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CAPITULO I

FAMILIA AMARANTACEAE



FAMILIA AMARANTACEAE

Las Amarantaceae son hierbas anuales o perennes, arbus-
tos o mas raramente drboles, distribuidos en las zonas mis cali
das de ambos hemisferios.

Segun Schinz 1 esta familia esta compuesta por apro-
ximadamente 850 especies y 64 géneros pertenecientes a cuatro
tribus, como se indica a continuacién:

I.~- Subfamilia Amaranthoideae :

Tribu Celosieae: géneros Deeringtia, Pleuropetalum,
Henontia, Celosia y Heimbstaedtia.
Tr ibu Amaranthiae:

Subtribu Amaranthinae: géneros Bosea, Allmania,
Chamissoa, Charpentiera, Banalia, Apterantha, Lagreszia, Amaranthus, Acnida,
Acanthochiton, Digera y Pleuropterantha.

Subtribu Achyranthinae : géneros Saltea, Seri-
costachys, Sericoconiopsis, Centemopsis, Kyphocarpa, Cyathula, Nelsia, Se-
ricorema, Neocentenia, Centema, Leucosphaera, Pupalia, Marcelliopsis, Seri-
cocoma, Leucosphaera, Volkensinia, Dasyphaera, Arthraenia, Aerva, Ptilotus,
Sericocoma, Calicorema, Sericocomopsis, Stelbanthus, Mechowia, Nyssanthes,
Centrostachys, Achyranthes, Achyropsis, Pandiaka,Nototrichium, Ptilotus,Di-
pteranthemun, Lopriorea, Chionothrixz y Psilotrichum.

II.- Subfamilia Gomphrenoideae:
Tribu Brayulineae :
Subtribu Brayulineinae: s6lo Brayulinea.
Subtr ibu Tidestromiinae: sélo Tidestromia.
Tr ibu Gomphreneae:
Subtribu Froelichiinae : géneros Froelichia,Fro
elichiélla, Pfaffia, Gossypianthus y Althernanthera.
Subtribu Gomphreniarae: géneros Woehleria, Di-
erarus, Gomphrena, Pseudogomphrena, Iresine, Lithophila y Phylozerus.

Entre las caracteristicas anatdémicas de dicha familia
se destaca la existencia de vellos externos y ausencia de vellos
glandulares ( internos ), no conociéndose otros drganos de excre



sidén interna. .

El estudio botadnico de esta familia no estd muy desa
rrollado en nuestro pais, conociéndose sin embargo los trabajos
de Pedersen 2'3 referentes a claves de identificacidn de las es
pecies.

No se ha encarado un estudio sistematico de esta fa-
milia que permita relacionar los distintos géneros desde el pun
to de vista fitoquimico y establecer asi las caracteristicas di
ferenciales de cada tribu. Los estudios realizados previamente
centraron su atencién en la identificacién de betacianinas y ec

disteroides.

Las caracteristicas quimicas de esta familia puede re

sumirse asi 4,

l1.- Presencia de cromoalcaloides ( betacianinas
y betaxantinas ) como pigmentos.

2.- Acumulacién de oxalato de calcio.

3.~ Marcada tendencia a acumular sustancias he-
moliticas ( en particular, saponinas triterpénicas ).

4.- Acumulacién de nitratos.

5.~ Acumulacién de betainas.

6.- Carencia de catequinas, leucoantocianas, ac.
elagico, A&c. galico y pinitol.

En general, las Amarantaceae estdn relacionadas con las

Chenopodiaceae siendo la diferencia principal entre ambas la forma

cion de auténticos alcaloides por parte de estas Gltimas.

CROMOALCALOIDES

Betacianinas y betaxantinas: las antocianas 1 son los pigmentos

rojos y azules mas difundidos en la naturaleza, que han sido ha-
lladas en casi todas las familias pertenecientes a las Angiosper—
mae. Sin embargo otro tipo de pigmentos, denominados betaciani-

nas 2 ( rojos ) Yy betaxantinas 3 ( amarillos ), que poseen nitré

\ 2’
geno en su estructura como heteroatomo, reemplazan a las salesde

oxonio mencionadas, en las plantas pertenecientes al orden C(entros
permae ( Fig. 1 ). Asi, se encontraron betacianinas en 8 familias



( Aizoaceae, Amarantaceae, Basellaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Nyctagi
naceae, Phytolaccaceae y Portilacaceae ) > agrupadas en el orden C(entros
permae .

Llama la atencién que hasta el momento no se ha obser
vado coexistencia de antocianas y betacianinas en una misma plan-
ta. Estas Gltimas pueden encontrarse acompafiadas por otra clase
de pigmentos flavonoidicos. La presencia de betacianinas en lu
gar de antocianas en las familias mencionadas ( ordenc(entrosper—
mae ) y su ausencia en todos los érdenes restantes provee una de
las correlaciones entre quimica y morfologia mas sorprendentes
hasta el momento 6. Estos cromoalcaloides estan presentes prin
cipalmente en flores y frutos, aunque también se encuentran en
raices y tallos; pueden formarse en condiciones patoldgicas co
mo malnutricién o ataque de insectos. Se desconoce su funcién
en los vegetales excepto cuando estan presentes en flores donde
pueden tener un papel similar a las antocianas en lapolinizacidn
por aves e insectos. Se ha demostrado que las betacianinas son
glicésidos de betanidina 4 7 y su epimero en C-15, isobetanidi-

na ( Fig. 1).
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Figura 1: Colorantes presentes en los vegetales.



Se conocen las estructuras de pocas betacianinas, en
tre ellas betanina 5 ( betanidina-5-0-g-D-glucopiranésido ), i-
sobetanina ( isobetanidina-5-0-8-D-glucopiranésido ), amarantina
( betanidina—s-o—[z-o-(a- D-glucopiranosiluronil)-g-D-glucopira
nésido] ) 6 e isoamarantina ( isobetanidina—S—O—[ 2-0-( B-D-glu-
copiranosilhronil)—B-D—glucopiranésido] ). Se identificaron tam
bién betacianinas aciladas, como iresinina I 7 aislada de Iresi-
ne herbatii °( Fig. 2 ).

OR

7: R'= SCOCH,-CO,H
R=R
02H
* H
R =
H
H

Figura 2: Estructuras de algunas betacianinas aisladas de la familia
Amarantaceae.

Se comprobé ademads la presencia de betacianinas enes
pecies de los géneros Amaranthus, Aerva, Alternanthera, Celosia, Froeli-
chia, Gomphrena y Tidestromia 4'9.

Respecto al género Gomphrena sblo se identificaron al-

10

gunas de las betacianinas presentes en (. globosa resultando

ser 8 pigmentos violetas llamadas gonfréninas I-VIII ( Fig. 3 ).



CH,OR HO H
H CO2
. |

Gonfrenina I: R =H
Gonfreninalll: R = -COCH=CH-p~C H,~OH ( cts-p-cumaroilo )

Gonfrenina V : R = -C0CH-CH-C6H3-h-hIdroxl-3-metoxi ( trans-feruloilo )

Figura 3: Estructuras de betacianinas aisladas de Gomphrena globosa.

Se tuvo evidencia de la presencia de estos pigmentos

. . . . s 2 1
en Gomphrena martiana sin realizar caracterizacion alguna 1 .

PROTOALCALOIDES

Si bien no se conocen alcaloides auténticos en esta
familia, excepto la 4-metoxi-6-cantinona 8 aislada de una espe
cie endémica de Hawai, Charpentiera oboata lf, se encuentran muy

difundidas las betainas y compuestos nitrogenados menores, gque
se han agrupado bajo el nombre de protoalcaloides.

La betaina 9 se halla distribuida en la naturaleza por
ser producto del metabolismo vegetal. Por tanto, su presencia
en la familia en estudio no es llamativa, pero si es especifica
la acumulacidén de grandes cantidades de esta sustancia en Amaran
taceae; por ej.: en Amaranthus caudatus( 2,18 % ), Amaranthus retrofie-
zus ( 0.96 % ) y Amaranthus lividus ( 0.53 % ) 4 . Este hecho se re



pite en la familia Chenopodiaceae del mismo orden que Amarantaceae.
La trigonelina 10 resultd ser otra betaina presente

en Amaranthus retroflexus 13 , acompafiada de colina 11 . Se aisla-

ron ademas betaina y colina de Amaranthus paniculatus 14 , Achyrantes
aspera 15 y Achyrantes faurieri 16 ( Fig. 4 )
A CO2
P
N+
l
Me
8 10
Me ,ficH,CO, Me ,NCH,,CH ,OH
9 11

Figura L4: Alcaloides aislados de la familia Amarantaceae.

SAPONINAS

Se encuentran muy distribuidas en las Amarantaceae, ya
que a pesar de haber sido estudiado un nimero pequefio de espe-
cies, la mayoria de, ellas presentaban este tipo de compuestos .

Se aislaron saponinas triterpénicaé de semillas de
Achyrantes aspera 17-19 , planta originaria de la India con propie
dades diuréticas y antiespasmdédicas, identificadas como:

Sapqnina A: acidoa-L-ramnopiranosil-( 1—4 )-8-
D-glucopiranosil~( 1—4 )-g-D-glucuropiranosil-( 1—3 )-oleand-
lico- 12 .

Saponina B: g-D-galactopiranosil-( 1—28 )-éster
de la saponina A 13 ( Fig. 5 )

También se encontraron en semillas de Achyrantes biden-
tata 20 , Amaranthus spinosus 21 y Alternanthera philozerus 22 . En'tg
dos los casos resultaron ser 3-0-glicdésidos del &cido oleandlico.
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13: R = C02H
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Figura 5: Saponinas alsladas de Achyranthes aspera.

S6lo se describid la presencia de saponinas esteroi-

dales en Amaranthus spinosus 23 caracterizadas como:

Saponina C: B-D-glucopiranosil-( 1—2 )-8-D-glu
copiranosil-( 1—2 )-g-D-glucopiranosil-( 1—3 )-a-espinasterol
14.

Saponina D: B-D-glucopiranosil-( 1—4 )-8-D-glu

copiranosil-( 1—3 )-a-espinasterol 15 ( Fig. 6 ) .
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H o 0
HO
OH
OH
R
14 15

Figura 6: Saponinas esteroidales alsladas de Amaranthus spinosus.

SESQUITERPENOS, ESTEROLES y TRITERPENOS

Se detectaron lactonas sesquiterpénicas en hojas de
distintas especies de Iresine , identificdndose sélo las presen-
24 (0,36 %),
dihidroiresona 17 ( 0,0004 % ), dihidroiresina 18 e isoiresina
19 2% ( Fig. 7).

Se encontraron triterpenos y esteroles en las siguien

tes en hojas de Iresine celosioides como iresina 16

tes especies:
Iresine pringli: 0,001 % de fridelina y 0.012 % de
esteroles ( Fig. 8 ) ( mezcla de estigmasterol, g-sitosterol y



a-espinasterol, en parte esterificados con acido benzoico 26 .
Alternanthera sessilis: lupeol 27 , 24-metilenciclo-
artanol, cicloeucalenol, estigmasterol, B-sitosterol, campeste-
rol, a-espinasterol, Sa-estigmast-7-en-3-0l y los palmitatos de
los esteroles precedentes 28 ( Fig. 8 ) .
Achyranthes faurieri: g-sitosterol-3-0-g-glucédsido,

estigmasterol-3-0-g-glucdésido, estigmasterol y sitosterol 16 .

HO
R 18: R
CH20H CH_OH ==

"
o]
-

OH

H..OH
19 2

Figura 7: Sesquiterpenos aislados de Iresine celostoides.

ECDISTEROIDES

Las fitoecdisonas estdn ampliamente distribuidas en
el. reino vegetal 29,30 , siendo la mas difundida la ecdisterona
20 compuesto de 27 carbonos aislado de Polipodiwm japonicum, Tri-
lliwm smallii, especies de Ajuga 31 y de pino australiano . La
estructura de este compuesto resultd coincidente con la crustec

disona 20, hormona de muda de insectos.



Lupeol Friedelina

Cicloeucalenol

"HO

24-metilencicloartanol

Figura 8: Triterpenos y esteroides de Alternanthera sesstilis.
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Dentro de las Amarantaceae se encuentran en relativa a
bundancia este tipo de compuestos 33 con estructura normal como
20 y 21, y en el género Cyathula con la particularidad de poseer
lactonas de 5 y 6 miembros en la cadena lateral.

Ecdisterona 20 e inocosterona 21 se aislaron de Achy-
ranthes aspera, A. rubrofusca , A. longifolia y Cyathula prostata 34-37 '

( Fig. 9 ).

o OH

Figura 9: Estructura de ecdisterona gg_e Inocosterona Zl

La configuracidén absoluta de inocosterona 21 se de-

termindé como una mezcla epimérica en C-25 de 28,38,14a2,20 ( R ),
22 ( R ), 26-hexahidroxicoprost-7-en-6-ona 38 .

La planta Cyathula eapitata, utilizada en medio Oriente
como ténico y diurético, posee sustancias lactdnicas de 29 car-
bonos que producen metamorfésis de insectos. Entre ellas se en
39 39 23 , sengosterona

cuentran ciasterona 22 , capitasterona

40,41 24 , preciasterona 42 25 , isociasterona 26 y epiciastero
a 43,44 27 y ecdisteroides sin grupo lactdnico como amarastero
na A 28 y amarasterona B 29 45 , ( Fig. 10 ).

Se aisldé también un metabolito de estos ecdisteroides
en (Cyathula capitata que se identificd como 28,38,14a-trihidroxi-5
~a-pregn-7-en-6,20-diona 46 30. Es también interesante mencionar
que se registrd una patente sobre la extraccién de rubrosterona
31 aislada de diversas plantas pertenecientes a la familia Amaran

taceae 47 , que resultd ser Gtil como hormona de muda, ( Fig.ll).
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Ecdisteroides aislados de Cyathula capitata.

11



HO 30: R = COMe
o 31: R = H
HO
0
Figura 11
POLIFENOLES

La familia Amarantaceae es pobre enpolifenoles 4 . Se

han identificado O-glicésidos de quercetina en especies del gé-
nero Amaranthus y de canferol en el género C(Celostia 4,48-50 .

Un flavonoide con estructura llamativa, denominado
tlatlacuayina 32, se obtuvo de Iresine celosioides y posee un grupo

metilendioxilo unido a los C-6 y C-7 y un metoxilo en C-2' como

51

caracteristicas mis salientes . Otro 0O-glicésido menos comin,

6-metoxiluteolina-7-0-a-L-ramnésido 33 de Alternanthera phyloze-

52

roides , resultd ser uno de los compuestos responsables de la

preferencia alimentaria hacia esta planta manifestada por insec

tos fitdéfagos como el escarabajo Agasicles .




13

De Gomphrena globosa >4 se aisld gonfrenol 34 identifi-
cado como 3,5,4'-trihidroxi-6,7-metilendioxiflavona luego de u-
na hidrdlisis acida del extracto alcohdlico de la misma.

El Unico C-glicésido que se conoce en esta familia
caracterizado como 7,4'-dihidroxiflavanona-8-C-D-galactdsido 35

proviene de Aerva persica 53.

SUSTANCIAS MINERALES

Esta familia muestra una tendencia a acumular oxala-
tos y tiene un alto contenido de nitrato de potasio, caracteris

tica que comparte con la familia Chenopodiaceae 4 .
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GENERO GOMPHRENA

Existen unas 90 especies en ambos hemisferios, predo

minantemente en las regiones tropicales. En la Argentina cre-
cen alrededor de 30 especies 23,36 .

Los estudios quimicos realizados hasta el presente
se refieren principalmente al aislamiento de betacianinas 10
y un flavonol >4 de G. globosa, aislamiento e identificacidn de

ecdisterona de G. celosioides > y deteccién de betacianinas en

G. mn%ﬁvu-ll .

La planta Gomphrena martiana , objeto de estudio de es-
ta tesis, fue descripta originariamente por Moquin >8 . Es una
hierba perenne de Sudamérica austral, conocida vulgarmente como

>9 >3 , de uso en medicina popular.

"solo" o "yerba de pollo"
Hieronimus indica que esta especie junto con otras relacionadas
tiene propiedades diuréticas y es a su vez suavemente laxante y
. 59
emoliente .
No se conoce, sin embargo, trabajo alguno en nuestro
pais vinculado a los aspectos quimicos y medicinales de esta

planta.
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ESTRUCTURAS, DISTRIBUCION E INTERRELACION BIOLOGICA DE FLAVO-
NOIDES

Esta familia de metabolitos secundarios es una de las
mas distribuidas dentro de las plantas superiores.

Se caracterizan todos ellos por tener un esqueleto co
man, de 15 carbonos, que puede esquematizarse como C6—C3—C6 . A
esta férmula general responden un nimero grande de compuestos ;
los principales son: flavonas, flavonoles, chalconas, flavanmas,

auronas e isoflavonas ( Fig. 12 ).

o
Flavanona 5

Sl

Aurona

Chalcona

Figura 12: Principales tipos de flavonoides.
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Se conocen mas de 2000 flavonoides hasta el presente,
los compuestos mas abundantes dentro de este grupo son las fla
vonas y flavonoles ( 3-hidroxiflavonas ), encontrandose princi

palmente como glicésidos, por ej.: rutina 36, que al ser solu-

36, R = a-L-ramnosil-(1—6)-8-D-glucopiranosilo

bles en agua se encuentran fundamentalmente en el liquido celu
lar.

Se conocen también un gran nimero de flavonoides li-
bres ( agliconas: 460; 121 flavonas, 175 flavonoles, 46 flava-
nonas, 26 dihidroflavonoles, 47 chalconas, 6 dihidrochalconas
y 39 C-metilderivados ) que sufren un incremento constante, asi
en 1975 sélo se habian descripto 334 60 . Debe notarse que no
se han encontrado en la naturaleza todos los derivados metila-
dos posibles para cada esquema de sustitucién de las agliconas
de flavonoides. Asi, se conocen 4 de los 7 posibles metil éte
res de la galangina ( 3,5,7-trihidroxiflavona ), 10 de 15 para
el canferol ( 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona ) y 19 de 31 en el
caso de quercetina ( 3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona ) ( Fig.

13 ) .

=R=H Galangina
OH, R'= H Canferol

R' = OH Quercetina
R = OH, R' = QMe Isoramnetina

Rl
R
R

Figura 13
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Los flavonoides muy sustituidos tienden a encon-
trarse en forma altamente metilada . Asi, por ejemplo se ais
16 5,4',6'-trihidroxi-3,6,7,2'-tetrametoxiflavona 37 del exuda
do del helecho Notholaena asehenborneana 61 y 5,6,7,8,3',4'-hexame

toxiflavona 38 de cdascaras de Citrus reticulata 62 .

OMe

MeO

MeO 38

Dentro de las estructuras no usuales de flavonas
y flavonoles, las mas difundidas son las que presentan sustitu
yentes adicionales en las posiciones 6- y 8- . La sustitucidn
en posicidén 2'- es rara y su aparicién dispersa, mientras que

son aun mas raras las sustituciones en 6,2'- y 8,2'- ,

Localizacidén dentro del vegetal

Los flavonoides con mas de 5 hidroxilos son esca-
samente solubles en agua. Sus derivados metilados, al aumentar
el grado de metilacidén, se vuelven cada vez mas liposolubles
encontrandose con otros productos de esta naturaleza en zonas
de excrecidén de la planta.

Los monometil éteres como isoramnetina, aparecen
frecuentemente como glicésidos. A su vez, la isoramnetina y
canferol ( Fig. 13 ), estdn ampliamente distribuidos como agli
conas. Su naturaleza lipidica no permite su acumulacidén en el
liquido celular, sino en zonas extracelulares, por ej.: glandu-
las oleosas en cascara de Citrus .

Debe existir una correlacién entre la presencia de

agliconas libres y ciertas estructuras vegetales. Hansel 6 fue

quien primeramente prestd atencidn a estas correlaciones. Al
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gunas plantas, en conexidn con sus actividades metabdlicas, de
sarrollan estructuras anatdémicas especializadas por mediode las
cuales ciertos productos pueden ser excretados. En especial,
plantas productoras de aceites esenciales, poseen estructuras
de almacenaje como celdas, cavidades y conductos oleosos.
Hansel arriva a las siguientes conclusiones:

1l.- Flavonoides glicosidados: ( antocianas,
glicosidos de flavonoles tipo rutina 36 ) se encuentran en las
vacuolas como pigmentos disueltos en el liquido celular ( tipo
A) .

2.- Hidroxiflavonoides libres: se encuentran
en plantas leflosas, preferentemente en tejidos muertos, como
excreciones de la madera ( tipo B ).

3.- Flavonoides lipofilicos: poseen un nume-
ro bajo de hidroxilos y un nimero grande de metoxilos. Se en-
cuentran principalmente en cavidades o excreciones celulares,
O como constituyentes de la ceras epicuticulares de las hojas
( tipo C ), por ej.: la primetina 39 recubre las hojas de nu-
merosas especies de Primula y la nobiletina 38 se encuentra en

las excreciones de frutos de Citrus NL63‘

En algunos casos las agliconas de flavonoides tam-
bién se localizan abundantemente en la parte externa de las ho
jas, como ejemplo se pueden citar las harinas externas de hele
chos de las Gymogrammoiedeae, especialmente las pertenecientes
a los géneros Cheilanthes, Notholaena y Pityrogramma y harina de es
pecies de Primula.

En el caso del género Larrea (Zygophyllaceae) las a-
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gliconas son constituyentes de una resina que cubre las hojas
y ramas 64 . Se encontraron también flavonoides en la capa e
picuticular de hojas de Fucaliptus ( Myrtaceae ) entre los nume-
rosos ejemplos de flavonoides depositados externamente.

Como las sustancias fendlicas generalmente tienen
una actividad antibacteriana significativa, se supuso que su a
cumulacién en tejidos tendria como fin actuar como barrera con
tra la invasién de microorganismos. Esto estd de acuerdo con
lo postulado bor Swain 60 respecto a que los flavonoides meti-
lados lipofilicos serian una proteccidén adecuada contra micro-
organismos a causa de la facilidad que presentan para atrave-
sar membranas. El hecho de que dos flavonoides se encuentren
al menos en trazas en las capas epicuticulares de una variedad

de vegetales parece favorecer esta hipdtesis.

Localizacidén en las distintas familias

En base a los estudios realizados hasta el momen-
to se verifica que las agliconas de flavonoides se acumulan en
ciertas familias y géneros. Debe recordarse, sin embargo, que
las plantas son estudiadas generalmente por alglin interés, far
macolégico, quimiotaxondémico, etc., y también que sélo ciertas
areas geograficas han sido analizadas en detalle.

En la Tabla 1 se ve la distribucién de agliconas
en algunas familias y se indican el nimero de flavonoides encon
trados en cada una de ellas. La familia Asteraceae citada en
primer lugar presenta flavonas y flavonoles sustituidos en po-
sicién 6- y 8-. Es sorprendente que todos los flavonoides en-
contrados en esta familia estén restringidos a una sola tribu
( Twbuliflorae ) , que es la Unica que posee vellos glandulares,
conductos oleososy conductos resinosos o simples celdas de la-
tex que producen aceites esenciales y bdlsamos.

Dentro de las Legumnosae ( segundo lugar en la Ta
bla 1 ) la mayoria de las agliconas son flavonoles, muchos de
los cuales son 5-desoxi o bien 6- u 8- sustituidos. Esta fami
lia raramente posee estructuras secretoras, pero ciertos repre-
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sentantes lefiosos producen balsamos, aunque la familia como un
todo no forma metabolitos liposolubles. Es sorprendente por
tanto que esta familia ocupe el segundo lugar.

Las Rutaceae , con cavidades oleosas 60, producen
flavonas y flavonoles en abundancia, la mayoria de ellos sus-
tituidos en las posiciones 6- y/u 8-, Harborne 65 indica que
esta familia es extremadamente versitil en su capacidad sinté
tica para producir un amplio rango de flavonoides altamente
sustituidos, caracterizados por el alto grado de metilacién y
grupos adicionales en posiciones 6- , 8- o 2'-, presencia de

grupos metilendioxilo y cadenas isoprenoides.

Tabla 1: Distribucldn de agliconas de flavonoides en distintas famlilias de
plantas.
("]
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Asteraceae L6 63 16 4 12 - -
Leguminosae 18 26 - 11 13 - 1
Polypodiaceae 9 31 6 - 4 2 13
Rutaceae 23 25 2 - 4 - -
Betulaceae 9 3% 6 1 1 -
Lamiaceae 3« 7 - 1 - -
Rosaceae 2 8 9 4 2 - -
Didieraceae - 13 - - - - 1
ZygophylLaceae 3 1% 2 1 1 - -
Pinaceae 2 3 2 4 1 - 8
Salicaceae - 13 & 1 11 -
1

Huhiaceae 18 - -
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Filogenia

Es el estudio del origen y evolucién de los taxones.
En el caso de las 4ngiospermae , el mayor grupo de plantas
( 250.000 ), es dificil entender su evolucidn ya que existen
muy pocos fésiles como evidencia . Sin embargo, se construye
ron drboles filogenéticos basados en la evaluacién de las rela
ciones morfoldgicas existentes. Las principales tendencias
dentro de la evolucidén vegetal estan ampliamente acepfadas, a
si por ej.: las Angiospermae son mas avanzadas que las Gimmosper—
mae .

