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INTRODUCCION

La importancia del estudio de la flora mexicana radica en la poderosa
contribucion que ofrecen los recursos de la naturaleza a ia terapéutica convencional
(alopdtica) y la tradicional. Las plantas siempre han sido una fuente comdn de
productos medicinales, tanto en la forma de preparaciones {radicionales. como de
principios aclivos puros; y aunque es impasible ignorar los beneficos aportados por
los medicamentos sintélicas, cada vez se subraya mas el interés por los farmacos
naturales.

Muchos compuestos de origen natural sirven de materia prima para la sintesis
de farmacaos semisintélicos, como ejemplo tenemos que la progesterona se obtiene a
partir de la diosgenina, extralda de varias especies del género Dioscorea . También
los farmacos nalurales sirven como protatipos estructurales para la sintesis de drogas
anélogas con mayor actividad biolégica, por ejemplo, fos anestésicos como la
benzocalna, lidocalna y procalna se sintetizaron considerando a !a cocalna como
modelo estructural.,

En fa actualidad con e} gran desarrallo de la qulimica de los productos naturales
y gracias a las técnicas analiticas y preparativas como son la cromatogratia y la
espectrofotametrla, se pueden alslar, purificar y determinar la estruclura quimica de
muchos compuestos de origen natural para su ulilizacion en la terapéutica.

El presente irabajo muestra el estudio fitoquimico de la planta Brickellia
glandulosa y el estudio de algunas praopiedades biolégicas de los compuestos
aislados de dicha planta, contribuyendo asf a uno méas de los estudios en productos

naturales realizados en el Instituto de Quimica de la U.N.A.M.
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GENERALIDADES

La gran amplitud altitudinal de México, su ubicacién a ambos lados del Tropico
de Cancer, la influencia ocednica, la forma misma del territorio de la Reptiblica y su
complicada y variada topografia son factores determinantes y muy signiﬁcétivos que
hacen que México sea uno de los paises que poseen una amplia diversidad en su

vegetacion!,

El género Brickellia pertenece ala tribu Eupatorieae de la subfamilia segunda
Tubuliflorae, la cual a su vez pertenece a la familia Compositae (compuestas).

Las compuestas constituyen una de las familias mas amplias y diversificadas,
ya que cuenta con mas de 950 géneros y cerca de 20,000 especies, ademéas se

encuentra ampliamente distribulda en toda la Tierra2.

El género Brickellia se encuentra distribuldo desde la frontera suroeste de
Canada hasta el sur de América, siendo México el pals donde se encuentra la mayor
cantidad de especies. Especialmente en el Valle de México (Pedregal de San Angel,
Desierto de los Leones, Ajusco, Cerro del Teutli, Cero del Pino, Santa Fé y
proximidades de Ayotla) se pueden localizar las especies de B escoparia, B. pendula

y B. veronicaefolia.

Se tiene el conocimiento de que algunas especies del género Brickellia son
usadas en forma empirica como plantas medicinales, B. veronicaelolia (pesto), por

ejemplo, es usada contra la diarrea, dolor de estémago y empacho en algunas



localidades del estado de Hidalgo3 y de esta especie se han aislado diterpenos tipo
labdano?. B. lanata (sanguinaria) se utiliza para "purificar la sangre” en localidades
del estado de Jaliscod. Con estos antecedentes se decidid estudiar la especie
Brickellia glandulosa (sin nombre vulgar ¢ regional reportado), recolectada en el

estado de Oaxaca, de la cual muy poco se ha estudiado.

BIOSINTESIS DE DITERPENOS

Biosintesis se refiere a la serie de reacciones metabdlicas mediante las cuales
los seres vivos lorman sus moléculas organicas. Eslas se classifican en metabolismo

primario y secundario.

En el melabolismo primario los seres vivos sintetizan y degradan sustancias
organicas que les son indispensables para vivir. Eslos proceésos son similares en casi
todos los organismos vivos. Los produclos formados se denominan metabolitos
primarios y se encuentrein ampliamente distribuldos en la naturaleza. Como ejemplo

tenemos: aminoécidos, carbohidratos, protelnas, lipidos, etc.

En el metabolismo secundario los seres vivos sintetizan compuestos orgénicos
que aparentemente no les son indispensables para vivir. Estos se forman a partir de
los compuestos primarios y pueden diferir en los diferentes organismos. Los
productos del metabolismo secundario se denominan metabolltos secundarios y
presentan una distribucion taxonémica restringida (en ocasiones caracterlsllco de un

geénero o especie). Algunos ejemplos son: alcaloides, favonoides, terpenoldes, etc.



Los metabolitos secundarios son generalmente los responsables de la
actividad terapéutica de los vegetales; asi como también de los olores catacteristicos y

colores de los mismos, ademas comunican a la planta sus virtudes culinarias,

medicinales 0 venenosas,

Existen 3 rutas metabdlicas a partir de las cuales se originan los metabolitos

secundarios:

1} Acido siquimico
2) Acetato - malonato

3) Acetato - mevalonato

Los diterpenos se biosintetizan por la ruta del Acetato-mevalonatoS. Estan
formados por unidades de 5 atomos de carbono llamado isoprenc CsHa (2-metil-1,3-
butadieno), siguiendo la regla del isopreno que establece que ltodos los terpenos
deben ser divisibles en unidades de isopreno. Et isopreno no se ha enconirado como

sustancia natural pero se sabe que proviene del 4cido mevalonico (Fig. N° 1).

La sintesis se realiza por condensaciones cabeza-cola  del
isopentenilpirolostato (IPP)€ con el dimetilaliipirofostato (DMAPP) para dar pirolosfato
de geranilo (GPP). El GPP se condensa también en forma cabeza-cola con otra
unidad de IPP para formar el pirofostato de farnesilo (FPP). Una vez lormado el FPP
éste se condensa con una unidad de PP para dar é! pirofostalo de geranii-geranito

que es el precursor general de los diterpenos (Fig. N° 2).



Los diterpenos son compuestos constituidos por veinte dtomos de carbono y
estan formados por la unién de cuatro unidades de isopreno. Se encuentran
ampliamente distribuldos en las plantas, hongos y particullarmente en las resinas de
los arbustos y é&rboles en donde actian como inhibidores del crecimiento de

bacterias, asi como proporcionando adherencia a las fibras de las maderas.

Los diterpenos estan clasificados de acuerdo al nimero de anillos y tipo de
esqueleto estructural que contenga su molécula?. Los esqueletos mas comunes en

diterpenos se representan en la Fig. N° 3.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DITERPENOS

Los diterpenos poseen actividades biologicas muy importantes, principalmente

los provenientes de plantas de los géneros Ericaceae, Euphorbiaceae, Laminaceae,

Labiatae y Compositae 8. A continuacion se mencionan algunos diterpenos y la

actividad biologica que poseen:

Actividad/Compuesto Fuente natural Familia Referencia
ANTIFUNGICOS

Casbeno (1) Ricinus communis Euphorbiaceae 8,9
Acido pseudaléarico (2) Psudolarix kaempferi Pinaceae ' 10
Sclareol (3) Nicotiana glutinosa Solanaceae 11
PISCICIDAS

Eremona (4) Emerocarpus seligerus ! 12
Acldo hautriwaico (5) ! ‘ " "

INSECTICIDAS

Ajugarin IV (6) Ajuga remola Laminaceae 13,14
Isodonal (7) Isodon japonicus Labiatae 35
Enmeina (8) ! ! "

MOLUSQUICIDAS

Acido kaurenoico (9) Wedelia scaberria Compositae 15
ANTIBACTERIANOS |
Diterpenos 1-7 Cislus incanus Cistaceae 34
tipo labdano (10-16)

