicion de la sefiales correspondientes al
metileno exociclico H-13 y H-13'. En su lugar se aprecioé una senal doble (J = 8 Hz)
caracteristica de un metilo secundario en 1.23 ppm, la cual integré para 3 protones.
Adicionalmente, se observé una sefial quintuple (J = 8 Hz) en 2.83 ppm que integro

para un proton. Estas sefiales se asignaron al Me-13 y a H-11, respectivamente. En
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la Figura 38 se muestra la ampliacion de 0.8 a 2.9 ppm de este espectro donde se
puede observar con mayor claridad la multiplicidad de las sefiales correspondientes
al resto de los protones. En el espectro de RMN de 13C (Figuras 39 y 40) (Tabla 6) se
observaron 15 sefiales que, comparandolo con el espectro de la (+)-ivalina (1), se
aprecio el cambio en el desplazamiento a frecuencias menores de los carbonos C-11
y C-13, como era logico de esperar ya que ahora estos carbonos tienen hibridacion
sp?, en lugar de sp? en el compuesto 1. Como en los casos anteriores, también se
hizo uso de experimentos de RMN en 2D (Figuras 41-46) para corroborar la
asignacion de sus sefiales en los espectros de 'H y 13C. Asi, por ejemplo, en las

Figuras 42 y 43 se muestra el experimento HMQC de 3 asignado.
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Después de lo anterior, se regresé al analisis del espectro de 'H inicial del extracto
con AcOEt de la maceracion acuosa (Figura 35). En este espectro se hicieron
ampliaciones cuidadosas y se integraron algunas de sus sefiales, como por ejemplo
la del metilo-14, lo cual condujo a saber que en la fraccion de AcOEt se obtuvieron
en mezcla las lactonas 1 y 3 en una proporcion de aproximadamente 5:1,

respectivamente.

La (+)-11a,13-dihidroivalina (3) es un compuesto conocido, y sus datos fisicos y
espectroscopicos resultaron iguales a los descritos (Topgu et al., 1993). 3 tiene un
centro estereogénico adicional (C-11) con respecto a las lactonas 1 y 2, cuya
configuracion absoluta se ha descrito como S, con base en la constante de
acoplamiento observada entre los hidrogenos H-7 y H-11, la cual ha sido reportada
de 7.0 Hz (Topcu et al.,, 1993). En nuestro caso, la constante de acoplamiento
determinada entre estos dos protones fue de 7.1 Hz, lo cual esta4 de acuerdo con la

estereoquimica propuesta de C-11.
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Tabla 5. Datos de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de los compuestos 1-3.

Desplazamiento en ppm (m, J en Hz)

Protén 1 2 3
1a 1.20 (dd, 12.2, 11.5) 1.28 (t, 12) 1.19 (g, 12.8)
1B 1.92 (ddd, 12.4, 4.4, 2.0) 1.93 (ddd, 14.8, 4.8,2.0) 1.91 (tt, 12.2, 4.4, 2.4)
2 3.83 (i, 11.2, 11.2, 6.4, 490 (tt, 11.7, 11.7, 5.0, 3.85 (dddd, 11.4, 11.4,
4.8) 4.8) 4.4, 4.4)
3a 2.00 (dd, 11.6, 11.6) 2.06 (dd, 12.8, 12.8) 2.00 (dd, 11.6, 11.6)
3B 2.68 (ddd, 12.2,5.2,2.0) 2.73(ddd, 12.4, 4.8, 2.4) 2.70 (ddd, 12.0, 5.2,
2.4)
5 1.86 (m) 1.88 (m) 1.80 (m)
6a 1.82 (ddd, 14.0, 6.8, 2.8)  1.64 (m) 1.63 (M)
68 1.37 (ddd, 13.2, 13.2, 1.26 (m) 1.13 (t, 13.6)
12.4)
7 3.02 (ddd, 10.8, 6.8, 5.2,) 3.00 (ddd, 11.6, 6.2, 6.2) 2.43 (ddt, 10.4, 6.2, 4.2)
8 451 (td, 5.0, 1.5) 451 (ddd, 4.8, 4.8,1.6)  4.49 (ddd, 4.4, 4.4, 1.8)
9B 2.26 (dd, 15.7, 1.6) 2.26 (dd, 15.6, 1.6) 2.23 (dd, 15.2, 1.6)
11 - - 2.83 (quintuple, 8.0)
13 5.60 (d, 1.0) 5.62 (d, 1.2) 1.23 (d, 8.0)
13’ 6.14 (d, 1.0) 6.16 (d, 1.2) —
14 0.84 (s) 0.90 (s) 0.83 (s)
15 4.90 (d br, 1.3) 4.94 (d br, 1.2) 4.91(d, 1.2)
15’ 4.55 (d br, 1.3) 4.61 (d, 1.2) 4.61 (d, 1.6)
17 — 2.03 (s) -

73



RESULTADOS Y DISCUSON

Tabla 6. Datos de RMN de 3C (100 MHz, CDCIls) de los compuestos 1-3.

