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INTRODUCCION



Desde que el ser humano surgi6 en el planeta, aparecieron también las
enfermedades, y con cllas la necesidad de buscar su cura. Fue asi como el hombre
comenzd a hacer infusiones y elfxires a partir de variadas materias primas, con el fin de
curar picaduras, aliviar diversas heridas, asi como en el tratamiento de algunas
enfermedades, dando inicio a los primeros estudios en medicina. Uno de los aspectos
importantes consistié en investigar las propiedades terapéuticas de productos de origen
diverso, principalmente del reino vegetal. Con el paso de los afios el estudio sobre las
plantas se fue enriqueciendo, y no sélo se amplid el conocimiento sobre las cualidades
curativas de diversas especies, sino que se aplicaron éstas para obtener alimento,
perfumes, colorantes, combustible, entre muchos otros productos.

Lo anterior ha quedado constatado en las diferentes culturas antiguas como la
egipcia, china, griega y romana entre otras. El empleo de las plantas con fines curativos
en América se registrd en numerosos cddices. Parte de la informacién correspondiente a
Mesoamérica ha llegado hasta nuestros dfas gracias a las recopilaciones de Fray
Bernardino de Sahagtin en 1530, Mantin de la Cruz en 1552 (Cédice Badiano) y el de
Francisco Herndndez en 1582, en los que se describen los recursos naturales de la Nueva
Espafia y las aplicaciones que los indigenas prehispanicos le daban a diversas plantas y
animales de la regidn.!2

Las sociedades contempordneas han seguido utilizando los recursos naturales para
beneficio de la poblacién, aprovechando la tecnologia para explotarlos y obtener de ellos
diversas materias primas, como son: principios activos para la fabricacién de
medicamentos, obtencién de diversos combustibles, fragancias y colorantes para la
industria cosmética, ademds de ser una fuente de alimento.

La industrializacién masiva de los recursos naturales esta produciendo un desastre
ecol6gico mundial, ya que la flora y la fauna del planeta son destruidas a una velocidad
sorprendente. Se estima que el 10% de las especies vegetales (aproximadamente 50 000)
se extinguirdn a finales de este siglo causando graves desequilibrios ecolgicos,
generando a su vez, la pérdida de una gran biodiversidad de especies animales que
interaccionan con las especies vegetales devastadas,

El deterioro ecolégico que se vive, ha impulsado la realizacién de diversos
esfuerzos para proteger los recursos naturales. Uno de estos ha consistido en realizar
estudios exhaustivos sobre la biota, y los beneficios que pueden brindar diversos
miembros del reino vegetal, las consecuencias que traerfa su destruccién, y la manera de
conservarlos y utilizarlos de manera racional.

La investigacién que se realiza sobre las plantas con uso medicinal, ha sido
motivada en cierta medida por el hecho de que la produccién de medicamentos es



sumamente costosa y algunos de ellos son substancias encontradas en diversas plantas,
por lo que algunos sectores de muchas sociedades recurren a ellas, en lugar de usar
formas farmacéuticas industrializadas. Actualmente un alto porcentaje de la poblacién
mexicana, sobre todo la que se ubica en zogas rurales o de bajos recursos econémicos,
prefiere el uso de la medicina tradicional. Es evidente que esta terapia representa una
alternativa para mejorar la salud de diversos scctores de la poblacidn, y una fuente
potencial de trabajo, ya que medianle un manejo adecuado de este tipo de plantas, es
posible, que ¢l pafs se convirtiera en ¢l productor de algunos medicamentos, adecuando
esta comercializacién a sus necesidades y tecnologfa.#

Por lo anterior, las investigaciones realizadas en productos naturales son de suma
importancia, ya que algunos descubrimicntos en esta drea han permitido hallazgos que
han trascendido a nivel mundial. Tal es el caso del estudio del barbasco, del cual se
obtuvo la diosgenina, impulsando notablemente a la industria farmacéutica, en particular,
el drea de hormonas esteroidales. Otro caso de trascendencia en la investigacién en
productos naturales es ¢l descubrimiento de las propiedades anticancerigenas del taxol,
una substancia que se obtiene del drbol Taxus brevifolia. Los intentos de
comercializacién de esta substancia han motivado una investigacién intensa sobre
posibles fuentes alternas y sobre su sintesis total.5

Asi como los casos mencionados, pueden existir otros metabolitos secundarios
presentes en ciertas especies o poblaciones de algiin género endémico de nuestro pais, y
que puedan representar soluciones a diversos problemas de salud que se viven
actualmente.

El presente trabajo es el estudio quimico de una planta originaria de México,
Eysenhardtia polystachya, que se conoce con el nombre de palo dulce y sc emplea en fa
medicina tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos, como se describe
méds adelante. Consta del aislamiento y elucidacién estructural de los metabolitos
secundarios presentes en el vegetal. y pretende sentar las bases quimicas para estudios
posteriores del vegetal, en particular, sobre la relacién que puede existir entre los
metabolitos secundarios de! vegetal y la actividad farmacoldgica que se atribuye a Jas
preparaciones del mismo.
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La planta medicinal Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. es un arbusto que
mide generalmente alrededor de 3 metros de altura, que puede alcanzar en ocasiones hasta
8 metros. Sus hojas son pinadas y ovales de 10 a 20 mm con flores blancas 'de 7 mm
arométicas y melfferas.® Esta especie pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia
Papilonadeae (Lotoideae), tribu Galegeae subtribu Psoralicae.”

La familia Leguminosae también es conocida como Fabaceae y es una de las tres
mds amplias del reino vegetal, conteniendo alrededor de 12000 especies, solo superada en
ntimero de especies por las familias Compositae y Orchidaceae, pero siendo tal vez la
mas abundante en biomasa. Las leguminosas tienen una importancia mundial no sélo por
su gran cantidad de especies y diversidad de climas en los que habitan, sino también por
la variedad de usos que se les da a muchas de las cspecies que 1a componen, como fuente
de alimentos y materias primas para obtener diversos compuestos quimicos con uso
medicinal, cosmélico, substancias con uso insecticida, entre otros usos.

" Esta familia ha sido dividida taxonémicamente por diversos autores,’ siendo la
clasificacién de Taubert (1894) la generalmente aceptada. Esta divide a la familia en tres
subfamilias, que son:

L Mimosoideae
L Caesalpinioideae
HL  Papilionaideae

Cada subfamilia esta dividida en distintas tribus, y estas a su vez contienen
diversas subtribus. La subfamilia papilionicea se divide en 10 tribus, la tribu Galegeae
contiene 46 subtribus, una de éstas es la Psoralicae, a la que pertenece la planta en
estudio.

Los miembros de esta familia pueden contener diversos metabolitos secundarios
como son alcaloides, terpenos, esteroles y flavonoides, que estdn distribuidos
dependiendo de varios factores, como es el grupo taxonémico al que pertenccen. En el
caso de la subfamilia Lotoidea los flavonoides, en especial los isoflavonoides, se
encuentran invariablemente en todas las subtribus, en concentraciones variables.® Dentro
de este grupo de compuestos, la mayorfa de los autores incluyen, ademds de las
isoflavonas, isoflavanonas e isoflavanos, a los cumestanos, plerocarpanos y a los
rotenoides, por ser derivados de las isoflavonas.10

Dentro de los isoflavanoides, los isoflavanos son metabolitos sccundarios muy
interesantes, debido a que son el grupo de compuestos menos abundante y se encuentran
distribufdos exclusivamente en las especies de la subfamilia Lotoideae de las



leguminosas. En el reino animal se han encontrade cuatro compuestos de este grupo
como productos derivados del metabolismo que sufren los flavonoides en los mamiferos.
Uno de estos, fue el primer compuesto de este tipo en descubrirse.%11 Los isoflavanos
son compuestos heterociclicos que presentan quince dtomos de carbono en su esqueleto
base, con una conectividad molecular Cg-C3-Cg, formando un niicleo 3,4-dihidro
benzopirano (anillo A) que presenta un anillo bencénico (anillo C) unido en posicién 3

[11.

Los isoflavanos se diferencfan de fas isoflavonas en que estas iltimas contienen
un grupo carbonilo en posicién 4, por lo que tienen como nicleo base una benzopirona.
Al esqueleto de fas isoflavonas se les conoce también como 3-fenil cromeno [2]. Estos
compuestos son los mds importantes dentro del grupo de los isoflavonoides ya que su
abundancia es relativamente alta, comparada con los demds componentes del mismo
grupo, y su distribucién no se ve limitada a una sola familia de vegetales.

Biogendticamente los isoflavanos se derivan de las isoflavonas, por lo que
comparten ia misma via biogenética, esta es una ruta mixta que involucra la def acetato
malonato, que da ongen al anillo B, y la del dcido siquimico, que origina a la unidad Cg
del anillo C y a Ja C3 de Ia pirona. Estas sccuencias biogenéticas utilizan como sustratos



iniciales a la fenilalanina y a la acetil-CoA, respectivamente. La ruta biogenética que da
origen a los isoflavanos y a otros isoflavanoides mas comunes se muestra en el esquema
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El grupo de los isoflavanos, como ya se menciond, es muy pequefio y exclusivo
de una sola subfamilia de las leguminosas. El primero en conocerse fue el equol [3] en
1965, que fue encontrado como metabolito en diversos mamiferos. A partir de esc afio se
han encontrado 51 isoflavanos naturales y 4 biisoflavanos. Los isoflavanos y
biisoflavanos encontrados como productos provenientes de vegetales, han sido aislados
tinicamente de plantas pertenecientes a la familia Leguminosae, subfamilia Lotoideae.
Los isoflavanos descritos hasta e} momento se muestran en la tabla 1, sus estructuras
aparecen en la tabla 2.