Es de interés la comparacién de los componentes qui
micos de especies primitivas con los de especies avanzadas. En
el caso de los flavonoides, hay una tendencia evolutiva gene-
ral hacia estructuras mas complejas y los compuestos mas susti
tuidos se concentran en familias altamente especializadas como
por ej.: Leguminosae . En cambio, las estructuras mas simples
se encuentran en Angiospermae primitivas como Magnolaceae o Ra-
mmculaceae y flavonoides aln mas simples en O6rdenes menos de-
sarrollados ( Gimmospermae, helechos y musgos ).El hecho de qué la
complejidad de los flavonoides esta relacionada con el avance
morfoldgico no constituye en si mismo un conocimiento mayor de
la evolucién del vegetal. La quimica representa una contribu
cién importante a la filogenia ( Tabla 2 ) porque el origen bio
sintético de la mayoria de los constituyentes vegetales es co
nocido o puede ser determinado. Asi, diferentes flavonoides
pueden colocarse secuencialmente en un determinado camino bio
sintético A~B—~C—D—E, y es licito aceptar que una planta
que produce sdlo A tiene a su disposicién menos enzimas que la
planta que produce E, por tanto A corresponde a un organismo
mas simple.

El reemplazo de flavonoles por flavonas esta rela-
cionado con la sustitucién de habitos lefiosos por herbdceos.
Por supuesto, pueden encontrarse excepciones pero la posibili
dad de usar la informacién asi obtenida para solucionar proble

masbioldégicos incentiva el estudio de estos pigmentos 66 .



22

Tabla 2: Evolucidn estructural de los flavonoldes.

Caracteres primitivos:

1.- 3-desoxlantoclanlidinas

2.- flavonoles

3.- leucoantoclanidinas

4.- chalconas, flavanonas y dihidrochalconas

5.- C-sustltuclién ( C-metilacién, C-prenilacién, C-glicosida
clon y formacion de biflavonoides), -

Caracteres avanzados:

a) Mutaciones ganadas:

.- 0-glicosldacion compleja

.- hidroxilacién en C-6 y C-8

.~ hildroxllacién en C-2'

O-metilacibén

- oxldacidn de chalconas a auronas

- trihidroxilacién del anillo B en antoclanidinas..

WV WD -
« o e
1

b) Mutaclones perdidas:

1.- reemplazo de flavomoles por flavonas

2.- eliminacidon de leucoantocianidinas

3.- eliminacidn de trfhidroxflacidon en el anfllo B de flavo-
noles.

6-Hidroxiflavonas como trazadores filogenéticos en plantas su-

periores

Este tipo de flavonas aparece irregularmente a ni-
vel de especies, pero tiene interés filogenético comparar la
distribucion de las 6- y 8- hidroxiflavonas. Lo mas sorpren-
dente es que las 8-hidroxiflavonas se encuentran en familias co
rrespondientes a las Angiospermae , que retienen muchas caracte
risticas morfoldgicas primitivas ( por ej.: Ericaceae ) o que
pueden considerarse como primitivas ( Ramwnculaceae ) , las 6-hi
droxiflavonas estan presentes, en cambio, en familias altamen
te evolucionadas. Esto sugiere que aparte del desarrollo evo
lutivo flavonol— flavona, ha habido también un cambio en el
sitio de hidroxilacidén del anillo A de la posicion 8- a 6- ;
una tendencia evolutiva seria entonces: 8-hidroxiflavonas, 6-

y 8-hidroxiflavonas,y 6-hidroxiflavonas 67 .
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BIOSINTESIS

Se logrd considerable progreso en la elucidacién de
la biosintesis de flavonoides con la ayuda de compuestos mar-
cados isotépicamente.

Esta bien establecido que el anillo A de los flavo
noides e isoflavonoides se forma por la condensacidén cabeza-
cola de 3 unidades de acetilo, mientras que el anillo B y los
carbonos 2,3 y 4 se originan de una unidad intacta de fenil-
propano. En el caso de los isoflavonoides, ocurre una migra-

cidén del grupo arilo del C-2 al C-3 durante la biosintesisGa,

* - &§ & &
3 cu3—cozn + C-C-C (0)

( Fig. 14 )

Flavonoide Isoflavonoide

Figura 14: Origen de los dtomos de carbono en flavonoides e Isoflavonoides.

Grisebach 63 postuld que la primera reaccidén en la
biosintesis de flavonoides era la condensacién de un &acido ci
nadmico activado con 3 moléculas de malonil coenzima A. Elpri
mer intermediario estable formado es una chalcona, ( Fig. 15 ).
La chalcona formada se encuentra en equilibrio enzimdtico con

0
la flavanona 7 .

Conversidén de chalconas a flavonoides

Las chalconas y flavanonas han demostrado ser pre-
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7y H
3 T0-CO<CH,-CO-SCoA
COQE,
i 0 o
; 0
—_—— SCoA l

OH

Figura 15: Formacidn hipotética de una chalcona a partir de malonil CoA y
p-cumaroil CoA.

cursores de muchas clases de flavonoides. Sin embargo, estu-

dios enzimaticos y experiencias in vitro demostraron que am-

bas son interconvertibles y quedaba por saber cuil de las dos

era realmente el precursor.

71,72

Wong y Grisebach 73 efectuaron experiencias

paralelas con brotes de trébol ( Trifolium subterranewn ) y bro-
tes de garbanzo ( C(icer arietinuwm ) utilizando:

l.- (14C )-isoliquiritigenina diluida con una can-
tidad igual de (-)-liquiritigenina sin marcar.

2.~ (=)= l4C )-liquiritigenina diluida con isoliqui

ritigenina.
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OH OH
HO OH HO 0]
0} 0]
Isoliquiritigenina (-)-liquiritigenina

Se aislaron y purificaron los productos radiactivos
del trébol: 7,4'-dihidroxiflavona , 7,4'-dihidroxiisoflavona
( daidzeina ) y 7-hidroxi-4'-metoxiisoflavona. De los brotes
de garbanzo se aislé .7,4'-dihidroxiflavanonol (garbanzol .

OH OH

Garbanzol

7,4'-dlhidroxiilsoflavona: R = H

7-hidroxi-4'-metoxilsoflavona: R = Me

Las actividades espec{ficas presentadas por estos
productos fueron mayores en el caso 1l.- . Estos resultados

indican, contra lo esperado 74-176

, que las flavonas e isofla
vonas se forman mas directamente a partirde las chalconas.

Las relaciones biogenéticas se indican en la Figu-
ra 16,si bien no estd totalmente claro cémo ocurren estas

transformaciones.
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Flavona

|

Chalcona =——— Flavanona

|

Isoflavona

Figura 16: Relaclones blosinté&ticas: entre distintos flavonoldes.

Conversidén de chalconas en flavanonoles

Segln experiencias realizadas por Grisebach 68

existen dos caminos posibles para convertir chalconas en fla-
vanonoles: formacién de un epéxido y posterior transformacidn

de éste en flavanonol, u oxidacidén directa de una flavanona
( Fig. 17 ) .

OH
T
HO o}
OH
T
o/~
OH
oH ©O

Flgura 17: Posibles caminos para la formacidn de 3-hldroxlflavanonas a

partir de chalconas / flavanonas,
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El hecho de que se conozcan oxigenasas que pueden
sustituir 4tomos de hidrégeno ecuatoriales por hidroxilos, sin
cambiar la configuracién, induce a pensar que las 3-hidroxifla
vanonas se formen a partir de flavanonas por medio de este ti
po de enzimas.

Las 3-hidroxiflavanonas pueden considerarse precur
sores de flavonoles y antocianas. Como se aislaron naringeni
na, naringenina-7-0-glucdsido, dihidrocanferol y dihidrocanferol-7-
O-glucésido de flores productoras de antocianinas de Mathiola
incana ( Cruciferae ), los cuales iniciaron la sintesis de anto-
cianas en flores acianicas de lineas genéticas definidas de la
especie mencionada, estos productos deben ser intermediarios
en la sintesis de antocianinas. Los 7-0O-glucdsidos actdan pro
bablemente como reserva de agliconas que son el verdadero sus
trato. Posiblemente los glucdsidos son mis estables que los
fenoles o estan involucrados en el transporte 77 ( Fig. 18 ).

H

OH OH

Dihidrocanferol

OH
+
o\
~
OH
OH

Antocianina

Figura 18: Posjble conversién de flavanonoles en flavonoles y antocianinas.
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Recientemente 8 se confirmé que la chalcona es in
termediaria en la biosintesis de flavonoides incubando una
suspensién de células de tejido de perejil con ( 1,2-13C y-ace
tato y analizando los flavonoides aislados mediante espectros
copia de 13C-RMN. El enriquecimiento observado en 13C confir
ma que el acetato contribuye primariamente a la formacidn del
anillo A del flavonoide. Los esquemas de acoplamiento entre
atomos de L3¢ adyacentes .del anillo A indican que la direccién
de ciclacidén del mismo ocurre al azar en los compuestos anali
zados ( canferol y apigenina ), hecho que sdlo se produce si

el compuesto intermediario es una chalcona.

Hidroxilacidn del anillo B

Se investigdé la incorporacidén de dihidrocanferol y
dihidroquercetina en los flavonoles canferol y quercetina, de
mostrandose que dihidrocanferol es precursor de ambos flavono
les y dihidroquercetina lo es solamente :de quercetina 73 . A
su vez se comprobd que dihidrocanferol es mejor sustrato para
la hidroxilacidén en C-3' que el canferol 80 ,» lo cual estd de
acuerdo con que la hidroxilacidén del anillo B ocurra a nivel
de flavanona / chalcona 81 y no a nivel flavona / flavonol.

Los resultados anteriores se esquematizan en la

Fig. 19, para los flavonoides de Datisca cannabina 82,83 .

Otros esquemas biosintéticos

l.- a-hidroxichalconas como intermediarios:
Este tipo de compuestos como ¢,2',4',3,4-pentahidro
xichalcona 40 84, a;2',4',6',4,-pentahidroxichalcona 41 y
&,2',4‘,6',3,4,-hexahidroxichalcona 42 85 se originan por re-
emplazo de un 4cido cindmico por uno del tipo fenil pirdvico
86 La ciclacién de la forma endlica de a-hidroxichalconas

puede dar cuenta de la biogénesis de 2,3- ¢is y 2,3-trans di-
hidroxiflavanoles 87, permitiendo un camino biosintético al-

ternativo, ( Fig. 20 ).
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Figura 19: Hidroxilacién del anillo B.

OH
H
C
3¢
0
COZH

OH

Flavonoles

Figura 20: a-hidroxichalconas como intermediarios en 1a biosintesis de flavo-
noides.
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2.- Biosintesis en hongos:

La cloroflavina y el correspondiente compuesto de-
clorado poseen un origen biosintético excepcional y ademis se
localizan sSlo en hongos. Su biosintesis en Aspergillus candi-
dus se origina de una unidad C6—Cl y cuatro precursores de dos
carbonos, Fig. 21.

CH3C02H CH3C0—SCoA H02CCH2CO—SC0A
02H
MeO 0
SCoA
0 0

OH

Figura 21: Biosintesls de Cloroflavina

Esto se verifica analizando los productos de degra
dacién alcalina y la distribucidén de la marca en 4,5-dimetoxi

resorcinol y ac. 3-clorosalicilico, derivados de los anillos

A y B respectivamente, provenientes de ( 1-14C ) -acetato,

14C )-cinamato ( Tabla 3 ).

Se ve que ( a-l4C )-cinamato marca al anillo A de

una manera importante, mientras que ( 1-14C )-acetato no mar-

{ u—l4C )-cinamato y ( B-

ca exclusivamente al anillo A, lo cual se justifica si los
C-3 y C-4,asi como el anillo A,provienen de acetato. La dis-
tribucidén de marca presentada por el ( a-tc ) -cinamato se de

be a su metabolismo previo a acetato.
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Tabla 3: Distribuclién de radlactividad en los productos de degradacién de

cloroflavina.

Precursor L ,5-dimetoxiresorcinol ac. 3-clorosalicflico BaC0;
( B-’“C )-cinamato 103 102
( G-’“C )-cinamato 48.2 3.7
( 7-lhc )-benzoato 2.1 97.6 96
( 1-1hC )-acetato 66.3 1.3

*
CO2 proveniente de la descarboxilacién del ac. 3-clorosallcilico

14

La incorpo;acién de ( 7-7°C )-benzoato es consis-

tente con el camino propuesto 88 .

Enzimas que intervienen en la biosintesis

Las enzimas presentes en la biosintesis de flavo-
noides pueden ejemplificarse con las cinco que intervienen en
la biosintesis de apiina, 5,7,4',-trihidroxiflavona-7-0-[ g ~D~-
apiofuranosil ( 1—=2 )-s-D-glucopiranésido}89 , en perejil:

l.- fenilalanina-amoniaco-liasa ( FAL ) 90,91 .

2.- chalcona-flavanona isomerasa 76,92,93
3.- UDP-apiosa sintetasa .
4.- glucosil transferasa y
5.- apiosil transferasa 95.

La accidén de las mismas se esquematiza en la Fig. 22.

Biosintesis de 6-hidroxiflavonoides

No existen trabajos al respecto, excepto el estu-
dio de la biosintesis de la 7-hidroxi-6,4'-dimetoxiisoflavona
( afrormosina ) 43 .

Los brotes de Onobrychis viciifolia ( Leguminosae ) acumu
lan cantidades significativas de afrormosina durante los pri-

meros dias de germinacién. Se administraron como precursores
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Apiosa-Glu-0

OH

a- Fenilalanina-amonfTaco-1lasa.

b— Chalcona-flavanona-isomerasa.

c- UDP-glucosa-apigenina-7-0-glicosil transferasa.

d- UDP-aplosa-apigenina-glucésido apiosi] transferasa.
e—- UDP-apiosa sintetasa.

v

Figura 22: Algunas de las reacciones enzimdticas involucradas en la biosinte-
sis de apiina,



( 2-14C )-D,L-fenilalanina, ( CO~l4

2 C )-2',4',4-trihidroxichal-
cona y ( Me-"'C )-formometina 44 por via raiz; se aislé afror

mosina, se cuantificé y diluyd con portador sintético.

0. HO

Los resultados 96 evidencian ( Tabla 4 ) que los

Tabla 4: Incorporacidon de precursores marcados en afrormosina en brotes
de Onobrychis viaifolia ( Leguminosae ) .

Precursor Actividad especTfica Incorporacidn
( dpm/mM ) (%)
( 2-”'c )-D,L-fenlil 8
alanina. 6,30.10 0,25
( CO"”'C )_2|’h|,6|’_ 6
trihldroxichalcona. 8.85.10 0,10
formomet Ina 1,62.107 0,13

tres compuestos son buenos precursores. La incorporacidén de
formometina 44 indica que la introduccién del grupo 6-OH /

6-OCH,
sugiere que la 6,7-dihidroxi-4'-metoxiisoflavona sea interme-

debe ser uno de los Gltimos pasos de la biosintesis y

diaria en el proceso. El hecho de que la 2',4',4-trihidroxi-

97 confirma que la bio-

chalcona es precursor de formometina
sintesis de afrormosina ocurre via esta isoflavona y no a ni-

vel de la chalcona.

Formacién de O-metil derivados

Se encontrd en un cultivo de células de perejil
una O-metiltransferasa 98 que cataliza la transferencia del
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grupo metilo de S-adenosil-L-metionina al HO-3' de luteolina
( 5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona ) para formar crisoeriol, ob-
servandose que sélo los o-dihidroxifenoles son sustratos de
esta enzima especifica paré HO-3' del flavonoide ( meta respec
to a C-1' ). Por ello, esta enzima puede clasificarse como
S-adenosil-L-metionina-vrtodihidroxifenol-meta- O-metiltransfe-
rasa. Una actividad mayor se observé en un extracto libre de
células de la cascara del fruto de Citrus mitis ( Rutaceae ) . Es
te extracto cataliza la O-metilacién de casi todos los hidro-

xilos de un gran numero de flavonoides, indicando la presen-

cia de o- ( 5- ), m- ( 6-, 8-, 3'-) , p- ( 7-, 4'- ) y 3-0-
metiltransferasas 99. Los extractos enzimaticos se ensayaron
en su actividad metilante utilizando S-adenosil—L—(l4C—Me)—

metionina y midiendo la incorporacién de radiactividad en los
productos expresada en porciento de la de quercetina ( =100%)
cuando fue ensayada como sustrato. )

La O-metilacidén de los flavonoides a sus di-, tri-
o tetrametil derivados parece ocurrir a través de una secuen~
cia coordinada de pasos de metilacidén que pueden ocurrir en
la superficie de un complejo enzimdtico.

Se puede obtener una relacidén entre el esquema de
sustitucidén de los hidroxilos de los sustratos probados, su
habilidad aceptora y la densidad electrénica negativa ( DEN ).
Los flavonoides con hidroxilos vecinales en posiciones 5,6,7
u 8 gque no poseen sustituyentes en el anillo B muestran una
mayor O-metilacién y DEN ( y por tanto mayor poder nucleéfilo)
en las posiciones 6- y 8-. El esquema general de metilacidn
es: 6>8>7>5 ( Tabla 5 ). La sustitucion del anillo B a-
fecta la nucleofilicidad de los hidroxilos del anillo A.

- Esta tendencia concuerda con la encontrada en los
flavonoides naturales que son principalmente metilados en las

posiciones 6- u 8-.
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Tabla 5: O-metilaclén in vitro de flavonoides por extractos )lbres de celu-

las de Citrus.

Flavonoides con hldroxilos
veclinales en el anlllo A

5,6-dihidroxiflavona

7,8-dihidroxiflavona

6,7-dlhidroxi-4'-metoxi-
isoflavona

6,7,4'-trihidroxlisoflavona

5,6,7-trihidroxiflavona

5,7,8-trihidroxiflavona

5,7,8,4'-tetrahidroxi-
flavona

5,7,8-trihidroxi- 4'-metoxi-
flavona

5,6,7,4'-tetrahlidroxi-
flavona

3,5,6,7,3',4'-hexahldroxi-
flavona

Derivados
0-metl)ados

y 6-

Ly
j’l

< <

*
Actividad
relatlva

62
22
16

90
5
5

77
23

80
10
10
Lo

60

55
b5

60
40
60
40

65
35

70
30

Xk
DEN

0,1386
0,0865

0,0369
0,0542

0,1390
0,1066

0,0985
0,0235
0,0360

0,3009
0,1409
0,111k

0,2089
0,0819
0,2495
0,1519
0,2089
0,0819

0,1395
0,0213

0,2960
0,1086

+ 0,0821
+ 0,0032

(4')
(7)

(5)
(7)

(7)

(6)

(3)
(3')
(6)
(7)

*
Determinada por autoradiograffa después de efectuar CCD de la mezcla de

reaccion.

Kk .
Densidad electrdnica negativa.
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Origen biosintético del grupo metilendioxilo

Se estudid en alcaloides de Amaryllidaceae, observan-
dose que el fenol 45 marcado conl4C en ambos carbonos de la
cadena ( 81% ) y en el metoxilo ( 19% ), se incorpora en el

100 , sin degradacidén previa, La

alcaloide haemantamina 46
haemantamina derivada biolébicamente tenia un 20% de actividad
en el grupo metilendioxilo.

Este grupo, por lo tanto, se forma por ciclacién oxi
dativa del metoxilo a metilendioxilo descartindose la posibi-
lidad de formacién por demetilacidn y reaccién con un equivalen
te biosintético del formaldehido. El carbono metilénico se
aislé como formaldehido luego de una hidrdlisis con 4c. sulfu

rico 101 .

*
MeO

HO

Regulacidén en la acumulacién de fenilpropanoides

La acumulacidén de flavonoides y otros polifenoles de
rivados de fenilalanina se consideraba como un proceso contro
lado a nivel enzimdtico 89 . 8in embargo, en las condiciones
fis}olégicas en que se encuentran las células vegetales, la
actividad enzimatica no debe ser necesariamente el principal
factor limitante 102 , pues existe ademds el control a nivel
de sustrato.

Un mecanismo de control funciona aparentemente en el
suministro de sustrato en la primera etapa biosintética de los

dcidos cinamicos, flavonoides y otros compuestos relacionados,
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que es la desaminacién de fenilalanina catalizada por la fenil
alanina-amoniaco-liasa ( FAL ). En contra de la primera afir
macién ( control enzimidtico ) debe considerarse lo siguiente:

l.- Se observa declinacién en algunos casos de la
actividad de FAL y acumulacidén de antocianas.

2.- La administracién de fenilalanina puede provocar
un aumento considerable en la acumulacidén de antociana en la
mayoria de los casos 103 .

En general, se verifica que cualquier cambio de acti
vidad de FAL no produce variacidén en la velocidad de acumula-
cién de flavonoides. En cambio, es probable que la capacidad
desaminante de los tejidos sea siempre suficiente para consu-
mir toda la fenilalanina que no entré en la sintesis proteica
Yy que queda disponible para la accidén enzimitica de FAL duran
te el metabolismo normal de la célula.

Una evidencia simple del papel limitante de la fenil
alanina es la accidén estimulante sobre la acumulacién de poli
fenoles cuando se administra el aminodcido externamente.

Bajo la influencia de factores externos agraviantes
( radiacidén gama, agentes patdgenos, etc. ) se producen distur
bios metabdlicos. En estas condiciones, aumenta la concentra
cién de fenilalanina ( se inhibe la sintesis de proteinas ) y
aumenta la biosintesis de compuestos fendlicos como respuesta
a estos ataques. También existe un balance entre el metabolis
mo de proteinas y la formacién de flavonoides. En condiciones
favorables para la sintesis proteica disminuye en general la
acumulacién de fenilpropanos, mientras que cualquier condicidn
que produzca la inhibicidén de sintesis proteica o que acele-
re el recambio y degradacidén catabdlica de proteinas estimu-
la el proceso. De hecho, brotes de varias plantas producto-
ras de flavonoides producen menos flavonoides durante perio-
dos de intensa sintesis proteica, inducida por N-fertilizacidn
Y progucen mas flavonoides cuando crecen en soluciones de fe
nilalanina. La biosintesis de flavonoides puede ser un cami-
no para liberarse de compuestos fendlicos que provienen de la
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fenilalanina y tirosina liberadas por las proteinas y puede
ser también un medio para reservar grupos fenilo 104 . El ca
mino que lleva a la formacién de flavonoides se considera por
tanto un camino catabdlico de los aminodcidos aromiticos que
se forman durante la evolucién del metabolismo de las plantas
para bloquear la produccién de compuestes tdxicos provenien-
tes de la degradacién proteica en un caso, y también para la
recuperacién de estos productos en la circulacidén general de

materia organica en plantas 105 .

Metabolismo de los flavonoides

Las transformaciones sufridas por los flavonoides en

106 siguen dos caminos principales:

microorganismos y mamiferos

l.- Ruptura del anillo heterociclico produciendo CO
( proveniente de C-3 ) y dos acidos benzoicos representando a
los anillos A y B.

2.- Ruptura oxidativa del anillo A para producir aci
dos propidnicos o valéricos sustituidos.

El conocimiento del catabolismo de flavonoides en
plantas superiores es menor. En el caso de los flavonoles am
pliamente distribuidos como canferol y quercetina, variasplan
tas mostraron que estos marcados con ¢ eran degradados e in

corporados en lignina 107 .

108 describen que un preparado enzimati

HGsel y Barz
co de Cicer arietinum transforma a flavonoles en 2,3-dihidroxi-
flavanonas y que canferol, quercetina y datiscetina ( 3,5,7,
2'-tetrahidroxiflavona ) se catabolizan en cultivos libres de
células a ac. p-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxibenzoico y o-hi
droxibenzoico respectivamente originados a partir del anillo
B, no encontrdndose floroglucinol entre los metabolitos del a

nillo A 109
En hongos se observé que la flavanona era transforma
da por Gibberella fujitkuroi en 4'-hidroxiflavanona 110' La fer-

mentacién de flavanona con Gibberella saubinetti dio el 4'-hidro
xi derivado como mayor producto de transformacidén y ac. sali-
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cilico como producto de degradacidn.
Sin embargo.G. fujikuroi y Aspergillus niger no dieron pro

ductos reconocibles 111 .