Desplazamiento en ppm

Carbono 1 2 3
1 50.78 46.56 50.88
2 66.89 69.33 66.99
3 46.19 41.92 46.16
4 145.91 145.35 146.30
5 45.42 45.32 45.70
6 27.17 26.85 20.87
7 40.38 40.11 40.22
8 76.62 76.16 77.45
9 40.95 40.59 41.07
10 33.92 33.73 34.32
11 141.78 142.26 41.55
12 170.57 170.81 179.07
13 120.52 121.00 9.20
14 18.69 181.18 18.77
15 110.00 110.76 108.96
16 — 170.81 —
17 — 21.09 —
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5.5. Cuantificacidén de la (+)-ivalina en el té de la parte aérea de Z.

triloba

La parte aérea seca y molida (2.5 g) se extrajo con H20 caliente (infusion, 250 mL)
por 10 minutos, resultando una solucién de color café que se filtr6 y se extrajo con
AcOEt (250 mL). La fase organica se concentré en el rotavapor para obtener un
residuo (46 mg, 1.84%), el cual se analizd por triplicado mediante HPLC para
determinar la (+)-ivalina (1). La cuantificacion se llevo a cabo mediante comparacion
con una curva estandar obtenida usando concentraciones conocidas de muestras

auténticas de 1 aislada en este trabajo, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Muestras de la solucion estdndar de la (+)-ivalina (1) a diferentes
concentraciones.

No. de muestra

Concentracion (mg/mL) 4.4 3 2.4 2 1 0.2

Las muestras de referencia se disolvieron en CH3CN para su andlisis por HPLC en el
cual se utiliz6 una columna de fase reversa, eluyendo con CH3CN-H20 (1:1). Los
cromatogramas de una muestra del estandar, asi como de la muestra por analizar
(té) se observan en la Figura 46. En la Figura 47 se aprecia la curva estandar que se
utilizé en esta cuantificacién, usando el método de los estandares externos para
obtener el factor de proporcionalidad cumpliendo con la ley de Beer que dice que la

absorbancia esta relacionada linealmente con la concentracion de las especies
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absorbentes, obteniéndose la ecuacion de regresion lineal B=mx+y (Skoog et
al.1997), donde el factor de correlacion fue R? = 0.9951. Las muestras del té se

prepararon a una concentracion de 4 mg/mL del extracto con AcOEt en CH3CN.
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Los picos de la muestra se identificaron comparandolos con los tiempos de retencion

del estandar (Figura 46), el cual fue de 15.84 minutos.

400
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é 250
8

g 200
@
o}
o
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100

0

50 A

Concentraciéon (mg/mL)

Figura 47. Curva del estandar (+)-ivalina (1) a diferentes concentraciones.
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Los resultados obtenidos utilizando la acuacién de regresion lineal, indicaron que tal
cantidad de infusion (té, 250 mL) de la parte aérea de Z. triloba (2.5 g) contiene 30

mg de la (+)-ivalina (1) (1.2%) (Figura. 48).

Planta muestra molida (2.5 g) té (250 mL)

|

(+)-ivalina (1)

Figura 48. El té de Z. triloba y contiene 30 mg del antilucémico (+)-ivalina (1).
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5.6. Esterificacion de la (+)-ivalina con el acido de Mosher (S)-(-)-a-

metoxi-a-(trifluorometil)fenilacético

Con la finalidad complementar la caracterizacion y configuracion absoluta de las
lactonas sesquiterpénicas aisladas en este trabajo, se decidié obtener un derivado de
la (+)-ivalina (1) que pudiera formar cristales adecuados para un estudio por
difraccion de rayos-X. Entonces se penso en formar un éster empleando un acido
carboxilico de configuracion absoluta conocida, cuyo centro estereogénico serviria de
referencia para asignar la configuracion de los centros quirales de la lactona 1. En
nuestro laboratorio se contaba con el acido de Mosher (S)-(-)-a-metoxi-a-
(trifluorometil)fenilacético (39), el cual es un reactivo comercial comunmente
empleado en los laboratorios de quimica organica para determinar configuraciones
absolutas de alcoholes y aminas quirales mediante el uso de la RMN. Como se
menciono arriba, en nuestro caso no fue la intencién de llevar a cabo un estudio por

RMN, si no el obtener un derivado que proporcionara cristales para rayos-X.