Acldo kaurenoico (9) Mikania monagasensis  Compositae 16
Cembreno (17) Pinus albicaulis Pinaceae

17




Actividad/Compuesto Fuente natural Familia Referencia
ANTIBIOTICOS

LL-S491 f (18) Aspergillius chavalieri Fungae 18
LL-S491 y (19) " " a

Przewaquinona A (20) Salvia przewalskii Laminaceae 12
Sonderianol (21) Croton sonderianus Euphorbiaceae 13
Secokaurenlactona (22) Wedelia paludosa Compositae 37
ANTIMICROBIANOS

Isodon diterpenos Isodon japonicus Labiatae 35
(7,8,23,24,25,26)

7,18-dihidroxi-sanda- Iboza riparia Laminaceae 12
racopimaradieno (27)

Diterpeno tipo ent-rosa- Echinolea inflexa Graminae 33
5-15-dieno (28)

ANTIVIRALES

Bacchotricuneatina (29) Baccharis tricuneata Compositae 19
LLS-491 fyy(18,19) Aspergillius chavalieri Fungae 18
OXITOCICOS

Zoapatano! (30) Montanoa tomentosa Compositae 8,20,21
INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE PLANTAS

Carboxiatractilosido (31) Xahlhium strumarium Compositae 22
Momilactona A (32) y Oryza saliva L. Graminae 23
Momilactona B (33) " " !

AGENTES ENDULZANTES

Steviosido (34) Stevia (18 spp.) Compositae 24,25

10
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Actividad/Compuesto Fuente hatural Familia Referencia
ANTITUMORALES
Enmeina (8) Rabdosia trichocarpa Labiatae 36
TricholabdalesA,B,C,D.E " " "
(35,36,37,38)
Taxodiona (39) Taxodium distichum Taxodiaceae 26,27,32
Taxodona (40) " " "
Oridonina (41) Isodon japonicus Labiatae 28
Lasiokaurina (42) " " "
Triptolido (43) Trypterigium wilfordii Celasteraceae - 29
Tripdiolido (44) " " !
Gnididina, Gniditrina y Gnidia lamprantha 30,41
Gnidicina (45,46,47)
Merezeina (48) Daphne mezereum "
12-tiglato-13-decanoato Crolon friglium Euphorbiaceae - "
de torbol (49)
Dibenzoato de ingeol (50) Euphorbia escula ! "
Podolido (51) Podocarpus spp. "
Nagilactona C (52) " "
Diterpenos 1 -7 Cislus incanus Cistaceae 34
tipo labdano (10 - 16)
Diterpenos de Isadon Isodon japonicus Labiatae 35
CARDIOACTIVOS
Diterpenos CO Y E Coleus lorskohlii Labiatae 31,32
(53,54,55) _
Grayanotoxina (56) Rododendrum, Kalmia 32,41
y Leucothoe spp.
Licoctonina (57) Aconitum spp. Ranunculaceae = 8,32
Antranolllicoctonina (58) " " "
Inuroileanol (59) Inula rgyleana Compqsitae 38

7- cetoroileanona (60)

1"



Otros diterpenos que poseen actividad bioldgica muy importante son por
ejemplo el Fitol (61), que es un diterpeno aciclico constituyente de la clorofila, la

vitamina A (62) y las cadenas laterales de la vitamina E (63) y de la vitamina K (64).

Las giberelinas son hormonas que poseen actividad como promotoras de la
extenslén celular en el crecimiento de las plantas’2 El acido giberélico (65) es
comercialmente utilizado en el proceso de malla de la cerveza y en horticultura.

Ademés de proporcionar cohesion a las fibras de la madera también las proteje del

. ataque microbiano. El 4cido podocarpico (66), el ferruginol {67) y el &cido abiético

(68) poseen la misma accién antimicrobiana®,

También se han aislado diterpenos biclclicos con sabor amargo como son la
Clerodina {69), Columbina (70) y la Andrografolida (71) que ademéas poseen actividad

antialimenticia32,

Los diterpenos alslados de especies de Isodon también presentan inhibicion
del desarrollo de larvas de los inseclos africanos Spodoptera exempay S. littoralis 3,
ademas poseen un sabor amargo que en los humanos presenta actividad

antialimenticia por al menos durante 2 horas.

Las Longikaurinas de Rabdosia longituba son compuestos antibacterianos!'®y

antitumorales3.

La Podolactona de algunas especies de la familia Coniferae también aclda

como inhibidor del crecimiento de las plantas!2.



DITERPENOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA
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ANTIBACTERIANOS:

Hooc? ‘M K%
R=H Comp.1 C.Incanus (10)
Acido kaurenoica (9) R=Ac Comp. 2 C.lncanus (11)

"I// ',,//

Gomp. 3 C. Incanus (12) Comp. 4 C.incanus {13) Comp. 5 C. incanus (14)

Comp 6C. Incanus (15) Gomp. 7 C. Incanus (16) Cembreno (17)
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ANTIBIOTICOS:

R=0; R'=H LLS-491) (18)

Przewaquinona A (20)

R= f-OH, a:H; R'=H LLS491y (19)

Sonderianol (21)

ANTIMICROBIANOS:

%" On

",
2
7

Comp. 2 |sodon (23)
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Secokaureniaclona (22)

R1=R2=H, X= a"?H
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AGENTE ENDULZANTE:

Sleviosido (34)

ANTITUMORALES:

H|=R3=H, H2=OH ﬂFOH.Rz:H,R;;:OAG

Tiicholabdal A (35) Tricholabdal C (37) .

Ry=H, Rg=0H, Rz=0Ac  Ry=Ry=0H, R3=0Ac R=0 Taxodiona (39)
Tricholabdal B . (36) Tricholabdal D (38) R-OH Taxodona (40)

Ry=H, Rp=OH Oridonina (41) R=H Triptolido (43)
Ry=Ac, Rp=OH Laslokaurina (42) R=0H Tripdiolido (44)
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CHoOH

R= -CH=CH-CH=CH-(CHy)s-CHa 12-liglato-13-decanoalo de lorbo! {49)
Gnididina (45)

A= -CH=CH({CH=CH)3(CH;),-CHy

Gnlditrina {46)

Az -CH=CH-CgHjs

Gnidicina {47)

A= '(CH=CH)2~C5H5

Merezeina (48)

Dibenzoalo de ingeo! (50) Podotida (51) Nagilactona G (52)

CARDIOACTIVOS:

Diterpeno C C. forskohlil (53) Ditetpeno D C. forskohlii (54) . Diterpeno EC fordkohlll (65)




CARDIOACTIVOS:

HaCHyC

Grayanoloxina (56) A =H Ucoctonina (57)
1
R=-C Antranoii-ficoctonina (58}
HoN
OCHy OH

N $

inurolieanol (59) 7-Cetarolleanona (60}

CONSTITUYENTE DE
LA CLOROFILA:
CH,0H
Fitol (61)




VITAMINAS:

~OH

PN NN Cii0H [

AN

Vitamina A (62) Vitamina € ({63)

HLCHAG<CHOHz I l
Chy 0

Vitamina K (64)

COHESIVOS Y

ANTIMICROBIANOS: . oH

Hooc” \H
Acido giberélico (65) Acido podocérpico (66)

N
HOOG

Ferruginol (67) Acldo abletico (68)
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ANTIALIMENTARIOS:

0 OAc
CHZ OAc

Clerodina (69) Columbina (70)

OH 0

Andragrafolida (71)
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PARTE TEORICA

La planta Brickellia glandulosa fué recolectada en Tamazulapan, Estado de

QOaxaca en Febrero de 1990.

El extracto de diclorometano de las flores de B. glandulosa se cromatografié en

gel de sllice, utilizando como eluyente mezcla de hexano-acetato de elilo.