ACCION FARMACOLOGICA

Efecto y uso de drogas con flavonoides

No se logrd con los flavonoides correlacionar totalmen
te las observaciones en animales de experimentacidén con las expe
riencias clinicas. Independientemente de que los flavonoides
sean farmacos polipotentes de valor, o sustancias poco activas,

se trata de un grupo de compuestos con una gran variacién es
tructural y con un comportamiento fisico-quimico diferencial
( ¢coeficientes de particién ). Midiendo la toxicidad de las
sustancias sobre animales inferiores ( lombrices, gusanos, in-
sectos ) se muestra la relacién estrecha entre coeficientes
de particién y toxicidad. Dentro de una serie homéloga de com
puestos , los menos solubles en agua son los que presentan ma
yor toxicidad. Asi, los derivados hidroxilados son menos té-
xicos que los correspondientes metoxilados, y los derivados no
sustituidos son mads tdxicos comparados con los compuestos hi-
droxilados. Existen ejemplos de estrecha especificidad estruc
tural sobre la accién. Los glicésidos de flavonoles y flavano
nas tipo rutina y naringenina son inocuos, no presentando efec
tos téxicos aun después de administrar en humanos mds de 60 mg
de rutina por dia .durante 5 afios y aun con dosis masivas. En
cambio la floridzina 47 que es un glicésido de dihidrochalcona
comparable en solubilidad con la rutina, presenta una accioén
llamativa pues conduce a un cuadro similar a una diabetes re-
nal; disminuye el umbral de glucosa enh los rifiones y sobrevie
ne un aumento patolégico de eliminacidén de glucosa en orina.
Otros compuestos relacionados con los anteriores como isosala
purpésido 48 y salipurpdésido 49, componentes de Helichrysum are-

. ‘2 63
narituwm, no presentan accion renal .



40

Gluo

Glu = glucosa

Gluo

Teniendo en cuenta que el mecanismo de accién de fla
vonoides puros aun no estd aclarado, se complica aun mds cuan
do se emplean extractos de plantas medicinales. En cuanto a
la responsabilidad de los flavonoides en la accidén de drogas
o plantas medicinales debe tenerse en cuenta:

l.- Contenido total de flavonoides

2.- Posible presencia de flavonoides activos acompa-
flantes no comprobables analiticamente, pero si desde el punto
de vista farmacodinéamico.

3.- Posible presencia de otros componentes descono-
cidos pero farmacodinéhicamgnte no inertes ( sinergistas ).

Aunque existen pocos datos, llama la atencidn que
plantas con accidén diurética y tonificante venosa tienen como
sustancias secundarias saponinas ( Aesculus, Solidago, Betula ),
por ello las experiencias en animales con soluciones modelo
de flavonoides puros son menos activas ( 1 : 2 ) que extrac-
tos de plantas con igual concentracién de flavonoides.

Accidn terapéutica de drogas y flavonoides puros

1l.- Efecto antiateromatoso: se demostrd en conejos
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y ratones con aterosclerosis experimental que al administrar-
les rutina y luteolina ( 5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona ) se

producia una disminucién de depdsitos aterosclerdéticos en aor
112,113

ta . También mezclas de quercetina y canferol produ-
cen un gran efecto antiateromatoso comparado con los corres-
pondientes glicdsidos 114

2.~ Vasodilatador coronario: se determind en corazén

aislado de conejo y de gato in vivo que el hiperdsido ( gquerce
tina-3-O-galactésido ) aumenta el flujo coronario y presenta
también funcién antiarritmica 11°r116 . |

3.- Accidén antiinflamatoria: 1la gosipina 50, aisla-
da de Hibigseus vitifolius, actua como antiinflamatorio no este-
roideo, como la fenilbutazona, reduciendo edemas y la permea-
bilidad capilar producida por agentes flogisticos 117-119 .
También el Venalot, constituido por cumarina y tris-(O-g~hi-

120 reduce el edema pancreatico y

droxietil)-rutindsido 51
necrosis. La flavanona barachinina 52, aislada de Psotlea coy-

lifolia, presenta una gran accién antiinflamatoria y antipiré-
igual que la presentada por otros flavonoides 122 ’

123

tica 121

entre ellos naringenina-7-O-neohesperidésido 53
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HO

4.- Efecto antitrémbico: los flavonoides que poseen al

menos dos metoxilos presentan un efecto antiadhesivo pode-

roso y pueden ser efectivos en combinacién con anticoagulan-
tes 124, por ej.: la combinacién de nobiletina con heparina
provee una mayor proteccién contra la formacidén de trombos que
cualquiera de los compuestos por separado 125 .

Otros flavonoides ( rutina, naringenina, etc. ) aumen

tan la supervivencia de ratas con dieta trombogénica 126

5.- Fragilidad y permeabilidad capilar: los flavonoi-

des se mostraron eficaces en disminuir la fragilidad y permea-

bilidad capilar, entre ellos el Venoruton P4 ( tris-0-( B-hi-

127

droxietil)rutinésido 51 ) , patuletina , acacetina, gosipi

na, nepetina 54, rutina, escutelareina y narigenina128_13l

OH

6.— Accidn espasmplftica: diversos flavonoides

actuan espasmoliticamente ( anulan convulsiones de los d4rganos
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con misculos lisos ). Asi por ejemplo, se relaciona el uso me
dicinal popular de camelia con la presencia de apigenina y fla
vonoides relacionados; la accién espasmolitica de Sucars liquirt
tiae se vincula al contenido de liquiritigenina e isoliquiritji
genina 63 . En general, las agliconas resultaron mas activas,
aumentando la accidén a mayor numero de hidroxilos siendo los

compuestos mas activos aquellos con HO-7 y HO-4' tanto para

flavonas como flavonoles 132’133. pPor ej.: la 3,7,8,3',4'-pen

tahidroxiflavona es efectiva como espasmolitico 134 .

7.- Accidén antiviral: procianidina, pelargonina y quer
cetina demostraron poseer actividad antiviral contra el Herpes-

virus hominie. La luteolina mostrd también una gran actividad

virostatica contra H. suts 135 . La quercetrina ( quercetina-

7-0-glucdésido ) elimina las infecciones virales de influenza
tipo A en tejidos de ratdén y en embriones de pollo 136 1a
5,6,7,8-tetrametoxi-4'-hidroxiflavona presenta accidn contra

Rhinovirus tipo 13 137 . En general los flavonoides ejercen e-

fecto antiviral demostrandose in vitro la inhibicién de su mul
tiplicacién. Aunque se observan distintas actividades para
diversos compuestos no existe aparentemente una relacidén es-

tructura-actividad aparente 138.

8.- Accion fungistatica y bactericida: los flavonoi

des en algunos casos actuan como defensa de determinados vege
tales contra agentes externos, por ej.: la nobiletina es el
principal agente fungistdtico presente en mandarinas resisten
tes al " mal seco " ( responsable: Deuteroma tracheiphila ) 139 .
También especies de manzanos resistentes presentan en raiz un
alto contenido de compuestos fendlicos ( glicésidos de quece-
tina y canferol ) en contraste con especies susceptibles 140.

Los flavonoides son fungicidas no téxicos para huma-
nos y animales domésticos, por eso pueden usarse en fumigacidn
de plantaciones 141 .

También los complejos metdlicos de quercetina exhiben
propiedades antibacteriales y fungicidas siendo los de Hg y Pb
los mas efectivos. Si bien tienen limitado valor terapeidtico

por su alta toxicidad pueden ser Gtiles en uso externo 14? .
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Los C-bencilflavonoides aislados de Uaria chamae mos-
traron poseer accidén antimicrobiana contra Staphylococus aureus,

Bacilus subtilis y Mycobacterium emegmatisa nivel comparable al que

presenta el sulfato de estreptomicina 143 ( por ej.: uvareti-

na 55 ). La reduccién del enlace 2-3 parece aumentar esta ac

tividaa 144 .

9.- Accidén diurética: no se conoce el mecanismo de
accién diurética de determinadas drogas con flavonoides. Pa-
ra esta accién se utilizan las siguientes plantas medicinales
Poligoniwm aviculare, P. hydropiper, Ononis spinosa, Prunus spinosa, Sam
bucus nigra, Filipendula ulmaria y Viola tricolor.

La robinina aumenta la diuresis en animales con ma-
yor efectividad por administracién <.v o Z.p que oralmente 145.

63

Robinina

]
"

D-galactosa
L-ramnosa

<
]
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10.- Actividad antitumoral: aparentemente no existe

una relacidén accidn-estructura y se considera que a pesar de

la actividad ocasional que presentan determinados compuestos,

no estd garantizada su utilidad como agentes antitumorales 146.
Una serie de flavonas aisladas del extracto alcohdli

co de Eupatoriwm semiserratum, entre ellas eupatorina 56, presen

tan actividad contra carcinoma humano nasofaringeo mantenido

en un cultivo de células ( KB )14?De Helenium amarum se aisld
nepetina 57, flavona que presenta actividad antitumoral 148.
OMe




CAPITULO III

METODOS ESPECTROSCOPICOS EN LA
ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE FLAVONOIDES
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METODOS ESPECTROSCOPICOS EN LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE
FLAVONOIDES

1.- ESPECTROMETRIA DE MASAS

Introduccidn

La espectrometria de masas de impacto electrdénico fue
aplicada exitosamente a todas las clases de agliconas de flavo
noides puras o en mezclas, ya un nimero de glicdésidos, tanto
C-glicosil como O-glicosil flavonoides 149 .

La mayoria de las agliconas de flavonoides presen-
tan intensos picos correspondientes al ién molecular ( M+ ),
que es a menudo pico base. La derivatizacién no es necesaria
salvo que se efectuie una cromatografia gaseosa acoplada a es-
pectrometria de masas ( CGL - EM ), en cuyo caso la trimetil

150 151 ofrecen una adecuada

sililacién o la permetilacidn
volatilidad.

En el caso de glicdésidos de flavonoides no deriva-
tizados, el ién molecular es raramente observado y los deri-
vados permetilados o peracetilados dan fragmentos de baja in-
tensidad. Son particularmente Gtiles los derivados trimetil-
sililados de glicdésidos, ya.que dan una idea de la secuencia
de unién de los azlcares presentes en el mismo 152,153 .

Las fragmentaciones mas Gtiles en cuanto a identifi-
cacidon estructural de agliconas son las que involucran la for
macién de fragmentos que contienen intactos a los anillos A
y B, que se designan como camino I y camino II en la figura
23 . Es de notar que el camino I produce normalmente dos io-
nes, Ai+ y Bi+, cuya relacién es indicativa de la distribucidn
de carga en el ién molecular.

En cambio, el camino II da predominantemente una so-
la especie cargada B; .

Kingston aprecié que estos dos caminos son competiti
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Camino I:

+
Camino II: —]+. ! 1
0]
+ 0=C=CH +
o c=ot
+
B,

Figura 23: Principales fragmentos presentes en los espectros de masas de
flavonoides. '

vos y que las intensidades combinadas de B; Y 32 - CO )+ son
aproximadamente inversamente proporcionales a AI' Y BI' 154.
Excepto en el caso de chalconas, los caminos de fragmentacidn
mas importantes que sufren las agliconas de flavonoides ( fla
vonas , flavonoles, isoflavonas, flavanonas y dihidroflavono
les ) son similares 149 ( Fig. 24 ) .

Flavonas y flavonoles

Las flavonas no poseen un centro o sitio de facil rup
tura, por lo tanto el ién molecular es siempre intenso en el
espectro de masas de estos compuestos.

Las flavonas con menos de 4 grupos hidroxilo, mues-
tran iones de moderada intensidad para los fragmentos corres-
pondientes a la ruptura retro DielsAlder ( Flavonoide—-AI'+ BI'L
por ej.: flavona 58, apigenina 59 y acacetina 60; en cambio,
éstos son de menor importancia en compuestos altamente sustitui

dos como la isoramnetina 61 155.
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Figura 24: Fragmentaciones con valor diagndstico en los espectros de masas de
diferentes tipos de agliconas de flavonoides.



49

61:R;=R,=R,=R.= OH; R,= OMe

En el caso de la flavona 58 156 . €l pico base es el

ién molecular y se observan fragmentos correspondientes a M---H)+
+, +. +. +. . . . .

M-C )" ,A",A -Q) " yB" (Fig. 25 ). La sustitucién en los
anillos A y B puede determinarse examinando los iones AI', BI'

+
Y B2 .

o ®
_H'
% Q ———mu-1"
58:m/e 221 (33)
0:m/e 283 ( 9)

Rl

Camino |

60:m/e 284 (100)
+.
R:] R

R
( ji +
Qb HCC
R

AI'; 58:m/e 120 (80) BI'; 58: m/e 102 (12) 3‘2”, 58:m/e 105(6)
60:m/e 152 ( 6) 60: m/e 132 (15) 60:m/e 135(2)
-Co
A, - col * B, - col *
58:m/e 77 (2)

+.

58:m/e 92 (49)

60:m/e 124 (5)
Figura 25: Intensidades relativas de los espectros de masas de flavona §§ y
acacetina 60.

60:m/e 107 (1)
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Por ejemplo, la acacetina 60 157 produce un fragmento
AI' a 32 uma mayor que la flavona 58 dando cuenta que el ani-r
llo A se encuentra sustituido por dos hidroxilos. De la misma

+
manera, el fragmento 32 aparece a 30 uma mayor que el corres-

pondiente de la flavona, valor que corresponde a la presencia
de un metoxilo adicional con respecto a €sta.

Otros fragmentos significativos incluyen la formacidn
de un ién M - H de origen incierto 154 , M - CO )+' v Ay - C0)+'
Yy B2 - CO )+ . Se observan también fragmentos doblemente car-
gados, caracteristicos de compuestos altamente aromaticos.

Como puede observarse las flavonas simples brindan
caminos de fragmentacidén bien definidos, obteniéndose espectros
con pocos picos que indican el nimero y ubicacidén de los susti-
tuyentes en los anillos constituyentes.

En el caso de flavonas con cuatro o mas sustituyentes
oxigenados ( hidroxilos y metoxilos ) no se observan los picos
correspondientes a la reaccidén retro Diels-Alder y en el es-

pectro dominan los iones M, M - Me, M - COy M - CO - Me .

Fragmentos principales

M - H: esta pérdida es significativa en dos situacio-

nes distintas:

l.- La presencia de un hidroxilo unido a C-3 o
C-6 produce la pérdida de hidrdgeno a partir del ién molecular,
lo cual se racionaliza suponiendo la formacidén de los iones

tipo quinona a y b .

|0
|o
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2.- Los flavonoides que poseen un metoxilo en
C-3 o C-5 pierden un atomo de hidrégeno. Kingston 154 propo-
ne que el carbonilo ionizado desplace a un atomo de hidrdgeno

de uno de esos grupos formando un catidén estabilizado c .

MeO

OMe

C

M - Me: este ién es abundante en todos los espectros
de masas de las 6- u B-metoxiflavonas, pues esta pérdida esté
favorecida debido a la formacién del catién tipo quinona a(o
el isomérico derivado de una 8-metoxiflavona ) . Este proce-
so compite con fragmentaciones como M - H , que se ve muy redu
cida ; por ejemplo , en la 5,6,7,4'-tetrametoxiflavona, en la
que el pico base es el fragmento M - Me no se observa M - H .

Las 3-metoxiflavonas también presentan un fragmento
M - Me moderado, presumiblemente debido a la formacién de un
catién del tipo b . Sin embargo, en este caso es importante
la formacién del idén M - H reduciéndose la intensidad del M -

. + . . s
Me . La presencia de M - Me ) intenso es diagndstico de 3- ,



52

6- u 8-metoxiflavonas, mientras que la ausencia de este pico

no excluye la presencia de un MeO-3.

M - OH: este tipo de pérdida es muy importante en el
caso de 3,2'-dihidroxiflavonas y es el pico base d en el espec

tro de masas de la 3,5,7,2',4'-pentahidroxiflavona.

o+
/

\
o

OH OH
4

M- H

20: se demostrdé que todas las flavonas que tie

nen grupos metoxilo unidos a C-5 exhiben picos a M-17y

M - 18. Sin embargo un nimero suficientemente grande de com-
puestos sin este grupo también presentan pérdidas significa-
tivas de OH y H20. Por lo tanto, no resulta claro el proce-
so de esta pérdida.

M - Hj0: se observé que los compuestos con metoxilos
en C-3 y C-5 presentan este pico. Si bien no se conoce su gé-

nesis, puede ser (til como diagndstico.

M - MeO: este idn es el pico base en el espectro de
masas de 3,5,7,2',4'-pentametoxiflavona, indicando que la frag
mentacidn caracteristica de 3,2'-dihidroxiflavonas se mantiene
en sus metil éteres.

Otras metoxiflavonas presentan este idén pero con inten

sidad moderada.
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MeO

M - MeCO: este idn es significativo en las 6- y 8-
metoxiflavonas. Evidencias por iones netaestables y medidas
hechas en alta resolucidén indican que estos iones se forman
por pérdida de CO a partir de M - Me. Los compuestos que no
tienen grupos metoxilo unidos a C-3, pieden CO a partir del
ién tipo quinona e ( Fig. 26 ), como ocurre en benzo y nafto-

quinonas 158 .

También presentan fragmentos M -MeCO moderados las
3-metoxiflavonas, donde la pérdida de metilo seguida de CO pro
155 .

( Fig, 27 ) .

Por lo tanto, la observaciénde un ién M - 43 intenso

viene presumiblemente de la posicidn 3

es diagndstico de 3-, 6- u 8-metoxiflavona, pero no es con-

cluyente en el caso de obtener picos pequefios.

Fragmentos provenientes de la reaccidén tipo retro Diels-Alder

+'
Ay« A

fragmentos no son importantes en flavonas con mas de cuatro

+ . .
+ H) : como se menciond previamente, estos

sustituyentes oxigenados.

+
A, - Me ) : los espectros de masas de 6- u B8-meto-

xiflavonas muestran estos picos con moderada o gran intensi-
dad.

La medicidén de picos metaestables confirma que el154
iéon A - Me f ( Fig. 26 ) proviene de M - Me e en una etapa



Figura 26

Figura 27
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+ ¢ P rd
A - MeCO ) : este idén, asl como A - Me, es intenso

en el espectro de 6- y B8-metoxiflavonas y presumiblemente pro-
viene de la pérdida de CO a partir del ién A - Me .

+. : . .
El—: asl como el fragmento AI s ho es importante en

flavonas con mas de cuatro sustituyentes oxigenados.

+
Byt B
tensos en las flavonas y su abundancia es aproximadamente in-

versamente proporcional a la de los fragmentos AI' ’ Al - Me)+ '

y BI‘- dan informacidén de la sustitucién en el anillo B y por

’

+ . .
- CO ) : estos iones son moderadamente in-

diferencia, de la composicidén del anillo A. En el caso de fla
vonas totalmente metiladas que no presentan picos intensos de
RDA, las relaciones m/e que puede presentar el fragmento B;
son limitadas; por ejemplo: 105, 135, 165 y 195 para flavonas
no .sustituidas, mono- , di- y trisustituidas en el anillo B .
En este caso, si se limita la atencidén a los iones con esos
valores de m/e, el ién mas intenso serd el que corresponda

al ién B;. Lo mismo se puede hacer con flavonas parcialmente
metiladas. En todos los casos, la presencia del ién B2 - CO )+

sirve como confirmacién.

Iones doblemente cargados: estos picos son moderada

mente intensos, como es de esperar en moléculas altamente in-
saturadas, y se encuentran frecuentemente en la misma zona de
los iones Al, Bl y B2, pudiendo distinguirse de estos ultimos
por presentar picos isotépicos a masas no enteras. El pico

doblemente cargado mas importante es M - CO )++, aunque la

razén no parece clara.

Flavonas y 3-O-metilflavonoles con el anillo A trisustituido

Es delicado distinguir entre flavonoides 5,6,7- y

5,7,8-trisustituidos, aunque un método adecuado 159 , Y que

requiere poca cantidad de muestra, se basa en comparar las in
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tensidades relativas de los picos M, M - H, M - Me y M - H20
para una serie de compuestos isoméricos con sustitucién 5,6,7-

y 5,7’8— .

5,7-dihidroxi-6- u 8-metoxiflavonas, flavonoles y me-

til flavonoles: se puede generalizar que:
l.- Las 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavonas se dife-

rencian de sus is@{meros 8-metoxi, por la presencia de un ién
M - H20 superior al 10 $ y por presentar un ién molecular mas
abundante que M - Me y generalmente igual a 100 %. En cambio,
en los segundos, el pico base es M- Me.

2.- Los 3-O-metilflavonoles metoxilados en C-6
se diferencian de los flavonoles y flavonas por la importancia
del i6n M - H ( mayor del 10 % ) .

3.- Los 3-O-metilflavonoles metoxilados en C-6
se diferencian estrictamente de las flavonas por la menor im-

portancia del ién M - Me 159 ( Fig. 28, Tabla 6 ) .

5,7-dihldroxi-6- u 8-metoxiflavonoldes

M>M - Me
Yy 0>
M - Hy 102
5,7-dihfdroxi-6-metoxi- 5,7-dlhidroxi-8-metoxi-
flavona ( en general ) flavona ( en general )
|
no 5,7-dihidroxi-6-metoxi-
M ~l2f 10% 3-0-meti1flavonol
5,7-dihidroxi-6-metoxi-
flavonas y flavonoles
l no 5,7-dihidroxi-6-metoxi-

M- Me > 30%

Pl

5,7-dlhidroxi-6-metoxiflavonas

flavonoles

Figura 28: Diferenciacién de flavonoides 5,6,7- y 5.7,8-trisustituidos
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SUSTITUYENTES M M-H M - Me M- HZO
c-3 c-5 c-6 c-7 c-8 me % m/e % m/le % m/e 3

OH Me0 OH 284 100 283 5 269 53 266 27
Me0 OH MeO OH 314 100 313 34 299 Lo 296 17
OH OH MeO OH 300 100 299 3 285 13 282 2
OH OH MeO 284 73 283 - 269
MeO OH OH MeO 314 * 93 313 15 299 100
OH OH OH MeO 300 81 299 3 285 100

Tabla 6: Picos caracterTsticos en el espectro de masas de flavonoides 5,6,7-
y 5,7,8-trisustituldos.

0 . . .
pudieron diferenciar

Posteriormente, Goudard et al. 16
S-hidroxi-6,7-dimetoxi y 5,7,8-trimetoxiflavonas ( M>M - Me )
de 5-hidroxi-7,8-dimetoxi y 5,6,7-trimetoxiflavonas ( M<M - Me )

respectivamente ( Tabla 7 ).

SUSTITUYENTES M M - Me
c-5 ¢-6 -7 ¢c-8 m/e % m/e %

OH MeO  MeO 298 100 283 68
OH Me0  MeO 298 61 283 100
Me0 Me0O MeO 312 33 297 100
MeO MeO0  MeO 312 100 297 64

Tabla 7: Picos caracterfsticos en el espectro

de masas de flavonoides.

Espectrometrfa de masas de glicdsidos de flavonoides

La investigacidén de los espectros de masas de los O-

glicésidos de flavonoides se realiza por medio de sus derivados

metilados y perdeuterometilados 161-164 . Sin embargo, estos
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métodos presentan la desventaja que la metilacidén no es siem-
pre completa y el producto obtenido requiere una purificacién
posterior.

Como método alternativo, se utilizaron los trimetilsi
1il derivados 1°2r133 que son de facil preparacién y no requie

ren tratamientos posteriores.

Caracteristicas de los espectros de masas de los derivados tri-

metilsililados de O-glicésidaos

1.- Ién molecular: en todos los espectros se detecta

el ién molecular, intenso comparado con el que presentan los
O-glicdsidos metilados, de al menos 1 $ . Se observa ademis
un pico mas intenso a M - Me con una abundancia relativa de
hasta 40 %.

2.- Agliconas: los espectros de masas muestran que

la ruptura del enlace aglicona-azdcar involucra transferencia
de H o trimetilsililo ( R ), formando los fragmentos A + 2R,
A+H+ R, A+R, A+ 2H, A+ Hy los correspondientes a 15
uma menos. Los picos mas intensos en los espectros de 3-0-gli
césidos y 7-0-glicdsidos son A + Hy A + H - Me. Los 7-0-gli-
césidos difieren tipicamente de los 3-0-glicésidos por presen-
tar A + H - Me de aproximadamente 100 %, mientras que el pico
mas intenso de 3,7-0-di y triglicésidos es el M + H + R - Me.

3.- Azlcares, secuencia y punto de unidén: la formacidn

de los fragmentos correspondientes a los azlicares esta siempre
combinada con pérdida de hidrdégeno. Se observan los iones co
rrespondientes a azicares terminales ( T ) y en el caso de di
sacaridos, el azlcar completo ( D ). Las masas tipicas de los
fragmentos T y D para diferentes azlcares son : m/e 828 ( sofo
rosa ), 740 ( rutinosa, neohesperi@osa y robinobiosa ), 464 ( é
cido glucurénico ), 406 ( metiléster del 4cido glucurdnico ),
450 ( glucosa y galactosa ) y 362 ( ramnosa ). Se observan
también fragmentos debidos a pérdidas de trimetilsilanol ( ROH )

a partir de los iones mencionados: T - ROH y D - ROH, y otros
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adicionales a masas bajas debidos a azlcares trimetilsililados
( m/e 217, 204, 147, 117 y 73 ), siendo este Gltimo frecuente-
mente pico base.

No es posible por este método distinguir entre isdme-
ros ( glucosa y galactosa o rutinosa y robinobiosa ). Sin em
bargo si en un disacédrido, deducir la secuencia de unidn, pues
el azdcar terminal produce un intenso ién T - H ( 30% ) acom
pafiado de T - ROH.

Al separarse el azdcar terminal, la carga puede tam-
bién permanecer en el resto de la molécula dando lugar a frag
mentos denominados S.