Con base en lo anterior, el compuesto 1 (100 mg) se tratd con
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (40), piridina y el acido de Mosher (S)-(-)-a-metoxi-a-
(trifluorometil)fenilacético (39), usando como disolvente CHCIs, para obtener el éster
de Mosher de la (+)-ivalina (4) con un rendimiento del 23%, después de su
purificacion mediante CC utilizando gel de silice y hexano-AcOEt como eluyente
(Esquema 5). El rendimiento de la formacion de este compuesto no fue muy alto

probablemente debido al impedimento estérico de los compuestos, dado que se trata
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de la reaccion de un alcohol secundario y un acido carboxilico con sustituyentes alfa

voluminosos como lo son los grupos fenilo y metoxilo.

MeQ DCC (40)
e OH O  piridina
CF3 CHCl,
39 1 4
N—C=N

Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (40)

Esquema 5. Obtencion del éster de Mosher de la (+)-ivalina (4).

El éster de Mosher 4 representa un compuesto nuevo y se caracterizé mediante
espectroscopia de RMN de 'H y 3C, asi como por comparacion con los datos del
compuesto 1. Desafortunadamente, el compuesto resultd ser un aceite por lo cual no

se pudo llevar a cabo el estudio de rayos-X.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 49, Tabla 8) mostré dos sefiales multiples
cercano a 7.5 ppm correspondiente al grupo fenilo, dos sefales dobles en 6.13 y
5.61 ppm para los protones H-13 y H-13’, una sefal triple de triples en 5.16 ppm

correspondiente a H-2, que en comparacion del espectro de RMN de 'H del
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compuesto 1, aparecio a frecuencias mas altas ya que ahora es base de un grupo
éster. En 497 y 4.65 ppm se observaron dos sefiales dobles anchas
correspondientes a los protones H-15 y H-15’, mientras que la sefal caracteristica
del hidrégeno 8 base de la lactona de este tipo de sustancias se aprecio en 4.51
ppm. En adiciébn se observd una sefial simple en 3.55 ppm para los protones del
grupo metoxilo. En la Figura 50 y 51 se muestran ampliaciones del espectro donde
se pueden observar con mas detalle la multiplicidad de las sefiales que corresponden
al resto de los protones del compuesto. En el experimento COSY (Figura 52) se
observaron la mayoria de las correlaciones esperadas en los hidrogenos de la
molécula, permitiéndonos corroborar la asignacion de las sefiales en su espectro de
H.

En el espectro de RMN de 13C (Figuras 53-55, Tabla 8) se observaron 20 sefiales,
cuyos desplazamientos quimicos fueron similares a los de la (+)-ivalina (1),
diferencidndose por supuesto en las sefiales adicionales para la parte del acido
carboxilico. En este espectro se observo la sefial C-1’ del carbonilo del éster en
165.72 ppm, cuatro sefiales cercano a 130 ppm para los carbonos del anillo
aromatico, en 123.26 ppm se observé una sefial cuadruple para el carbono del grupo
CFs (C-3’) debida al acoplamiento a un enlace entre el carbono y el flior cuyo valor
fue de 1148 Hz. En 84.54 ppm también se observé una sefial cuadruple para el
carbono cuaternario C-2’ debida al acoplamiento a 2 enlaces entre este carbono y el
fldor, la cual fue de 108 Hz. En 55.36 ppm se aprecio la sefal del grupo OMe,
mientras que el C-8 base de la lactona y C-2 base del éster presentaron un

desplazamiento quimico de 76.19y 72.24 ppm.
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También para corroborar la asignacion de las sefales de este compuesto se hizo uso

de los diagramas de correlaciéon heteronuclear de *H y 1*C HMQC (Figuras 56 y 57) y

HMBC que se muestran en las Figuras 58 y 59.
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Tabla 8. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y 13C (100 MHz) en CDCls) de 4.

Proton
1a
1B

2
3a
3B

5
6a

6p

9a
9B
11
13
13
14

15
15’

Ar

Desplazamiento en ppm

(m, J en Hz)
1.41 (dd, 12.2, 11.5)

2.02 (ddd, 12.2, 4.4, 2.2)
5.16 (tt,16.0,4.0)

2.09 (dd, 12.4, 12.0)
2.77 (ddd, 12.4, 5.2, 2.0)
1.84 (m)

1.80 (ddd, 11.6, 6.8, 2.4)

1.37 (ddd, 13.9, 13.8,
12.2)
3.00 (quintuple, 5.6)

4.51 (ddd, 9.6, 4.8, 1.6)
1.53 (dd, 15.7, 4.8)
2.26 (dd, 15.7, 1.8)
5.61 (d, 1.0)

6.13 (d, 1.0)

0.94 (s)

4.65 (d br, 1.5)
4.97 (d br, 1.5)

3.55(s)
7.5 (m)

*q, J =108 Hz; **q, J = 1148 Hz.