De las fracciones eluldas con hexano-acetalo de elilo 9:1 se obtuvo el
compuesto _1.un Acido diterpénico como un aceite amarillo, cuyo peso molecular
determinado por espectrofotometria de masas3® fué de 406 y corresponde a la 16rmula
molecular CasH4204, El espectro de 1.R.40 muestra una banda ancha en 3500 - 2679
cml.y una banda afilada en 1717 cm! para el carbonilo del grupo &cido carboxflico.
También se observa; en 1732 cm! una banda afilada asignada al carbonilo de un
éster y otra banda afilada en 1192 cm' de menor intensidad que corresponde al

grupo éster. En 890 cm'! se observa una banda para un metileno exociclico.

El espectro de 'HNMR muestra una seiial doble en 1.10 ppm, J=7 Hz que
corresponde a un metilo unido al metino del éster, También se observa una sefal
doble de dobles en 4.06 ppm J=10.8 Hz, para un metileno unido al oxigeno del éster.
Otra sefial doble en 0,93 ppm J=6.8 Hz para un metilo secundario y sefiales simples
en 0.65 y 0.96 ppm para 2 metiios terciarios indican que se trata de un nlcleo
labdano. La presencia de un metileno exoclclico se confirma con las absorciones que

se exhiben en 4,46 y 478 ppm.
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En el espectro de '3CNMR se observan los 25 dtomos de carbono
corespondientes que permiten asignar la estructura _1_ para ésle dilerpeno &cido

previamente aislado de esta misma especied.

A éste compuesto _1. se le hicieron pruebas de actividad bioldgica, de las
cuales presentd loxicidad frente a Arlemia salina (L.Cs0=3.2 pg/ml) y ligera actividad

de antibiosis frente a Staphylococcus aureus 'y Mycobacterium smegmalis.

El compuesto 1. se sometié a una reaccién de hidrdlisis alcalina de la cual se
obtuvo el compuesto 1A como un alcohol acldo que comprueba la presencia del
grupo éster del compueslo 1. Este compuesto se obtuvo en forma de cristales
incoloros con un p. f.= 129 - 131°C y su peso molecular de 322 determinado por
espectrofolometria de masas permitié determinar su férmula molecular C20H3403
(aislado anteriormente)*!. El espectro de 'HNMR ademas de mostrar sefiales
similares a las del espectro anterior, muestra una sefial AB en 3.35 y 3.74 ppm, J=10.8

Hz caracterfstica para un grupo metileno unido a un oxhidrilo en posicion axial.

De la esterificacion del compuesto _1. con solucion etérea de diazometano se
obtuvo un liquido viscoso, siendo el compuesto 1B con-lo cual se comprobd la
presencia del grupo acido y cuyas constantes espectroscopicas. coinciden con su
férmuia molecular C26H4404. Su espectro de THNMR presenta el mismo patrén de
sustitucion que el espectro del compuesto 1 exceplo que la sehal a campo bajo en

3.66 ppm indica que el grupo carboxilo se esterifico.
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Este compueslo a su vez se somelid a una reduccién con hidruro de litio y
aluminio en éter anhidro, obleniendo asi el compuesto 1C que es un diol en forma de
cristales ligeramente amarillos con un p.i. = 110 - 112°C y cuyo peso molecular fue de
308 para la formula C2oH3s02. €l espectio de 'HNMR muestra dos dobletes a 3.35
ppm, J=11.7 Hz y 3.72 ppm, J=10.8 Hz formando un sistema AB caracter(stico de un
metileno unldo a un grupo hidroxilo en C-4 en posicién axial. También se observa un

triplete en 3.7 ppm J=6.9 Hz correspandiente al grupo alcohol unido en H-15.

El espectro de *CNMR muestra sefiales para 20 atomas de carbono. Con

estas datos se identificd a esle compuesto coma el imbricatadiol42.43,

El compuesto _2.. también un dcido diterpénico, se alsld a partir de las
fracclones eluldas con hexano-acetalo de etilo 8:2 como un liquido viscoso amarillo ¥
con un peso molectlar de 320 que correspande a la tormula C20H3203, En el espectro
de 'HNMR se observa una sefal simple en 5.73 ppm correspondlente a un protén
vinflico, ademas de una sefial en 1.87 ppm para un metilo vinflico. Los
desplazamientas quimicos sugieren que la insaturacién se encuentra en el enlace 7-
8. También se observan sefiales simpies para 3 metilos terciarlos en 0.81, 1.09y 1.12
ppm y una sefial doble en 1.0 ppm J=6.7 Hz para un melilo secundario

correspondientes a un nucleo labdano.

En el espectro de WCNMR se exhiben claramente las sefales

correspondientes a los 20 atomos de carbono de éste diterpeno.
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Durante las pruebas de actividad biologica, el compuesto _2. presentd ligera
toxicidad frente a Arlemia salina (LCso=500 pg/ml) y una actividad de .antibiosis
comparable con Ampicilina, frente a S.laphylococcus aureus, Mycobacterium
smegmatis, Bacillus sublilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
sp y Shigella sp (los resullados se muestran en la parte experimental de actividad

biolégica).

De su esterilicacion con diazometano se obtuvo el compuesto 2A, también
como un aceite amarillento y las constantes espectroscopicas para cada uno permitio
identilicar a éstos compuestos como el acido 6-oxo-callvico y su ésler meltilico

respectivamente (previamente aislados44.45),

De las fracciones elufdas con hexano-acetato de eilo 7:3 se aisld el compuesto
3. en forma de cristales blancos, p.l. = 157-153°C, con un peso molecular de 378 para
la férmula C2oH3403. En el espectro de |.R. se exhibe una banda ancha en 3431 -
2820 cm1 para el grupo acido y una banda afilada en 1708 cm-! que corresponde al
carbonilo del grupo acido carboxilico. Se observa una banda afilada en 1733 cm'!
asignada al carbonilo del éster y otra banda afilada en 1249 cm-! caracteristica de los

ésteres,

A diferencia del espectro de 'HNMR para el compueslo 2, éste muestra una
sefal en 4.40 ppm (dd), J=7.3 y J=9.1 Hz asignada a un protén de un ésler, en esle
caso del acetalo y se comprueba con la sefal simple de 2.05 ppm correspondlente al
grupo acetalo. Con el andlisis de las constanles de acoplarniento calculadas del

espectro se deduce que el grupo acetalo se encuentra en C-3 en posicion axlial.
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En el espectro de 3CNMR se observan las 20 sefales de los atomos de

carbono de este compuesto.

Probando la actividad biolégica del compuesto _3_ se determind que posee
ligera toxicidad para Artemia salina (LCs0>100ug/ml), poca actividad de antibiosis
con S. aureus y M. smegmatis, pero a diferencia de los demas compuestos, éste

resulté tener actividad antiinflamatoria.

Por medio de la esterificacion de este compuesto con diazometano disuelto en
éler se obtuvo su éster metilico 3A con un pt.= 155-157°C, de peso molecular 392 y
formula molecular CzaH360s. El espectro de '"HNMR es similar al del compuesto 3
exceblo que éste presenta una sefal simple en 3.65 ppm caracteristica del éster

metllico.

Una mezcla de los compuestos 4., 5.y _6. fué oblenida de las fracclones
eluidas con hexano-acetato de etilo 1:1. Esta mezcla se cromatrografié sobre gel de

silice utilizando como eluyente mezcla de diclorometano-metanol.