La posicién de la unién interglicosidica puede detec-
tarse facilmente en el caso de disaciridos con uniones 1—2
y 1— 6, ya que los azucares con unién 1—/=6 ( rutinosa, robi-
nobiosa ) presentan sélo un pico debido al disacarido D - H.
En cambio, los espectros de los azlcares con unién 1—2 ( neo
hesperidosa y soforosa ) muestran ademds del ién D - H, otro
D - ROH, con m/e 651 y 739 respectivamente.

En la figura 29 se ejemplifican las rupturas de la ru

tina ( quercetina-3-O-rutindsiodo ).

OR
T-H ( m/e 362,44% )
OR
OR
o) OR
( m/e 530 ,100 % ) A+H i

A+R-15 (m/e 647, 52% ) (m/e 740,27% ) Me
( m/e 951, 3% ) _S|

Figura 29
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2.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA PROTONICA ( lH-RMN )

Introduccién

165 . . y
realizaron la primera correlacion

Massicot y Marthé
de las seflales.de los protones aromaticos, utilizando como sol-
vente cloroformo deuterado. Sin embargo, como la mayoria de los
flavonoides con un hidroxilo ubicado en una posicién distinta
de C-5 son insolubles en este solvente, no pudieron estudiar fla
vonoides polihidroxilados.

En 1964, Batterham y Highet 166 introdujeron como sol-
vente dimetilsulfdéxido deuterado ( DMSO—d6 ) que tiene la ven-
taja de disolver tanto a agliconas como a glicdsidos, evitando
de esta manera la preparacidén de derivados. Como principal des
ventaja debe citarse el hecho que este solvente tiene alta tem
peratura de ebullicién ( 189 °C ) por lo que no puede eliminar
se fdcilmente por destilacién, y que ademds absorbe humedad at
mosférica. Por esta Gltima razdn, en el espectro se observa
una sefial a aproximadamente 3,5 ppm que puede superponerse con

las de otros protones del flavonoide.

167 y Waiss 168 investigaron la

Simultidneamente, Mabry
utilidad de los derivados trimetilsililados para obtener los
espectros de lH—RMN de los flavonoides que no eran solubles en
cloroformo. Estos derivados presentan importantes ventajas:

l.- 1la sintesis e hidrdélisis se efectlan cuantitativa
mente y en condiciones suaves. Debe tenerse particular cuida-
do en el caso de compuestos con hidroxilos unidos a C-5,ya que
pueden hidrolizarse espontaneamente por efecto de la humedad
ambiente. Para evitar esto dltimo suele agregarse en el tubo

de lH—RMN unas gotas de agente sililante.

2.- los derivados trimetilsililados son solubles en clo

roformo y en tetracloruro de carbono en todas las proporciones.
3.- los metilos del grupo trimetilsililo absorben entre

0,0 y 0,5 ppm por lo que no interfieren otras seflales del espec
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tro.

4.- de la comparacidén de los espectros de lH—RMN de los
flavonoides parcial o totalmente sililados se puede obtener in-
formacién sobre los H-3, H-6 y H-8

Interpretacidén de los espectros

Protones del anillo A: en el caso de la 7-metoxiflavona la a«

signacién de las sefiales es inmediata en base a las constantes
de acoplamiento; el H-5 presenta una particién orto , el H-6 aco
plamientos orto y meta, y el H-8 sdlo meta.

Los protones unidds a C-6 y C-8 en flavonas, flavono-
les e isoflavonas con sustitucién 5,7-dihidroxi dan lugar a dos
dobletes ( J=2,5 Hz ) en el rangode 6,0 y 6,5 ppm, apareciendo
a campos mayores el H-6. Para las 5,7-dimetoxiflavonas estos
hidrégenos aparecen a 6,36 y 6,57 ppm, mientras que en la 7-me-
toxiflavona los H-6 e H-8 se observan a 6,97 y 6,91 ppm respec-
tivamente.

La adicién de un metoxilo en C-5 debe producir la dis
minucidén de desplazamientos quimicos de las posiciones ortoy
para al mismo. Para poder asignar las sefiales de cada uno de los
hidrégenos, se compararon éstas de a pares, calculdndose el des
plazamiento producido y comparandolo con datos de desplazamien-

to tabulados:

l.- H-6 6,36 ( efecto orto) 6,97 - 6.36 = 0,61
H-8 6,57 ( efecto para) 6,91 - 6,57 = 0,34
2.- H-6 6,57 ( efecto orto ) 6,97 - 6,57 = 0,40
H-8 6,36 ( efecto para) 6,91 - 6,36 = 0,55

Como previamente se habia encontrado que el efecto de un meto-
xilo en posicidn orto era de 0,51 y en para de 0,33 ppm,el caso
1.- era el correcto. Por lo tanto, se asigndé la sefial a campos
bajos a H-8 y la de campos altos a H-6 165 . Las flavanonas y

dihidroflavonoles 5,7-disustituidos presentan las sefiales de
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H-6 e H-8 a campos mayores que las flavonas y flavonoles ( ta-
bla 8 ) 169,170

H-6 H-8 Solvente
Flavonas y
Flavonoles 6,25 - 6,30 6,46 - 6,55 DMSO
Flavonas y
Flavonoles 6,00 - 6,20 6,30 - 6,50 TMS/CIAC
Flavanonas y
3-hidroxi-
flavanonas 5,85 - 5,95 5,92 - 5,95 PMSO
Flavanonas y
3-hidroxi-
flavanonas 5,75 - 5,95 5,90 - 6,10 TMS/CIhC

Tabla 8: Desplazamientos qufmicos ( ppm ) de H-6 e H-8.

Distincién entre H-3, H-6 e H-8: el Unico protén del nicleo

flavonoidico que da una sefial en la misma regién que los H-6 e
H-8 es el H-3 de las flavonas, que se observa como singulete
cerca de 6,3 ppm. Ocasionalmente los H-3' y H-5' pueden tam-
bién aparecer en esta zona del espectro. En flavonas 5,7-disus
tituidas, los H-6 y 8 aparecen como dobletes por lo que se dife
rencian fdcilmente del H-3. Sin embargo, muchas flavonas tie-
nen solamente un protdén aromatico en el anillo A ( por ej.:
5,6,7- o 5,7,8-trisustituidos ). Una técnica para distinguir
los protones de C-3, 6 y B es comparar los espectros de lH—RMN
de los compuestos totalmente trimetilsililados con el de un de-
rivado conteniendo trimetilsililos en todos los hidroxilos excep
to en el HO-5. De esta manera, el singulete correspondiente a
H-3 sufre un desplazamiento a campos bajos en usualmente mas de
0,15 ppm, mientras que el H-8 se desplaza a campos altos con la

misma magnitud y el H-6 no se‘afectal69 .

Protones del anillo B: los protones del anillo B se observan u-
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sualmente entre 6,7 y 8,0 ppm, a campos mas bajos que los co-
rrespondientes al anillo A. El esquema de seflales observado pa
ra los protones del anillo B es caracteristico del sistema de
sustitucién de éste y ademds sugiere el estado de oxidacidn del

anillo C.

l.- Anillo B no sustituido: las isoflavonas, flavano

nas y dihidrochalconas no sustituidas en este anillo, presen-
tan una sefial estrecha o aguda que es constante para un mismo
tipo de sustancias; por ejemplo: flavanonas 7,42 ppm, dihidro-
chalconas 7,24 ppm. En cambio, en el caso de las flavonas, los
protones del anillo B no sustituidos aparecen como dos grupos
de sefilales mal resueltos a 7,83 y 7,50 ppm 165 , que integran
para 2 y 3 hidrdégenos respectivamente y se asignan facilmen-
te a los protones 2',6' y 3',4',5' respectivamente. Para es-
te fin se calculd el efecto que tiene la introduccién de un me-
toxilo en C-4' de la 5-hidroxi-7-metoxiisoflavona, cuyo espec-
tro presenta una sefial para 5 hidrdgenos a 7,44 ppm. La 5-hi-
droxi-7,4'-dimetoxiisoflavona, en cambio, muestra dos dobletes
correspondientes al anillo B a 6,93 y 7,43 ppm atribuibles a
H-3',5' y H-2',6' respectivamente, pues un metoxilo protege a
la posicién orto de una manera mas pronunciada que a la meta .

Se puede cuantificar as{ el efecto del metoxilo:

0,51 ppm

efecto orto ( MeO ) : 7,44 ppm - 6,93 ppm
efecto meta ( MeO ) ¥ 7,44 ppm - 7,43 ppm

0,01 ppm

En el caso, ahora, de la 5~hidroxi-7,4'-metoxiflavona, los pro
tones del anillo B se observan a 7,00 y 7,83 ppm, pudiendo cal
cular el desplazamiento quimico de los protones del anillo B
en la 5-hidroxi-7-metoxiflavona utilizando los valores calcu-
lados para el desplazamiento producido por causa de un metoxilo

en isoflavonas:

l1.- 7,83 ppm + 0,01 ppm 7,84 ppm

7,00 ppm + 0,51 ppm

7,51 ppm
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2.- 7,83 ppm + 0,51 ppm = 8,34 ppm

7,00 ppm + 0,01 ppm = 7,01 ppm

Debido a que el primer grupo de valores es el mas prdximo al re
al, se llega a la conclusién que la sefial a campos bajos es la
de H-2' y 6' . La influencia de grupos metoxilos en las posi-
ciones 3' y 4' son : orto ( 0,54 - 0,49 ppm ), meta ( 0,01 -
0.05 ppm ) y para ( 0,33 ppm ).

2.- Anillo B oxigenado en C-4': el espectro de este ti

po de compuestos muestra dos dobletes con J V8,5 Hz, aparecien-
do el correspondiente a H-3' y 5', protegido por el sustituyen-
te oxigenado de C-4' siempre a campos mayores que el de H-2'

y 6'. La posicion de este Gltimo doblete depende del estado

de oxidacidén del anillo C, asi por ej.: flavonas 7,70 - 7,90 ppn,
flavonoles 7,90 - 8,10 ppm, flavanonas 7,10 - 7,30 ppm y dihi-
droflavonoles 7,20 - 7,40 ppm .

3.- Anillo B oxigenado en C-3' y C-4': en este caso,

el esquema de sefiales es mas complejo. El H-5' en flavonas y
flavonoles trimetilsikilados aparece como doblete centrado en-
tre 6,70 y 7,10 ppm con J=8,5 Hz. Las seflales correspondientes
a H-2' e H-6' usualmente se superponen apareciendo entre 7,20

y 7,90 ppm. La posicidén relativa de las sefiales de estos proto
nes puede usarse para distinguir 3'-metoxi-4'-hidroxi de 3'-hi-
droxi-4'-metoxiflavonoles entre si. La sefial de H-2' esta cen-
trada a campos mayores que la de H-6' en flavonoles que contienen
el grupo MeO-4'; lo contrario ocurre cuando un grupo MeO-3' es-

ta presente en un flavonol 163 .

4.- Anillo B oxigenado en C-3', C-4' y C-5': los H-2'

y 6' se encuentran en flavonas y flavonoles a aproximadamente

7,20 ppm.
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Efecto de sustitucidén en el anillo C: se estudid el efecto de

introducir un metoxilo en C-3, comparando los espectros de la

3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona y de la 5-hidroxi-7,3',4'~-tri~
metoxiflavona, observandose un desplazamiento de 0,28 ppm para
H-2' y 0,20 ppm para H-6' a campos mas bajos 165 .

Se encontrd considerable variacién entre las distintas
clases de flavonoides en relacién a los hidrégenos del anillo C
dependiendo del estado de oxidacién del mismo.

En flavonas, el H-3 aparece como singulete centrado a
aproximadamente 6,30 ppm que se superpone con las sefiales co-
rrespondientes al anillo A.

La sefial correspondiente al H-2, en isoflavonas, se
observa entre 7,60 y 7,80 ppm en C14C; al examinar estos com-
puestos usando DMSO-d6 como solvente, la sefial se desplaza
1 ppm a campos mas bajos, pudiendo usarse este hecho como diag-
néstico.

En las chalconas, los H-a y H-B aparecen como dobletes
con J~ 17 Hz entre 6,70 - 7,40 ppm y 7,30 - 7,70 ppm respectiva-
mente. El protdén bencilico de las auronas produce un singulete

entre 6,50 y 6,70 ppm.

Chalcona

Aurona

s . ’
6
b 3

Las flavanonas presentan un sistema tipo ABX; el H-2

absorbe a aproximadamente 5,20 ppm dando un cuarteto ( Jﬁis=

> Hz; Ty, 6™ 11 Hz ) por acoplamiento con cada uno de los hidrd
genos de C-3. Los H-3 constituyen la parte AB del sistema y
dan lugar a dos cuartetos superpuestos cerca de 2,80 ppm. Al-

p 169
gunas lineas de los dos cuartetos pueden no ser observadas )
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Glicdésidos de flavonoides

Sefiales correspondientes a los protones de azlcares

l.- Monosaciridos: el desplazamiento quimico del pro

tén anomérico de un azicar unido directamente al hidroxilo de
un flavonoide depende de la naturaleza del flavonoide, asi como
de la posicién y estereoquimica de la unién.

En los glucésidos, el azlicar unido al HO-3 puede dife
renciarse fdcilmente del unido a C-4', C-5 o C-7 pues en estos
Gltimos el protén de C-1'' ( protdn anomérico ) aparece cerca
de 5,00 ppm mientras que en un 3-0O-glucdésido de flavonoide a-
parece en aproximadamente 5,80 ppm. La glucosa forma comﬁnmeg
te uniones g y como consecuencia el H-1'' presenta un acopla-
miento diazial con el H-2'' observandose un doblete con una cons
tante de acoplamiento de aproximadamente 7 Hz. Los ramndsidos
de los flavonoides se encuentran usualmente como a-L-ramndsidos
en los cuales el H-1'' presenta un acoplamiento ecuatortial - ecua
torial con J v2 Hz. Tanto en los 3-como en los 7-O-ramndsidos
la sefial del H~1'' se observa entre 5,00 - 5,30 ppm y el metilo
( H-6'' ) entre 0,80 ~ 1.20 ppm. En el caso de la quercetina-
3-0ramndésido se observa un doblete a 0,85 ppm ( J = 6,5 Hz ),
mientras que en el 7-O-ramndsido esta sefial es compleja y se
observa a 1,20 ppm, lo cual se debe a la libre rotacién de la

ramnosa unida a C-7 169 .

2.- Ramnoglucdésidos: todos los ramnoglucésidos cono-

cidos son rutindésidos o neohesperidésidos. Se diferencian en

el punto de unidén de la ramnosa a la glucosa y pueden distinguir
se analizando los lH—RMN de los derivados trimetilsililados 171.
En los trimetilsilil éteres de 7-y 3-O-rutindésidos el H-1''"' de
la ramnosa se observa a 4,20 - 4,40 ppm ( J V2 Hz ) y los pro-
tones del C-6''' como una sefial compleja entre 0,70 y 1,00 ppm.
En cambio, en los 3-y 7-O-neohesperiddésidos el protén de C-1'''
de la ramnosa absorbe entre 4,90 - 5,00 ppm ( J=2 Hz ) y el me
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tilo aparece como doblete entre 1,10 - 1,30 ppm ( J = 6 Hz ).

Desplazamientos inducidos por solventes

Es conocido el hecho de que el benceno induce despla-
zamientos a campos altos de varias sefilales en el espectro de
lH-RMN, lo cual se expljcé en base a la forma plana del bence-
no y al diamagnetismo que presentan las zonas por encima y por
debajo del anillo. Esto es particularmente Gtil para diferen-
ciar sefiales de metoxilos magnéticamente no equivalentes entre
si 172, por ejemplo, en el 1,2,3-trimetoxibenceno los metoxi-
los aparecen como un singulete ancho en deuterocloroformo, pe-
ro en benceno los metoxilo 1 y 3 estan desplazados a campos ba
jos en 0,38 ppm y el metoxilo de C-2 a campos altos en 0,11 ppm,
presumiblemente por inhibicién estérica en la solvatacién del

ultimo 172 .

173 . :
estudiaron una serie de compuestos me

Bowie et al.
toxilados y observaron que, excepto el ejemplo ya mencionado,
la resonancia de los metoxilos sufren un desplazamiento a cam-
pos altos al cambiar de un solvente inerte ( C14C ) a un sol-
vente complejante como el benceno. Los resultados se resumen
en la tabla 9 .

Los resultados indican que los desplazamientos por sol
ventes de 62 a 64 ( 0,44 a 0,45 ppm ) son virtualmente idénti-
cos para un solo metoxilo unido a un anillo bencénico o en los
C-1] o C-2 de un anillo naftalénico. En los dimetoxibencenos,
65 - 67, el isdmero meta muestra un desplazamiento muy similar
al anisol, en cambio los isdmeros orto y para muestran desplaza
mientos menores. El desplazamiento observado para 1,3,5-trime
toxibenceno 68 es sélo ligeramente menor que el de 66. Pero
los resultados obtenidos para el trimetilpirogalol 69 son dife
rentes: el metoxilo central estd desprotegido en benceno conres
pecto a la ubicacién de la sefial en Cl4C, mientras que los otros
metoxilos estan fuertemente protegidos. Este resultado es inte
resante ya que los efectos de proteccién y desproteccién obser-

vados en una misma molécula dan cierta indicacién de un comple-
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Tabla 9: Desplazamientos qufmicos (6 , 8 C.H ) y desplazamiento por

ccl
solvente (46 =6 -6 ) en ppm.

Compuestos 6CC|h %sﬁe Aé
Metoxibenceno 62 3,77 3,33 + 0,44
a-metoxinaftaleno 63 3,99 3,54 + 0,45
B-metoxinaftaleno éﬂ . 3,86 3, + 0,45
1,2-dimetoxibenceno 65 3,80 3,42 + 0,38
1,3-dimetoxibenceno 66 3,74 3,31 + 0,43
1,4-dimetoxibenceno 67 3,72 3,35 + 0,37
1,3,5-trimetoxibenceno 68 3,73 3,34 + 0,39
1,2,3-trimetoxibenceno 69 3,79 ( 1,3 ) 3,41 (1,3 ) + 0,38 ( 1,3 )
— 3,n(2) 3,82(2) -0,11(2)

jamiento estereoespecifico. Ademds el.pequefio desplazamiento
por solvente observado para el p-dimetoxibenceno 67 en relacidn
a 62 sugiere que la magnitud del desplazamiento depende de la
naturaleza de un sustituyente adicional en para. Los resulta-
dos sugieren que los desplazamientos por solvente de las reso-
nancias de los grupos metoxilo en metoxibencenos se incrementan
al aumentar la capacidad atractora de electrones del sustituyen
te ubicado en para . Estos hechos son compatibles con una inte
raccién dipolo-dipolo inducido pero no excluyen la posibilidad
de que la interaccién soluto-solvente aumente al disminuir la
densidad electrdnica del anillo aromatico.

El uso de desplazamientos con distintos solventes fue

utilizado también en la elucidacidén estructural de cumarinas 174.

Wilson et al. 175

estudiaron estos efectos en flavonas
determinando que si el entorno de un grupo metoxilo es definido,
los desplazamientos producidos son caracteristicos del tipo de
sustituyentes vecinos a este, y frecuentemente también de la po-
sicién de sustitucién. En la tabla 10 se dan intervalos de des

plazamientos observados para grupos metoxilos ubicados en C-5,
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C-7, C-2' y C-4' en ausencia de grupos o- metoxilo y o-hidro-

xilo.

Tabla 10: Diferencias de desplazamiento quimico en CIBCD y C6DG
para metoxilos unidos a C-3, C-5, C-7, €C-2'"y C-4'"en
ausencia de sustituyentes en posicidn.orto.

Posiclidn del Valores de
metoxilo Ad

-0,07
+0,43 a +0,58

c-3 +0,34
C-5
c-7 +0,54 a +0,76
C-2
C-4

' +0,46 a +0,53
! +0,54 a +0,71

Debe tenerse en cuenta que la vecindad de un metoxilo
unido a C-3 no puede ser alterada por sustitucidén de un carbono
vecino. Por lo tanto, resulta aparente que metoxilos unidos a
c-5, C-7, C-2' y C-4' sin sustituyentes en posicidn orto pueden
diferenciarse de un MeO-3. Para grupos metoxilos aislados en
Cc-5, C-7, C-2' y C-4' los corrimientos obtenidos son siempre ma
yores que el del anisol gg. ( 0,46 ) 173 . Esta observacidn es

ta de acuerdo con la habilidad formal que tienen los grupos me

toxilo de conjugarse con el grupo carbonilo.

Este efecto de conjugacidén disminuye la densidad elec
’ » ’ 7/ s .
tronica en el atomo de oxigeno del metoxilo y aumenta la asocia

cidén del benceno a este sitio deficiente en electrones con un
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aumento paralelo del efecto protector.

La resonancia del MeO-3 estd desprotegida o ligera
mente protegida en benceno. Esto sugiere que este grupo prefie
re la conformacidn a , en la cual la asociacién del benceno con
el grupo carbonilo tendra un efecto desprotector. Como el valor
de A§ para el MeO-5 es sdlo ligeramente menor en magnitud que los
de metoxilos unidos a C-7, C~2' y C-4', se deduce que en ausen-

cia de sustituyentes en C-6 la conformacidén preferida es la b .

_0

En los compuestos estudiados por Wilson et al. 175 oo ob
servd que el metoxilo central, cuando existen tres grupos veci-
nales, sufre desplazamientos positivos o negativos ( +0,13 a
-0,12 ), como se verificdé con los compuestos 70 y 71 ( Fig. 30 ).
Este comportamiento es andlogo al presentado por el 1,2,3-trime-
toxibenceno, y usado cautamente puede ser Gtil para indicar la
presencia de tres metoxilos adyacentes en productos naturales.
La razén para estos corrimientos pequefios, negativos o positi-
vos, es debida probablemente a:

l.- Inhibicién estérica en la solvatacién del metoxi-
lo central.

2.- Disminucién de la solvatacién del metoxilo central
debido a la presencia de dos grupos donores de electrones en los

metoxilos externos.
3.- Solvatacién sdélo en los metoxilos externos , de

tal manera que la estereoquimica de la asociacidén ubique al me-

toxilo central en la zona de desprotecciédn.
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Flgura 30

El 4tomo de oxfgeno del anillo C, unido a C-9 deberia
tener un efecto similar al de un hipotético metoxilo unido a e-
sa posicién. De hecho se verifica en la 7,8-dimetoxiflavo-
na que la resonancia correspondiente al MeO-8 sufre sélo peque-
flos desplazamientos. Similarmente un grupo metoxilo situado en
tre un hidroxilo y un metoxilo, donde ambos tienen la habilidad
de conjugarse con el grupo carbonilo, tiene un desplazamiento
pequefio ( positivo o negativo ); por ejemplo, en el compuesto 72
el MeO-6 se desplaza en +0,03 ppm .

El desplazamiento con solvente de MeO-5 sufre un cam-
bio drastico en magnitud, de un valor relativamente grande ( ver
Tabla 10 ) a valores pequefios o negativos al introducir un gru-
po metoxilo en C-6. Este cambio estid de acuerdo a lo esperado,
ya que la introduccién de un metoxilo en posicidn orto causa
una disminucién algebraica del valor de AS y ademas un sustitu-
yente en C-6 conducird a una mayor poblacién del conférmero ¢,

-
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MeO

MeO

con el metilo del MeO-5 préximo al extremo negativo del dipolo

del carbonilo; €sta es una zona de desproteccidén debido a la a
sociacién del benceno al grupo carbonilo 176.
Este desplazamiento caracteristico fue util en la e-

177

lucidacién estructural de zapotina 73 en la cual el MeO-5

sufre un desplazamiento 48§ = -0,03 ppm, MeO-6 46 = +0,66 y los
metoxilos de C-2' y C-6' a6 = +0,56.

Desplazamientos inducidos por reactivos paramagnéticos

El estudio de los desplazamientos inducidos por reac-
tivos paramagnéticos; por ej.: Eu(fod)3 [tris( 1,1,1,2,2,3,3-
heptafluoro-7,7-dimetil-4, 6-octadionato ) de europid];resulté
un método adecuado para la elucidacién estructural de flavonoi-
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des. En particular, es Gtil para distinguir entre protones uni-
dos a C-6 o C-8 en flavonas, ya que el H-6 muestra desplazamien-
tos mayores que los presentados por el H-8.