Tabla 1
Isoflavanos reportados en la literatura

Estructura Nombre Referencia
3 Equol 14
4 Dimetilvestitol 15
5 Vestitol 14
6 Isovestitol 14
7 Neovestitol 17
8 Sativano 16
9 Isosativano 18
10 Arvensano 19
11 Laxiflorano 20
12 Mucronulatol 14
13 Isomucronulatof 21
14 Maackiainisoflavano 22
15 Astracicerano 23
16 7,2'-(0OH),,6,4'-(OMe);lsoflavano 22
17 Briaflavano 24
18 8-Dimetilduartina 25
19 Duartina 14
20 Esferosinina 26
21 Neorauflavano 27
22 Glabridina 28
23 4'-Metilglabridina 29
24 3-Metoxiglabridina 29
25 Leiocina 30
26 Heminitidulano 30
27 Nitidulina 30
28 Nitidulano 30
29 Leiocinol 30
30 2'-Metilfaseolidinisoflavano 30
31 faseolinisoflavano 29
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Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. es una leguminosa papilondcea utilizada
en la medicina tradicional de nuestro pafs, que se encuentra distribuida a lo largo del
territorio nacional y en el sur de Texas, pudiéndola localizar tanto en pastizales,
matorrales, altiplanicies, climas semidesérticos y subtropicales, lo que nos indica que en
la mayorfa de los estados de la reptblica puede existir, Jalisco, Michoacdn, el valle de
Meéxico y Veracruz son los lugares con mayor abundancia de esta especie.0

Los nombres populares con los que se conoce esta especie son variados y muchos
de ellos dependen de la zona en la que se localiza, pero los mas comtines son los de "palo
dulce” y "palo azul". En Sinaloa se conoce como "palo cuate”, en Durango como "taray",
en lengua otomf se llama "urza" y en ndhuat! “coatli" cuyo significado es el de serpiente
de agua. Otros nombres que recibe esta especie son: rosilla, vara dulce, varaduz y lanae.#!

Los usos que se le da a este vegetal son tan variados como sus nombres, ya que e!
conocimiento de sus propiedades medicinales data desde los aztecas, que lo conocfan
como “tlapalespatli” y lo usaban como "medicina escarlata de la sangre”, para disminuir
la acidez de la orina, curar célicos y fiebres. Posteriormente los espafioles lo llevaron a
Europa donde e dieron ¢l nombre de lefia nefritica, utilizando las astillas para hacer un
agua de color azul que servia para las enfermedades renales, que aumentaba su eficacia s
s¢ combinaba con rafces de maguey.#2 En la época de la colonia sc fabricaron copas con
esta madera en donde se vertia agua y se dejaba en lugares obscuros, después de varios
dfas csta agua adquirfa un color azul y era tomada para la cura de padecimicntos renales y
como "agua de tiempo”, considerdndola como agua milagrosa que tenfa la "magia” o
propiedad de que e! color azu! que la caracterizaba podfa cambiar de tonalidad, a rojo,
amarillo o naranja, segiin la incidencia de la luz solar.6:43

En la actualidad su uso dentro de la medicina tradicional es extenso ya que no
s6lo se limita a los males renales, si no que se emplean los tallos como antiespasmddico,
antipirético y contra el hipo. Extractos de esta se aplican como cicatrizantes, cdustico,
febrifugo y para efectuar lavado de ojos.*4 La corteza 1a usan para remojarla en el agua de
consumo para gallinas, presumiblemente para prevenir enfermedades. También han sido
utilizadas algunas poblaciones de esta especic por diabéticos debido a sus presumibles
propiedades hipoglucemiantes.43

Esta planta no solo se ha usado como remedio terapéutico, sino que ha sido
estudiada debido a que el extracto acuoso de la corteza presenta fluorescencia. Esta
caracteristica fue aprovechada en el siglo XVIII por Robert Boyle utilizando el extracto
de este vegetal como indicador 4cido-base fluorescente.46

Ademds de esta especie, el género Eysenhardtia esta integrado por otras tres: E.
punctata, E. adenostylis y E.texani. En la actualidad se considera que esta iiltima especie
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es la misma que la E. polystachya.47 La especie E. adenostylis es endémica del bosque
tropical de Chiapas4® y no existen informes sobre su uso. La especie E. punctata se ha
usado como si fuera "palo dulce”, pero esta no presenta la coloracién fluorescente en su
extracto acuoso. Esta especie se localiza en el estado de Aguascalientes. 4

Desde el punto de vista fitoquimico, E. polystachya ha sido la tnica especie
estudiada del género, y hay tres informes en la literatura. Uno de ellos s¢ refiere a una
poblacién en la zona de Xalapa, Veracruz¢6 y los otros dos, lamentablemente, no indican
la zona de colecta.484% Los compuestos aislados de esta planta en esos estudios fueron
las indicadas en la tabla 3 y cuyas estructuras se presentan en el esquema 2.

Tabla 3

Metabolitos aislados de E.polystachya en estudios previos
Estructura Nombre Referencia

52 7-Hidroxi-2'4,5'

trimetoxisoflvona 46
53 9-Metoxy-2,3-metilen

dioxicumestano 46
54 Dehidrorrotenona 48
55 3,4-Dimetoxi-8,9

metilendioxipterocarpano 48
56 Coatlina A 49
57 Coatlina B 49



Esquema 2



OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es generar nuevos conocimientos sobre los
contituyentes quimicos de la vegetacién de nuestro pafs, la cual, debido a su diversidad,
representa una fuente de recursos naturales con gran potencial para su aprovechamiento
racional,

Particularmente se pretende realizar el aislamiento y caracterizacién estructural de
los metabolitos secundarios de la planta Eysenhardtia polystachya (Leguminosae), la cual
cs utilizada en la medicina tradicional mexicana para diversos padecimientos, y conocida
cominmente con el nombre de palo dulce o varaduz. Este estudio pretende establecer las
bases quimicas del empleo biolégico de la planta, y generar antecedentes quimicos para la
realizacién de estudios posteriores sobre la misma especie.



PARTE EXPERIMENTAL



Se realizd el estudio de la planta medicinal Eysenhardtia polystachya, utilizando la
corteza Y tronco del drbol, que es la parte del vegetal empleada para las preparaciones
medicinales. Este material fue recolectado cerca de Xalapa en ef estado de Veracruz y fue
identificado por los profesores Esteban M. Martinez y Clara H. Ramos, del Centro de
Ecologia de la UNAM, y a quienes expreso mi agradecimicnto por su colaboracion.

Se maceraron 3.2 Kg del material vegetal seco y molido, usando una mezcla de
cloroformo y etanol en relacidn 1:1, realizando tres maceraciones por un lapso de 48 horas.
En cada una de ellas se climind el disolvente por destilacion a presién reducida. La reunién
de estos extractos proporcionaron 195.4 g de residuo.

El extracto orginico total usi oblenido se {racciond en mezclas menos complejas
mediante cromatografia en columna, usando como fase estacionaria gel de silice para placa
y mezelas de hexano-acetato de ctito de polaridad creciente como fase mévil, desarrollando
el proceso a presién reducida. Una vez obleni&zm las fracciones, se analizaron por el inétodo
de cromatografia en capa fina analitica para detcrminar la composicién y homogencidad de
las mezclas. Las fracciones obtenidas que tenfan propiedades cromatogrificas similares se
reunieron y se resolvieron los diferentes conjuntos de fracciones en sus componentes por
medio de cromatografias sucesivas en columna (CC) y en capa fina (CCF) preparativa,
llevando un scguimiento de estas por CCF analitica. La metodologia general del estudio se
resume en el esquemna 3.

Las cromatografias en columni se efectuaron con silica gel 60 Merk (Malla 70-230
ASTM), y el andlisis cn capa fina se hizo en placas Merk-F254, usando como revelador luz
ultravioleta de una lampara modelo UVSL-25 a longitudes de onda de 365 y 254 nm y/o
solucién de sulfato cérico al 1% en dcido sulfirico 2N. Los puntos de fusién se
determinaron en un aparato Fisher Johns, y no estin corregidos.

La determinacién estructural de los metabolitos aislados en las cromatografias se
realiz6 mediante la aplicacion de técnicas espectroscépicas de infrarojo (IR) y ultravioleta
(UV), resonancia magnética nuclear proiénica (RMN'H) y de carbono 13 (RMN13C), y Ia
técnica de espectrometrfa de masas (EM). Los espectros de RMN!H fueron obtenidos a 80,
200 y 300 MHz, segiin se indica en cada espectro, ulilizando un espectrémetro analitico
Varian FT-80 A, Varian- Gemini 200A y Varian XR-300 respectivamente, utilizando como
disolvente cloroformo deuterado y tetrametit silano (TMS) como referencia interna. Los
espectros de RMN!3C se determinaron en un equipo Varian XR-300 a 75.4 MHz. En casos
especiales se usaron técnicas de resonancia magnética nuclear bidimensional como COSY,
COLOC y HETCOR. Los espectros de infrarojo fucron obtenidos en solucién de
cloroformo o en pastilla de KBr segun lo indica cada espectro, usando un espectrofotdmetro



Perkin-Elmer 283-B. Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro Hewlett-
Packard 5985-B, utilizando 1a técnica de impacto electénico a 70eV.

Por iltimo, los espectros de UV fueron hechos en un espectro fotémetro Perkin-
Elmer 552 en solucién metandlica y las rotaciones Gpticas en un polarimetro Perkin-Elmer
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Fraccionamiento del extracto orgdnico {otal

El fraccionamiento del extracto se realizd en una columna empacada con gel de
silice para placa, adsorbiendo en esta los 194.5 g de extracto cbtenido. A esta columna la
increment6 la polaridad usando mezclas de hexano y acetato de etilo en diferentes
proporciones. De este fraccionamiento se obtuvieron 96 fracciones de 500 ml, que sc
concentraron en rotacvaporador, mismas que fueron analizadas por CCF y reunidas de
acuerdo a su similitud cromatogrifica, separdndolas en sus constituyente quimicos por
cromatograffas sucesivas.