Carbono

1

2
3
4
5
6
7
8

10
11
12
13
14
15

Desplazamiento

en ppm
46.37
72.24
41.55
144.13
45,51
27.04
40.36
76.19

40.76
34.20
141.64
170.34
120.63
18.49
110.91
165.72

84.54
¥123.26
**55.36

132.27-127.27
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5.7. Estudio comparativo de las decocciones de la parte aérea de Z.
triloba colectada en Mineral de la Reforma y en el Valle del

Mezquital del estado de Hidalgo

En una investigaciéon previa, en nuestro grupo de trabajo se llevo a cabo el estudio
quimico de una especie colectada en el Valle del Mezquital, en las cercanias de
Ixmiquilpan, Hidalgo (Téllez-Reyes, 2005). Dicha especie ha sido considerada hasta
la fecha como Zaluzania triloba (Ort.) Pers. (Asteracea-Compositae), y se encuentra
registrada en la base de datos de la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso
de la Biodiversidad (CONABIO) en la siguiente liga:

http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/zaluzania-triloba/fichas/ficha.htm.

El estudio condujo al aislamiento y caracterizacién de la lactona sesquiterpénica
denominada zaluzanina C (22), en adicion de otras lactonas relacionadas
estructualmente. La sustancia 22 resultd ser el metabolito principal de esta especie y
se caracteriz6 adecuadamente mediante sus datos fisicos y espectroscopicos,

incluyendo un estudio por difraccién de rayos-X.

zaluzanina C (22)
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En el presente trabajo se pretendia complementar el estudio quimico de la especie,
esperando aislar las lactonas minoritarias en adicion de la lactona sesquiterpénica
22, pero no ocurrid asi sino que se obtuvieron la (+)-ivalina (1) y su derivado
acetilado 2. Cabe recordar que la especie estudiada en este trabajo se colect6 en el

municipio de Mineral de la Reforma, Hidalgo.

Debido a lo anterior, se llevo a cabo una colecta de la especie considerada como Z.
triloba en el Valle del Mezquital (Figura 60), sobre la Carretera Ixmiquilpan-Actopan,
en Abril de 2010, con la intencion de realizar un estudio comparativo de los extractos
acuosos (decoccién) de la parte aérea de ambas especies. El siguiente

procedimiento se hizo con las dos especies.

Figura 60. Imagen de la especie considerada como Zaluzania triloba colectada en el

Valle del Mezquital, Hidalgo.
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La parte aérea fresca (100 g), se sometié a decoccion durante 15 min con H20
destilada (700 mL). Posteriormente, se filtrd, se extrajo con AcOEt (700 mL), se sec6
la fase organica, se filtré y se concentro en el rotavapor para obtener el extracto de
AcOEt (parte AcOEt). Este producto se analizé por RMN de *H (400 MHz, en CDCls).
En el caso de la especie del Valle del Mezquital se observdG como componente
principal la zaluzanina C (22) (aproximadamente el 70% de la muestra), mientras que
en el caso de la especie de Mineral de la Reforma se observé como metabolito
principal la (+)-ivalina (1), (resultados iguales a los descritos anteriormente en el
punto 5.3 de este trabajo). En la Figura 61 se muestra una comparacion de los
espectros de protén para ambos casos, poniendo en evidencia que ambas especies
biosintetizan lactonas sesquiterpénicas distintas, aunque mas o menos en igual

proporcion.
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Con estos resultados, en Abril de 2010, se llevé a cabo una colecta de las especies
del Valle del Mezquital y la de Mineral de la Reforma, las cuales se llevaron ese
mismo dia (especimenes frescos) al Herbario del Centro de Investigaciones
Biologicas de la UAEH, con la finalidad de su clasificacién botanica, debido a que se
sospechd que las plantas no pertenecen a la misma especie. El andlisis botanico de
las especies por parte de M. en C. Manuel Gonzalez Ledesma, responsable del
Herbario, condujo a la conclusion de que la especie del Valle del Mezquital es
realmente Zaluzania parthenioides (DC.) Rzedowski, mientras que la de Mineral de la

Reforma es Zaluzania triloba (Ort.) Pers.