El compuesto _4_, una flavona, se aislo de las fracciones eluidas con

diclorometano en forma de cristales amarillos con p.f. = 193-195°C,
El compuesto 5. se aislé también de las fracciones eluidas con diclorometano

como cristales amarillos con un pf.= 169-172°C, conocido como ayanina , siendo

también una flavona.
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De las fracciones elufdas con dicloromelano-metanol 9:1 se obluvo el
compuesto _6. en forma de liquido viscoso, con un peso molecular de 338 y cuya
férmula molecular es C20H3404. Su especiro de |.A. exhibe una banda ancha en 3462
cm! caracleristica de! grupo hidroxilo. La presencia del grupo dcido carboxilico se

muesira por las absorciones |.R. exhibidas en 3072 - 2852 cm!y 1724 cm-!.

En el espectro de 'HNMR se observan 3 sepales simples en 0.68, 0.84 y 0.95
ppm asignadas a 3 melilos terciarios, dos sefiales para un metileno exociclico en 4.65
y 5.08 ppm y una sefial doble en 0.97 ppm, J=6.7 Hz para un metilo secundario, ésto
indica que se trata de otro esquefelo tipo labdano que a dilerencla de los anteriores
presenta una sefial triple de triples en 3.89 ppm, J=11.22 Hz asignada al grupo

alcohol unido a C-2.

El espectro de '3CNMR confirma la eslruclura al mostrar las sehales
correspondientes a los 20 carbonos de esle dilerpeno también alslado

anterlormente?!.
Se comprobé la presencia del grupo dcido cuando se formd el éster metilico

con diazometano, compuesto BA, puesto que en el espectro de THNMR aparece una

sehal simple en 3.65 ppm para el grupo meloxilo.
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ESTRUCTURAS DE COMPUESTOS AISLADOS
.,/,
CHyO4-GH-CH,Cl, HOH,C
O CHjy
1 1A
COOCH, CH,OH
K HOHCY %
CHyO-G-CH-CHyCHy
0O CHg
1B 1C
COOH E :L ~COOCH;
I’/ 0 .'I, 0
2 2A
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PARTE EXPERIMENTAL




Material y equipo utilizado

Para la cromatografia en columna se utilizaron columnas de:

60 cm de largo X 7.0 cm de diametro

40cm " " X 45cm " "
90cm * " X 25cm " !
20cm * " X 20cm " "

Las columnas se empacaron con gel de silice tipo 60 de tamafio de particula
0.063-0.200 mm, el extracto y compuestos se preadsotbieron en gel de silice de

tamano de pariicula 0.2-0.5 mm

Para ia cromatograffa en capa delgada se utilizaron placas preparativas de
vidrio con gel de silice tipo 60 Merck con indicador fluorescente UV254 de 2.0, 1.0, y
0.25 mm de espesor. Para el seguifniento de ias fracciones colectadas y de los
productos de reacciones se utilizaron cromatofolios de aluminio con gel de silice 60
con indicador fluorescente UV254 de 0.25 mm de espesor. Como reveladores se
utilizaron solucion de sulfato cérico al 1% en 4cido sulfirico 2N y ldmpara de luz

ultravioleta.
Los disolventes requeridos fueron destilados previamente.

Para determinar los puntos de fusién se ulilizd un aparato de Flsher - Johns y

no estan corregidos.
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Los espectros de 'HNMR y 13C se determinaron en un espectrofotometro
Varian Gemini 200 (200 MHz) y en un Varian Unity 300 (300 MHz), utilizando
disolventes deuterados, los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en ppm
tomando como referencia al tetrametilsilicio (TMS) para los espectros de H y
cloroformo deuterado (COCl3) para los espectros de WC. La multiplicidad de las
sefales estd indicada como s=simple, d=doble, i=triple, c= cuadruple, dd=doble de
doble, m=mulliple y s.a.=sefial ancha. Las constanles de acoplamiento se expresan

en Herlz,

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofoidémetro Perkin-Elmer

Mod. 283-B y en un Nicolet FTIR Mod. DIP-360.

Los espectros de masas se determinaron en un espectrofotémetro de masas

Hewlett Packard Mod. 5985-B, a 70 eV, a una temperatura de 250°C.
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ESQUEMA DE TRABAJO

Brickellia glandulosa
flores secas {625 g)
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FRACCIONAMIENTO
CC sobre gel de siiice
con Hex/AcOEI
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PARTE EXPERIMENTAL

La planta Brickellia glandulosa en floracion, fué recolectada en Tamazulapan,

Qaxaca, en Febrero de 1990.

6259 de las flores de ésta planta se extrajeron con 8 litros de diclorometano
durante 24 horas, el disolvente se destild al vacio quedando 14.3g de un residuo de

color verde paslo.

Este extraclo se cromatografié-en una columna empacada con 176g de gel de
sllice como soporte. Previamente el extracto se adsorbié en 459 de gel sllice de
lamafio de parifcula mayor. Se comenzd a eluir con hexano y después se conlinud
con mezclas de hexano-acetato de etilo, aumentando gradualmente la polaridad. Se
aplicd vaclo para la coleccion de las fracciones. Se obluvieron 187 fracciones de 250
ml cada una. Estas fracclones se monitorearon por cromatograffa en capa-fina y se

reunieron las que presentaban un R.{. similar.

Aislamiento_.._del ___dcido labda-8(17)-en-18- « -metilbutitiloxl-15-alco

(Campuestao 1)

De las fracciones 62-71 eluidas con mezcla de hexano-acetato de etilo 9:1 se
obtuvieron 1.95 g de un aceite amarillo. Se tomaron 151.3 mg y se purificaron por
cromatografla en placa preparativa de gel de sflice de 20 x 20 ¢cm y 2 mm de éspesor,

utilizando como eluyente diclorometano-metancl 98:2, Se obtuvieron 57.5 mg de
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compuesto puro, dicho compuesto _ 1. presentd las siguientes constantes

espectroscopicas:

LR. Vmax cm-t (CHCI3): (Espectro N°1) 3500-2679 (COOH); 1732 (C=Qdel éster);
1717 (C=0 del 4cido); 1192(COOR); 890 (metileno exaciclico).

THNMR  (CDCla), 200 MHz, sppm: (Espectro N° 2) 0.5 (3H, s, H-20); 0.93 (3H.d,
J=6.8 Hz, H-16); 0.96 (3H, s, H-18); 1.10 (3H, d, J=7 Mz, H-5');
4.06 (2H, dd, J=10.8 Hz, J=88.5 Hz, H-19); 4.46 (1H, 5, H-17); 4.78
(1H, s, H-17"). ‘

13CNMR (CDCl3), 50 MHz, dppm: (Espectro N°3) 11.6 (¢,C-5'); 15.2 (c,C-20); 16.6
(c, C-4); 18.9 (1, C-2); 19.9 (c, C-186); 21.0 (1, C-11); 24.5 (1, C-8);
26.7 (1, C-3), 27.6 (c, C-18), 30.9(d, C-13); 35.8 (1, C-3); 36.3 (1,
C-1); 37.4 (s, C-4), 38.5(t, C-7); 38.9 (t, C-14); 39.6 (s, C-10); 41.3
(d, C-2); 41.4 (1, C-12), 56.3 (d, C-5); 57.1 (d, C-9); 66.5 (t, C-19);
106.7 (1, C-17); 147.9 (s, C-8); 176.9 (s, C-1'); 179.5 (s, C-15).

Alslamiento__ del _4cldo__6-oxo__cativico__(Acido__ 6-oxolabda-7-en-15-0lco
Campuesto_2)

Se reunieron las fracciones 81-89 eluldas con hexano-acetalo de etilo 8:2 y se
pasaron a lravés de una columna de celita-carbén activado 1:1 eluyendo con metanol
caliente para eliminar clorofilas, se obtuvieron 395.7 mg de un compuesto aceiloso.