El andlisis cromatogréfico (CCF) de las fracciones 19 a 31 de la columna original
elufdas con hexano/acetato de etilo {AcOEL) 95:5 indicé la presencia de un componente
mayoritario. El concentrudo de estas fracciones permitié obtener 4.60 g de residuo, que se
adsorbié en la misma cantidad de gel de sflice v sc aplicé en una columna empacada con
200 g de ésta, con el fin de separar el componente mayoritario, que eluyd de esta columna
con hexano/AcOEt 98:2, El desarrollo de esta columna permitid aislar 70 mg de un sélido
blanco cristalino, pf 148-1520C que por igualdad de comportamiento cromatogrifico con
una muestra auténtica, y por comparacion con datos espectroscépicos informados
previamente, se identificd como estigmastero} [58].

Rf: 0.6 (hexano/acetato de etilo (7:3))

RMN!H (80 MHz, CDCl3): (desplazamiento, multiplicidad, asignacién) 8 5.24 (1H, m, H-
6), 3.50 (1H, m, H-3), 2.25 (2H, d, H-9), 1.51 (1H, s, OH) 1.0] (3H, s, H-19}, 0.89-0.69
(1SH, m, H-19, H-21, H-29, H-26, H-27), 0.68 (3H, s, H-18)

La reunion de las fracciones 54 a 57 que fueron eluidas de la columna original con
hexano/AcoEt (7:3) proporcionaron 2.23 g de residuo. Este se aplicé a una columna
empacada con 75 g de silica gel. A esta recromatograffa se le llamard C-54.

De la clumna C-54 s¢ obtuvieron 2 compuestos de polaridad similar que eluyeron en
el siguiente orden: 7-hidroxi-2',3',4',5',8-pentametoxi-isoflavano [59) (fracciones 46-53) y
7,5'-Dihidroxi-,2',3'4',8-tetrametoxi-isoflavano {60} (fracciones 73-75).

El primer compuesto fue un aceite de color naranja que despues de varios dfas
" solidificé, obteniéndose 133.6 mg. Las caracteristicas fisicas y espectroscdpicas de este
compuesto novedoso, identificado como: 7-hidroxi-2',3'4',5',8-pentametoxi-isoflavano
{59], son las siguientes:
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Pf: 125-126°C

Rf: 0.46 (Hex/AcOEt 7:3)

UV: A max: 218 nm (e 8286); 284 (e 785)
[etlp +3.12 (0.320, MeOH)

IR (CHCly): 3530, 2939, 2840, 1603, 1494, 1463, 1411, 1350, 1193, 1080, 1040 cm"!

RMN!H (200 MHz ,CDCl3): 8 6.73 (1H, d, J=8.3Hz, H-5), 6.54 (IH, d, J=8.3Hz, H-6),
6.41 (1H,s, H-6'), 5.80 (1H, sa, OH), 4.40 (1H, ddd, J=10.5 Hz, J=3.5 Hz, J=1.5 Hz, H-2a),
4.05 (1H, dd, 10.2 Hz, H-2 ), 3.95 (3H, s, CH30}, 3.91 (3H, s, CH30), 3.89 (3H, s, CH30),
3.84 (3H, 5, CH30),3.79 (3H, 5, CH30), 3.6} (1H, m, H-3}, 2.93 2H, m, 2H-4).

RMNIH (300 MHz ,C5DsN): § 6.94 (1H, d, J=8.1Hz, H-5), 6.86 (IH, d, J=8.1Hz, H-6),
6.70 (1H, s, H-6'), 5.10 (1H, sa, OH), 4.51 (1H, ddd, J=10.2 Hz, 3.6Hz, 1.8 Hz, H-2a), 4.14
(1H, dd, J=10.2 Hz, H-2 ), 3.97 (3H, 5, CH30), 3.96 (3H, s, CH30), 3.94 (3H, s, CH30),
3.84 (3H, 5, CH30), 3.81(3H, 5, CH30), 2.98(2H, m, 2H-4').

RMN!3C (75MHz ,CDCly, desplazamiento, asignacién): § 31.3 (C-4), 31.8 (C-3), 56.2,
60.9, 61.0, 61.1, 61.5 (cada una de C de OCH3), 70.2 (C-2), 105.2 (C-6'), 107.2 (C-6),
114.9 (C-4a), 124.2 (C-5), 128.9 (C-1'), 134.8 (C-8), 141.8 (C-5'), 145.4 (C-4"), 147.1 (C-
8a), 147.6 (C-7), 149.6 (C-3)

RMN!3C (75MHz ,CsDsN): § 31.8 (C-4), 32.6 (C-3), 56.3, 60.4, 60.9, 61.1, 61.6 (cada una
de C de OCH3), 70.4 (C-2), 106.3 (C-6"), 109.7 (C-6), 114.2 (C-4a), 124.6 (C-5), 129.7 (C-
1'), 135.8 (C-8), 137.8 (C-2), 142.7 (C-5), 146.0 (C-4"), 147.7 (C-8a), 148.8 (C-7), 150.5
(C-3)

EM m/z (especie, intensidad relativa %): 376 (M*, CygHy407, 73), 224 (C12H 604, 100),
209 (CyoH)604-CHj, 42), 152 (CgH; 503, 16), 151 (CgH, 303, 38), 121 (CgH,;403-OCHj,
14)

7.2"-Dihidroxi-5',3' 4',8-tetrametoxi-isoflavano [60] fué el segundo compuesto
obtenido de la columna C-54, aislado inicialmente como un aceile cafe el cual solidifica
posteriormente. Se obtuvieron 152 mg que cluyeron de la columna con hexano-acetato de
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etilo (7:3). Este compuesto, al igual que el anterior, es un nuevo producte natural, con las
siguientes caracteristicas fisicas y espectroscopicas:

Pf: 97-980C

Rf: 0.4 (hexano/acetato de etilo 7:3)
[o]p @ + 6.5 (0.2, MeOH)

UV Apayx: 28 1nm (€ 5622)

IR (CHCI3): 3531, 2940, 1603, 1494, 1470, 1373, 1246, 1173, 1093, 1044 cm’!

RMNIH (200 MHz ,CDCl5): 8 6.71 (1H, d, J=8.3Hz, H-5), 6.51 (1H, d, 3=8,3Hz, H-6),
6.47 (1H, s, H-6'), 5.85 (2H, sa, OH), 4.39 (1H, ddd, ]=10.2, 3.8, 1.5 Hz, H-2a), 4.15 {1H,
dd, J=10.2 Hz, H-2 ), 3.95 (6H, 5, 2 CH30), 3.93 (3H, s, CH30), 3.82 (3H, s, CH30), 3.55
(IH, m, H-3"), 2.88(2H, m, 2H-4)

RMN!H (300 MHz .CDCl3): 6 6,71 (1H, d, J=8.3Hz, H-5), 6.52 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6),
646 (1H, s, H-6", 5.75 (2H, sa, OH), 4.37 (14, ddd, J=10.2, 3.8, 1.5 Hz, H-2a), 4.08 (1H,
dd, J=10.2 Hz, H-2), 3.95 (6H, s, 2CH;0), 3.93 (3H, 5, CH,0), 3.81 (3H, 5, CH30), 3.55
(1H, m, H-3"), 2.91(2H, m, 2H-4")

RMNI3C (75MHz ,CDCl3): 831.5 (C-4), 31.6 (C-3), 56.2, 60.9, 61.0, 61.5 (cada una de C
de OCHjy), 703 (C-2), 107.1 (C-6'), 107.5 (C-6), 115.1 (C-da), 124.2 (C-5), 1289 (C-1"),
134.1(C-8), 139.8(C-2)), 1447 (C-5'), 1454 (C-4'),147.1 (C-8a), 147.6 (C-T7), 149.6 (C-3)

EM m/z (especie, intensidad relativa %) 362 (M*, Cy9H,305, 47), 210 (Cy,H 4,04, 100),
195 (Cy1H,404 - CHj, 47), 183 (CgH |0y, 58), 152 (CgH 503, 30), 138 (C7H¢0;, 10},
123 (C7Hg0; - CHs, 20)

Las asignaciones para cada sefial de los espectros de resonancia de hidrégeno y de
carbono-13 de los dos isoflavanos descritos fueron comprobadas por medio de técnicas
espectroscopicas de resonancia magnética bidimensional come COSY, HETCOR y
COLOC. La elucidacién estructural de los compuestos obtenidos se discute de manera
amplia en la seccidn de discusidn de resultados.

Las fracciones 54-60 (285 mg) eluidas de la columna C-54, consistieron en una
mezcla compleja en la que predominaba un metabolito que se separé por recromatografia en
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columna. La recromatograffa de este residuo (40 g de silicagel 70-230) permitié obtener,
utilizando hexano/acetato de etilo (85:15) como fase mdvil, 65 mg de un aceite amarillo
claro, identificado como 7,2'-dihidroxi 3'4'8-trimetoxi-isoflavano (isoduartina) {45). Las
propiedades espectroscépicas de la isoduartina coinciden con las informadas en la
literatura3? y son las siguientes:

Pf: 105-1080C

Rf: 0.34(hexano/acetato de etilo 7:3)

[ot)p: -60 (0.21 McOH)

UV Anax: 2770m(e 5622), 312nm(e 1500)

IR (CHCl3): 3519, 3002, 2938, 1618, 1497, 1464, 1173, 1095, 1040 cm-!