La revisibn mas reciente del género Zaluzania reconoce como una sola especie a Z.
triloba y Z. parthenioides (Rzedowski, 1968). Segun Sharp (1935) separ6 estos dos
taxones por la pubescencia erecta y las hojas mas menudamente dividida para la
primera, y la pubescencia de pelos encorvados y las hojas més claramente trilobadas
para la segunda, Olsen (1979) concluye que los caracteres utilizados para separar
estas dos especies se sobreponen (intergradan) completamente (Olsen, 1979). El
andlisis de las plantas utilizadas en el presente estudio, unas provenientes de
Mineral de la Reforma y otros de Ixmiquilpan, muestran claras diferencias
morfolégicas (pubescencia y forma de hojas), lo que adicionado a la composicién
quimica diferente detectada sugiere claramente dos especies. Una posible
explicacion a la sobreposicion de caracteres sefalada es la existencia de zonas de

hibridacion entre los dos taxones (M. Gonzalez L. com. p.).
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6. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo la colecta, la identificacion botanica y el estudio quimico de Zaluzania
triloba (Ort.) Pers., la cual es una especie muy abundante en varios municipios del
estado de Hidalgo con uso tradicional para el dolor de estémago, inflamacion y

heridas.

La separacion cromatografica del extracto AcOEt, asi como la decoccion de la parte
aérea de esta especie, condujo al aislamiento de las lactonas sesquiterpénicas
conocidas como (+)-ivalina (1) y (+)-acetilivalina (2), siendo en los dos casos la
lactona 1 el compuesto mayoritario. La caracterizacion de las sustancias se llevo a
cabo mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas, principalmente por RMN

de 'Hy 3C en 1Dy 2D, asi como por comparacion con datos descritos.

De la maceracion acuosa de esta especie, proceso en el cual se observo
fermentacion, se aisl6 la (+)-11a,13-dihidroivalina (3) y la lactona 1. El compuesto 3
difiere de 1 en la reduccién del doble enlace en C-11(C-13), lo que hace que 3
contenga un centro estereogénico en C-11, y que fue asignado como S con base en
la constante de acoplamiento de H-11 con H-7 y por comparacion con datos
descritos. Es posible que la lactona 3 se formo a partir de 1 debido a la actividad

enzimatica del microorganismo responsable de la fermentacion.
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HO

‘ty,

(+)-ivalina (1) (+)-acetil ivalina (2) (+)-11a,13-dihidroivalina (3)

Se llevé a cabo la cuantificacion de la (+)-ivalina (1) en la infusion de la parte aérea
de la especie mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC),
indicando que el té (2.5 g en 250 mL) contiene aproximadamente 30 mg (1.2%) de

dicha sustancia, la cual, como se dijo ya, posee propiedades antileucémicas.

Finalmente, se obtuvo el éster de Mosher de la (+)-ivalina (4) mediante un
procedimiento conocido de esterificacion. El éster 4 representa un compuesto nuevo
y se caracterizé mediante RMN de 'H y 13C en 1D y 2D. Esta sustancia se prepar6
con la finalidad de contar con un derivado que permitiera obtener cristales adecuados
para un estudio por difraccién de rayos-X y asi corroborar la configuracion absoluta
de la (+)-ivalina (1), pero debido a que no fue cristalina dicho estudio no se llevo a

cabo.

O

MeO
© B OIII’/

CF3

éster de Mosher de la (+)-ivalina (4)
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. General

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo en gel de silice 60, Merk, 0.04-
0.063 mm (Aldrich, 230-400 mesh ASTM) en columnas de vidrio de 5, 3.5, 2, 1y 0.5
cm de didmetro interno por 60 y 37 cm de largo. Las CCF se realizaron en
cromatofolios de gel de silice sobre aluminio de 2.5 x 5.0 cm, el revelado de las
placas se realiz6 con sulfato sérico amoniacal. Los espectros de RMN de 'H (400
MHz) y de 13C (100 MHz), incluyendo los experimentos APT, COSY, HSQC, HMBC
se determinaron en los equipos JEOL 400 Eclipse y VARIAN 400, usando como
disolventes CDCIs y D20. Los espectros de masa se obtuvieron en un espectrémetro
de masa Varian 220 acoplado a un cromatégrafo de gases Varian 450-GC, por medio
de impacto electronico a 70 eV. Las rotaciones épticas se determinaron en CHCIsz en
un polarimetro Perkin-Elmer 341. La cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) se llevé a cabo en un cromatégrafo Perkin-Elmer serie 200 usando una
columna de fase reversa Alltech C18 d.i. de 250 x 4.6 mm en un sistema de
disolventes H20 (A) y CHsCN (B), gradiente de 100% A — 100% B, en un tiempo
total de 30 minutos, a velocidad de flujo de 1.0 mL/min empleando un detector UV-

visible a 256 nmy 25 °C.
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7.2. Recoleccion e identificacion de la planta

Los ejemplares de Zaluzania triloba (Ort.) Pers. se colectaron en Agosto de 2008 en
Mineral de la Reforma, Hidalgo. Otros lotes de la especie se colectaron durante
Febrero—-Mayo de 2010 en la misma zona, mientras que Zaluzania parthenioides
(DC.) Rzedowski se colect6 a bordo de la carretera Actopan-Ixmiquilpan, Hidalgo. Un
espécimen de cada especie se prepardé y se envido al herbario del Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la UAEH para su identificacién botanica por parte del
M. en C. Manuel Gonzélez Ledesma (No. de depdsito: JM Torres-Valencia 130 y JM

Torres-Valencia 131).