Una manera de cuantificar los desplazamientos induci-
dos por estos reactivos es obtener el valor " S " , propuesto
por Cockerill y Rackham 178 , que representa la pendiente de
la recta obtenida al graficar el valor de desplazamiento quimi-
co contra la relacién molar de Eu(fod)3 a flavonoide, de acuer-

do a la ecuaciédn:

6. = S4+45, LEijjggiil
£ [fl avonol de]

GE- desplazamiento quimico del compuesto complejado

6§ = desplazamiento qufmico del compuesto sin complejar

Los resultados se pueden resumir de esta manera 179:

1.- el MeO-5 sufre los mayores desplazamientos
(12,40 a 18,90 ppm ) indicando que la formacidén del complejo
ocurre en la cercania del carbonilo.
2.~ el H-6 sufre desplazamientos considerables
( 5,70 a 7,20 ppm ) si se lo compara con H-8 ( 1,12 a 1,56 ppm )
3.- metoxilos unidos al anillo B muestran despla
zamientos muy pequefios por estar alejados del sitio de formacidn
del complejo.
4.- el H-3 muestra desplazamientos pequefios
(-1,50 a 0,08 ppm ) asi como MeO-3 ( 0,80 a 0,90 ppm ),si se
compara con MeO-6 ( 5,16 ppm ) y MeO-7 ( 1,00 a 1,30 ppm ).
Como ejemplo pueden verse en la tabla 1l los valores
de " S " para cuatro flavonas distintas.( 74, 75, 76 y 77 ).
Es de notar que el H-3 del compuesto 75 presenta un
desplazamiento a campos altos ( -1,54 ppm ) debido a un valor
grande de 6 en la ecuacién de Mc Connell-Robertson:

s =K (3 c0526 -1)/ l’3 6= angulo X-Eu-0

r = distancia Eu-X
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OMe

MeO

= OMe 77: R = OMe

Tabla 11: Valores de ' S ' para distintos flavonoides

Posicidn 74 75 16 17
3 0,08 ~-1,54 0,80 0,92
5 13,34 12,34 14,08 18,88
6 6,32 5,16 5,70 7,16
7 1,12 1,02 1,28 1,14
8 1,56 1,18 1,12 1,30
2',6' 0 -0,50 0,46 0,46
3',5° -0,02 -0,26 0,14 0,12
4 0 -0,18 0,04 0,32

La ecuacion de Mc Connell-Robertson indica los valores de S pro-
vocados por interacciones de pseudocontacto 180 .

Otra manera de cuantificar el desplazamiento produci-
do por reactivos de desplazamiento es el valor AEu =Gg:1 —GEEO.
El _ procedimiento involucra la medida de la diferencia de des-
plazamiento en ausencia y presencia de un equivalente molar del
reactivo de desplazamiento 181,182 = pgte valor se adopta cuan
do se produce una curvatura considerable al graficar desplaza-
mientos en funcidn de la relacidén molar, en especial en el caso
de Eu (DPM) 4 ,[tris( dipivalometanato ) de europio].

Es interesante el uso de distintos reactivos de despla
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182 ya que algunas seflales pueden desplazarse en sen-

zamiento
tido opuesto. En la 5,6,7,4'-tetrametoxiflavona, el H-3 mues-
tra distintos desplazamientos con Eu(DPM)3 y Eu(fod)3 ( 2,04 y
-4,50 ppm respectivamente ) lo que permite diferenciar a este

hidrégeno del H-8.

3.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 13C ( 13C—

RMN )

183 realizaron un estudio sobre fla-

Ternai y Markham
vonoides hidroxilados con el objeto de proveer conclusiones de
base para el estudio deotros compuestos mas complejos. Como tra
bajo preliminar se estudiaron acetofenonas y acidos cinamicos
modelo en el mismo sistema de solvente utilizado en el estudio

de flavonoides ( DMSO-HZO,).

Acetofenona Acido cindmico
3
7
1
5 1 5
(0] a
HOZC

Los 13C-RMN de las acetofenonas ( Tabla 12 ) presentan

un singulete a campos bajos en la regidén de 205-208 ppm atribui-
do al carbono carbonilico y un singulete en la regién de campos
altos entre 27 y 35 ppm debido al carbono metilico.

En la 2,6-dihidroxiacetofenona, quedan sin asignar 4
seflales. La sefial a 162,5 ppm corresponde a los 2 carbonos sus
tituidos por oxigeno, y la sefial a campos altos, 108,7 ppm a los
carbonos orto a los hidroxilos, C-3 y C-5. E1l C-4 aparece a cam
pos mids bajos que el esperado para un carbono meta al sitio de hidro
xilacién ( 137,8 ppm ). El C-1 se observa a 111,7 ppm y es fa-
cilmente identificable por su baja intensidad, debida a tiempos
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de relajacidén largos y a un escaso incremento nuclear Overhau-
ser. La asignacidén de otras acetofenonas se desprende de la an
terior; por ejemplo, en la 2,4,6-trihidroxiacetofenona la intro
duccidén de un hidroxilo en C-4 provoca un desplazamiento de es-
te carbono a campos mas bajos en 27,6 ppm, los C-2 y C-6 a cam-
pos bajos en 2,8 ppm, los C-1 y C-3 / C-5 a campos mas altos en
6 ppm y 12,6 ppm respectivamente. Todos estos desplazamientos
son de la magnitud esperada por la aplicacién de los datos de e
fectos de sustituyentes sobre el desplazamiento quimico de car-
bonos de compuestos aromaticos 184 .
Tabla 12: Desplazamientos qufmicos (4 C ) de acetofenonas.

c-1 ¢-2 C-3 C-4 c-5 ¢-6 co Me
2-hidroxiacetofenona 121,1 116,9 116,6 138,2 118,9 132,9 207,3 28,3
2,4-dihidroxiacetofe

nona T 114,3 165,0 103,7 165,6 109,7 135,2 205,1 27,3

2,6-dihidroxiacetofe

nona 11,7 162,5 108,7 137,8 108,7 162,5 207,3 34,4

2,b,6-trihidroxiace-

tofenona 105,7 165,2 96,1 165,5 96,1 165,2 205,0 33,6
13

Los ‘espectros de ~“C-RMN de los acidos cindmicos
( Tabla 13 ) muestran una seflal a aproximadamente 170,6 ppm de
bida al carbono carbonilico y otras correspondientes a metoxi-

los aromaticos a aproximadamente 57 ppm.

Tabla 13: Desplazamientos qufmicos( Gc ) de acidos cinamicos.

CB Ca co c-1 Cc-2 C-3 C-4 c-5 c-6
ac. 4-hidroxicina-
mico 146,7 116,0 170,6 126,9 131,7 117,3 160,3 117,3 131,7
ac. 4-hidroxi-3-mg
toxicindmico 146,9 116,2 170,6 127,4 112,3 149,1 149,8 116,9 124,2

Sc.-h-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamico  147,2 116,6 170,6 126,3 107,0 149,2 138,8 149,2 107,0

El espectro del acido 4-hidroxicindmico muestra dos
sefiales intensas a 131,7 y'117,3 ppm que se asignan a dos pa-

res de carbonos equivalentes C-2 / C-6 y C-3 / C-5. E1l C-1 u-
bicado en para al hidroxilo corresponde a la sefial de 126,9 ppm.
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Las sefiales restantes, a 146,7 y 111,6 ppm se deben a los car-

bonos vinilicos ( C-2 y C-3 en la numeracién de la flavona ).

Flavonas y flavonoles: en el caso de la 5-hidroxiflavona, su es

pectro puede interpretarse en base al de la 2,6-dihidroxiaceto-
fenona y al de la flavona propiamente dicha185 . Para la asig
nacién de los C-4, 7 y 10 se utilizd el primer modelo y para los
c-1',2',3',4',5',6"' y C-3 el espectro de la flavona ( Tabla 14).
Las seflales a 110,8 y 107,2 ppm son las correspondientes a C-6
y C-8, estas asignaciones se hacen en base al acoplamiento que
presentan estos carbonos con el protén de HO-5 186 . En la fla-
vonala seflal correspondiente a C-2 se observa a 163,2 ppm y la
introduccién de un hidroxilo en C-5 no deberia afectar la densi
dad electrdénica en ese sitio, por lo tanto se considera que la
seflal de C-2 es aquella que aparece a 164,11 ppm. La sefial de
C-9 se observa en la flavona a 156,3 ppm y deberia sufrir undes
plazamiento a campos bajos por la introduccién de un hidroxilo
en meta y se atribuye por tanto a 159,8 ppm, mientras que la:-se
flal observada a 155,8 ppm corresponde al C-5.

El espectro de la 5,4'-dihidroxiflavona se aproxima al
de la 5-hidroxiflavona, observdndose principalmente cambios en
las sefiales de los carbonos del anillo B. El nuevo carbono oxi
genado, C-4', aparece como singulete a 161,7 ppm y los carbonos
orto ( C-3' y C-5' ) meta (C-2'yC-6' )y para ( C-1' ) se despla
zan en -12,2 ; +2,8 y -8,6 ppm respectivamente, de acuerdo con
los valores aceptados para este tipo de sustitucidn.

Las asignaciones de las seflales correspondientes a la
apigenina ( 5,7,4'-trihidroxiflavona ) se hacen en base a las de
5,4'-dihidroxiflavona ). Esto es cierto para los carbonos de los
anillos B y C, excepto el C-3 que no puede distinguirse inmedia-
tamente del C-10. Estos dos carbonos se observan a 104,3 y 105,1
ppm. La primerasefial es la menos intensa y por lo tanto corres-
ponde al carbono cuaternario C-10., Esto se confirma comparando
el desplazamiento quimico del C-10 ( numeracidén correspondiente
a las flavonas ) en acetofenonas y flavonas. La diferencia de
desplazamiento quimico de este carbono en la 2,6-dihidroxiaceto-
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fenona y su flavona equivalente, 5-hidroxiflavona, es de 1,5 ppm.
Cuando este valor se aplica al del desplazamiento quimico del e-
quivalente a C-10 en 2,4,6-trihidroxiacetofenona, el valor cal-
culado para C-10 en la apigenina es de 104,2 ppm. Por lo tanto,
en este Gltimo compuesto se atribuye la seflal a 104,3 ppm al
C-10 y la de 105,1 ppm al C-3.

La introduccién de un hidroxilo en C-7 de 5,4'-dihidro
xiflavona causa en las seflales de los carbonos orto , C-6 y C-8,
un desplazamiento a campos altos en aproximadamente l1l3ppm. Las
GUnicas seflales en esta zona son las de 100,3 y 95,6 ppm que se
asignan a C-6 y C-8 respectivamente en base a los acoplamientos
que presentan con el protdén de HO-5. Se esperan también despla-
zamientos de los carbonos oxigenados C-5 y C-9, pero no en C-4'
y C-2. De acuerdo a esto las sefiales a 165,5 y 161,8 ppm se a-
signan a C-2 y C-4' respectivamente. Las absorciones de C-5 vy
C-9 deben desplazarse a campos mas bajos en aproximadamente la
misma proporcién; en base a esto les corresponden las sefiales
de 158,7 y 162,0 ppm respectivamente. La restante a 164,9 ppm
se asigna al C-7.

El 3',4'-dihidroxiflavonol ( 3,3',4'-trihidroxiflavo-
na ) presenta un espectro con sblo 13 sefiales 183 | sin embar-
go, una de ellas es muy intensa y debe representar a los C-5 y
C-6 ( 125,4 ppm ) por analogia con el espectro de la flavona
La otra seflal faltante corresponde a uno de los carbonos cuater
narios, C-1' o C-10, uno de los cuales se encuentra a 123,4 ppm.
La sefial faltante esta superpuesta con la correspondiente a C-6'
a 121,7 ppm, hecho que se comprueba estudiando el espectro aco
plado con protdn, en el cual la sefial correspondiente a C-6' se
elimina de esta regidén por acoplamiento. La sefial a 123,4 ppm
se asigna tentativamente al C-1' ya que en el espectro de 5,7,
3',4'-tetrahidroxiflavonol, donde el C-10 se encuentra alejado
de la regidén, el C-1' aparece a 123, 7 ppm. La comparacidén con
el espectro de 1la 3'4'—dihidroxi§lavona permite la asignacidn
de la mayoria de las sefiales. Dos son completamente nuevas(147,7
y 138,1 ppm ) y deben representara los C-2 y C-3, pues la intro-
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duccién de un HO-3 tiene que producir un desplazamiento importan
te. En base a los efectos de sustituyentes, la seflal correspon-
diente a C-2 debe sufrir un desplazamiento a campos altos, desde
164,2 a aproximadamente 151,0 ppm y el C-3 a campos bajos, de
105,4 a aproximadamente 132,0 ppm. Portanto la sefial a 147,7 ppm
se considera representante de C-2 y la otra, a 138,1 ppm de C-3.
Esto se confirma por la presencia de un singulete a 138,1 ppm

en el espectro acoplado. Los desplazamientos observados son ma-
yores que los esperados; esto es andlogo a la relacidén entre
2-ciclohexenona y 2-hidroxiciclohexenona 187 sin embargo, el efec
to de hidroxilacidén en la 2-ciclohexenona es de 17,2ppm sobre
C-2 y -32,1 ppm sobre C-3, mientras que en flavonas este efecto
es de 29,2 y ~-16,8 ppm para los carbonos correspondientes. Es-
tos Gltimos desplazamientos son similares a los observados en un
anillo aromatico ylggeden deberse a la aromaticidad parcial del
anillo C ( pirona ) .

Los otros Unicos carbonos afectados notablemente por
la introduccidén del HO-3 son C-2' y C-6', Estos dos carbonos y
C-5' se encuentran a 121,7; 116,7 y 116,3 ppm. El C-5' es fdcil
mente identificable ( 116,7 ppm ) porque carece de acoplamien-
to con hidrdégenos meta en el espectro acoplado con protén. La se
flal a campos mayores corresponde al C-2' que sufridé, como C-6',
un desplazamiento a campos bajos de aproximadamente 2 ppm.

Al comparar el espectro anterior con el de 3',4'-di-
metoxiflavonol se encuentran diferencias notables en los carbo-
nos del anillo B. Por ejemplo, se observan desplazamientos a
campos mas bajos de los carbonos sustituidos ( C-3' y C-4' ) en
aproximadamente 3 ppm, junto con desplazamientos a campos mas
altos, en 4 ppm, para C-2' y C-5'., Estos desplazamientos son
maydres que los esperados por efecto de sustituyente184'188§rse
deben probablemente a interferencias estéricas entre los grupos
metoxilo vecinos, provocando desviaciones de las reglas de adi

tividag 89/190,
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Estudio de los acoplamientos 13C - lu: es de utili

dad para asignar las resonancias de carbonos especificos 'y debe
efectuarse el estudio de los espectros totalmente acoplados de al
ta resolucién; es de poca utilidad, en este caso, la técnica SFORD.

Weigert y Roberts 192 demostraron que las constantes

de acoplamiento a 2 y 3 enlaces, 2JCCH Y 3JCCCH en el benceno va-
len 1 y 7 Hz respectivamente. Por ejemplo, el espectro acoplado
de la 5-metoxiflavona muestra un doble tripletepara la resonancia
asignada a C-4'; un doblete altamente espaciado lJ = 161 Hz debi
do al protdén unido directamente a C-4', y el triplete en que se
parte cada una de las ramas del doblete con 3J = 7 Hz indica que
el C-4' es meta a dos hidrdégenos. La resonancia del C-7 aparece

como doblete ( lJ = 164 Hz ) indicando que no tiene hidrégenos

en relacién meta. En el caso de monometoxiflavonas 193 los C-5 a
C-8 pueden aparecer como dobletes ( 1J = 165 Hz ) o doble doble-
tes, dependiendo de la presencia o ausencia de hidrdégenos en po-
sicién meta.

Los picos de baja intensidad debidos a carbonos cuater
narios son dificiles de observar en espectros acoplados porque
pueden estar ocultos por absorciones mas intensas originadas por
la particién de carbonos unidos directamente a hidrdégeno. Sin
embargo, si pueden observarse con resolucién adecuada, pueden dar
informacidén, especialmente referente a la sustitucién en el ani-
1lo A. En el caso de monometoxiflavonas, el C-9 se observa como
triplete con estructura fina, excepto en la 5-metoxiflavona don-
de se puede ver un doble doblete ( 3J ~6 Hz, 2J’»1 Hz ) ya que
una posicidén meta se encuentra bloqueada por el sustituyente; y
en la 7-metoxiflavona donde la particidén no es clara pero no es
un doble triplete.

El C-10 da también informacidén acerca del esquema de
sustitucién del anillo A. En la 4'-metoxiflavona, el C-10 se
observa claramente como un doble triplete. El valor de 3J = 7 Hz
en el triplete indica que el C-10 tiene 2 hidrdgenos meta; en cam
bio en la 8-metoxiflavona este carbono aparece como doble doble-

te ( 33 ~ 7Hz y 2771 Hz ) ya que una posicién meta esta ocupada.
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En general, las pequefias particiones de un carbono de

2J Yy 4J ~ 1 Hz ), se obser

terminado con hidrégenos orto o para (
van en algunos casos y no en otros. Estas pequefias particiones

por tanto, no son de utilidad debido a su incidencia irregular.

5-hidroxiflavonoides: este tipo de compuestos demostraron pre-

sentar acoplamientos spin-spin entre los carbonos aromaticos y
el protdén quelado del HO-5 ( C-5 -~ OH--+0C-4 ) hecho que permi-
te identificar a estos atomos.

Entre los carbonos sp2 del compuesto 78 se espera que
C-10 , C-6 y C-8 resuenen a campos mas altos. El espectro aco-
plado a-protén en la zona de 90 a 105 ppm muestra las resonan-
cias de dos metinos y un carbono cuaternario. Los dos multiple
tes asignables a C-6 y C-8 difieren en su estructura fina. El
C-6 presenta un doble triplete debido al acoplamiento con H-8
y HO-5. Esta asignacidén se confirma al observar el espectro lue
go de intercambiar con D,0, que transforma la seflal del C-6 en
un doble doblete. La constante de acoplamiento 3J[§—6 - C—S—Og]
es igual a 4,5 7 1,0 Hz. La sefial correspondiente a C-8 se ob-
serva siempre como un doble doblete. El1 C-10 presenta un doble
triplete centrado a 101,5 ppm y colapsa a un triplete luego del
,0,%3 [c-10 - c-5-0H] = 4,5 % 1,0 Hz. Los C-5,
C-7 y C-9 deben ser los carbonos cuaternarios mis desprotegi-

intercambio con D

dos y se asignan a tres sefiales entre 162 y 167 ppm.

Al comparar los espectros acoplados sin y con inter-
cambio con D20 se verifica que todas 'las seflales correspondien-
tes a esos carbonos presentan acoplamientos con HO-5. La sefial
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centrada a 166,5 ppm, doble triplete, se convierte en un triple
te luego del intercambio con D,0 y se asigné a C-7. La menor de
las dos constantes se atribuye a 4 [C—? - C—S—Oﬂ] =1,5% 0,5Hz
y la mayor proviene de acoplamientos de igual magnitud con los
dos protones geminales unidos a C-6 y C-8; 2J [9—7 - C-G-EJ =

% [9‘7 - C'B-E] = 3,0 ¥ 0,5 Hz. Lo correcto de esta asignacién
se verificéd comparando las constantes de acoplamiento geminales
del C-4 con los H-3 y H-5 en la 2,4,6-trihidroxiacetofenona, que
sirvidé como compuesto modelo; 2J [C—4 - C—3—H] = 3,2 Hz.

El C-5 del compuesto 78 aparece a 163,3 ppm como un
maltiplete:simétrico de seis lineas que se simplifica a triplete
luego del intercambio con DZO; 2J [Q—S—Oﬂ].= 5,0 £ 0,5 Hz. Las
constantes de acoplamiento que involucran a HO-5 son comparables
a las observadas en el tolueno entre los carbonos del anillo y
los protones metilicos 23 [C—l—C§]= 6,0 Hz; 3J[C—2—C§] = 4,2 Hz.

La comparacién de los desplazamientos quimicos de los
C-10, C-5 y C-6 en los derivados protdénicos y deuterados de 78
muestran pequefios desplazamientos a campos altos en los udltimos
( -0,06;-0,39 y -0,07 ppm ) 194 .

Chan 195’196realizé, utilizando también estos princi

. . . 7 » ’
pios, la asignacidén de la isoflavona 79 . Basandose en las re-

glas de aditividad es dificil diferenciar C-5, C-7, C-9 y C-4';
y C-8,C-6, y C-3 de C-1'. Sin embargo, un detallado analisis

de las constantes de particidn 13C - lH a larga distancia permi
tid resolver las ambigliedades. Se analizé el espectro acoplado
con protdén en acetona-ds. El C-4' muestra un multiplete no re-
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suelto a 160,2 ppm debido a acoplamientos con los protones del
metoxilo, con H-2' e H-6' y posiblemente con H-3' e H-5'. El
C-9 presenta un solo protén a dos enlaces ( H-8 ) y se observa
por tanto como doblete a 157,5 ppm. Un triplete a 161,1 ppm se
asigna a C-7 ya que es el unico carbono que presenta dos proto-
nes a dos enlaces ( H-6 e H-8 ). El C-5 estd partido en dos do
bletes debidos al acoplamiento con H-6 y HO-5. Este dltimo aco
plamiento provoca una particién adicional para el C-6,3JEE—6 -
C—5—O§] = 7 Hz; que se observa como doble doblete de dobletes

a 99,6 ppm,mientras que el C-8 aparece como doble doblete a
94,0 ppm. El C-10 se observa como cuarteto ( doble triplete con
dos ramas superpuestas ) debido a particiones con H-6, H-8 y
HO-5. Se observa en este caso y el anterior que las particio-
nes 13C-1H a tres enlaces son estereoespecificas, 3J[_(_:_—lo - C-5

-OE] = 4,3 Hz (8tn ) y 3J[C-G - C—S-OH]= 7 Hz (anti ). Esto es
- - 197

similar a lo gue ocurre en sistemas olefinicos y en el com-
puesto 80, donde se observa que 3J[g—2 - C—1—0§]= 4,4 Hz (381n)
es menor que 3J[g—6 - C-1—0§]= 8,3 Hz ( anti ).
R
0,
o

El C-1' de 79 se distingue fdcilmente de C-3 por sus
constantes de acoplamiento a 3 enlaces ( 3J[g-1'-c-2'—c-3'-§]=
8,0 Hz ), mientras que 3J[Q—3—C—l'—c—2'—§]= 4,0 Hz. El singule-
te a 151,2 ppm se asigna al C-2 que es el unico carbono aromati
co sin protones a 2 y 3 enlaces.

Metoxiflavonas: a fin de determinar la influencia de un grupo
metoxilo en cada uno de los carbonos de un flavonoide se efec-
13C—RMN de los distintos derivados moﬁg

tuaron los esgectros de
1l

. 8,199
metoxilados ( Tabla 15 ) .
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En la mayoria de los casos, se asignan las seflales u
sando los efectos conocidos provocados por la introduccién de
un metoxilo en un anillo aromatico 184’188. En derivados sim-
ples del benceno, los carbonos orto a un metoxilo se protegen
en aproximadamente 15 ppm y los carbonos para en 9 ppm. Los
carbonos con relacién meta son escasamente afectados. Por lo
tanto, un cambio secuencial de la posicidén del metoxilo alrede
dor del anillo A y del anillo B resultard en una proteccion se
cuencial de los carbonos orto al metoxilo. Los valores de la
tabla 15 179 permiten calcular el efecto real que produce un
metoxilo en un flavonoide restando el valor de desplazamiento
observado para un determinado carbono del correspondiente en
la flavona sin sustituir. Los desplazamientos inducidos en po
sicidn orto por un metoxilo son irreqgulares. Un metoxilo unido
a C-2' desplaza al C-3' en aproximadamente 17 ppm a campos al-
tos y al C-1' en 12 ppm. En cambio, un metoxilo unido a C-3'
desplaza 14 ppm a C-4' y C-2', mientras que un MeO-4' desplaza
a los carbonos 3' y 5' en aproximadamente 15 ppm. Por tanto,
en el anillo B los desplazamientos observados son similares a
los registrados en bencenos simples 3 ppm.

Sin embargo, la sustitucién en el anillo A produce u
na gran dispersién en los valores de desplazamiento. Por ejem-
plo, un MeO-5 desplaza a C-6 en 15 ppm y al C-10 en sdlo 10 ppm.
Un MeO-6 desplaza al C-7 en 10 ppm y al C-5 en 20 ppm, y un me-
toxilo unido a C-8 desplaza a C-9 en 10 ppm y a C~7 en 17 ppm.
Es decir que los desplazamientos determinados para derivados sim
ples del benceno, no pueden aplicarse para los sustituyentes en
el anillo A.

La utilidad de los datos de la tabla 15 depende de
su aplicabilidad a otras flavonas mas altamente sustituidas.

Se compararon los valores de §  calculados y obtenidos experi-

c 1
mentalmente para 5,7,3',4'-tetrametoxiflavonol .
El valor basico de C-5 en la 5-metoxiflavona es 159,4
ppm, pero como el efecto de un MeO-7 sobre C-5 es de +1,4 ppm,

el valor esperado seria entonces de 161 ppm, muy cercano al ob-
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servado.
C-5 c-6 c-7 ¢-8 c-9 c-10
Valor real 162,8 95,5 164,0 92,3 160,3 106,0
Valor calculado 161 99 164 91 160 108
c-1 c-2' c-3' Cc-4' c-5! c-6'
Valor real 123,6 110,3 148,6 150,1 110,8 120,4
Valor calculado 124 111 145 148 115 121

La coincidencia en general es buena, pero los C-3',
C-5' y C-6 muestran desviaciones importantes entre los valores
de desplazamiento quimico experimentales y calculados. Es pro

bable que esto se deba a factores estéricos.