RMN!H (200 MHz ,CDCl3): § 6.77 (1H, d, J=8.6 Hz, H-5, 6.71 (1H, d, }=8.2 Hz, H-5),
6.51 (14, d, J=8.2 Hz, H-6), 6.49 (1H, d, ]=8.6 Hz, H-6", 6.15 (2H, sa, OH), 4.45 (1H, ddd,
1=10.2,3.5, 1.8 Hz, H-2a), 4.10 (1H, dd, J=10.2 Hz, H-2), 3.89 (3H, s, CH30), 3.88 (3H, 5,
CH30), 3.81 (3H, 5, CH30), 3.55 (1H, m, H-3'), 2.90 (2H, m, 2H-4')

RMNI3C (75MHz ,CDCl3): & 30.8 (C-4), 31.9 (C-3), 56.1, 56.3, 56.7, (cada una de C de
OCH3), 69.9 (C-2), 103.5 (C-6), 106.9 (C-6 ), 115.1 (C-4a), 121.7 (C-5", 124.2 (C-1),
134.8 (C-8), 135.3 (C-2"), 140.0(C-5), 147.4 (C-8a), 147.6 (C-7), 151.1 (C-3)

EM mv/z (especie, intensidad relativa 9): 332 (M, CygHy00g, 51), 180 (C1pH 203, 100),
165 (CygH,205-CHg, 513, 152 (CgHgO3, 48), 149 (C;gH,,05-OCHs, 24), 137 (CgHgO4-
OCHj3, 32), 121 (C4Hg04-CH3, 24)

Las fracciones 58 a 61 obtenidas de la columna cromatogrifica original con
hexano-acetato de etilo (7:3) se reunierony se recromatografiaron aplicando el residuo (2.5
g) adsorbido en celita en una columna empacada con 98g de gel de silice. De esta
recromatograffa se aislaron 25 mg de un sélide blanco conocido como 3,4-dimetoxi-8,9-
metilendioxi-pterocarpano[54).48

Pf: 265-2680°C
Rf: 0.5 (hexano/acetato de etilo 7:3)
" [o]p :-94.5 (0.20, McOH)

IR (CHCla): 2930, 2853, 1757, 1614, 1502, 1470, 1143, 1112, 1042 cm!
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RMN!H (200 MHz ,CDCl3): 87.215 (1H, d, J=13Hz, H-1),6.74 (1H, S, H-7), 6.65 (1H, d,
J=13Hz, H-2), 643 (1H, §, H-10), 5.91 (2H, dd, J=10.6 Hz, J=4.7 Hz, OCH,0), 5.51 (d,
=6.8 Hz, H-11a), 4.34 (1H, dd, J=10.6 Hz, J=4.5 Hz, H-6), 3.88 (3H, 5, CH30), 3.85 (3H,
s, CH;0), 3.66 (1H, t, J=10.6 Hz, H-68), 3.5 (1H, m, 3=10.6 Hz, H-6a)

RMNI3C 75MHz (CDCI 3): § 40.04 (C-6a), 56.12 (CH30), 61.0 (CH30), 66.6 (C-6), 78.5
(C-11a), 93.80 (C10), 101.3 (OCH0), 104.8 (C-7), 1059 (C-2), 114.1 (C-la), 117.8 (C-
7a), 122.9 (C-4a), 125.6 (C-1), 1374 (C-8), 141.8 (C-9), 149.5 (C-3), 153.7 (C-4a), 154.2
(C-10a)

EM nv/z (especie, intensidad relativa %): 328 (M+, CgH;¢O¢, 100), 327 (M*- H, 17.5), 313
(M*-CH3, 18), 298 (M*-2CH3, 13), 162 (CgH¢O3, 23), 175 (CygH;03, 10)

El residuo de las fracciones 62-68 de la columna original (2.0g) se recromatografié
en una columna de 60 g de sflica gel. Las fracciones 4 a 11 cluidas con hexano-acetato de
etilo 9:1, se filtraron para obtener 87 mg del 3,4-dimetoxi-8,9-metilendioxi-pterocarpano
[54).

La filtracién de las fracciones 31-32 de esta cromatograffa permiti6 la obtencién de
38 mg del 7,2-Dihidroxi-8,3',4',5'-tetrametoxi-isoflavano [60].

Las fracciones 75-86 de la columna original cluidas con mezclu hexano-acetato de
etilo 1:1, fueron reunidas obteniéndose 4.63 g de residuo. Este fué recromatografiado en
una columna abierta, y el residuo de la fraccién 5 se sometié a un proceso de cristalizacion
fraccionada con hexano-acetato de etilo, obteniéndose 23 mg de un sélido cafe claro que se
identificé como 7-hidroxi 2'-metoxi-4',5'-metilendioxi-isoflavona (cuneatina) [61].

Pf: 2380C
Rf: 0.5 (hexanofacetato de etilo 7:3)

IR (CHCl3): 2927, 2853, 1730,1624, 1496, 1378, 1226, 1247 cmy’!

RMNIH (200 MHz ,CDCl;y + DMSO): & 10.08 (1H, s, OH), 8.10 (IH, d, J=8.7 Hz, H-5),
7.92 (1H, s, H-2), 6.85 (1H, d, ]=2.2 He, H-8), 6.83 (1H, dd, J38,7, J=2.3 Hz, H-6), 6.79
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(1H, d, J=1.5 Hz, H-6), 6.72 (11, 4, J=1.5 Fiz, H-3) 590 (2H, 5, OCH20), 3.93 (3H, s,
CH30).

EM niz (especie, intensidad relativa %): 312 (M+, Cy7H3,0g, 100), 176 (C;gHgQ3, 24),
136 (C7H,03, 10}

Las fracciones 12-14 de esta recromatograffa fueron reunidas, obteniéndose un
sélido amorfo café el cual se recristalizé de hexano-acetato de etilo varias veces. este
procedimiento permiti6 obtener 183mg de 7-hidroxi- 2',4",5',-trimetoxi isoflavona {52}, que
constituye el tercer producto aislado de E. polystachya no reportado. Sus caracteristicas
son:

Pf: 2400C
Rf: 0.5 (hexano/acetato de etilo 7:3)
UV A 1ax:204nm (€:3680), 295 nm (e:17506).

IR (KBr) : 3250, 1620, 1580, 1520, 1465, 1390, 1250, 1210, 1150, 840 cm-!

RMNIH (200 MHz ,CDCl3 + DMSO): 5 10.51 (1H, sa, OH), 8.15 (IH, s, H-2), 7.94 (1H,
d,3=9.0 Hz, H-5), 6.90 {1H, dd, J=2.4, 9z, 11-6), 6.89 (1H, d, J=2.4 Hz, H-8), 6,83 (1H, d,
J=1.1 Hz, H-6), 6.76 (1H, 5, H-3", 3.83 (3H, 5, CH30), 3.70 (3H, s, CH;0), 3.69 (3H, s,
CH;0).

RMN!H (300 MHz ,CDCl;+DMSO): 8 10.51 (1H, sa, OH), 8.0 (1H, s, H-2), 7.95 (1H, d,
J=9.0 Hz, H-5), 6.91 (1H, dd, J=2.4 Hz, J=9 Hz, H-6), 6.88 (1H, d, J=2.4 HZ, H-8), 6.858
(1H, d, }=2.1, H-6), 6.68 (1H, s, H-3"), 3.87 (3H, 5, CH30), 3.76 (3H, s, CH30), 3.74 (3H,
s, CH40).

RMNI3C (75MHz ,CDCly): & 5.6 (CH30), 56.1 (CH30), 98.0 (C-3), 1019 (C-6), 111.9
(C-1%), 1147 (C-8), 115.7 (C-6), 116.6 (C-2), 120.8 (C-3), 126.8 {C-5), 142.1 (C-4, 149.3
(C-7), 151.5 (C-5Y, 153.7 (C-2), 157.3 (C-10), 162.2 (C-9), 174.5 (C=0)

EM m/z{especie, intensidad relativa %) : 328 (M*, CgH140¢, 98), 313 (M*-CH3, 25), 297
" (M*-OCHs, 42.5), 120 (C1903H0-OCH3, 19), 106 (C70Hg, 17)
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Obhtencién de derivados acetilados

Con el propésito de confirmar las estructuras propuestas para los tres productos
novedosos obtenidos de E. polystachya, se obtuvo el derivado acetilado de cada una de
ellas,

La reaccién de acetilacién se realiz6 usando 0.5 ml de piridina y 1 m} de anhidrido
acético para 50 mg de compuesto a acetilar. La reaccién se llevé a cabo a temperatura
ambiente, en tiempos variables dependiendo del consumo de la materia prima. Una vez
concluida la reaccidn, se destruy6 el exceso de anhidrido acético mediante la adicién de
aproximadamente 5 g de hielo picado. Posteriormente se separard €l producto acetilado del
medio de reaccién mediante extracciones sucesivas: primero con acetato de etilo (3 veces
de 15 ml c/u), la fase orgdnica asi obtenida se lavé con una solucién de HCI al 10% para
formar el clorhidrato de piridina y eliminarla en la fase acuosa. Seguido a esto la fase
orgdnica se lavé con solucién sawrada de bicarbonato de sodio (con el prop6sito de
eliminar e} exceso de HC! y el dcido acético producto de 1a reaccidn), finalmente se lavé
con agua y se secé con sulfato de sodio anhidro para lucgo concentrar. Los productos
obtenidos de estas reacciones y sus propiedades espectroscopicas son las siguientes:

7-Acetoxi-2',3',4', 5" 8-pentametoxi-isofiavano {59a], a partir de 45 mg de materia
prima [59], se obtuvieron 23.8 mg de este. El tiempo de reacci6n fue de 2 horas, las
propiedades espectroscépicas y fisicas son:

Pf: 79°C

IR (CHClq): 2939, 1760, 1491, 1464, 1238, 1083, 1047 cm-l.