Se purificé por cromalogralia en capa fina usando dos placas preparalivas de 20 x 20
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cmy 2 mm de espesor y como eluyente benceno-acetato de etilo 9:1, después de eluir
2 veces cada placa se obtuvieron 322.3 mg del compuesto _2_ que presentd las

siguientes carcleristicas espectroscdpicas:

LR. Vmax cmt (CHCI3): (Espectro N° 4) 3436-2850 (COOH); 1709 (C=0 de la
cetona); 1668 (C=0 del acido); 1633 (C=C).

THNMR (CDCla), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 5) 0.80 (3H, s, H-20); 0.99 (3H, d,
J=6.6 Hz, H-16); 1.1(3H, s, H-19); 1.12 (3H, s, H-18); 1.87 (3H, 5,
H-17); 2.01 (1H,s, H-5); 2.26 (1H, cc, J=6.6, H-14); 5.73 (1H,5,H-7).

13CNMR (CDCl3), 50 MHz, & ppm: (Espectro N° 6) 14.7 (c, C-20); 18.2 (1, C-2);
19.6 (¢, C-16); 21.5(c, C-17); 22 (¢, C-19); 24.5 (1, C-11); 30.7 (d.,
C-13);32.3 (s, C-4); 33.4 (c, C-18);38.7 (1, C-12); 39,1 (t, C-1);39.2
(5, C-10); 41.5 (t, C-14); 43.1 (1, C-3); 56.5 (d, C-5); 63.6(d, C-9);
128.5 (d, C-7); 158.7 (s, C-8); 178.6 (C-15); 200.4 (s, C-6).

Alslamiento_del dcldo 3-acetoxi-labda-7-en-15-0lco_(Compuesto 3)

A las fracciones 90-112 eluldas con hexano- acetato de etilo 7.3 se les
eliminaron las clorofilas pasandalas por una columna de celita-carbén. activado 1:1 y
eluyendo con metanol caliente. Se obtuvieron 3.7523g de cristales amarillos, siendo
el compuesto més abundante, los cuales se purificaron por columna con 659 .de gel
de silice fina y se eluyd con mezcla de hexano-acetato de etilo 9:1, aplicando vaclo.

Se obtuvieron 3.2138g del compuesto 3., de los cuales 115.2 mg se lavaron con éter
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etllico quedando en forma de cristales blancos con un p.i= 157 - 159°C, que

exhibieron las siguientes constantes espectroscopicas:

LR. V max cm! (CHCla): (Espectro N° 7) 3431-2820 (COOH); 1733 (C=0 del éster),
1708 {C=0 del 4cido); 1249 (COOR).

THNMR (CDCla), k200 MHz, & ppm: (Espectro N° 8) 0.86 (3H, s, H-20); 1.0 (3H, d,
J=6.6 Hz, H-16); .12 (3H, s, H-19); 1.19 (3H, 5, H-18); 1.89 (3H, s,
H-17), 2.05 (3H, s, OAc); 2.12 (1H, s, H-B); 4.4 (1H, dd, J=7.3 Hz,
J=9.1Hz, H-8);5.75 (1H, 5. a,H-7). '

13CNMR (CDCla), 50 MHz, & ppm: {Espectro N°9) 14.8 (c, C-20); 15.9 (¢, C-19); 19.7
(c, C-16); 21.2 (¢, C-2); 21.8 (¢, C-17); 23.1 {1, C-2); 24.5 t, C-11);
28.1 (¢, C-18); 30.8 {d, C-13); 36.4 {t, C-1); 36.6 (s, C-4); 39.1 (1,
C-12); 41.0 (1, G-14); 42.9 (s, C-10); 56.5 (d, C-5); 62.8 (d, C-9);
80.5(d, C-3);, 128.6 (d, C-7); 158.9 (s, C-8);171.0 (s, C-1'); 1785
(s, C-15); 198.6 (s, C-6).

Una mezcla de las fracciones 156-177 (2.6476g) elufdas con hexano-acelato
de etilo 1:1 se cromatografié en una columna empacada con 30.04g de gel de silice
gruesa, la muestra se preadsorbio en 6g de la misma silice utilizando como eluyente. -
diclorometano al inicio y se fué aumentando gradualmente la ‘polaridad'eluyendo con
mezla de diclorometano-metanol, Se colectaron por gravedad 98 fracciones de 25 m!

cada una, que se monilorearon con cromatofolios y se reunieron de acuerdo a su R.f.
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Alslamiento_de_la_3,7,3'4'-tetrametoxi-5-hidroxifiavana_(Campuesta_4)

En la fraccién 4 elufda con diclorometano se obtuvieron 19.2 mg de cristales
amarillos puros con un p.f.= 193-195°C siendo el compuesto _4_, una flavona que

presentd los siguiente dalos espectroscépicos:

EMIE 70 eV m/z (inl. rel); (Espectro N° 10}
360 [M + 2}* (3)
359 M + 1)* (22)
358 [M}+ (C1sH1807) (100),
357 (M- H}* (55)
343 {M - CHa}* (C18H1507) (44)
315 [M - CHa- COJ* (C17H1506) (37)

THNMR (CDCl3, DMSO), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 11) 3.84 (3H, s, O-CH3): 3.86
(3H, s, O-CHg3); 3.95 (6H, 8, O-CHg); 6.33 (1H, d, J=2.2 Hz, H-6);
6.42 (1H, d, J=2.2 Hz, H-8); 6.97 (1H, d, J=8.5, H-5'); 7.66 (1H, d,
J=2.0 Hz, H2'); 7.72 (1H, dd, J=20, J=8.5 Hz, H-6'); 12.62 (1H, s,
C5-0OH).

Aislamiento de la 5,3 -dihidroxi-3,7,4'trimetoxiflavona_(Compuesto_5§)
En las fracciones 7 y 8 elufdas también con diclorometano; cristalizo el

compuesto .5. (24.3 mg), un sélido amarillo de p.f.= 169-172°C, que present6 un R.f.
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menor que el compuesto anterior, siendo entonces mas polar y el cual se identificd

como la flavona ayanina por presentar la siguiente espectroscopia:

THNMR (CDCla, DMSO), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 12) 3.85 (6H, s, 0-CHa); 3.97
(3H, s, 0-CH3); 5.69 (1H, 5, C3-OH); 6.33 (1H, d,J=2.2 Hz, H-6),
6.42 (1H, d, J=2.2 Hz, H-8); 6.95 (1H, d, J=8.2 Hz, H-5'); 7.67 (1H,
d, J= 1.8 Hz, H-2); 7.7(1H, dd, J=2.2, J=8.9 Hz, H-6); 12.6 (1H, s,
C5-0H);

Aisiamienta._del_acida_2-hidroxi-labda-7-en-15-alca (Compuesta_6)

Las fracciones 59-82 eluldas con diclorometano-metano! 9:1 se reunieron
(133.2 mg) y se purifico en una placa preparativa de 20 x 20 cm de 2 mm de espesor,
obteniéndose 97 mg de un compuesto liquido viscoso, ligeramente amarillo, dicho

compuesto 6. mostré las siguientes constantes espectroscopicas.

LR. V max €m (CHCI3): (Espectro N° 13) 3462 (OH); 3072-2852 (COOH); 1724
(C=0 del 4cido); 1651 (C=C).