. . . 200 .
Polimetoxiflavonas: Cambie et al. determinaron los 13C—RMN

de unos 20 polimetoxiflavonoles, pudiendo obtener las siguientes

conclusiones:

l.- Carbonos del anillo C: en compuestos con el gru-
po MeO-5, el C-4 se observa a un valor medio de 172,1 ppm mien-
tras que en 5-hidroxiflavonoides se produce un desplazamiento a cam
pos bajos de aproximadamente 6 ppm a un valor medio de 178,0 ppm.
El C-3 se observa a 138,9 ppm ya que tiene en general un entor-
no bien definido. Lo mismo ocurre con C-2 gue se observa en com
puestos con MeO-3 a 152,9 ppm. Pequefias variaciones en el es=
quema de sustitucién del anillo B no afectan su desplazamiento
quimico. En el espectro enteramente acoplado de 5,7-dihidroxi-
3-metoxi-3',4'-metilendioxiflavona, la seflal correspondiente a
C-2 es un triplete con J = 3 Hz debido al acéplamiento bencili-
co con los H-2' e H-6'. En la 5-hidroxi-3,7,8,4'-tetrametoxi-

flavona se observa como triplete con J = 4,5 Hz.

2,.- Carbonos del anillo B: en el espectro totalmente
acoplado de 5,7-dihidroxi-3-metoxi-3',4'-metilendioxiflavona se
observa que: C-1' aparece como doblete ( J = 6,8 Hz ) a 123,9
épm, por acoplamiento con H-5'; C-2' como doble doblete ( lJ ="
167 Hz; 3J = 8,8 Hz ),centrado a 107,9 ppm, por acoplamientos

con H-2' y H-6'; C-3' se observa como una sefial ancha no resuel

[
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ta a 147,7 ppm mientras que el C-4' se ve como un triplete a

149,5 ppm ( J = 8,8 Hz ) con acoplamientos con H-2' y H-6'; el

C-5' es un doblete con 1J = 167 Hz, mientras que C-6' se ve co-

mo doble doblete ( lJ = 166 Hz, 3J = 5,9 Hz ). La aparienciade

estas seflales es similar a la presentada por el piperonal.

CHO

3-metoxi-5,7-dihldroxi- Piperonal
flavona

3.- Carbonos del anillo A: las asignaciones se efec-

tuaron por analogia con otros casos, por el estudio del espec-

tro parcialmente y totalmente acoplado .
En el caso de 5,7-dihidroxi-3-metoxi-3',4'-metilendi-

oxiflavona son posibles para el C-5 y C-7 cinco acoplamientos
a dos enlaces. El unico observado es el existente entre C-5y
el protén del hidroxilo fuertemente unido por puente de hidré-

geno con el oxigeno carbonilico ( J = 3,0 Hz ).
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ESTEROLES, 3-CETOESTEROIDES a,8 ~INSATURADOS Y TRITERPENOS TE-
TRACICLICOS CON ANILLO CICLOPROPANO

A ~ESTEROLES

La coexistencia de 8° y A7—esteroles es de interés bio

201,202 jemostraron que en animales, el

genético. Akhtar et al.
A7-colesterol es precursor del colesterol por intermedio de ar 7
dienos. Se supone que en los vegetales funciona un mecanismo a

nalogo y que los A7-esteroles son precursores de los As—estero—

les 203,204

( Fig. 31 ), y que la ausencia de los 65'7—dienosig
termediarios se deberia a la rdpida hidrogenacién del enlace A7.
Un argumento en apoyo de esta hipdtesis es el hecho de que la
planta Nicotiana tabacum tiene la capacidad de convertir estigmast-

7-en-3-8-0l en sitosterol 205

™ A AP

Figura 31

Los A7—esteroles, estan muy distribuidos en la natura
leza. El estigmast-7-en-3-8-0l1 ( A7—sitosterol ) se aisld e i-
dentificé de numerosos vegetales: Momordica chantia206 , Spinacea o-

leoracea 207, semillas de girasol 208 y semillas de Lactuca sati-
209
va

3-CETOESTEROIDES a , B~INSATURADOS

Los esteroles, ésteres y glicdsidos de esteroles son
productos tipicos del metabolismo de plantas superiores.
Es poco, en cambio, lo que se conoce sobre cetoesteroi

des, en particular compuestos con el agrupamiento 4-en-3-ona.
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Se encontrd estigmast-4-en-3-ona ( sitosterona ) en

210 211

tejidos de Apocynum cannabinum , corteza de especies de pino

212, cultivo de tejido de soja ( Glyecine
214

madera de Quassia amara

mazx ) 213 , Pinus radica

, callos de tejido de Stephanta cephe-
215 216 . .. 217
rantha + Quercus glauca y en raiz de Cannabis sativa junto

a campest-4-en-3-ona y estigmast-4,22-dien-3-ona.

Formacidén y transformacidén de 3-cetoesteroides en vegetales:

Se encontré que en algunos vegetales los esteroles se
metabolizan a 3-cetoesteroides, como por ejemplo: los homogena-
tos de hojas de Cheiranthus chetri transforman sitosterol en si-

218, mientras que en Solaum tuberosum el colesterol for

tosterona
ma colest-4-en-3-ona y 26-hidroxicolesterol. Se comprobd que
ambos compuestos constituyen parte de las primeras etapas de la
biosintesis de sapogeninas y alcaloides esteroidales 219
En Digitalis lanata 220 )a colestenona actiia como inter

mediaria en la biosintesis de tigogenina 81 y gitogenina 82

Imlm
- o B o

Otro estudio sobre Solanum tuberoswn demostré que coles-

terol se transformaba en colestenona y ésta en colestan-3-a-ol y

221

colestan-3-g-ol . En homogenatos de hojas de Digitalis purpu-

rea, Cheirathus cheiri y Straphanthus kombe la colestenona se transfor

ma en Sa-colestan-3-ona 222 .
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TRITERPENOS TETRACICLICOS CON 9:19-CICLOPROPANO

El ciclolaudenol 83 se aisld por primera vez de opio
determinandose que contenia en su estructura un grupo vinilide-
no y un anillo ciclopropanico, con el mismo nucleo que el ciclo
artenol 84. La estructura fue determinada poco tiempo desggfs

y se concluyé que se trataba de 24-metil-4%2-cicloartenol .

Este compuesto se aisldé de distintas fuentes vegetales,

225

como rizomas de Blechnum filiforme , lipidos cuticulares y ci-

226 y Meliatus major 227 .

toplasmaticos de WNicotiana tabacum

Biosintesis:

La biosintesis de esteroles tipicos de plantas requie
re la introduccidén de un grupo alquilo en la cadena lateral.
En este proceso, es necesaria la participacién de S-adenosil-

. . 24
metionina como donor de grupos alquilo, un A" -esterol como pre
cursor, migracién de un hidrdégeno de C-24 a C-25 y la formacién
de un 24-metilenesteroide por pérdida de un protén del grupo al
. . . 228-231 .
quilo que ingresd ( ruta a, Fig. 32 ).

Sin embargo, en triterpenos como el ciclolaudenol con
un grupo metileno unido a C-25 se requiere una modificacidén en
el mecanismo 232 como las indicadas en la figura 32 por las ru-
tas b, c y d.

Estudios realizados sobre la biosintesis del triterpe-

’
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CH -CH CH CHCO H

2
aden031lo
28¢cy ,//// CH?
-HY (c-26) =
b
Ha Ha
a
+
-H CH,H
+ HI ( c-28)
- H (c-26) =
H
4 a < Ha
+ 2 H
CHZH CHZH
-2 H Cc-2
d
H
a

Figura 32: BiosiTntesis de la cadena lateral de ciclolaudenol. Los H provienen
del grupo metilo de la metionina, mientras que H_ surge del H-4
pro R del acido mevalénico. a

no en rizomas de Polipodium vngare233, permiten suponer que el
camino seguido corresponde a la ruta b, donde el ién carbonio
formado se estabiliza por pérdida de un protén de uno de los me
tilos terminales. Un mecanismo similar parece operar en culti-
vos libres de células de especies de Trebouzia y Scenedeamu3234



93

ESPECTROSCOPIA DE MASAS DE ESTEROIDES

Los esteroles naturales se encuentran normalmente en
mezclas complejas, siendo por lo tanto, la cromatografia gaseo-
sa de gran utilidad para su analisis, en particular cuando se

acopla a espectrometria de masas. Este estudio se realiza con

frecuencia usando derivados trimetilsililados, ya que presentan
modos caracteristicos de fragmentacién de los cuales se pueden
desprender detalles estructurales.

Derivados trimetilsililados de AS-esteroles:

Los dos fragmentos que presentan mayor abundancia re-
lativa son invariablemente los que se observan a m/e 129 y m/e
correspondiente a M-129 . La ocurrencia de este par de frag
mentos se toma como caracteristica de este tipo de estructura.
Diekman y Djerassi determinaron que el ién m/e 129 estaba
constituido por los carbonos 1,2 y 3 del esqueleto ( Fig. 33 )




En este esquema, estas fragmentaciones ocurren ya que la ruptu-
ra de los enlaces 3-4 y 1-10 esta favorecida por la activacidn
alilica, la transferencia de hidrdgeno desde C-2 procede a tra-
vés de un intermediario de 6 centros y el ién m/e 129 es conju-
gado y posee un numero par de electrones.
En el caso de derivados del tipo 4-alquilcolesterol,

se observa una estabilizacidén del i6n M - 129 produciéndose re-
tencién de carga en la unidad hidrocarbonada. Djerassi, postu-

16 el esquema de fragmentacidén que se ve en la figura 34.

A et t——
+ . -+
Me_Si Me3Si0

R R
Me,Sio ,//////
0\

L/

Me _,Si

g, M-129

Figura 34

En la medida que aumenta el numero de grupos alquilo en C-4 se
estabiliza el ién carbonio y predomina el camino f—g, intensi
ficdndose la abundancia relativa del ién M - 129.

En el caso de los derivados trietilsililados se obser
va el ién m/e 171. Este ién h, se produce por una fragmentacidn
e que produce el ién m/e 129 en los derivados

andloga a la a
trimetilsililados. \

Los otros picos presentes, si bien no poseen valor
diagndéstico, se pueden ejemplificar en el espectro de masas del

colesterol:
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M - 15: ( 13% ) corresponde a la pérdida de radical metilo a
partir del ién molecular. Si bien la pérdida del metilo-19
unido a C-10 produce un catidén alilico i, el sitio mas activo
para la pérdida de metilo es el dtomo de silicio ( a—3j ).

D R R

e :
Me,SiO g -
3 _MeZSJ.P. '?.

-'_ 2 SlMe2 l

Esta prediccidén se basa en el hecho de que el ién m/e 471 ( M -
C2H5 ) es el mas intenso en el espectro de masas del derivado
trietilsililado del colesterol. En este caso, no se observd la
pérdida de metilo, correspondiente a la pérdida de Me-19 ( m/e

485 ).

M - 90: por determinaciones de alta resolucién se verificd que
el fragmento m/e 368 ( M - 90, 66% ) se debe a la pérdida de
trimetilsilanol ( TMSiOH ). El H-3 no participa en esta pérdi-
da, en cambio, aparentemente s{ lo hacen H-1 e H-4.

M- (90 + 15 ): corresponde a la pérdida de trimetilsilanol y

metilo, muy probablemente Me-19.

m/e 255: proviene de la pérdida de TMSiOH y de la cadena late-
ral ( 12% ).

m/e 213: corresponde a la pérdida de TMSiOH, cadena lateral y
tres carbonos del anillo D acompafiados por una transferencia de

hidrégeno de la especie que retiene la carga.

a .- THSVOH N - . me=213
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Derivados trimetilsililados de A-’—est:eroles:

Son caracteristicos de estos compuestos los fragmen-
tos m/e 255, por pérdida de TMSiOH y de la cadena lateral; y los
iones m/e 213 y 229 formados por pérdida deTMSiOH, de la cadena
lateral y parte del anillo D 237’238. No presentan los picos.cg
racteristicos de As—esteroles am/e 129 y M - 129.

Como ejemplo, Farines etcﬂ?39, identificaron en acei-
te de semilla de Argania epinosa Su-estigma'st—7,22(E)—dien-3-B—ol

( espinasterol ) y S5a-estigmast~7-en-3-8-ol ( escotenol ).

I acee

Escotenol

H Espinasterol

El CGL - EM de sus derivados trimetilsililados mostrd
los iones moleculares a m/e 484 y 486 respectivamente, correspon
dientes con los de esteroles de C-29 con dos y un doble enlace.
El espinasterol presenta un fragmento con m/e 345 correspondien
te a la pérdida de 139 uma desde el ién molecular ( Ciolig ) -

lo cual indica que la cadena lateral posee un doble enlace. La
hidrogenacién parcial de este doble enlace durante la fragmenta-
cién para dar el fragmento m/e 343, por transferencia de hidré-
genos del anillo D, prueba que ese enlace esta ubicado entre las
posiciones 22 - 23 240. ( Fig 35 ).

Ambos compuestos presentan fragmentos a m/e 255 y 213
caracteristicos de A7-esteroles, como se detalld anteriormente.
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M= ( cadena lateral
+2H)
m/e 343

Flgura 35

Fragmentaciones de 3-cetoesteroides a,B-insaturados:

El comportamiento en espectrometria de masas de 3-ce-
toesteroides o,B-insaturados, en particular 3-ceto-4-en-esteroi
des, fue investigado tempranamente debido a la presencia de es-
te tipo de comgzistos entre las hormonas esteroidales bioldégica
mente activas .

Estudios realizados por Shapiro y Djerassi242

sobre
este tipo de compuestos, determinaron el mecanismo de formacidn
del fragmento mas importante en cuanto a valor diagnéstico m/e
124, Este proceso involucra la ruptura del anillo B y la trans
ferencia de dos hidrégenos desde los C-8 y C-11. Con esta in-
formacidén, la fragmentacidén puede ocurrir de dos maneras diferen
tes, dependiendo de que la primera transferencia de hidrdgeno
provenga de C-8 ( a—c ) o de C-11 ( a'—c' ); la segunda trans
ferencia de hidrégeno proviene de una posicién activada alili-

camente, ( Fig. 36 ).
Posteriormente se pudo determinar que el primer paso

es la transferencia de hidrégeno de C-8 y la segunda transferen-

cia proviene principalmente de C-11 y C-14 243 .

En general, los cetoesteroides saturados no exhiben
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c', m/e = 124

Hg

Figura 36

fragmentaciones caracteristicas que los diferencien entre si
( androstan-3-ona y colestan-3-ona ). Sin embargo, los deriva-
dos o« ,B-insaturados exhiben una fragmentacidn caracteristica de

tipo general observable en presencia de distintos sustituyentes:242

Es interesante analizar las diferencias existentes en
tre Al,Sa—androsten-B-ona 85y a%_androsten-3-ona 86.

El compuesto 85 presenta tres fragmentos importantes
a m/e 230, 188 y 122, El idén m/e 230 proviene de la pérdida de
cetena del anillo A. El ién m/e 122 proviene de la ruptura de
las uniones 6-7 y 9-10 sin aparentes transferencias de hidrége-
no. El ién m/e 188, correspondiente a la férmula C14H20, pro-
viene de una descomposicidén que involucra la ruptura de al me-
nos 3 uniones carbono-carbono.( Fig. 37 ).

El espectro de 86 presenta iones m/e 230, 187, 149 y
124, Los que aparecen en ambos compuestos a masas menores ca-
recen de valor diagnéstiéo. El ién m/e 230 proviene de la pér-
dida de cetena del anillo A y los iones m/e 149 y 124 se generan
por ruptura de las uniones 6-7 y 9-10 acompafiadas de transferen
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cia de hidrégeno. El ién m/e 187 corresponde a C14Hl9 y se ge-
nera por distintos tipos de rupturas que las que forman el frag
mento a m/e 188 del compuesto 85 ( Fig 38 )

230 HT
J
188
122
85
HO
m/e = 122
Flgura 37
86 )
“Hiy
[
+ =
m/e = 187
(M- 85)

Figura 38
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El ién m/e 149 resulta de la fisién de las uniones
6-7 y 9-10 con retencién de carga en la posicién hidrocarbonada,
acompafiada por transferencia de un hidrdégeno al fragmento que

lleva oxigeno.

m/e = 149
(M- 123 )

El espectro de masas de la colest-4-en-3-ona 87 pre-
senta los siguientes fragmentos 244: m/e (% ); 384 ( M+, 60 );
369 ( M -~ Me, 5 ); 342 (M - CHZCO , 11 ); 299 ( M - 85, 5 );
271 (M - 113, 5 ); 261 ( M - 123, 12 ); 229 ( 271 - 42, 70 );
124 ( anillo A, 100 ).
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ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TRITERPENOS TETRACICLICOS CON LA
UNIDAD 9:19-CICLOPROPANO

Los espectros de masas de estos compuestos presenta-
ron dos tipos distintos de rupturas:
l.- fragmentos inducidos por la presencia de ani
llo ciclopropano. \

2.- fragmentos producidos por la pérdida o ruptu

ra de la cadena lateral.

Fragmentos producidos por la presencia del anillo 9:19-ciclopro-
pano: |

La influencia del anillo ciclopropano se manifiesta
en el espectro de masas por la aparicién de un fragmento a de

245,246 o =
masa par . La posicidn de este pico es independiente de
la sustitucién en C-4, asi como de la funcidén oxigenada de C-3,
pero se desplaza al variar la cadena lateral.

En el espectro de masas del cicloartenol 84; su aceta
to 88; 2,2—d2—cicloartenol 89; 2,2,3-d3—cieloartenol 90, ciclo-
artenona 91 y 2,2-d,-cicloartenona 92, el fragmento a se obser-
va a m/e 286. Se desplaza a m/e 288 en el cicloartanol 93 indi
cando que la cadena lateral es retenida en el fragmento. El a-
cetato de polinasterol 94, que-no tiene metilos unidos a C-4,
pero posee la misma cadena lateral que el cicloartanol, presen-
ta este pico también a m/e 288. Un pico similar, desplazado en
14 uma respecto del acetato de cicloartenol se observa en ciclo-
laudenol 83 a m/e 300. De lo anterior se desprende que el ani-
llo A se pierde en el curso de la fragmentacién que conduce al
fragmento a.

Este fragmento se forma por ruptura del anillo ciclo-
propano y su formacién requiere la pérdida del anillo A junto
con los carbonos 6 y 19. La ausencia de gxperiencias con com-
puestos marcados isotépicamente no permite dilucidar egsg punto.
Dos posibles rutas son las indicadas en las figuras 39 y

. 4
figura 402 6
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R,= H,OAc; R2= H

: R,= H, OAc; R2= Me

12

o
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a, m/e = 286

Figura 39

Figura 4o
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El espectro del cicloartenol 84 muestra un pico b,
am/e 339 ( M - 18 - 69 ). Este fragmento no se desplaza en el

espectro de 2,2,3-d,-cicloartenol 90 o acetato de cicloartenol

89. Un pico similag presenta el ciclolaudenol 83 a m/e 353 .
En cambio, el acetato de eucalenol 95, que tiene un solo metilo
en C-4, y el acetato de polinasterol 94, que no esta sustituido
en C-4, muestran este fragmento a M - 60 - 55 y M -60 - 41 res-
pectivamente. Esto indica claramente que los carbonos 2,3 y 4
se pierden en la formacién del idn b.

Otro fragmento ¢, se observa a M - 18 - 43 en los es-
pectros de masas de algunos compuestos con hidroxilo libre uni-
do al C-3 de esta serie y que posee cadenas laterales distintas.
El acetato de cicloeucalenol 95, con un solo metilo en C-4,
muestra este pico a M - 60 - 43. Se cree que ni la cadena late
ral ni el C-4 estdn involucrados en este proceso de fragmenta-
cién. Compuestos marcados con deuterio en C-2 y C-3, 89 y 90,
sugieren que estos dos carbonos se retienen en este ién.

Fragmentos producidos por la pérdida de la cadena lateral:

Se observa un pico d correspondiente a la ruptura de
la cadena lateral entre C-17 y C-20 en todos los compuestos de
esta serie, asi como también fragmentos d - 18 o d - 60 de
pendiendo de la presencia de un hidroxilo o acetoxilo en C-3.

La cadena lateral que posee un doble enlace puede eli
minarse a veces junto con dos hidrégenos del anillo , aunque el
fragmento proveniente de tal proceso parece ser menos pronuncia
do para este tipo de triterpenos tetraciclicos que en el caso
de esteroides.

El espectro de masas del acetato de 24-metilencoles-
terol 97 o el acetato de fucosterol muestra un fragmento inten-
so a m/e 296 que se origina probablemente como se indica en la
figura 41. Esta fragmentacidén no ocurre en triterpenos tetra-
ciclicos con 9:19-ciclopropano, que tienen un metileno unido a
c-24, 95 y 96.
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AcO

Flgura 4

En la tabla 16, se resumen las rupturas mencionadas

para triterpenos tetraciclicos.

Tabla 16: Principales fragmentos observados en el espectro de masas de tri-
terpenos tetracfclicos.

Compuesto m Ig'}ei ir?\?eg '2%& iggei
84 426 286 339 365 315 - 297
88 468 286 339 365 357 - 297
89 428 286 339 367 317 - 299
S0 429 286 339 368 318 - 300

L2y 286 - - 313
426 286 - - 315
428 288 341 367 315 - 297
442 288  3M - 329 - 269

440 300 353 379 315 - 297
468 300 353 365 343 - 283
482 300 353 379 357 - 297

\D, |\0 J]OO [\O |\ O O |w
N\ jw W N | —
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Objetivo del trabajo realizado

La finalidad de este trabajo ha sido aislar e identi-
ficar los componentes organicos de Gomphrena martiana Moquin ( fa-
milia Amarantaceae ), hierba utilizada en la medicina popular
( pag. 14 ).

Paralelamente resultaba de interés la busqueda de o-
tro tipo de acciones distintas a las atribuidas a esta planta.
Por ello se probd la actividad antitumoral y antimicrobiana de
distintos extractos y mezclas enriquecidas en determinados com-
ponentes.

El escaso conocimiento de la quimica de esta familia
indujo a realizar un estudio comparativo sobre especies argenti

nas del mismo género.

Extraccién y tratamiento del material vegetal

La planta Gomphrena martiana fue recolectada en los me-
ses de febrero y marzo en las provincias de Salta y Jujuy, no
encontrandose diferencias significativas entre las distintas
partidas.

La planta seca y molida, se extrajo con éter de petrd
leo como se indica en la parte experimental. Al concentrar yen
friar el extracto obtenido se separd un precipitado, Precipita-
do 1; por evaporacidén del filtrado se obtuvo un residuo oscuro,
Residuo 1. A continuacién se extrajo el residuo vegetal seco
con etanol. Al enfriar el extracto etandlico se separé por fil
tracién un abundante precipitado constituido por nitrato de po-
tasio; y por evaporacidén del filtrado se obtuvo el Residuo 2.

Los compuestos aislados e identificados de esta plan-
ta surgieron de las separaciones cromatograficas del Precipita-

do 1, Residuo 1 y Residuo 2.
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l.- ESTUDIO DEL PRECIPITADO 1

El fraccionamiento del Precipitado 1, condujo a los
compuestos 98, 100, 101 y 104, los cuales dieron reaccién de
Shinoda ( HCl / Mg ) positiva 247. Esta reaccién se utiliza pa

ra caracterizar flavonoides.

Analisis estructural del flavonoide 98

Por sucesivas recristalizaciones del Precipitado 1 con
etanol, se obtuvo un producto cristalino 98 que presentd en el
espectro ultravioleta ( U .V. ) dos absorciones a 313 y 269 nm,
caracteristicas de flavonas y flavonoles 169.

Su espectro de 1H-RMN ( Fig. 42 ) mostrd dos singule-
tes a 3,87 y 4,12 ppm que integraban para 3 hidrdgenos cada uno,
caracteristicos de grupos metoxilos aromdticos; un singulete co-
rrespondiente a dos hidrédgenos a 6,02 ppm debido a un
grupo metilendioxilo; un singulete a 6,63 ppm asignable a H-6 o

H

+“ODONs »udp 1
T Me0-5 |
jn H'3',l§'y 5' Meo-3 |
H-2'y 6
~0CH,0-
H-8
A A ] I8
N 3 n

Figura 42: Espectro de lH-RMN de 98, en CIBCD ( 90 MHz ).
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H-8 y dos multipletes centrados a 7,43 y 8,00 ppm que integra-
ban para 3 y 2 hidrdgenos respectivamente, correspondientes a
un anillo B sin sustituir 166 .

Su espectro de masas presentd un ién molecular a m/e
326 que coincide con una férmula de CigHi406 - La ubicacién de
los sustituyentes en el anillo A surgié del andlisis de los frag
mentos correspondientes a la ruptura tipo retro Diels-Alder. De
ellos sOlo se observd el fragmento AI"( m/e 194 ) indicativo
de un anillo A con un metoxilo y un grupo metilendioxilo. La
presencia de iones a m/e 105 y 77 correspondientes abenzoilo y
fenilo respectivamente, evidencidé la ausencia de sustitucidén en
el anillo B. Por lo tanto, el segundo metoxilo, observado por
lH-RMN, debia encontrarse ubicado en C-3 ya que ademds, el ién
m/e 297 ( M - H,0O + ) sugeria que podia tratarse de una 3,5-di-
metoxiflavona 134 ( Fig. 43 ).