RMNIH (200 MHz, CDCl,): & 6.81 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5), 6.59 (1H, d, J=8.4 Hz, H-6),
6.31 (1H, s, H-6'), 4.44 (1H, ddd, J=10.5 He, J=3.5 Hz J=1.5 Hz, H-2a), 4.07 (1H, dd, 10.2
Hz, H-2 ), 3.95 (3H, 5, CH;0), 3.88 (3H, s, CH30), 3.86 (3H, 5, CH30), 3.84 (3H, s,
CH30),3.79 (3H, 5, CH30), 3.65 (1H, m, H-3), 3.01 (2H, m, 2H-4),.

7,2-Diacetoxi-3',4',5' 8-tetrametoxiisoflavano[60a]: A partir de 65 mg del producte
natural {60]se obtuvieron 39 mg de! derivado acetilado, despues de tres horas de reacci6n.
Sus datos de resonancia de hidrégeno son los siguientes:
Pf: 57°C
IR (CHCly): 2938, 1762, 1488, 1462, 1370, 1090, 1049 cm'!,
RMN'H (200 MHz, CDCl3): § 6.81 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5), 6.59 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6),
6.55 (1H, s, H-6", 4.42 (1H, ddd, ]=10.2, 3.8, 1.5 Hz H-2a), 3.98 (1H, dd, J=10.2 Hz, H-2),
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3.93 (3H, s, CH,;0), 3.88 (6H, s, 2CH;0), 3.85 (3H, 5, CH30), 3.61 (1H, m, H-3", 2.96
(2H, m, 2H-4'), 2.33(s, 3H, CH3CO), 2.31(s, 3H, CH3CO)

7-Acetoxi-2'4',5' irimetoxiisoflavano (52a]: A partir de 74.5 mg de la materia prima
[62] se obtuvieron 38.2 mg despues de dos horas cuarenta minutos. Los datos
espectroscépicos de este compesto son:

Pf: 1350C

IR (CHCly): 1728, 1612, 1501, 1462, 1049, 1037 cm!-

RMNIH (200 MHz, CDCl3 ): 3 8.31 (1H, d, J=9.0 Hz, H-5), 8.01 (IH, s, H-2), 7.16 { 1H,
dd, J=2.4, 9 Hz, H-6}, 7.3 (1H, d, J=2.4 Hz, H-8), 6.93 (1H, d, ]=2.1 Hz, H-6"), 6.63 (1H, 5,
H-3'), 3.93 (3H, 5, CH40), 3.86 (3H, s, CH30), 3.77 (3H, 5, CH;0).
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DISCUSION DE RESULTADOS



Del extracto orgfnico total de E. polystachiya fue posible aislar y caracterizar siete
substancias: un esterol, tres isoflavanos, un pterocarpano y tres isoflavanos. Los nombres de,
las substancias aisladas son los siguientes:

estigmastero] [58]

7-hidroxt 8,2',3',4',5"-pentametoxiisoflavano [59]
7,2"-dihidroxi-5',3',4.,8 tetrametoxiisoflavano [60]

7.,2-dihidroxi 8,3",4"-isoflavano (isoduartina) [45]
3,9-dimetoxi-8,9-metilendioxi pteracarpano [54]
7-hidroxi-2"-metoxi-4',5'-metilendioxiisoflavena (cuneatina) [61)
7-hidroxi-2' 4',5'-trimetoxi isoflavona [52)

La elucidacién y discusidn de las estructuras propuestas se realizard analizando las
propicdades fisicas, espectrométricas y espectroscOpicas tanto de los productos naturales
como de los derivados acetilados, y la comparacién de estas con las informadas en la
literatura,

Para fines de la discusi6n de las estructuras de los productos naturales aislados, estos
se clasificaran en cuatro grupos:

I) Esteroles

1) Isoflavanos

I11) Pterocarpanos

1V) Isoflavonas

I) Esteroles,

El estigmasterol [58] se aislé de las fracciones menos polares del fraccionamiento del
extracto cloroférmico-metanélico. Fué identificado por comparacién con una muestra
auténtica. Las propiedades fisicas y espectroscdpicas obtenidas para el mismo se encuentran
descritas en la seccién experimental. Cabe mencionar que esta substancia natural se
encuentra presente en una amplia variedad de vegetales, en proporciones variables. En
ocasiones se encuentra esterificado con dcidos grasos, ¢ formando glucésidos, o bien,
derivados de ambos.
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1I) Isoflavanos.

Este grupo esta constituido por tres compucstos, y fué aislado de las fracciones
eluidas con hexano-AcOEt (7:3), del fraccionamiento inicial del extracto, Las propiedades
fisicas y espectroscdpicas de los mismos se encuentran descritas en la seccién experimental.

7-Hidroxi-8,2',3'4',5"-pentametoxiisoflavano [59]:

Este compuesto, aislado por cromategrafia de las fracciones 54-57 de la columna
original, presentd inicialmente una apariencia aceitosa color naranja, pero despues solidifico.
Es épticamente activo, {a]p = +3.12 (0.320, MeOH), y peso molecular de 376, determinado
por espectrometria de masas. La integracion del drea bajo la curva en el espectro de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN'H, cspectro 1) indica la presencia de 24
hidr6genos, y el espectro de resonancia magnética de carbono 13 (RMNI3C, espectro 2)
presenta las sciiales correspondientes a 20 carbonos. Conjuntando Ja informacién
especiroscopica con el peso molecular, se puede deducir la férmula molecular C3gHz407.
por lo que esta substancia ticne nucve insaturaciones.

El espectro de RMN!H (espectro 1) muestra cinco sefiales singulete con integracién
para tres hidrégenos cada una de ellas, las cuales se encuentran entre § 3.78-3.94. Este
desplazamineto a campo bajo lo presentan hidrégenos sobre carbono base de oxfgeno, por lo
que se deduce la presencia de cinco metoxilos. Por otro lado, a campo bajo se observan
sciiales que, de acuerdo a su desplazamiento quimico e integracién, deben corresponder a
tres hidrégenos arométicos. Estos se presentan como un sistema AB centrado en & 6.73 (d,
J=8.3 Hz) y 6.53 (d, J=8.3 Hz), asi como un singulete cn 3 6.40. Este tipo de multiplicidad
hace suponer la existencia de dos sistemas aromdticos: en uno de ellos se encuentran dos
hidrégenos en posicién orto entre si, mientras que en el otro existe un hidrégeno aislado,
estableciendo que los anillos bencenoides estan tetra y penta sustituidos (figura 1),
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El mdximo de absorcién en ultravioleta (284 nm), junto a la evidencia de los dos
sistemas bencenoides en la molécuta asi como nueve insaturaciones hace suponer que se
trate de un flavonoide.

Figura 1

Adicionalmente se observan otros tres grupos de sefiales que integran para un total de
5 hidrégenos, lo que indica que el esqueleto de este compuesto es el de un flavano 6
isoflavano. En & 4.40 sc obscrva un doble de doble de doble que integra para un hidrégeno, y
que tiene una constante de acoplamiento geminal de 10.2 Hz, vecinal de 3.5 Hz, y constante
de acoplamiento a larga distancia de 1.8 Hz. La primera constante coincide con la que
presenta un doblete de doble que integra para un hidrégeno en 8 4.05

Adicionalmente se observa un multiplete de un hidrégeno en § 3.61 y un segundo
multiplete para dos hidrégenos en & 2.93. Comparando con datos bibliogrificos de flavanos
e isoflavanos, se puede concluir que las sefiales caracteristicas que presenta el espectro de
resonancia son las de los hidrégenos en posicion 2, 3 y 4. En flavanos estas sefiales aparecen
en § 5.0-5.3 (dd) para H-2, § 2.7 (m) H-4, § 2.2-24 (m) para H-3.50 En el caso de
isoflavanos, la sefial de H-3 aparece en § 3.5-3.9 como multiplete, el hidrégeno en C-2
presenta dos sefiales doble de doble en & 4.0 a 4.5. Estos datos se muestran
esquemdticamente en la figura 2.

Las scfiales que sc observan en le espectro de resonancia magnética nucléar de
hidrogeno del producto natural aislado de E. polystachya son similares a los isoflavanos
lonchocarpano [§1]20 y duartina [19].14 Esta. comparacion establece la estructura de
isoflavano para este metabolito sccundario (figura 2).
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5,80

Figura 2

El valor de la constante de acoplamiento vecinal entre H-2 y H-3 de 3.5 Hz, establece
la relacién axial-ecuatorial de los mismos, ! este acoplamiento se produce entre H-20, y H-3.
Ademds, se manifiesta una constante de acoplamicnto a larga distancia (1.8 Hz)
correspondiente a la interaccién entre H-20 y H-4. 5! La existencia de los acoplamientos
vecinal y a larga distancia, fue comprobuada por medio de la correlacidn espectroscépica
homonuclear TH-'H (HOMO-COSY, espectro 3), donde se observa la correlacién entre el
dedd centrado en & 4.50 correspondiente a H-2 y el multiplete a campo alto centrado en §
2.98, asignado a H-4, asi como una segunda correlacién entre esta dltima sefial y la sefial de
H-3, que a su vez correlaciona con las sefiales de H-4 (figura 3).

Figura 3

Para la determinacion del tipo de sustitucién se tom6 como referencia el andlisis del
espectro de masas. Es conocido que isoflavanos presentan un patrén de fragmentacion de
tipo retro Diels Alder (RDA) en el anillo A20 En ecste compuesto, los fragmentos mis
significativos fueron los obtenidos con una relacion m/z 224 (100) y 152 (16) (esquema 4) El
primer fragmento es debide al anillo B tetrametoxilado, el segundo indica que el anillo C
cuenta con un sustituyente metoxilo y un hidroxilo.
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Esquemad

Lo anterior es consistente con lo mencionado en el andlisis de los datos de RMN!H,
donde se hizo notar la presencia de dos hidrdgenos en orto (anillo C) y uno no acoplado en
un segundo anillo (anillo B). La ubicacidn de los sustituyentes en los anillos arométicos se
determind mediante los siguientes argumentos: por razones biogenéticas la posicién C-7 de
los isoflavanos siempre esta oxigenada,!! por lo que la existencia de dos hidr6genos orto en
el anillo C s6lo permite localizarlos en las posiciones C-5 y C-6; asf se establece que la
segunda posicién oxigenada es C-8. Esto permite establecer dos posibles estructuras
parciales (figura 4) que difieren entre si por la ubicacidn relativa del metoxilo ¢ hidroxilo.