THNMR (CDCl3), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 14) 0.68 (3H, s, H-20); 0.84 (3H, s,
H-19); 0.95 (3H, s, H-18); 0.97 (3H, d, J=6.7 Hz, H-16); 2.20 (1H,
s.a., H-5); 3.89 (1H, tt, J=11.22 Hz, H-2); 4.04 (1H, s.a., H-7); 4.65
(1H, s. a,, H-17);5.08 (1H, s. a,, H-17').
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13CNMR (CDCl3), 50 MHz, 6 ppm: (Espectro N° 15) 14.4 (c, C-20); 19.9 (¢, C-16); 20.5
{t, C-6); 22.4 (c, C-19); 29.7 (1, C-11); 30.4 (d, C-13); 33.3 (c, C-18);
34.6 {t, C-1); 34.7 (s, C-4); 41.1 (s, C-10); 41.8 (1, C-3); 47.1 (d,
C-7);47.8(1, C-14);50.4 (d, C-5), 51.0(t, C-12); 65.8 (d, C—Q): 73.9
{d, C-2); 110.6 (t, C-17); 148.7 (s, C-8); 177.5 (s, C-15).

EMIE 70 eV m/z {int. rel.): (Espectro N° 16)
338 [M]+ (C20Ha404) (5)
320 [M - H20]*+ (C20H3203) (41)
302 [M - 2H20]+ (CaoH3002) (45)
287 [M - H20 - CHaJ+(C1eH2702) (32)
261 (35), 137 (56), 121 (100), 95 (52),
81 (46), 69 (45), 55 (54), 41 (52).

QObtencion_del_acido_labda-8(17)-en-18-hidroxl-15-olca . (Compuesto._1A4)
por_hidrélisis_alcalina

224.9 mg del compuesto __1_ se disolvieron en 20 ml de metaﬁol, se le
adicionaron 5 ml de una solucién acuosa metandlica de hidréxido de sodio 10%. Se
dej6 en reflujo durante 24 horas, siguiendo la reaccién por cromatografia en capa fina.
Una vez linalizada la reaccién se diluyé con 100 ml de agua destilada, se aciduld
ligeramente con HCI diluldo y se extrajo 3 veces con acetato de elilo. Se lavo Ié fase
organica con agua y se seco con sulfato de sodio anhidro. El residuo obtenido

después de la evaporacion del disolvente se recristalizo con éter etilico obteniéndose
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135.3 mg del compuesto 1A en forma de cristales incoloros de p.t.=129-131°C y con

los siguientes datos espectroscopicos:

THNMR (CDCl3), 200 MHz, 6 ppm: (Espectro N° 17) 0.61 (3H, s, H-20); 0.93 (3H, d,
J=5.7 Hz, H-16); 0.96 (3H, s, H-18); 3.55 (3H, dd, J=10.8 Hz, H-19),
4.45 (1H, 5, H-17), 4.77 (1H, s, H-17"),

13CNMR (CDCla), 50 MHz, & ppm: (Espectro N° 18) 15.3 (c, C-20); 19.0 (. C-2); 19.9
(c, C-16); 21.0 (1, C-11); 24.4 (1, C-6); 27.1 {c, C-19); 30.9 (d, C-13);
35.4 (1, C-3); 35.8 (1, C-1); 38,6 (1, C-7); 38.8 {1, C-14); 39 (s, C-4);
39.6 (s, C-10);41.3 {1, C-12); 66.3 (d, C-5); 57.2 (d, C-9); 65 (1,
C-18); 106.6(1, C-17); 148.1 (s, C-8); 179 (s, C-15).

Qbtencion... .del___éster metilico del Acido_____labda-8(17)-en-18:a-

metiibutitioxl-15-0ico____{(Compuesto _____ 1B)..__por___ estetificacién.____con

diazometano

Se colocaron 100 ml de éter elflico en un malraz erlenmeyer, se agregaron
1.45 ml de KOH 40% y 0.48359g de nitrosomelilurea. La fase etérea (diazometano) se
agregd a 1.036 g del compuesto _1_ disuelto en éter. Se dejé reaccionar durante 3
horas monitoreando |a reaccién por cromatograffa en capa fina con cromatofolios de
aluminio. Una vez terminada la reaccion se evapord el éler y el residuo disuello en
acetato de elilo se lavd con 3 ml de solucién saturada de cloturo de sodio; se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente, quedando 510.6 rﬁg de un

aceite, el cual se putificé por cromatograffa en columna empacada con 20.31g de ge!
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de silice 70/230 y eluyendo con mezcla de hexano-diclorometano aumentando
gradualmente la polaridad. Se colectaron por gravedad fracciones de 25 ml. De las
fracciones 33-48 eluidas con hexano-diclorometano 7:3 se obiuvieron 483.2 mg del

compuesto 1B que presentd las siguientes caracteristicas de espectroscopia:

THNMR (CDCla), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 19) 0.68 (3H, s, H-20); 0.91 (3H, d,
J=6.6 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18); 1,13 (3H, d, J=7 Hz, H-5');
3.66 (3H, s, O-CH3); 4.04 (2H, dd, J=10.9 Hiz, H-19); 449 (1H, s,
H-17); 4.81 (1H, 5, H-17).

13CNMR (CDCl3), 50 MHz, & ppm: (Espectro N° 20) 11.6 (¢, C-5'); 15.2 (¢, C-20); 16.6
(c, C-4'); 18.9 (1, C-2); 19.6 (c, C-16); 20.9 (1, C-11); 245 (1, C-6);
26.8 (t, C-8'); 27.6 (c, C-18);30.9(d, C-13); 35.7 {t, C-12); 35.8 (t,
C-3).36.3 (t, C-1); 37.5(s, C-4); 38.5 (1, C-7); 38.9 (1, C-14); 39.6 (s,
C-10); 41.3(d, C-2); 51.3 (c, O-CH3); 56.3 (d, C-5); 57.2(d, C-9);
66.5 (1, C-19); 106.7 (1, C-17); 148.0 (s, C-8); 173.7 (s, C-15); 176.8
(s, C-1).

Obtencidn. _del.. (13s)-labda-8(17)-en-15,19-dlol___ (Compuesto____1G) . por
reduccion_con hidruro dohle de litlo y_ajuminio

Se disolvieron 310.6 mg del diéster 1B en 30 mi de éter etilico anhidro en un

matraz de dos bocas con una trampa de CaCl2, se adictonaron 219.4 mg de hidruro

dable de litio y aluminio, en pequefias cantidades y con agitacién continua. Se dejé
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reacionar durante 18 horas, siguiendo la reaccién por cromatagraffa en capa fina. Una
vez lerminada la reaccidn se acidulé con HCI diluldo a pH=6-6.5, se filtrd y se exlrajo
con acelato de etlio 3 veces. La fase orgdnica se lavd can agua y se secé con stllata
de sadio anhidro. Al evaporar el disolvente se abtuvieron 163.8 mg de cristales con
p.1.=110-112°C siendo identificado como el compuesto 1C (imbricatadiol) por sus

canstantes espectroscopicas descritas a continuacion:

25
[a]g =+ 27.75° (c, 1.0, CHCl3)

THNMR (CDCla), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 21) 0.62 (3H, s, H-20); 0.87 (3H, d,
J=6.28 Hz, H-16); 0.94 (3H, s, H-18); 3.35 (1H, d, J=11.7 Hz, H-19);
3.72 (1H, d, J=10.8 Hz, H-19); 3.6 (2H, 1, J=6.9 Hz, H-15); 4.46 (1H,
s, H-17);4.77 (1H, s, H-17).

HCNMR (CDCta), 50 MHz, & ppm: (Espectro N° 22) 15.3 (c, C-20); 19.0 {t, C-2), 19.9
{c, C-16); 21.0(t, C-11); 24.5 (t, C-6); 27.1 (c, C-19); 30.3 (d, C-13);
35.4 (1, C-3); 36.3 (t, C-1), 38.7 (t, C-7);38.9 (t, C-14);39.0 (s, C-4);
39.7 (s. C-10); 40.2 (t, C-12). 56.4 (d, C-5); 57.5 (s, C-9); 61.2(t,
C-15); 65.0 (1, C-18); 106.5 {t, C-17); 148.4 (s, C-8).