Para resolver la ubicaéién exacta de los sustituyentes
en el anillo A se procedié a realizar el espectro de lH—RMN en
benceno deuterado, aprovechando la propiedad de este solvente de
inducir desplazamientos diferenciales de los grupos metoxilo de
acuerdo a la sustitucidén en los carbonos vecinos a los mismos175
(pdg. 67 ). Como no se observaron desplazamientos significati-
vos en el espectro mencionado, se dedujo que las posiciones orto
a ambos metoxilos debian estar ocupadas. Es de notar, que el
grupo metilendioxilo sufre un desplazamiento ( A§= $cpcla 6C6D6)
de 0,89 ppm, que coincide con el esperado para un metoxilo con
posicidén orto libre ( Fig. 44 ) , por consiguiente al menos una
posicién vecina a este grupo no estaba sustituida. Esto confir-
maba la observacién hecha por espectrometria de masas, que uno
de los metoxilos debia estar unido a C-3.

El segundo metoxilo podia encontrarse enC-5 o bien en
C-8, con el grupo metilendioxilo unido a los C-6 y C-7 en ambos
casos. Para aclarar esta disyuntiva se procedidé a efectuar una
damﬂi}achﬁl especifica para MeO-5 con AlCl, 248,243 ,pteniéndose
un compuesto fendlico 99.

Este flavonoide 99 resultd clave para elucidar la es-

tructura de 98.
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(%)

50 77

50 105 297
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l J 149,61, 195 2(9
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RDA: retro-Diels-Alder

Réu
A1 , m/e 194 AI , m/e 195
+
CL\
) L
r
O. 2, m/e 105 - , m/e 77

Figura L3: Espectro de masas y fragmentos principales de 3,5-dimetoxi-6,7- meti
lendioxiflavona 98.
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6,7-CH,0 5 3
6,022 2 4,12 3,87
[ l I C1,CD
6,0 5,0 h,b 3ﬂ)ppm
6,7-CH_0 >3
"5 132 2 4,00 3,83
, | i} l I C6%
6,0 5,0 4,0 3,0 ppm

Figura L4: Comportamiento de los grupos metoxilo y metilendioxilo en los espec-
tros de 'H-RMN de 3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona 98 en CI3CD y

C6D6.

El espectro U.V. de 99 presenté dos maximos a 323 ( ban
da I ) y 273 ( banda II ) nm mostrando un desplazamiento batocré-
mico de la banda I al efectuar el espectro en presencia de AlCl3
( 82y = 27,5 nm ) que es indicativo de hidroxilo unido a C-5 y
C-6 sustituido, debido a la escasa magnitud del desplazamiento
observado 250 .

El espectro de masas de 99 mostraba el ién molecular
a m/e 312 ( C17H1206 ), el fragmento AI' ( m/e 180 ) correspon-
dia a un anillo A sustituido por hidroxilo y un metilendioxilo,
asi como fragmentos a m/e 105 y 77 provenientes del anillo B no
sustituido ( Fig. 45 ).

Su espectro de lH-RMN mostré singuletes a 3,87 ppm a-
signable a un grupo metoxilo unido a C-3, 6,08 ppm correspondien
te al grupo metilendioxilo, 6,53 ppm asignable a H-8 y 12,85
ppm correspondiente al prptén de HO-5, y multipletes a 7,51 y
8,05 ppm correspondientes al anillo B no sustituido ( Fig 46 ).

La metilacién del compuesto 99 con ( CH3 )2SO4 dio 98 comproban-
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Figura 45: Espectro de masas y fragmentos principales de 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-
metilendioxiflavona 99.
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Figura 46: Espectro de 1H-RHN de 99, en C1.CD ( 60 MHz ).

3

dose asi, que en el proceso de demetilacidén no ocurrié isomeriza
cién.

Los resultados obtenidos indican claramente que ambos
compuestos presentaban un esquema de sustitucién 5,6,7- . Se i-
dentificd, por tanto, al compuesto 98 como 3,5-dimetoxi-6,7-meti
lendioxiflavona. Este compuesto no fue hallado previamente en la
naturaleza; sdlo se conoce un informe sobre la sintesis del mis-
mo 251. Un testigo sintético, presentdé las mismas caracteristi-

cas espectroscépicas que 98 .

Por evaporacidén de las aguas madres de cristalizacidn
de 98 se obtuvo un residuo que fue purificado por métodos croma
tograficos, como se detalla en la parte experimental ( pég.le Y,
obteniéndose los flavonoides 100, 101 y 104.

Andlisis estructural del flavonoide 100

Después del fraccionamiento cromatografico y recrista-
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lizacién ,se obtuvo un producto cristalino amarillo, que demostréd
ser fendélico ( reaccién con FeCl, positiva ).

El espectro de lH—RMN de 100 ( Fig 47 ) mostrd dos sin
guletes a 3,87 y 4,05 ppm que integraban para 3 hidrégenos cada
uno y correspondian a dos metoxilos; un singulete a 6,58 ppm asig
nado a H-8 y las seflales correspondientes a un anillo B no susti-
tuido ( multipletes centrados a 7,42 ( 3 H) y 8,08 ( 2H )) . Se
observé también una sefial ancha a 12,87 ppm atribuible a HO-5 .

El espectro U.V. presenté absorciones a 323 y 270,5 nm
y al efectuar los espectros en presencia de AlCl3 o) A1C13/HC1 se
observd un desplazamiento batocrémico de la banda I en 19 nm evi
denciando la presencia de un hidroxilo unido a C-5 y que la posi
cién 6 estaba ocupada 250 . Al realizar el espectro en presen-
cia de NaAcO se observé un pequefio desplazamiento batocrdémico de
la banda II de 1,5 nm sugiriendo que un hidroxilo estaba unido
a C=7 169
miento y al hecho de observar desplazamientos de valor interme-
1H-RMN en benceno deuterado ( Fig. 48 )

Debido a la baja magnitud de este dltimo desplaza-

dio en los espectros de
fue necesario confirmar la naturaleza del sustituyente unido a

e e = ————
- 30'3 ) °>-:>
:* H-2" y 6' ® = Mg0-6
S # H-3',L’i'y 5: . |
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Figura 47: Espectro de TH-RMN de 100, en CIBCD ( 60 MHz ).
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C-7. Para ello se procedié a metilar el compuesto 100 con sulfa
to de metilo obteniendose el dimetilderivado 114.

El espectro de 1H-RMN de 114 mostré cuatro metoxilos,
uno de los cuales sufrid un fuerte desplazamiento a campos altos
en el espectro realizado en benceno-ds, caracteristico de un me-
toxilo unido a C-7 ( pdg. 67; Fig. 48 ). Este comportamiento no
se observé en 100 confirméndose asf la ubicacién de un hidroxilo

en C-7.

El espectro de masas de 100 ( Fig. 49 ) presentd un
ién molecular a m/e 314 ( C17H1406 ). El ién m/e 167 correspon
diente a A, - Me.]+ indicé que este anillo tenia como sustituyen
te dos hidroxilos y un metoxilo que debia estar ubicado en la

posicién 6, en base a los resultados mencionados. La relacidén de

114
5 7vy6
402, 96 3
6 3 3,91,°g;
4,05 3,87 ’
T e
h:& 3:0 ppm 4 b 3 3,0 ppm
3y6 5 3 836 7
3,65 3,67 4,07 °*"°3,78 3,27
” c13co | ” I CeDg
L 0 0 4.0 0
100 3,0 ppm 114 3,0 ppm

Figura 4L8: Comportamiento de los grupos metoxilo en los espectros de ‘H-RMN de
5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 y 3,5,6,7-tetrametoxiflavona
114 en CI3CD y C6D6.
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Figura 49: Espectro de masas y fragmentos principales de 5,7-dihidroxi-3,6-di
metoxiflavona 100.
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las abundancias relativas de los fragmentos correspondientes a
M, M - Me y M - H,0 confirmé una vez mas que se trataba de una
5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 159 ( pdg. 56 ). Los iones m/e
105 y 77 indicaron nuevamente que el anillo B no estaba susti-
tuido. Por lo tanto, el metoxilo restante debia estar unido a
Cc-3.

Se identificé a este compuesto como 5,7-dihidroxi-3,6-
dimetoxiflavona 100, el cual no habia sido aislado anteriormen-

te de fuente natural, pero si sintetizado 252

Andlisis estructural del flavonoide 101

Se aisldé como un producto cristalino amarillo, que pre
sentd reaccién con FeCl3 positiva, evidenciando su naturaleza fe
nélica.

Su espectro de 1

H-RMN ( Fig. 50 ) era muy similar al
del compuesto 100 pero presentaba un solo metoxilo que se obser-

vaba como singulete a 4,05 ppm. Se observaron también dos singu

20 3.0 40 50 PPMA(T) 60 70 2.0 9.0 1[']
T v 1 - 1 R — T T T M T M . M T

8l B B
=441y

HO-5
] e

s

1

Figura 50: Espectro de H-RMN de 101, en C13CD ( 60 MHz ).
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letes a 6,62 y 6,67 ppm asignables a H-3 e H-8 respectivamente,
asi como seflales correspondientes al anillo B sin sustituir
( multipletes centrados a 7,53 ( 3H) y 7,90 ( 2 H) ppm ). La
sefial a 12,97 ppm se asigndé al hidrdégeno fendlico de C-5. Vale
la pena destacar que la aparicidén de un nuevo singulete en 1la
zona de H-6 o H-8 estaba de acuerdo con una estructura de tipo
flavona ( C-3 no sustituido ), ya que siempre el H-3 no presen-
ta particién.

Su espectro de masas ( Fig. 51 ) presentdé un ién mole-
cular a m/e 284 de acuerdo con la fdérmula C16H12057 el ién m/e
167 indicdé, como en el flavonoide 100, que el anillo A estaba sus
tituido por dos hidroxilos y un metoxilo. Nuevamente las abun-
dancias relativas de los iones M, M - Me y M - H20 indicaban que
se trataba de una 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona.

Su espectro U.V. presentdé un desplazamiento batocrdémi-
co de la banda I al efectuar el espectro en presencia de AlCl3 y
A1C13/HC1 de 2%58m indicando la presencia de un hidroxilo en C-5
y C-6 ocupado . En presencia de NaAcO se observé un despla-
zamiento batocrémico de 1 nm. Dada la baja magnitud de este 0l-
timo, era necesaria otra comprobacién para justificar la presen-
cia de un hidroxilo unido a C-7. Para este fin, se compararon

los espectros de 1H—RMN del derivado dimetilado 102 en Cl3CD Y

C6D6'

El compuesto 102 mostré dos singuletes correspondientes
a tres grupos metoxilo. Solo uno de ellos se vié fuertemente
afectado al realizar el espectro en CeDg Fig 52 ). Este hecho
no ocurria con el compuesto 101, por tanto de esta manera se pu
do confirmar la existencia de un hidroxilo en C-7. Asi queda
bien establecido que el esquema de sustitucidn presente en el fla
vonoide es 5,6,7- y no 5,7,8~ ya que en este ultimo caso, al efec
tuar el espectro de lH—RMN en CcD¢ del derivado permetiladc debe-
rian ser dos los metoxilos fuertemente afectados.

Se identificd a este compuesto como 5,7-dihidroxi-6-me-

toxiflavona 101, conocido como oroxilina, que fue hallado previa-

253 254-256

mente en Oroxilum indicum y especies de Scutellaria

Llamé la atencidén la discrepancia existente entre el
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Figura 51: Espectro de masas y fragmentos principales de 5,7-dihidroxi-6-metoxi
flavona 101,
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Figura 52: Comportamiento de los grupos metoxilo en los espectros de H-RMN de
5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 101 y 5,6,7-trimetoxiflavona 102 en

C1,CD y CgDg -

punto de fusidén informado en la literatura y el obtenido para es-
te compuesto. Los valores descriptos varian en un amplio rango:
231-232 °c 233 y 219 °c 2°7; gerivado diacetilado: 131-132 °c 2°3

y 143 °C 257. Si bien la estructura del compuesto 101 no ofre-

cia dudas, se efectud el espectro de lH—RMN del mismo en acetona-
d6! §é7cual resulté coincidente con el registrado en bibliogra-

fia . Se prepard también el derivado diacetilado 103 ( pf:

142-144°C ). Su espectro de lH—RMN ( Fig.53 ) mostré dos singu-
letes a 2,35 y 2,46 ppm que se asignaron a los metilos de dos a-
cetatos aromaticos; un singulete a 3,84 correspondiente al MeO-6;
dos singuletes a 6,55 y 7,20 ppm atribuibles a los H-3 e H-8 res

pectivamente, siendo este uUltimo el mds afectado al ‘acetilar; y
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Figura 53: Espectro de "H-RMN de 103, en CI3CD ( 100 MHz ).

dos multipletes complejos a 7,44 y 7,75 ppm para los 5 hidrdégenos
del anillo B. Estos datos espectroscépicos, asi como el punto de
fusidén del derivado diacetilado 103 concuerdan con los de litera-
tura 257 . El espectro de masas de 103 ( Fig. 54 ) mostrd el ién
molecular a m/e 368 a partir del cual se observan dos pérdidas
sucesivas de cetena ( 42 uma ) para dar los iones m/e 326 y 284,
siendo el Gltimo el idén molecular de 100. A partir de este 0lti-
mo ién se forman los mismos fragmentos que en el compuesto 101.
Es de notar que en los espectros de masas de 101 y 103 se observa
la aparicidén de un ién m/e 69 intenso cuya génesis se descibe mas

adelante ( pag. 161 ).
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Figura 54: Espectro de masas de 5,7-diacetoxi-6-metoxiflavona 103 .

Analisis estructural del flavonoide 104

]
Este compuesto mostrd en el espectro de 1H—RMN ( Fig.56 ),

dos dobletes a 6,33 y 6,50 ppm que integraban cada uno para un
protén y presentaban un acomplamiento meta ( J = 2 Hz ) caracte-
ristico de flavonoides con el anillo A sustituido en las posicio
nes 5y 7 ( pAdg. 61 ); dos singuletes a 3,88 y 3,96 ppm que inte-
graban para 6 y 3 hidrégenos respectivamente y que fueron atribui
dos a 3 grupos metoxilo. Como el anillo B no estaba sustituido
se observaron 2 multipletes centrados a 7,46 y 8,02 ppm que inte-
graban para 3 y 2 hidrdégenos respectivamente. De esto se dedujo
que uno de los metoxilos debia estar unido a C-3.

El espectro de masas ( Fig.55 ) confifmé estas asigna-
ciones y mostrd un ién molecular a m/e 312 ( C18H1605 Y, el ién
m/e 180 correspond?ente al anillo A con dos metoxilos y, m/e 105
Y 77 de los iones benzoilo y fenilo provenientes del anillo B no

sustituido.
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Figura 55: Espectro de masas y fragmentos principales de 3,5,7-trimetoxiflavona
104.
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Figura 56: Espectro de lH-RMN de 104, en CI3CD ( 60 MHz ).

Por consiguiente, se identificd este compuesto como la
3,5,7-trimetoxiflavona 104, que fue aislada previamente de Aniba
riparia 258 - Esta estructura se confirmé por comparacidén con el
producto obtenido sintéticamente a partir de 2,4,6-trihidroxi-w-
metoxiacetofenona 106 259 y anhidrido benzoico/bénzoato de sodio
segin el método de Robinson 290 y posterior metilacién del compues

to obtenido ( Fig. 57 ).

OH
105 106 104
.- MeCN, ZnC1!

» HC1 (g), 0°; 11.- H,0, 100°; Fii.- anhidrido benzoico, acido
benzolco, ?90°; iv.- KOH 10% ; v.- SO“He

2 K2C03.

Figura 57: sintesis de 3,5,7-trimetoxiflavona 104,
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2.- ESTUDIO DEL RESIDUO 1

El fraccionamiento de este residuo dio lugar a 8

fracciones que se detallan a continuaciédn:

Fraccion Componentes
1 Hidrocarburos
‘Ceras
Alcoholes lineales y Triterpenos
Esteroles
Flavonoides 100 y 101

Flavonoides 98 y 114
Flavonoides 104 y 115

W N O NN W N

Aceite verde oscuro

Las fracciones 2 y 8 no fueron estudiadas.

Hidrocarburos

La fraccién 1 estaba constituida por hidrocarburos, que
fueron analizados por cromatografia gas-liquido ( C.G.L. ) en con
diciones isotérmicas, determinidndose asi que se trataba de una se

rie homéloga ( Fig. 58 ).

El andlisis de los espectros demasas de los componentes
mas abundantes se efectudé por C.G.L.-E.M., en condiciones de tem-
peratura programada , encontrandose que la planta contiene hidro-
carburos lineales saturados de 29, 31, 32, 33, 34 y 35 atomos de
carbono. Los componentes mas importantes son los de nUmero de
carbono impar, ya que se forman por descarboxilacidén de ac. gra-
SOSs pares 261 . Se observaron también dos hidrocarburos pertene-

cientes a la serie 180 ( C En esta planta 1lla-

31864 ¥ C33Hgg ) -
ma la atencidén la abundancia del hidrocarburo im>C31H64 .

Los espectros de masas de los hidrocarburos lineales
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Figura 58: Cromatograffa gas-lTquido de los hidrocarburos de Gomphrena martiana.

presentaban una caida exponencial en la abundancia de los fragmen
tos, observdndose en la zona de masas altas sélo el ién molecular
de baja intensidad. En el caso de los hidrocarburos pertenecien-
tes a la serie 280 se observd el mismo comportamiento en la zona
de masas bajas e intermedias, mientras que en la zona de masas al
tas se veian fragmentos correspondientes al idén molecular y a pér
didas de metilo e isopropilo a partir de aquel.
En la tabla 17 se consignan los logaritmos ( ln ) de

los tiempos de retencién ( ln Tr ) observados en el andlisis iso-
térmico por C.G.L. y la abundancia relativa de los hidrocarbu-

ros,

Tabla 17: Hidrocarburos de Gomphrena martiana.
nC29 zC3] nC31 nC32 1C nC nc3h nc35

33 33
In Tr 0,846 1,209 1,308 1,554 1,671 1,788 2,027 2,265
b4 2,7 17,4 21,1 1,3 4,3 35,0 1,7 16,0

MY, m/e 408 436 436 450 464 L6k 478 492
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Los parametros calculados por cuadrados minimos correspondien-
tes a la recta resultante de representar graficamente ln Tr en
funcién del numero de Adtomos de carbono son los siguientes:

ordenada al origen: -6,03

pendiente: 0,237

coeficiente de correlacién: 0,9999

Alcoholes

Por sucesivas recristalizaciones de acetona de la frac
ciéon 3 se obtuvo un sélido blanco que mostrd en su espectro I.R.
una absorcidén ancha centrada a 3.300 cm_l correspondiente a la
tensidn O-H y dos sefiales a 740 y 730 cm-l correspondientes a la
deformacidén de una cadena de metilenos 262

Su espectro lH—RMN presentd un triplete deformado a
0,90 ppm correspondiente a metilo, un singulete a 1,26 ppm de
gran intensidad debido a metilenos de una cadena y un triplete
a 3,66 ppm correspondiente a un metileno unido oxigeno.

Su estudio por C.G.L. en condiciones isotérmicas dio
una serie de picos que mostraban una variacién logaritmica del
tiempo de retencidén al aumentar el nuimero de carbonos de los
compuestos correspondientes, segin se determiné por medio de sus
espectros de masas. Estos fueron registrados para los tres
componentes mayoritarios,llegando a la conclusidén de que se tra-
taba de una mezcla de alcoholes lineales 158 de C,, a C30.

En la tabla 18 se dan los valores de ln Tr observados
para los distintos compuestos.

Tabla 18: Alcoholes de Gemphrena martiana.

nczh nC25 nC26 nC27 nC28 nC29 nC30

In Tr 2,005 2,269 2,528 2,789 3,054 3,313 3,569
z “'3 Ipo 3',6 3,3 l""3 1'7 13’2
M - H,0 - - 364 - 392 - 420
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Por calculo de cuadrados minimos se obtuvieron los siguientes
parametros correspondientes a la recta resultante de represen-
tar grdficamente 1ln Tr en funcidén del nimero de 4tomos de carbo
no de los alcoholes mencionados:

ordenada al origen: -4,255

pendiente: 0,261

coeficiente de correlacidén: 0,9999

Triterpenos

Se evaporaron las aguas madres de recristalizacidn de
los alcoholes. El residuo obtenido preseﬁtaba por cromatografia
en capa delgada de silicagel una mancha que revelaba violeta ro-
f= 0,5 ( Cl3CH, 2 desarrollos )

caracteristico de triterpenos. Por cromatografia en columna se

jizo con H2804/anisaldehido a R

aislé la fraccién que presentaba las caracteristicas mencionadas
previamente. Su andlisis por C.G.L. demostrd que se trataba de
una mezcla de varios componentes ( Fig. 59 ), pudiendose determi
minar por C.G.L.-E.M. que estaba constituida por alcoholes de ca
24" C26 y C28 ( 19,2; 20,1 y 10,0 % respectiva-
mente ) y cuatro componentes de mayor tiempo de retencidn: 5,42
min ( 4,4 % ); 5,99 min ( 20,2 % ); 6,85 min ( 22,2 % ) y 8,26
min ( 2,0 % ).

El compuesto con tiempo de retencién 5,99 min mostréd

dena lineal de C

en su espectro de masas ( Fig.60 ) un idén molecular con m/e 426
y pico base a m/e 218. Estos datos correspondian a un alcohol

triterpénico de 'tipo Alz—urseno fe) Alz—oleaneno 2631264

r.€8
decir que el compuesto debia ser a- o B-amirina. Su identidad
se comprobdé por C.G.L. contra testigos auténticos de los alcoho
les triterpénicos libres y de sus correspondientes derivados a-
cetilados, demostrando ser B-amirina 107.

El compuesto con tiempo de retencidén 6,85 min mostrd
en su E.M. ( Fig. 61 ) un ién molecular con m/e 440. Esta masa
corresponderia a un alcohol triterpénico con un metilo mas que

la amirina. Sin embargo, se observd como ruptura caracteristica
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Figura 59: Cromatografia gas-lfquido de los triterpenos de G. martiana.

la pérdida de 140 uma desde el ién molecular para dar un fragmen
to con m/e 300, lo cual es tipico de 9:19-ciclopropanesteroles
245'246. A partir de este idén se observd la pérdida de 125 uma
correspondientes a una cadena lateral con un doble enlace y un
metilo mds que el colesterol.

Al poseer el compuesto una insaturacién en la cadena
lateral quedaba claro que el esqueleto basico debia corresponder
al de un triterpeno tetraciclico, en particular un derivado alqui
lado del cicloartenol 84. Las fragmentaciones observadas y el
ién molecular indicaban como estructuras posibles las de ciclolau
denol 83 o bien 24-metilencicloartanol 108. Como ambos compues-
tos presentaban espectros de masas muy similares, siendo por lo
tanto dificultoso distinguirlos por este tipo de espectrometria,
se recurrié a la comparacién del producto natural con testigos.
De esta manera, el compuesto se identificd como ciclolaudenol 83

({ Fig. 62 ).
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Figura 60: Espectro de masas y fragmentos principales de B-amirina 107.
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Figura 61: Espectro de masas y fragmentos principales de ciclolaudenol 83.
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Figura 62

De los dos compuestos minoritarios restantes no se pu-
do determinar el espectro de masas del de menor tiempo de reten-
cién ( 5,42 min ). En cambio, el compuesto con Tr 8,26 min pre-
sentd en su espectro de masas ( Fig. 64 ) un ién molecular con
m/e 426 y M - H2
pénico. Como el pico base era m/e 189, el esqueleto basico po-
264 .

( Frig. 63 )

O indicando que se trataba de un alcohol triter-

dia ser el de lupano u hopano

R = H, hopano
R = OH; 822

; hopeol

Figura 63 ( sigue )
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R |

H

R = H, arborano R = H, fernano

Figura 63: . Triterpenos pentacfclicos: tipo hopano, lupano, arborano y fernano.

Los compuestos de las series mencionadas poseen grupos
isopropilo o isopropenilo en el anillo E, sin embargo estas dife
rencias pueden esclarecerse por espectrometria de masas ya que
el grupo isopropilo produce una pérdida de 43 uma desde el idn
molecular y deberia observarse como pico base el ién m/e 191 en
lugar de 189. En el caso del grupo isopropenilo la pérdida de
41 uma a partir del ién molecular no esta favorecida por ser una
ruptura vinilica y por consiguiente M - 41 es de abundancia des-
preciable.