OCH, OH

Figura 4

Para discemir entre ambas estructuras se compararon los datos’ obtenidos del el
espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno del producto natural (espectro 1) con
los del derivado acetilado (espectro 4, tabla 5), observando que la sefial asignada al
hidrégeno sobre C-6 (8 6.54) se desplaza a campo bajo en el derivado acetilado (8 6.59, AS:
0.05) por efecto de 1a desproteccién generada por el grupo carbonilo del acetilo, asi como un
desplazamiento a campo bajo del grupo metoxilo (A8: 0.06) y del hidrégeno bencénico
asignable a H-5 (A8: 0.1). Estas evidencias permiten determinar que el hidroxilo se
encuentra en C-7 y el metoxilo en C-8. La asignacién de las sefiales de los hidrégenos en H-
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5y H-6 del derivado acetilado, se comprobé con el espectro NOEDIFF,? (espectro 4a)
donde la irradiacién de los hidrégenos en C-4 (§ 2.95) produce el aumento de Ia integracién
de la sefial en (8 6.81), que corresponde a H-5.(figura 5).

83.88 O 8395
CH, H:,C‘-( CH,
HO 0
H H
56.54 H 56.59 H
§6.73 56.81
Figura §

De acuerdo con los datos informados en la literatura, biogenéticamente el tipo de
oxigenacién del anillo B es 2',3',4",52 por lo que se consideran las posibilidades de que el
sistema de substitucién en dicho anillo tenga el patrén de oxigenacién 2',3'4,5' 0 2',3'4\6'
(figura 6).

OCH,

Figura 6

Con el objetivo de discernir entre estas dos posibilidades se realizé el andlisis del
espectro de resonancia magnética nuclear NOEDIFF (Nuclear Overhauser Efect differential)
(Espectro 5).

La irradiacién de H-4 permitié observar un aumento considerable en la integracién
de la sefial singulete del hidrégeno del anillo B y en la del H-3, por o que se deduce que el

8Este efecto se observa ul obtener el espectro de RMNIH irradiando uno de los hidrégenos de interés,
y determinar el efecto que esta irradiacién tiene sobre los hidr6genos vecinos espacialmente al hidrégeno
saturado. De esta manera es posible determinar su posicién relativa. Este efeclo se cuantifica mediante la
diferencia del drca bajo la curva de las sefiates afectadas.
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metoxilo se localiza en posicién 5' y el hidrégeno en 6' ya que este iltimo interacciona
espacialmente con los hidrégenos en C4.

La integracion de las estructuras parciales deducidas mediante la discusi6n anterior
permite concluir que la estructura de este compuesto es: (+)- 7-hidroxi 8,2'3'4'5-
pentametoxi isoflavano [59). Este es un producto naturai novedoso en la literatura quimica.

59

La configuracién absoluta de algunos isoflavanos se ha determinado mediante el
andlisis se las curvas de dispersién dptica rotatoria (DOR).33 La recopilacién de los
resultados informados en la literatura de algunas isoflaveonas correlacionadas con la rotacién
especifica (585 nm) de Jos mismos (tabla 4),20.352 permite establecer la generalizacion entre
el signo de la rotacién y su configuracién en C-3 estableciéndose Ia generatizacién que los
isoflavanos dextrorotatorios poseen configuracién R ¢n C-3 y los levorotatorios tienen
configuracién § en ese centro quiral. Cabe resallar que existen excepciones a Ila
generalizacién arriba descrita, por lo que debe considerarse con la incertidumbre que
corresponde. ‘

Tabla 4
Relacién entre rotacion optica y configuracién absoluta de isoftavanos
Compuesto [e]D Configuracién
Vestitol +21.6 (0.58 Me,CO) N
Mucronulatol -18.5 (0.52 Me;CO) 5
Duartina -25.0 (0.47 Me,CO) N
Mucroquinona -15.4 (0.42 Me,CO}) N
Methoxyvestitol +26.2 (0.65 Me,CO) R
Claussequinona +65.2 (0.49 MeOH) R
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Compuesto [o]D Configuracién

Mucronulatol +19.4 {0.24 MeOH) R
Vestitol -18.9 (0.43 Me,CO) R

La determinacion de la estructura molecular de los dos isoflavanos restantes aislados
de este vegetal, se realizard tomando como referencia la discusion del isoflavano 59,

7,2'-Dihidroxi 3'4',5' 8-tetrumetoxi-isoflavano [60]:

Este producto natural, al igual que 59, fué dépticamente activo ([c]p :+6.5 (0.2,
MeOH)). Por EM se determiné un ién molecular de 362, y ¢l drea bajo la curva del espectro
de resonancia magnética de hidroégeno (Espectro 6) integra para 22 hidrégenos. Este espectro
presentd gran similitud con el del compuesto 59, observindose las sefiales caracterfsticas de
isoflavanos en 8 4.37 (ddd, 1H, H-2), 3.98 (dd, 1H, H-2), 3.55 (m, H-3), 2.89 (m, H-4), por
lo que se determino Ja férmula molecular CygH,50¢.

En ¢l mismo espectro se observan ademds tres seiales singulete que integran para un
total de 12 hidrégenos, que por desplazamiento quimico (8 3.80-3.95) pertenccen a cuatro
metoxiles. Una sefial amplia en 8 5.70 que integra para dos hidrégenos, es atribuida a la
presencia de dos hidrégenos hidroxflicos. Finalmente, se observa el mismo sistema de
sefiales de hidrégenos aromdticos que el isoflavano anterior; es decir: un sistema AB con
constante de acoplamiento orto y una sefial no acoplada, por lo que se deduce que este
compuesto s¢ diferencia del primero vinicamente en la sustitucién de un grupo metoxilo por
un grupo hidroxilo.

Por espectrometr{a de masas sc determing el patrdn parcial de sustitucién, ya que el
espectro presenté como fragmentos jmportantes aquellos en relacion m/z 210 (100) y 152
(30). El primer fragmento indica la presencia de tres metoxilos y un hidroxilo en el anillo B,
y el segundo fragmento indica la existencia de un metoxilo y un hidroxilo como sustituyente
del anillo C, estableciendo el mismo patrén de sustitucion que 59 en este dltimo anillo
(hidroxilo en C-7 y metoxilo en C-8, Esquema 5).

0
° CH30, OH
+
OHCH,0 (CHs0.0f 30CHy, o

3 (OCHHH

Cglig0;3 (/2 152) CyHi0s  (miz218)
CyoHy)0; (miz 361) e e ‘

Esquema 5
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La ubicacién de estos sustituyentes en las posiciones indicadas se verificaron
mediante la comparacién de los datos espectroscépicos del producto natural con las de su
derivado acetilado (espectro 7). Se observan dos sefiales singulete con integracién para tres
hidrégenos cada una en & 2.33 y 2.31, correspondientes a los grupos acetilo. Las sefiales de
los hidrégenos en relacién orto se desplazaron a campo bajo de la misma manera que en el
derivado 59. En el anillo C, el patrén de oxigenacién se establecié como 2',3'4.S',
posiciones determinadas por analogfa con 59. Esto se confirmé mediante el experimento
NOEDIFF (espectro 8), irradiando al igual que en 59, a los hidrégenos en C-4,
manifestdndose su cercania con H-5 y con H-6".

Con el fin de determinar en cual de las cuatro posiciones oxigenadas del anillo B se
localiza el oxhidrilo, se recurrié a la comparacidén espectroscépica del producto natural 60
con el derivado acetilado 60a (espectro 7, tabla S), y por anélisis del espectro de resonancia
magnética nuclear bidimensional H-13C (COLOC, espectro 9). El espectro del derivado
acetilado muestra que la sefial doblete de doblete generada por H-2 y el multiplete de H-4, se
encucentran dentro del cono de proteccién del grupo acetilo, desplazéndose la sefial a campo
alto (A8: 0.2.), permiticndo deducir que e! acetilo (y por tanto el hidroxilo en la substancia
original) se localiza en posicion 2'. El patrén de sustitucién indicado puede confirmarse
mediante el andlisis del espectro de RMN 1H-13C a larga distancia (COLOC). Para una clara
interpretacion de este espectro se utilizé el espectro de RMN H-13C (HETCOR, espectro
10) y se comprobaron las asignaciones dadas para cada sefial en el espectro RMNI3C
comparando con los datos reportados en la literatura28 Una vez determinada cada
asignacién de las sefiales en el espectro de carbono, se procedi6 a establecer las
correlaciones con los hidrégenos a larga distancia (dos y tres enlaces ¢) mediante la ayuda
del experimento COLOC (espectro 9), donde se puede observar que la sefial en 8 31,56
asignada al C-3 presenta una correlaci6n con la sefial del prot6n aromdtico asignado a H-6',
este hidrégeno aromético interacciona con uno de los carbonos base de metoxilo.” Estas
conectividades se determinaron por la interaccién a tres entaces entre e} carbono base y el
hidrdégeno del metoxilo (figura 7).

Figura7
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Una vez determinados los carbonos base de metoxilos, se observé en este espectro
que el carbono 1' no interacciona a tres enlaces con ningtin hidrégeno aromético, por lo que
se determind un patrén de sustitucidn parcial que se representa en la figura 8,

OCH,
HO o)

OH
: OCH,

OCH,
OCH,

Figura 8

La integracién de las estructuras parciales deducidas permite conclufr que 7,2'-
dihidroxi 3'4',5' 8-tetrametoxi-isoflavano[60] es un constituyente de E. polystachya. 60 es
un producto natural novedoso en la literatura quimica.