Ohtencidn_del_éster metflico_del dcida 6-0xo _catlvico.  (Compuesto_24)_par

- esterificacion_con._diszometano

Se disalvieron 26.6 mg del compuesto _2. en 20 ml de éter etilico, se dejé

reaccionar durante 3 horas con diazometano en solucién etérea (preparado a partir
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de 30 mg de nitrosomelilurea). Una vez finalizada la reaccidn se evaporé el disolvente

por destilacién. Se purificé en placa preparativa de 10 x 20 cm y 0.25 mm de espesor,

eluyéndose con mezcla de hexano-diclorometano 9:1. Se obtuvieron 15.1 mg del

compuesto 2A, el cual exhibié las siguientes constantes espectroscopicas:

THNMR (CDCl3), 200 MHz, 5 ppm; 0.82 (3H, s, H-20); 0.98 (3H, d, J=6.6 Hz, H-16);
1.01 (3H, s, H-19); 1.12 (3H, s, H-18); 1.67 (3H- 5, H-17); 2.05 (1H,
s, H-5), 3.65 (3H, s, O-CHg); 5.64 (1H, s, H-7).

Obtencion__de  éster__melillco__del__dcida _._3-acetoxl-labda-7-en-15-aico

(Campuesta_3A)_par_esterlficaclon con_diazometano

101.1 mg del compuesto .3_ se disolvieron en 20 ml de éter elllico, se agregd
diazometano (preparado a parlir de 150 mg de nitrosometilurea), Se dejo reaccionar
durante 3 horas. Cuando finalizé la reaccion se evaporé el disolvenlte a presion
reducida. El residuo obtenido se purificé en una cromatoplaca preparativa de 20 x 20
cm y 1.0 mm de espesor y se eluyd con mezcla de diclorometano-metanol 8:2. Se

obtuvieron 83.2 mg del compuesto 3A cuyos datos espectroscopicos son:

THNMR (CDClIs), 200 MHz, & ppm: (Espectro N° 23) 0.85 (3H, s, H-20); 0.96 (8H, d,
J=6.0 Hz, H-16); 1.12 (3H, s, H-19); 1.19 (3H, s, H-18); 1.9/(3H, s,
H-17); 2.04 (3H, s, OAc); 212 (3H, s, H-5); 3.65 (3H, s, O-CHa3);
4.41 (1H, 1, J= 7.7 Hz, H-3);5.75 (1H, s. a., H-7).

13CNMR (CDCla), 50 MHz, & ppm: (Espectro N° 24) 14.9 (c, C-20); 16.0 (¢, C-19); 19.9
(c, C-16); 21.2(c, C-2); 21.8 (c, C-17); 23.3 (1, C-2); 24.6 (1, C-11);
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28.2 (¢, C-18); 31.1 (d, C-13); 36.6 (1, C-1); 36.7 (s, C-4); 39.2 (1,
C-12);41.2(t, C-14); 43.0(s, C-10); 51.4 (¢, O-CH3); 56.7 (d, C-5);
63.0 (d, C-9); 80.6 (d, C-3); 128.8 (d, C-7); 158.7 (s, C-8); 170.9 (s,
C-1');173.3 (s, C-15); 198.4 (s, C-6).

Obtenclon__del _éster _metilico_del _Acldo _2-hidroxi:labda-7-en-15-0lco

(Compuestn 6A) por_esterificacion_con diazometano

Del campuesto _6_ se tomaron 20.6 mg que se disolvieron en 20 ml de éter
etflico, se adicionéd diazometano en solucion etérea que se habia preparado a partir
de 30 mg de nitrosometilurea. Se dejd reaccionar durante 3 horas y al tinalizar se
elimind el disolvente por destilacion. El compuesto obtenido se purificé por
cromatogralfa en capa fina, utilizando una placa preparativa de 10 x 20 cm y 0.25 mim
de espesor que se eluyd con mezcla de diclorometano-metanol 9:1. El compuesto

purificado fué el 8A y se obtuvieran 18.6 mg.
THNMR (CDCla). 200 MHz, & ppm: 0.71 (3H, s, H-20); 0.90 (3H, s, H-19); 0.92(3H s,

H-18), 0.96 (3H, d, J=6.5 Hz, H-16); 1.63 (3H, 5. a., H-17);3.65
(3H, s, O-CH3); 3.86 (1H, 1t, J=11.0Hz, H-2); 5.1 (1H, s. a. H-7).
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

ENSAYO DE TOXICIDAD FRENTE A Artemia salina LEACH

Se impregnan discos de papel filtro con el compuesto en concentraciones de
10, 100 y 1000 pg/mi en, los discos control sélo se impregnaron con disolvente. Se
dejaron secar a temperatura ambiente. Se utiliza el crustaceo Artemia salina
Leach6.47 gn (ase larvaria, con 48 horas de incubacion en salmuera. La salmuera se
prepard con Instant Ocean marca Acuatic Systems que conliene todos los
componentes del agua de oceano nafural. Se colocan 10 crustaceos en un frasco vial,
el cual contiene el disco con el compuesto a evaluar y 5 mi de salmuera. La prueba se
hace por triplicado. Los viales se mantienen con iluminacidn arificial durante 24 horas
y a temperatura ambiente, como alimento se agregd una gota de suspension de
levadura a cada vial. Transcurrido el liempo, se cuenta el nimero de sobrevivientes

para determinar el porcentaje de mortalidad 6 la DLso. Los resultados se muestian en

la tabla N° 1,
COMPUESTO CONCENTRACION DLS0
{ng/m) {pg/mi)
1 100 3.2
2 100 500
3 100 >100
4 100 NEGATIVO
5 100 NEGATIVO
TABLA N21
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ACTIVIDAD ANTHNFLAMATORIA

La propiedad antiinflamatoria se determing por la téchica de Winler48, usando 4
ratas (200 - 300 g de peso) por compuesto. Se trabajé un grupo control y un grupo

tratado con el compuesio a evaluar,

Al grupo control se le administré solamente el vehiculo (DMSO 1% +

metilcelulosa 0.5%). La dosis de la muestra fué de 200 mg/kg.

Se indujo inflamacion (edema) a ambos grupos por inyeccién subcutanea de
0.1 mi de carragenina en la pata de la rata. La carragenina se administra 60 min.
después de haber administrado por via oral tanto el vehiculo como ef compuesto en
estudio. Se observé durante 5 horas y se compard el edema de las ratas traladas con

los compuestos con respecto a grupo control.

La determinacion del volumen del edema se realizd uliizande un
pletismometro, éste aparalo estd compuesto por unacelda flena de agua en la cual se
sumerge la pata inflamada del animal y se mide la diferencia en el nivel del agua
causada por desplazamiento de volumen. Los resultados se exhiben en la tabla N° 2,
En la tabla N° 3 y en la grafica N° 1 se muestran los resultados del compuesto 3, el

cual fué el Onico que presentd aclividad anliinflamaloria.
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COMPUESTO DOSIS (via oral) % ACTIVIDAD
ma/kg ANTINFLAMATORIA
1 200 0
2 200 0
3 200 74.32
Control } = - 0
TABLAN® 2
GRUPQ CONTROL:
TIEMPO
(hrs.) j 2 3 4 5
S
ED
oM 22.2 35.7 385 31.2 26.0
(m])
DESVIACION
ESTANDAR 0.25 0.8 0.7 0.6 0.9
GRUPO TRATADO CON EL COMPUESTO 3
PROMEDID
PROMEDYO 5.7 14.8 125 9.25 65
(mj)
DESVIACION
ESTANDAR 0.22 0.49 0.48 0.42 0.27

TABLAN®3




40 1
35 +
30 +
25 +

20 T

% EDEMA

15 +

10 1+

A Grupo control

X Grupo tratado con comp. 3

GRAFICA N° 1
CURSO TEMPORAL DEL EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se realizd el método de difusién en agar empleando discos de papel filtro
impregnados con el compuesto a estudiar?. Los discos de 7 mm de didmetro se
impregnaron can el compuesto previamente disuelto en DMSO. Se dejaron secar, se
colocaron en el medio de cultivo ya inoculado con el microorganismo y se incubd

durante 24 horas a 37°C.