7.3. Obtencidn y separacion del extracto de acetato de etilo de la

parte aérea de Zaluzania triloba

La parte aérea seca y molida (0.5 Kg) se sometié a maceracién con AcOEt (4 L)
durante 7 dias. Posteriormente se refluyé por 3 h, se filtr6 y se concentré en el
rotavapor, obteniendo un residuo de color verde obscuro. Este proceso se repitié una
vez mas para obtener 26.5 g (5.3 %) de extracto. Una alicuota de este residuo (1 g)
se sometid a separacion mediante cromatografia en columna, (CC) usando gel de
silice y mezclas de hexano-AcOEt (3:1 500 mL, 2:1 300 mL, 1:1 400 mL y 1:2 300
mL) y AcOEt-acetona (5:1 500 mL). Se colectaron fracciones de cada polaridad, las
cuales se etiquetaron como A (80 mg), B (94 mg), C (150 mg), D (167 mg) y E (78
mg). Esto se repitié 9 veces.
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La fraccion B (0.876 g) se sometio a purificacibn mediante cromatogafia en columna,
empleando gel de silice y hexano-AcOEt (2:1 500 mL y 1:3 150 mL) como eluyente.
Se colectaron 34 eluatos de 20 mL, los cuales se juntaron con base en su relacion de
frente (Rr) en CCF. En los eluatos 11-16 se obtuvo la (+)-acetilivalina (2) (13 mg) p.f.
de 140-142 °C, [a]3°= + 122 (c 0.7, CHC3), IR (KBr) Vmax ™1 1763.0, 1730.7 (C=0),
1254.7, 1240.2 (C=0), EIME m/z (intensidad relativa): 231 (40, M* -60 = acetato),
213 (50), 185 (47), 169 (22), 143 (20), 119 (100), 105 (21), 91 (19), 43 (23), mientras

gue de los eluatos 32—43 se aislo la (+)-ivalina (1) (21 mg).

La fraccion C (1 g) se separé por cromatografia en columna, en gel de silice y
utilizando como eluyentes hexano-AcOEt (1:1 500 mL) y MeOH (200 mL). Se
colectaron 30 eluatos de 10 mL, los cuales se analizaron por CCF y se juntaron con
base en su Rt para obtener las fracciones Ca, Cb, Cc y Cd. La fraccion Cd se purifico

por CC usando CHCls-acetona (4:1 50 mL), obteniendo el compuesto 1 (18.5 mg).

La fraccion D se purificd en las mismas condiciones que la fraccion C, permitiendo

también obtener la lactona sesquiterpénica 1 (73 mg).

Con la finalidad de acumular mayor cantidad de ivalina se procedi6 a obtener el
compuesto directamente del extracto AcOEt (3 g) utilizando como eluyentes CHCls-
acetona (2:1, 600 mL), obteniéndose 40 eluatos de 5 mL cada uno. Este
procedimiento se realizd 3 veces; dando 1.75 g del compuesto 1, el cual se purificd
en gel de silice utlizando como eluyentes hexano-AcOEt (1:1, 600 mL),
obteniendose 34 eluatos de 5 mL. En los eluatos 18-31 se obtuvo 1 en forma de

cristales (332 mg) con p.f. 125-127 °C y [a]2°= + 134 (c 1.0, CHCI3) IR (KBr) Vmax ™1
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3365 (OH), 2929.3, 2853.1 (CH) 1759.8 (CO) 1647.8, 1557.8 (C=C), 1264.1, 1045.7,
890.7 (C-O) EIME m/z (intensidad relativa): 281 (100, M* - 17 = alcohol), 213 (23),

185 (53), 159 (12), 133 (17) 119 (35), 105 (23), 53 (15)..

7.4. Decoccion de la parte aérea de Zaluzania triloba (Ort.) Pers.

La parte aérea fresca y triturada (100 g) se sometid6 a una extraccion con agua
hirviente (decoccion, 750 mL) por 15 minutos. Posteriormente se filtré y la solucion se
extrajo con AcOEt (750 mL), la fase organica se sec6 con Na2SO4 anhidro, se filtro y
se concentr6 en el rotavapor para obtener un residuo (1.37 g) que se etiquetdé como
P-AcOEt. Esta muestra se analiz6 mediante CCF Y RMN de H, mostrando estar
constituida principalmente por (1) (aproximadamente 75%). La fase acuosa se
evaporé a sequedad en el rotavapor y el residuo se analiz6 por RMN de H, en
donde no se apreciaron sefiales para la (+)-ivalina, ni de ningun otro compuesto de

naturaleza terpénica.