La configuracién R en C-3 se determind por la rotacién dextrorotatoria dc estc
producto natural, y de la misma manera que 59; es decir, por comparacién bibliogréfica de
los resultados reportados que correlacionan la configuracién absoluta con la rotacidn
especifica (tabla 4).



7,3-Dihidroxi 8,2',4-trimetoxi-isoflavano [45]

45 es el tercer isoflavano aislado de E. polystachya. Se obtuvo como un sélido
amarillo claro que presenta actividad éptica ([o]p :-60 (0.21, MeOH)), y un peso molecular
de 332, determinado por espectrometrfa de masas.

Por comparacién con los datos espectroscopicos de los dos compuestos discutidos
anteriormente, se determiné el esqueleto de isoflavano, ya que al igual que los anteriores,
esta sustancia presenté las sefiales caracteristicas de H-2, H-3, H-4, como se pueden observar
en su espectro de RMNH (espectro 12). En este se observa que el drea bajo la curva integra
para 20 hidrégenos. De éstos, nueve estin incluidos en tres sefiales (3 H por cada una), entre
6 3.80 y 3.95, por o que son hidrégenos de metoxilos. Dos oxhidrilos se manifiestan en
dicho espectro a través de dos sefiales amplias en & 5.85 y 6.15. Adicionalmente, dos
sistemas AB con constante de acoplamiento orfo son observables en la zona de resonancia
caracterfstica de hidrégenos aromdticos. El primer sistema AB esta formado por las sefales
en d 6.77 (d, J = 8.6 Hz) y 6.49 (d, J = 8.6 Hz), el segundo sistema lo componen el doblete
en §6.71 y en 3 6.51; los dos con constantes de 8.4 Hz. Esta disposicion de las sefiales nos
indica la presencia de dos pares de hidrégenos en posicién orto uno respecto al otro, tanto en
el anillo B como en el C del isoflavano, lo que se ve comprobado en el cspectro de masas
que contiene el fragmento 152 caracterfstico del anillo C sustituido por un metoxilo y un
hidroxilo, asi como el fragmento mayoritario de 180 que indica que el anillo C contiene dos
metoxilos y un hidroxilo {esquema 6).

0
o}
OHCHyO — - (CH;0, OH).C( . LO’(OCHG)? OH

2(0CHy) oK

CggO; (mt2 152 111,30,
Cyghag0y (miz332) HgO; m#z 152) a0 g2

Esquema 6
Por analogfa con los compuestos antes discutidos, s¢ determina que ¢l anillo B del
isoflavano esta sustituido en C-8 con un metoxilo y en C-7 con un hidroxilo. La variacién en
Ia posicién del grupo hidroxilo en el anillo C permite deducir la estructura de tres posibles

is6meros para este compuesto que son:

7,3-Dihidroxi-8,2",4"-trimetoxi isoflavano (duartina)
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7,4'-Dihidroxi-8,2',3'-trimetoxi isoflavano (no reportado)
7,2"-Dihidroxi-8,4',3"-trimetoxi isoflavano (isoduartina) 45

De acuerdo con los datos informados por Sankawa y colaboradores,3” la principal
diferencia para distinguir entre estas posibilidades radica en las resonancias prot6nicas de 5'
y 6', que se desplazan a campo bajo y la sefial de H-2a. se protege cuando en carbono 2 hay
un metoxilo. La comparacién de los datos informados por este autor con los del compuesto
obtenido de E.polystachya, permiten concluir que la isoduartina 45 es el constituyente
presente en este vegetal. 45 habia sido caracterizada previamente de Dalbergia odorifera
(Leguminosa).37 Cabe mencionar que la elucidacién de este compuesto se comprobé por
comparacién directa con los espectros originales, proporcionados por Sankawa 'y
colaboradores de la Universidad de Tokyo.

OCH,

HO. O.
™~ OH

OCH,

OCH,

45
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Tabla 5. Datos de RMNIH (200MHz, CDCl3)de Isoflavanos aislados

Compueste H-5 H-6 H-2 H2a H3 H4 H-S H6

45 671 6.51 4.10 445 355 290 677 649
d(8.2) d(8.2) dd(10.2)ddd m m d(8.6) d(8.6)

59 673 654 405 445 361 298 - 64
d(8.3) d(83) dd(102)ddd m m [

59a 681 659 4.07 445 365 298 6.41
d(8.3) d(83) dd(102)ddd m m s

60 671 651 414 439 355 283 - 6.47
d(8.3) d(8.3) dd(102)ddd m m - s

60a 681 659 398 442 361 296 - 6.55
d(8.3) d(8.3) dd(10.2)ddd m m - s

I1I) Pterocarpanos
3 4-Dimetoxi-8,9-metilendioxi pterocarpano {54).

Este compuesto se obtuvo como un sélido cristalino a partir de las fracciones
elufdas con hexano/AcOEt 7:3. Presenta un i6n molecular en 348 en su espectro de masas, y
en el espectro de IR es posible observar la banda caracteristica de doble enlace de tipo
aromético en (1470 cm-1),

En el espectro de RMNIH (espectro 13) se puede observar la presencia de dos
dobletes que integran para | H cada uno, que resuenan en § 5.91 y 5.92. Estas sefiales
indican la presencia de un grupo metilendioxi en el compuesto (figura 9 ).

0

)
2 o)

Figura 9

En 8 3.88 y 3.89 se observan dos singuleles con integracién para tres hidrégenos cada uno
que corresponden a dos metoxilos. La presencia de estos tres carbonos (los dos metoxilos y
el del metilendioxi) permite deducir que el esqueleto base del compuesto contiene 15 dtomos
de carbono. De acuerdo con el peso molecular deducido por espectrometria de masas (348)
es posible deducir la férmula molecular CygH;0g, por lo que esta substancia posee once
insaturaciones, lo que indica que se trata de un derivado flavonoide con dos insaturaciones,
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las cuales se explican posteriormente. En el espectro de RMNIH se observa un sistema AB
compuesto por las sefiales en § 7.21 y 6.74 con constante de acoplamiento orto de 13 Hz.
Dos singuletes en § 6.74 y 6.45 son asignables a protones aromdticos en relacién para entre
sf. Por analogia con los compuestos descritos anteriormente es posible inferir la estructura
parcial que se muestra en la figura 10

Figura 10

Los isoflavonoides de este tipo presentan un fndice de insaturacién de nueve. De
acuerdo al grado de insaturacidn observado para este compuesto (Q = 11), se puede deducir
que este presenta una estructura pentaciclica, donde el metilendioxi forma uno de los dos
ciclos adicionales de la molécula, y un oxigeno une a los anillos A y C, formande un anillo
de dihidrofurano, deduciéndose asf el esqueleto del pterocarpano, el cual se muestra en la
figura 11,

Figura 11

De acuerdo a los datos reportados en la literatura, estos compuestos tienen como
sefiales caracterfsticas una seiial doble en § 5.50 para el hidrégeno bencflico unido al
oxigeno, una sefial deble dobleteada en d 4.30 para H-5 y en 3.66 un triplete para el segundo
hidrégeno en C-5, asi como un multiplete para el hidrégeno bencilico en posicién 6, de
acuerdo a la numeracién de los pterocarpanos. Todas estas sefiales las presenta el espectro de
RMNIH del compuesto aislado de E. polystachya. Los datos de mmn!3C (espectro 14)
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también presentan seftales caracterfsticas que son consistentes con la estructura de un
pterocarpano.34 En particular, las sefiales correspondientes a C-5 (8 66.6), C-6 (5 40.0) y C-
11 (5 78.5), confirman este tipo de esqueleto.

Asignacién (C) Desplazamiento Desplazamiento
reportado (8) encontrado (8)
11 78.5 78.5
40.5 40.0
5 67.0 46.6

Por comparacién con los datos espectroscépicos del pterocarpano aislado de esta
misma especie por el Dr. Dominguez,48 se determing que se trataba del mismo compuesto:
el 3,9-dimetoxi-8,9-metifendioxi pterocarpano [54].

54

1V) Isoflavonas.
7-Hidroxi-2"-metoxi-4',5"-metilendioxi-isoflavona (Cuneatina) {61):

Este primer compuesto se aislé como un sélido de color café, pf 238°C, que por
especrometria de masas present6 un ién molecular de 312, En el espectro de IR se observa
una banda amplia en 3200 cm"!, ademés de observar una banda de carbonilo en 1730 em-1.

E! 4rea bajo la curva del espectro de RMN!H (espectro 15) integré para 12
hidrégenos. En el mismo espectro se observa una sefial en § 3.93 que integra para tres
hidrégenos, correspondientes a un metoxilo. En la zona de 8 5.90 se observa un singulete
que integra para dos hidrégenos, que por su desplazamiento quimico se deduce corresponden
a un grupo metilendioxi. Otra sefial que indica un grupo sustituycnte es la de & 10.2 que
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pertenece a un hidrégeno oxhidrilico, evidenciado este grupo funcional en el espectro de
infrarojo (3200 cm'!). También se observa un singulete que integra para un hidrégeno en &
7.92 caracterfstico de H-2 de una isoflavona (una flavona presenta sefial caracteristica de H-3
en 6.60),35 Adicionalmente a fas sefales de los grupos sustituyentes, se observa una sefial
doble en § 8.10, con constante de acoplamiento de 8.7 Hz, constante que coincide con la de
la sefial en & 6.83 (dd J = 8.7 (orw) y 1 = 2.3 (meta)), lo que indica un sistema ABX
acopldndose la tiltima sefial con el doble en & 6.85. Otro sistemna aromético lo componen dos
sefiales acopladas en para con J=1.2, centradas en 8 6.72 y 6.70 respectivamente.