Se ulilizd medio N° 1 para antibidticos (marca Bioxon) para S. aureus y E. coli;
y agar Mycobacteria (Bioxon) para M. smegmatis. Se estudiaron 5 compuestos, los

resultados se muestran en 1a tabla N° 4.

MICROGR COMP. 1 compP. 2 COMP. 3 COMP. 4 COMPS

GANISMO | (1 mgtdisco) (5 mg/disca) § (1 mgldisco) § (1 mg/disco)
15mm

S. aureus amm (0-5;r1\gldisc°) 11mm NEGATIVO | NEGATIVO
mm

(0. 1mg/disco)

E. coli NEGATIVO NO SE NEGATWVO | NEGATIVO | NEGATIVO
PROBO
M. 15mm

smegfnatis 8mm (5031319“‘%0) 11mm NEGATIVO | NEGATIVO
mm

(134pg/disca)

TABLA N° 4 DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

49



Debido a que el compueslo 2 presentd una notable actividad antimicrobiana
frente a S. aureus y M. smegmalis, se probé con otros microarganismas utilizando

diferentes concentraciones del compuesto. En la tabla N° 5§ se indican los

microorganismos de prueba.

MICROORGA- Medio da Medio de Medio de Condiclones de
NISMO activacién siembra gonsarvacion incubaclén
S, aureus
ATCC 25923 Caldo TSA TSA TSA 37°C, 24 hrs.
Ps. aeruginosa .
ATCC 27853 Caldo nutritivo Agar nutritivo T8A 30°C, 24 hrs.
B, sublilis
ATCC 6633 Caldo nulritivo Agar nutritive TSA 37°C, 24 tus.
E. coli
ATCC 10536 Caldo nufritivo Agar nufritivo TSA 37°G, 24 hrs.
Salmonealla sp. Caldo nutritiva Agar nutritivo TSA 37°C, 24 brs,
Shigella sp Caldo nulritive Agar hutritivo TSA 37°C, 24 hrs.
Segun recomendacion de ATCC (American Type Culture Coliection)
TSA Agar Tripticase Soya.
TABLAN®S

Se emplearon cajas de petrl con dos capas de medio de cultivo, una capa base
{medio N° 2 para antibi6ticos marca Difco) y otra que contenfa el microorganismo de
ensayo {medio N° 1 para anlibidticos, marca Difco), sobre ésta se colocaron en forma
equidistante discos de papel filtro de 19 mm de didmetro impregnados con 100 pi de
diferentes concentraclones del diterpeno en estudio y discos impregnados con
antibidticos de referencia, se incubd a 37°C durante 24 horas y se midieron fos halos
de inhibicién comparando los halos obtenidos por la accién del compuesto 2 con los
del antibidtico de referencia. El ensayo se realizd por triplicado. Los resultados

promedio se muestran en la tabla N° 6.
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Microorga- 20 40 80 160 Diadmelro ] Releroncia
nismo ngidisco | pgidisco { jegidisco | ngldisco | Relerencia { ulilizada

Ampicilina
S. aureus | 23.69 mm } 26,97 mm | 28.03 mm | 29.2 mm | 28.0mm | ipg/disco
Ps. Ampicilina
aeruginosa § Negativo ] Negativo | Negalivo | Negative ] 24.21 inm | ing/disco
Estreplo-

B. sublilis § Negativo ]| Negativa | Negativo | 21.0mm |} 26.21mm | micina
10p/disco

TABLA N° 6 DIAMETROS DE HALOS DE INHIBICION DESARROLLADOS POR
EFECTO DEL COMPUESTO 2

Con la linalidad de determinar el efecto de antibiosis y el MIC del compuesto 2
frente a las enterobacterias E. coli, Salmonella sp y Shigella sp se realizé el método
de dilucién tomando como referencia el cloranfenicol. Se utilizé un indculo de 5 x 10
célulasiml. Se trabajaron las siguientes concentraciones; 50, 100, 150 y 200 pg/ml. Se
realizé un blanco para cada concentracién preparado de la misma manera que los
demas tubos pero sin el indculo y un tubo cern que contenia Unicamente el indeulo,
Después del perfodo de incubacion se observd visual e instrumentalmente la turbidez
y se obluvo como resultado que en todos los tubos habla desarrollo microbiano con lo
cual se deduce que el compuesto no posee actividad antiblélica frente éslas

enterobacterias a dichas concentraciones.
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Ac. 5:010 Ealivien 4009
Ac. b-010 cativico 2019 Ae s ca
Slaphylocoecus Staphy

Auteus

Ac. 6-010 eativico 1609
Staphylococ cus

Ac. B-0x0 Cativico BOg sureus

Slaphylococcua
aureus

Ac. 6-0x0 calivico 1609

Baclitus subtitis

FIG. No. 4
HALQS DE INHIBICION DESARROLLADOS POR EFECTO DEL
ACIDO 6-0XO-CATIVICO (COMP. 2) EN LA PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR
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CONCLUSIONES

1) En el presente trabajo se describié el estudio fitoquimico de fa planta

mexicana Brickellia glandulosa recolectada en el estado de Oaxaca.

2) Se aislaron e identificaron 4 diterpenos (compuestos 1, 2, 3 y 6) y 2 flavonas
(compuestos 4 y 5). Por medio de reacciones quimicas se obtuvieron los compuestos
1A, 1B, 1C, 2A 3Ay BA,

3) De éstos compuestos ya aislados anteriormente se obtuvieron sus datos
actualizados de 'HNMR a 200 MHz. Ademds se hicieron las asignaclones de los
Carbonos de éstos diterpenos por medio de los espectros de’¥CNMR, lo cuat no se ha

reportado en la literatura.

4) Con las pruebas de actividad biolégica se determind que el diterpeno 2
. posee un electo antibiético muy potente, lo cual lo hace un buen candidato como

posible farmaco conlra algunas infecciones microbianas.
5) El diterpeno 3 presentd una actividad antibiética moderada, pero demostrd

tener un efecto antiinflamatorio de un 75.32% que lo hace un buen candidato para

estudiarse mas a fondo como un farmaco antiinflamatorio.
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Hex
AcOEt

MeOH
cc

TLC prep.

uv

pf.

IR
Vmax
THNMR
13CNMR

Hz

ppm
CDCla
DMSO
EMIE
eV
m/z
M+

[alp
LCs0
DLso
MiC

LISTA DE ABREVIATURAS EMPLEADAS
EN EL PRESENTE TRABAJO

Hexano

Acetato de etilo

Diclorometano

Metanol

Cromatogralia en columna
Cromatogralia en capa fina preparativa
Ultravioleta

Punto de fusién

Infrarrojo

Frecuencia de onda méaxima

Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Constante de acoplamiento

Hertz

Desplazamiento quimico

Partes por millén

Cloroformo deuterado

Sultéxido de dimetilo

Espectrofotometria de Masas de Impacto Electrénico
Electron volt

Masa-carga

I6n molecular

Rotacion 6ptica

Concentracién Letal Media
Dosis Letal Media
Concentracion Minima Inhibitoria
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