Otro lote de la parte aérea fresca y molida (100 g) se extrajo con H20 (700 mL)
mediante maceracion por 4 dias a temperatura ambiente, se observé fermentacion
en la muestra. Posteriormente, se sometid a ebullicion por 30 minutos, se filtro y se
concentro en el rotavapor obteniéndose un residuo (1.23 g) que se etiqueto como Pf-
AcOEt. El andlisis por RMN de 'H de este producto reveld la presencia de la ivalina
en mezcla con otra lactona sesquitetrpenica en una proporcion aproximadamente

5:1. Esta muestra se separ6é mediante cromatografia en columna utilizando como
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eluyentes CHCls-acetona (3:1, 200 mL) y acetona (50 mL) obteniéndose 36 eluatos
de 7 mL cada uno y se juntaron en base a su R en CCF. Esto condujo a la obtencion
de la (+)-ivalina (1) y (+)-11a,13-dihidroivalina (3) en mezcla en los eluatos 8-13 (640
mg). Para la separacion de estos dos compuestos se llevdo a cabo una
recromatografia de la fraccibn (8-13) obtenida anteriormente utilizando como
eluyentes hexano (50 mL) y hexano-AcOEt (1:1, 320 mL), colectando 66 eluatos de 3
mL, lo cual condujo a la separacion de (+)-ivalina (1) en los eluatos 41-59 y a la (+)-
110,13 dihidroivalina (3) (10 mg) en los eluatos 63 y 64 con p.f. 144.-145 °C y [a]’=
+ 32 (c 0.86, CHCI3), IR (KBr) vmax ™! 3399 (OH), 2921.2 (CH), 1761.3 (C=0),

1647.7, 1453.5 (C=C), 1163.3, 1042.4 y 968 (C-O).

7.5. Cuantificacion de (+)-ivalina en el té de la parte aérea de
Zaluzania triloba
Una muestra previamente seca y molida de la parte aérea (2.5 g) se extrajo con H20
a 50 °C (infusion, 250 mL) durante 10 minutos, obteniéndose una solucion de color
café que se extrajo con AcOEt (250 mL), la fase organica se secd con Na2S0s4
anhidro, se filtr6 y se evapor6 en el rotavapor para obtener un residuo (46 mg). Este
residuo se analizé por triplicado mediante HPLC con la finalidad de medir la cantidad
de la (+)-ivalina (1). La cuantificacion se llevo a cabo mediante la comparacion de la
curva estandar obtenida usando diferentes concentraciones de una muestra
auténtica de 1 obtenida en este trabajo. Asi, se preparo una solucion madre con 110

mg de la muestra auténtica, se afor6 a 25 mL utilizando CH3CN y de esta solucion se
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prepararon 5 soluciones a diferentes concentraciones (Tabla 9) que se aforaron

también a 10 mL cada uno.

Tabla 9. Muestras de la solucion estandar a diferentes concentraciones de la ivalina.

Concentracion 4.4 3 2.4 2 1 0.2
(mg/mL)

7.6. Esterificacion de la (+)-ivalina con el acido de Mosher (S)-(-)-a-

metoxi-a-(trifluorometil)fenilacético

A una solucion de la (+)-ivalina (1) (100 mg) en CHCIs (10 mL) se le agregaron 80 mg
de &cido (S)-(-)-metoxi-a-(trifuorometil)fenilacético disueltos en 80 mL de CHCIs, a
esta mezcla se le adicionaron 0.3 mL de DCC en 5 mL de CHCIs y 0.2 mL de piridina
y se dejo reaccionar durante un dia con agitacion constante a temperatura ambiente.
Posteriormente, el producto se filtr6 y concentré6 en el rotavapor obteniendo un
residuo (260 mg) que se disolvié en CHCIs y se analizé por CCF, observandose una
mezcla de dos compuestos, uno de ellos la (+)-ivalina y otro el éster de Mosher de la
(+)-ivalina (4). Se realizé una cromarografia de este producto utilizando como
eluyentes CHCls-acetona (5:1, 60 mL), colectando 14 eluatos de 5 mL. Del eluato 5
se obtuvo el éster de Mosher 4, mientras que en los eluatos 7—14 se recupero la (+)-
ivalina (1). En seguida, se llevo a cabo la purificacion del éster 4 por medio de una

CC, utilizando hexano, hexano-AcOEt (8:2, 7:3, 6:4 y 1:1), 20 mL de cada polaridad,
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para obtener 18 eluatos de 5 mL cada uno, los cuales se analizaron por CCF. Se
juntaron los eluatos 12—16 en los cuales se obtuvo el éster 4 (23 mg) y [a]3’= + 13.7
(c 0.56, CHCIz), IR (KBr) vmax ™! 3328.9, 2927.5 y 2850.6 (CH), 1755.4 (C=0),

1628.5, (C=0), 1045.9 (C-O).