La ubicacién de los sustituyentes en los anillos B y C se establecié mediante el
andlisis de los datos del espectro de masas, donde los fragmentos m/z 136 y 176 indican que
el anillo C se sustituye con un oxhidrilo (ler fragmento), y los grupos metoxilo y
metilendioxi se localizan en el anillo B (segundo fragmento), tomando en cuenta la
fragmentaci6n retro Diels Alder de estos compuestos (csquema 7).

0
o
Ho —_— CH,0 + OCH,0,0CH,
c N

4 QCH,0, OCH,

€Oy 136 CiHi0; (i1
C)qMy705 (/2 312) 70 0 100y iz 2

Esquema 7

Al igual que los isoflavanos, estos compuestos tienen un patrén biogenético de
oxigenacién fijo tipo 7,24, por lo que ¢l oxhidrile del anillo C se localiza cn C-7,
correspondiendo, por lo tanto, al sistema ABX que se localiza sobre este anillo, mientras que
los hidrégenos en para se ubican en el anillo B. La tinica posibilidad de ubicacién del
metilendioxi y del metoxilo en B, dejando dos hidrégenos en para, es en C-4'-C-5'y C-2',
respectivamente. De esta manera este compuesto se identificé, por comparaci6n con datos
bibliogrificos, como la cuneatina [61], producto natural aislado previamente de varias
especies del género Cicer (leguminosa), 36
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61

7-Hidroxi-2'4',5"-trimetoxi-isoflavona [52]:

La estructura de este producto natural fué elucidada por comparacién de sus datos
espectroscpicos con los obtenidos para la cuneatina 61, recién descrita (tabla 6). Esta
substancia presentd un ién molecular de 328 en espectrometria de masas y una integracién
del 4rea bajo el trazo del espectro de RMNIH (espectro 16) para 18 hidrégenos. Este
espectro presenté notable similitud con el obtenido para la cuneatina 61 observando en este,
un singulete en 8 7.92 asignado a H-2, ademds de identificarse también en este caso un
sistema ABX cuyas sefiales se encuentran desplazadas en 8 8.10 (J=8.70 Hz), 6.94 (dd,
J=8.7, 2.3Hz) y 6.86 (d, J=2.3) y dos sefiales singuletes de hidrégenos en relacién para en
del anillo B. Finalmente la presencia de tres singuletes (8 3.93, 3.85, 3.78) que integran para
tres hidrégenos cada uno establecen la presencia de tres grupos metoxilos en la molécula.
Estos datos permiten deducir la estructura 52 (andloga a la cuneatina 61) para csta
substancia, La comprobacién de la posicién del grupo hidroxilo en el anillo B se realizé por
comparacién del espectro de resonancia de 52 con el espectro del derivado acetilado 52a
{espectro 18, tabla 6) observando que las sciiales de los hidrégenos en C-5 (6 8,12), C-6 (8
6.93) y C-8 (8 6.86)se ven desplazados a campo bajo, con diferencias de desplazamiento de
0.18, 0.23 y 0.44 respectivamente.

La anterior discusién permite concluir que la substancia 52 es la 7-hidroxi-2',4',5'-
trimetoxiisoflavona, substancia que habia sido caracterizada anteriormente en un estudio de
E. polystachya.46



52

Tabla 6. Datos de RMNTH (200MHz, CDCI3 + DMS0) de Isoflavonas nisladas

Compuesto
52
52a

61

H-5 H-6

8.12 694
d8.7) dd
827 7.16
d@.7) dd
810 683
487y dd

H-8 H-2

6.86 7.92
d2.3) s
731 8.04
d2.3) s
685 7.92
d2.1) s

H-3 H-6 OMe OMe OMe

662 693 393 385 378
5 s
664 693 393 386 3797

s 3
672 679 393 590
d(1.1) d(1.1) (OCH,0)
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El estudio quimico del extracto cloroférmico-metandlico de la corteza de
Eysenhardtia polystachya, que se rezlizé con la finalidad de caracterizar los metabolitos
secundarios mayoritarios, permitié el aislamiento de siete compuestos: un esterol, tres
isoflavanos, un pterocarpano y dos isoflavonas. Las substancias se aislaron utilizando
métodos cromatogréficos convencionales y formacidn de derivados, y las estructuras fueron
deducidas mediante el andlisis y la integracion de los datos espectroscépicos y
espectromélricos.

Las substancias aisladas de la corteza y madera de E. polystachya son:

Estigmasterol [58], 7-hidroxi-8,2',3' 4',5'-pentametoxiisoflavano [59], 7,2'-dihidroxi-
5.3 4", 8-tetrametoxiisoflavano  [60], isoduartina [45], 3,9-dimetoxi-8,9-metilendioxi
pterocarpano [54), cuneatina [61] y 7-hidroxi-2',4',5'-trimetoxi isoflavona [52)

De los metabolitos mencionados, dos fueron aislados de un estudio previo de otra
poblacién de este vegetal: el 3,4-dimetoxi-8,9-metilendjoxi pterocarpano [54) y la 7-
hidroxi-2',4',5"-trimetoxi-isoflavona [52]. Adicionalmente a estos dos, se aislaron
estigmasterol, la isoflavona cuneatina [61] y el isoflavane isoduartina [45], que son
substancias caracterizadas previamente de otros vegetales. Dos metabolitos secundarios
caracterizados en este estudio son novedosos en la literatura quimica y son:

7-hidroxi 8,2',3'4',5'-pentametoxiiseflavano [59]

7,2"-dihidroxi-5',3',4",8 tetrametoxiisoflavano [60]

Es interesante sefalar que uno de los isoflavanos presentes en E. polystachya, la
isoduartina [45}, se ha reconocido como un inhibidor de la biosintesis de prostaglandinas, cn
especial con 1a PGI237 lo que posiblemente correlacione con las propiedades analgésicas y
antipiréticas!6.!7 que se le atribuyen a las preparaciones hechas de este vegetal. Los
isoflavanos adicionales a fa isoduartina [45], [59] y [60], presentes en la corteza analizada,
pueden participar en las actividades biol6gicas mencionadas.

Mediante el mismo mecanismo de inhibicién de fa biosintesis de prostaglandinas de
la isoduartina, y posiblemente de los otros isoflavanos, puede correlacionarse et empleo de
las infusiones de la corteza de E. polystachya como presumible hipoglucemiante, ya que
precisamente algunos compuestos inhibidores de prostaglandinas se emplean en el
tratamiento de la diabetes infantil insfpida nefrogénica.57
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Por otro lado, se conoce que ciertos isoflavanos fendlicos andlogos a los
caracterizados de E. polystachya poscen notable actividad antifingica,58

Recientemente se realizé un estudio en el que se demuestra que animales con una
dieta rica en fibras con alto contenido en isoflavonoides presentan bajas posibilidades de
padecer céncer de colon, seno y préstata, por lo que se considera que este tipo de substancias
son fitoestrégenos protectores®?,

Las consideraciones anteriores, aunado a los antecedentes bibliograficos del vegetal,
sugieren la conveniencia de ponderar la bioactividad de los constituyentes de este vegetal en
diversos censores farmacolégicos.

La proporcién de cada uno de los metabolitos secundarios es aproximadamente
0.005% con respecto a la corteza seca. Lo anterior sugiere fa necesidad de optimizar el
método de extraccién y separacion de los compuestos secundarios, a la vez de procesar
mayor cantidad de material vegetal, con el fin de obtener cantidades apropiadas de
substancias para realizar ensayos en modelos bioldgicos adecuados. La optimizacidén del
aislamiento y procesamiento de mayor cantidad de vegetal permitiria, complementariamente,
ia caracterizacion de los constituyentes minoritarios presentes en E. polystachya.
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Espectro 1. RMNIH (200 MHz, CDCI3) de 7-hidroxi-2°,3",4°,5".8- pentametoxi-isofiavano (59)
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Espectro 2. RMN!3C(75 MHz, CDCI3)

de 7-hidroxi-2°.3°,4°,5°.8- pentametoxi-isoflavano (59)
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Espectro 3. RMNIH-H COSY (300 MHz, CDCI3) de 7-hidroxi-27,3°,4°,5°, 8-pentametoxi-isoflavano (59).
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Espectro 4. RMNIH (200 MHz, CDCI3) de 7-acetoxi-2".3°,4",5".8- pentametoxi-isoflavano (59a).
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Espectro 4a. RMN| H (200 MHz, CDCl3), NOEDiff de 7-Acetoxi-2',3',4",5",8- peitametoxi-isoflavano (59a) uJ
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Espectro 5. RMN!H (200 MHz, CDCI3), NOEDIff de 7-hidroxi-2°,3",4",5",8- pentametoxi-isoflavano
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Espectro 6. RMNTH (200 MHz, CDCI3) de 57,7-dihidroxi-2°,3".4 -tetrametoxi-isoflavano (60).
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Espectro 7. RMN‘H (200 MHz, CDCl3) de 5°,7-diacetoxi-2°,3",4"-tetrametoxi-isoflavano (60a).
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Espectro 8, RMN!H (200 MHz, CDCI3), NOEDIff de 5°7-dihidroxi-27,3",4",8- tetrametoxi-isoflavano (60).
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Espectro 9. RMN!H-13C COLOC (300 MHz. CDCI3) de §°7-dihidroxi-2",3",4",8-tetrametoxi-isoflavano (60).
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Espectro 12. RMNIH (200 MHz, CDCIl3) de isoduartina (45).
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Espectro 13. RMN!H (200 MHz, CDCl3) de 3,4-dimetoxi-8,9-metilendiioxipterocarpano (54).
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Espectro 14, RMNI3C (75 MHz, CDCl3) de 3,4-dimetoxi-8,9-metilendiioxipterocarpano (54).
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Especro 15. RMN'H (200 MHz, CDCI13+DMSO0), de Cuncatina (61)
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