7.7. Decoccidn de la parte aérea de Zaluzania parthenioides

La parte aérea triturada (100 g) se someti6 a una extraccibn con agua hirviente
(decoccién, 600 mL) por 45 minutos. Posteriormente, se filtré y la solucion se extrajo
con AcOEt (600 mL), la fase organica se secO con Na2SO4 anhidro, se filtr6 y se
concentrd en el rotavapor para obtener el extracto de AcOEt (0.5 g). Esta muestra se
analizdé por RMN de !H, mostrando como componente principal la lactona

sesquiterpénica conocida como zaluzanina C (22).
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Datos espectroscépicos de la (+)-ivalina (1).

Cristales amorfos, p.f. 125-125.6 °C, IR (KBr) Vmax “™13365 (OH), 2929.3, 2853.1

(CH) 1759.8 (C=0) 1647.8, 1557.8 (C=C), 1264.1, 1045.7, 890.7 (C-O).

20 589 578 546 436 365
[o] = (c =1, CHCl)

+133.4 +139.4 +159.2 +277.7 *

* no se pudo determinar

100+ 231

185
50+
119 .
M +1

105 213 249

o1 133 145 159 169 197 ‘
65
81
:||| || . ||| :|| il ||_"_I ; i . 27|1 .
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 28(

Espectro de masa de la (+)-ivalina (1).
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Espectro de IR de la (+)-ivalina (1).
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Datos espectroscoépicos de la (+)-acetilivalina (2).

Polvo blanco, p.f. 140.3-140.9 °C, IR (KBr) vmax ™! 1763.0, 1730.7 (C=0), 1254.7 y

1240.2 (C-0O).

20 589 578
[o] =

546 436 365

+122.0 +126.9

Spectrum 1A
BP 119 (199658=100%) acetilivalina.sms

100%

75%
50%
25% 43
91
1 65
1 |41 553 ¢ 7l oe
00/0 ') T 4 Ll Tl il
50 100

105

106

(c = 0.7, CHCI5)
+145.4  +2551 +414.6

3.538 min. Scan: 220 Channel: Merged lon: 136 us RIC: 1.634e+6 (BC)

1?9
o
"
213 M* - O-C-CH,
1:85 231
169
143 N
120 131 s 157 1 197 230
$ | 4 184 $ R15 s
| 141 170 (It ]
8Lzl il 38las2 e, o L (3981208, 11l 2251#3° 243 255)
T 200 ‘ 25

m/z

Espectro de masa de la (+)-acetilivalina (2).

117



ANEXOS

- 100

- 90

- 80

- 70

- 60

()
- 50 AT

- 40

- 30

- 20

)\ | - 10

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

CM-1

Espectro de IR de la (+)-acetilivalina (2).
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Datos espectroscopicos de la (+)-11a,13-dihidroivalina (3).

Polvo amarillento, p.f. 144.3-145 °C, IR (KBr) vmax ™! 3399 (OH), 2921.2 (CH),

1761.3 (C=0), 1647.7, 1453.5 (C=C), 1163.3, 1042.4 y 968 (C-O).

[a]Zg 589 578 546 436 365 (c = 0.86, CHCly)
+32.0 +33.4 +38.4 +62.8 +95.6
- 100
W» 90
- 80
- 70
- 60
- 50 %T
)
- 30
- 20
U - 10
; , 0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
cMm-1

Espectro de IR de la (+)-11a,13-dihidroivalina (3).
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Datos espectroscopicos del Ester de Mosher de la (+)-ivalina (4).

Aceite, IR (KBr) Vmax °™1 3328.9, 2927.5 y 2850.6 (CH), 1755.4 (C=0), 1628.5, (C=0),

1045.9 (C-O).
(o2 589 578 546 436365 o6 CHOL)
+13.7 +14.6 +15.5 +29.6 +45.9
-~ 100
” - 90
- 80
- 70
- 60
F 50  %T

- 40
- 30
J - 20
v - 10

0

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

CmM-1

Espectro de IR del éster de Mosher da la (+)-ivalina (4).
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Tabla 10. Resultados del HPLC de la solucion estandar (ivalina) a diferentes

concentraciones

Concentracion (mg/mL) Absorbancia (mV)
4.4 369.9
3.0 264.0
2.4 2235
2.0 213.6
1.0 136.6
0.2 73.3
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