Los datos para el triterpeno en estudio coincidian con
la existencia de un grupo isopropenilo en la molécula, y por lo
tanto se trataba de lupeol u hopeol ( Fig. 63 ). La diferencia
entre ambos sélo reside en la posicidén de los metilos angulares
y en la posicidén del isopropenilo en el anillo E. Estas diferen
cias no pueden ser solucionadas por medio de espectrometria de
masas. Por ello, se efectué una comparacién de los Tr de aceta-
to de lupeol y del producto de‘acetilacién de la mezcla de triter
penos, observidndose que el compuesto incégnita era distinto al
lupeol. Ya que no existe referencia alguna sobre la existencia
de hopeol en la naturaleza, y por tanto no pudiendo contar con un
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Figura 64: Espectro de masas y fragmentos principales de hopeol 109 .
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testigo, se sugiere que la estructura del compuesto natural po-
dria corresponder a la de hopeol 109, sujeta a confirmaciones
posteriores.

‘'Vale la pena mencionar que los arboranos y fernanos tam
bién poseen esqueletos similares a los mencionados , pPero en
estos no existe Me-8, lo cual cambia totalmente la masa del frag
mento proveniente de los anillos A y B, y de esta manera varia
el pico base que surge de la fragmentacidén tipo retro Diels-Alder
en el anillo C ( Fig. 63 ).

Esteroles

La fraccién 4 dio por cristalizaciones sucesivas de
metanol un compuesto homogéneo por cromatografia en capa delga-

da de silicagel con Rf = 0,3 ( C1.CH, 2 desarrollos ). Su estu

3
dio por C.G.L. ( Fig. 65 ) determind que se trataba de una mez-
cla de varios camponentes. E1 analisis de esta mezcla efectuado por

C.G.L. - E.M. demostré que estaba compuesta por esteroles que

10,06

8,69

8,02

1S R TN

- T

Figura 65: Cromatografia gas-lTquido de los esteroles de G. martiana.
ov-17 3%, 1,8 m a T = 260°—280°C, 5°C/min : 110: Tr 6,21; 111:

Tr 8,02; 112: Tr 8,69 y 113:Tr 10,06 min.
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presentaban iones moleculares a m/e 386, 400, 412 y 414 ( Fig.
66-69 ).

10 43
(3) 386
80
604
ho 145 368
. 301 7
213 35

201 159 255 273

WL T 1 | |

50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/e

Figura 66: Espectro de masas de colesterol 110.

100 43
(%)
80
60
400
40
38285
-3
20 | 145 213 261,289 35 367 I
T . e 1
50 100 150 200 250 300 350 koo 450 m/e

Figura 67: Espectro de masas de campesterol 1m.
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Figura 68: Espectro de masas de estigmasterol 12,
100 b3
(2)
80
60
Lo
20 303 396 414
273 275 399
|| _ AL AN | 1 R
50 100 150 200 250 300 350 Loo 450 m/e

Figura 69: Espectro de masas de sitosterol 113.
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En todos los casos de observaron las rupturas debidas
a este tipo de sustancias, como pérdidas de H,0 y cadena lateral
unida al C-17 del nlcleo esteroidal 238 , asi como los fragmen-
tos M - 85 y M - 111 tipicos de A5,3—hidroxiesteroides. La géne
sis de estos fragmentos fueron determinados por Budzikiewicz me-
diante experiencias con compuestos marcados con deuterio 265(F&g.

70 )

ROIY RO

__TH0
H m/e 213

08 5 &

- M-111 M- HZO R, m/e 255

Figura 70: Asignacion de los fones con valor diagndstico en los espectros de
masas de esteroles,

Finalmente, se comparé esta mezcla con una preparada
artificialmente con testigos de esteroles ( Tabla 19 ) resultan
do los Tr coincidentes con los de colesterol 110, campesterol 111,
estigmasterol 112 y sitosterol 113.
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Tabla 19: Esteroles de Gomphrena martiana

=10, R =\\Ij/\\1\r//
R 111, R =\\j[/,i:]\\r//
112, R = N
H
_— _—
rtestigos Tmuestra
Colesterol 110 1,00 1,00 ( 1,32)
Campesterol 111 1,26 1,26 (10,3 %)
Estigmasterol 112 1,34 1,34 (25,4 %)
Sitosterol 113 1,52 1,51 (58,9 %)

%
Tr relativos al de colesterol : 8,90 min. SE-30 3 %, 270°C isotérmico.

Flavonoides

Anialisis estructural del flavonoide 114

El espectro U.V. de 114 mostraba absorciones a 312,
261 y 241 nm y no presentaba variaciones al agregar reactivos
de desplazamiento, hecho que indicaba la ausencia de hidroxilos
fendlicos. Su espectro de 1H-RMN ( Fig. 71 ) mostrd cuatro sin
guletes a 3,87; 3,92; 3,97 y 4,02 ppm que integraban cada uno
para 3 hidrdégenos, manifestando la presencia de 4 metoxilos; un

singulete a 6,77 ppm asignado a H-8 y dos multipletes centrados



139

20 3.0 40 5.0 PPM(T) &0 7.0 2.0 i 9.0 \
— 1 T ——— T T 1 v T T I T I v —
- “OMe - ed
H'B',""YS'
|
|
H-Z'y6'(
|

1

o4

cD ( 60 MHz ).

Figura 71: Espectro de TH-RMN de 114, en Cl3

a 7,50 y 8,08 ppm que integraban para 3 y 2 hidrdégenos respecti
vamente, que correspondian al anillo B sin sustituir. Al reali

1

zar el espectro de "H-RMN en C_D, ( Fig. 48 ) se observaron los

metoxilos a 3,27; 3,78; 3,83 y64fo7 ppm. Comparando estos resul
tados con los del espectro obtenido en Cl1;CD se puso de manifies
to que sélo uno de los metoxilos estaba fuertemente desplazado,
es decir que sdélo uno de ellos presentaba una posicién orto libre.
Por lo tanto,3 de los metoxilos debian presentar un agrupamiento
vecinal en el anillo A; el cuarto metoxilo debia estar unido al
Cc-3.

Esto Gltimo se confirmdé en el espectro de masas ( Fig.
72 ), que presentd un ién m/e 210 correspondiente al anillo A
sustituido por 3 metoxilos. Aparecia ademas, el ién molecular
a m/e 342 coincidente con una férmula de C19H1806 y iones m/e
105 y 77 provenientes del anillo B sin sustituir.

El compuesto 114 es idéntico al que se obtiene por me
tilacién de 100. De esta manera se identificé como 3,5,6,7-te-

trametoxiflavona, no aislada previamente.
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Figura 72: Espectro de masas y fragmentos principales de 3,5,6,7- tetrametoxifla
vona 114,
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Andlisis estructural del flavonoide 115

La fraccién 7 estaba constituida por el flavonoide
104 que fue analizado previamente ( pag. 121 ) y el flavonoi-
de mayoritario 115, que se obtuvo por recristalizacién directa
de metanol de dicha fraccién.

Este compuesto demostré'ser fendlico y presentd en el
.espectro U.V. las siguientes bandas:310, 264 y 242 ( h ) nm; no

se observé desplazamiento con AlCl3

mico de 5 nm en la banda II al usar NaAcO como reactivo de des-
169

plazamiento, indicando la presencia de un hidroxilo en C-7

El espectro de ly-rMn ( Fig. 73 ) en Cl,CH evidencié

3

y si un corrimiento batocrd

la existencia de dos metoxilos ( singuletes a 4,00 y 4,03 ppm );

2 protones aromaticos con singuletes a 6,67 y 6,93 ppm asignados

a H-3 e H-8 respectivamente y seflales del anillo B sin sustituir

( multipletes centrados a 7,50 y 7,90 ppm que integraban para
3 y 2 hidrégenos respectivamente).

20 2.0 40 50 PM(T) 60 70 0.0 ! 9.0 10

I T )| T ) T T v | — T v T —_ T 1
I - - Me0-5 y § . I
T *H-2'y 6
» # H_3l’bly._.5l

1 1 1 1 1 + 1 1 1 - 1 t 1 — 4
[T 7] %5 £ ¥ Y ¢ ) R ) 35 ) 5 0
Figura 73: Espectro de 'H-RMN de 115, en C1.,CD ( €0 MHz ).

3
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Su espectro de masas ( Fig. 74 ) mostré un ién molecu
lar a m/e 298 correspondiente a C17H14°5' los iones a m/e 181
y 153 correspondientes a A - Me y A- COMe respectivamente, que
indicaban un anillo A con dosmetoxilos y un hidroxilo. Los iones
m/e 105 y 77 confirmaban que el anillo B no estaba sustituido.

Para confirmar las asignaciones anteriores se registra
ron los espectros de lH-RHEN en presencia de Eu(fod)3, que es un
reactivo paramagnético que induce desplazamientos diferenciales
para los distintos protones de un flavonoide ( pag. 72 ). Para
ello se utilizaron diferentes relaciones molares de Eu(fod)3/flg
vonoide y se graficaron los valores de desplazamiento observados
en funcidén de esas relaciones molares. De esta manera se obtu-
vieron rectas para cada sefial y se calculd el valor de la pendien

te " valor S " ( Fig. 75 ). Los valores obtenidos para los dos
metoxilos estaban de acuerdo con su ubicacién en las posiciones
5- y 6- (S =14,0 y 8,8 respectivamente ). Los hallados para
H-3 ( -1,1 ) y H-8 ( 1,2 ) confirmaron las asignaciones, ya que
el Eu(fod)3 tisgelég particularidad de proteger al H-3 y despro
teger al H-8 ! .

Del analisis de los espectros anteriores surgia como
estructura probable para el flavonoide 115 la de 7-hidroxi-5,6-
dimetoxiflavona. Debido a que la presencia de HO-7 y MeO-5 en
una flavona 5,6,7-trisustituida resultaba fuera de lo comin, se
decididé confirmar la estructura por métodos quimicos y espectros
copicos.

Asi, al registrar el espectro de 1H-RMN en CGDG ( Fig.
76 ), uno de los metoxilos no resultd afectado mientras que el
otro sélo lo fue parcialmente ( A5 = 0,49 ppm ). Este Gltimo va
lor es menor que el esperado para un metoxilo con una de las po-
siciones orto libre ( AS= 0,7 ppm ) y es mayor que el correspon-
diente a un metoxilo flanqueado por dos metoxilos ( 46 = 0,1 ppm)
Por lo tanto, el metoxilo en cuestidén debia ser adyacente a dos
sustituyentes.

La presencia de un MeO-5 fde probada quimicamente al
demetilar 115 con AlCl, en acetonitrilo 249 giendo el obtenido
idéntico a 101. A su vez, el producto de permetilacién es idéntico
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Figura 74: Espectro de masas y fragmenfos principales de 7-hidroxi-5,6-dimetoxi
flavona 115.
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Figurs 75: Grafico de desplazamiento quimico de los distintos hidrégenos de
7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115, en funcion de la relacion de
concentraciones molares de flavonoide a reactivo de desplazamiento
paramagnético Eu(fod)3.

5 6
L,o5( |4,00 cl.cp
3
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OMe I l C606
115 hio 3:0 ppm

Figura 76: Comportamiento de los grupos metoxilo en los espectros de lH-RHN de
7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115 en C13CD y CgDg -
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al que se obtiene por permetilacién de 101. E1 flavonoide 115
fue identificado como 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona, gque nofue

aislado previamente de una fuente natural.

3.- ESTUDIO DEL RESIDUO 2

Una solucién alcohdlica del Residuo 2 se evapord al
vacio sobre poliamida y a continuacién el sélido obtenido se per

cold sucesivamente con cloroformo, agua y metanol.

Estudio estructural de los protoalcaloides 9 y 11

Como era conocido que las plantas pertenecientes a la
familia Amarantaceae acumulaban protoalcaloides ( pag. 5 ) con
nitrdégeno cuaternario, se encaré la blsqueda de este tipo de
compuestos. Para ello, el percolado acuoso se llevé a pH = 12
y se agregd una solucién saturada de sal de Reinecke:
(Cr(SCN)4(NH3)2)NH4. Esta sal compleja tiene la propiedad de
formar sales insolubles con alcaloides en funcidén de la basici-
dad de los mismos 266 . El precipitado obtenido por este trata
miento se filtrd , disolvid en acetona y la solucidén resultante
se pasdé por una columna de intercambio , Amberlite IRA 400(HO ),
obteniendose el compuesto 1l en la forma de acetato luego de un
fraccionamiento cromatografico posterior.

Su espectro de 1H—RMN ( Fig.77 ) mostrd singuletes a
1,88 ppm para el metilo del acetato y a 3,18 ppm, 9 hidrdgenos,
correspondientes a tresmetilos unidos a un nitrégeno cuaternario
y también multipletes a 3,48 ppm,correspondiente a un metileno
unido a un nitrégeno cuaternizado,y a 4,03 ppm para dos hidrége
nos asignados a un metileno unido a oxigeno 267 . Se identificéd
a este compuesto como colina 11, confirmandose por comparacidn
cromatografica con una muestra auténtica. Se prepararon los pi-
cratos de 11 y de un testigo,y no se observé depresién en el pun

to de fusién mezcla.
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Figura 77: Espectro de 'H-RMN de 11, en D,0 ( 100 MHz ).

El filtrado a pH = 12 se acidificé con HCl ( c ) hasta
PH = 1 y se repitid el tratamiento antes descripto aislandose 9.

Su espectro de lH—RMN ( Fig. 78 ) presentd dos singule
tes para 9 y 2 hidrdégenos a 3,24 y 3,85 ppm, correspondientes a
3 metilos y un metileno respectivamente, unidos a nitrdégeno 268

Su espectro de masas ( Fig. 79 ) mostrd el idn molecu-
lar a m/e 117 y pico base proveniente posiblemente del siguien-

te reordenamiento:

+
Me CH.,=NMe

m/e 58

Este espectro y el .comportamiento cromatografico resultaron idég

ticos a los de una muestra auténtica de betaina 9.
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Analisis estructural del glicésido de flavonoide 116

Por sucesivas cromatografias del percolado metandlico.
( parte esperimental, pag. 214 ) se aisld el compuesto fendlico
1l16. Su espectro U.V. mostrdé absorciones a 356; 267,5 y 255 nm
caracteristicos de un flavonoide. La posicién de la banda I in
dicd que se trataba de un flavonol sustituido en C-3. La presen
cia de 2 maximos en la banda II ( 267,5 y 255 nm ) estaba de a-
cuerdo con un flavonoide sustituido en C-3' y C-4' 169 . Para
comprobar si los sustituyentes de esas posiciones eran hidroxi-
los se efectud el espectro U.V. en presencia de AlCl3 observan-
dose un desplazamiento batocrdémico de la banda I (A, = 44 nm )
que en presencia de HCl no se alterdé. Este comportamiento demos
tré que no existia en la molécula un agrupamiento o-dihidroxilo
y que el responsable del desplazamiento debia ser una 5-hidroxi-

flavona-3-O-sustituida 169 ( Tabla 20 ).

Tabla 20: Efecto de AICIB/HCI sobre la banda 1 en espectros U.V. de flavonoi-

des.
Compuestos All
3,5-dihidroxiflavonas 50-60 nm
3-hidroxiflavonas 55-65 nm

S5-hidroxiflavonas y
S-hidroxi flavonas-3-0- 35-55 nm
sustituidas

En el espectro U.V. en presencia de NaMeO se observdé un corri-
miento batocrémico de 56 nm en la banda I sin disminuir su inten
sidad. Este valor era el esperado para un flavonoide con un hi-
droxilo unido a C-4'. En presencia de NaAcO se produjo un des-
plaéamiento batocrémico de la banda II de 7 nm indicando la pre-
sencia de un hidroxilo unido a C-7.

Por hidrélisis acida se obtuvo isoramnetina 61 ( 3,5,7,
4'-tetrahidroxi-3'-metoxiflavona ), galactosa y ramnosa., La a-
glicona fue identificada en base a comparacién cromatografica y

espectroscdpica ( espectro de masas, Fig. 80 )
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Figura 80: Espectro de masas de isoramnetina ( 3,5,7,4'-tetrahidroxi-3'-meto-
flgura oY
xiflavona ).

El espectro de lH-RMN del derivado trimetilsililado de

116 ( Fig. 81 ) mostrd en la zona aromdtica un sistema AMX corres
pondiente a los protones del anillo B del flavonoide con una sus
titucién 3',4'- que constaba de un doblete con q”¢0= 8Hza 6,76
ppm correspondiente a H-5', un doble doblete a 7,36 ppm con;%wta=
2 Hz'y {”¢0= 8 Hz correspondiente al H-6' y un doblete con ;%wta=
2 Hz a 7,83 ppm atribuible al H-2'. Se observaron también dos
dobletes que integraban para un hidrdgeno cada uno a 6,19 y 6,48
ppm con acoplamiento meta ( J = 2 Hz ) asignables a los H-6 e
H-8 respectivamente, presentes en un anillo A 5,7-disustituido y
un singulete a 3,88 ppm correspondiente a un metoxilo aromatico.
Con los resultados del anilisis espectroscépico se pudo confirmar
que la aglicona era isoramnetina.

Los azucares del flavonoide 116 presentaban un multiple
te a 1,18 ppm y un singulete ancho a 4,37 ppm correspondieﬁtes

al metilo y al protdn anomérico de ramnosa ( Hl ), as{ como
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Figura 81: Espectro de TH-RMN del derivado trimetilsiiilado de 116, en CI3CD
( 100 MHz ).

un doblete a 5,71 ppm debido al hidrdgeno anomérico de galactosa
( H-1'')con J = 7 Hz .

Considerando que la sefial correspondiente al Hl de 1la
ramnosa mostraba una particidén muy pequefia, esta sélo podia de-
berse a un acoplamiento ecuatorial-ecuatorial ,J ~2 Hz, lo cual era
indicio de configuracién'a en el C-1 de la ramnosa. En cambio,
la particidén presentada ( J = 7 Hz ) por el protdn anomérico de
la galactosa evidenciaba un acoplamiento axrial-axial entre Hi' Y
Hi', que sélo es posible para una configuracién B .

Es factible distinguir la posicién de unién del azu-
car @ la aglicona en base al valor de desplazamiento quimico
del protdn anomérico. Asi, en glucésidos de flavonoides se pu
do determinar si el azicar estaba unido a HO-3 o a HO-4', HO-5 e
HO-7, ya que sélo en el primer caso se observé que la sefial de
H-1'' aparecia a>§ ( 6§ 5,8 ) que en los restantes (6 5,0 ).
El valor obtenido en el espectro (6 5,71 ) del compuesto 116 re
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velaba que en el mismo la unién del azucar con el flavonoide
se efectuaba en HO-3.

Las evidencias de los espectros U.V. ( existencia de
HO-5,7 y 4' ) y 1
que ambos azucares debian formar parte de un disacdrido ( ramno

H-RMN permitieron llegar a la conclusién de

galactésido ) unido al HO-3 del flavonoide.

Como el valor de desplazamiento quimico del H-1 de ram
nosa unida directamente a la aglicona estaba registrado como 5
ppm y no coincidia con el observado(4,37 ppm) era de esperar que
este azlcar constituyera la unidad terminal del disacdrido. Por
otra parte, el hidrdgeno anomérico de ramnosa de una rutinosa
(a-L-ramnopiranosil-( 1— 6 )-B-D-glucopirandésido ) se observa nor
malmente entre 4,2 y 4,4 ppm, en concordancia con el valor obser
vado para el compuesto 116.

Para confirmar la presencia del ramnogalactdsido y que
la ramnosa era la unidad terminal del mismo, se analizd el espég
tro de masas del derivado trimetilsililado, pues en estos casos
los compuestos se fragmentan en las unidades constituyentes del
glicdsido. En el caso de bidésidos de flavonoles es posible de-
ducir la secuencia de unién porque el azucar terminal produce
un fragmento T - H intenso acompafiado de T - ROH ( R = (CH3)3Si-).
En este caso se observdé en el espectro de masas ( Fig.82 ) un
fragmento a m/e 362 ( 21 % ) correspondiente a ramnosa terminal
y también otro fragmento de menor intensidad a m/e 740 ( 4,6 % )
debido al disacarido ( D - H ). En la figura 82 se pueden obser-
var también las rupturas que sufre el derivado trimetilsililado
del glicésido del flavonol en estudio.

Los iones A + Hy A + H - Me provenientes de la aglico
na se.observaron a m/e 532 ( 47,2 % ) Y 517 ( 100% ) .

Se confirmé asf{ que se trataba de un 3-O-ramnogalactd-
sido de isoramnetina. Para establecer la naturaleza de la unidn
interglicosidica se analizd el espectro de 13C—RMN ( Fig. 83 ).
Para ello, se compard la zona de las seflales de los carbonos de los az(-
cares con los correspondientes de glicésidos conocidos ( Tabla
.21 ). Se observd asi, que las seflales correspondientes a ramno-

sa coincidian con las de este azlcar en rutinosa. Por compara-
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T-H, m/e 362 A+H, m/e 532

T, m/e 363 A+TMS-Me, m/e 589

A+H-TMS+H, m/e 460 D-H, m/e 740

A+H-Me, m/e 517 D, m/e 741 R = TMS

Figura.82: Espectro de masas y fragmentos principales de isoramnetina-3-0-robi
nobiésido 116 ( derivado trimetilsililado ).
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Figura 83: Espectro de ~“C-RMN de 116, en DMSO-d, ( 20,0 MHz ).

Tabla 21:Desplazamiento quimico ( 6 ) de los carbonos de aziicares en glicdsi
. 269,191° :
dos de flavonoides .

G G R

c-1% ¢-2% ¢-3% ¢-45 c-56 6%  c-1R c-2R ¢-3R c-uR c-sR c-6R

Isoramnetina-3-0-

rutindsido 100,8 70,4 70,8 72,1 68,2 17,6
Isoramnetina-3-0-

galactésido 102,0 71,5 73,4 68,1 75,9 60,4

Robinina 102,0 71,3 73,2%68,4 73,8765,6 100,1 70,5770,7%72,1 68,4 18,1

Flavonoide 116 101,9 71,2 73,1#68,3 73,7#65,6 100,2 70,h#70,7#72,0 68,3 17,8

*
Canferol-3-0-robinobiésido-7-0-ramnésido ( se dan los valores correspondientes
a la unidad 3-0-robinobiésido ).

#

Los valores pueden intercambiarse.

G galactosa.

R
ramnosa.
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cién de las seflales correspondientes a galactosa en 116 con las
de esa unidad en isoramnetina-3-O-galactdsido, se verificd que

existe un comportamiento diferente en los C-6 y C-5 que son fa-
cilmente distinguibles por aparecer a mayor y menor campo res-

pectivamente dentro de la zona de los carbonos de los azucares,
excluidos los anoméricos.

Era conocido que la glicosidacién de hidroxilos de azi
car producia un desplazamiento a campos menores en la resonancia
del carbono portador del hidroxilo 270 . Por ejemplo, en rutind
sidos ( ramﬁbsil-(1——s6)-glucésidos ) se encontrd que la sefial
correspondiente al C-6 aparecia a 4,5 - 5,2 ppm a campos mas ba-
jos con respecto al de glucosa y que el C-5 sufria un desplaza-
miento a campos altos en aproximadamente 1,4 ppm. En nuestro ca
so,el C-6'' presentaba un importante desplazamiento a campos ba-
jos en 5,2 ppm y el C-5'"' se desplazaba a campos mas altos en
2,2 ppm. Esto indicaba claramente que la ramnosa glicosidaba al
hidroxilo de C-6 de galactosa ( C-6'' ) o sea que el disacarido
era robinobiosa. Efectivamente,las seflales coincidian con las
de un robinobidsido natural ( Tabla 21 ).

En cuanto al tamafio del anillo y la configuracidn del
C-1 de los azucares,se habia determinado anteriormente que los
metil glicofurandésidos y los metil glicopirandésidos eran fécilmeg
te distinguibles por medio de sus espectros de 13C-RMN 271,272
La comparacién de los datos de la tabla 21 con los de la tabla
22 permitié establecer que ambos azucares se encontraban como pi
ranosas. Teniendo en cuenta que los carbonos anoméricos de los
aril glicésidos estaban aproximadamente 2 ppm mas protegidos que

273 y que los valores de desplazamiento

los de metil glicdsidos
quimico del compuesto 116 coincidian con los de literatura,se pu
do afirmar que ambos azucares estaban en la forma pirandsica y
que la configuracidén de ambos era la natural, es decir B para
galactosa y o para ramnosa, hecho confirmado previamente por me-
dio de espectroscopia de lH—RMN. Una confirmacidén adicional de
estas configuraciones se obtuvo por la aplicacién de la regla ae
Klyne 274 a este glicésido. Esta regla consiste en considerar

que la rotacién molecular de un compuesto es la sumatoria de las
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Tabla 22: Desplazamiento qufmico ( 6 _. ) de los carbonos de aziicares de

271,272 ¢

metil glicésldos
c-1 C-2 Cc-3 Cc-4 c-5 c-6

metil-B-D-glucopiranésido 104,3 74,2 76,9 70,8 76,9 61,9
metil-a-D-glucopiranésido 100,3 72,5 74,2 70,6 72,7 61,7
metil-a-D-galactopiranésido 100,5 69,4 70,6 70,4 71,8 62,3
meti1-B-D-galactopiranésido 104,9 ‘71,8 73,9 69,8 76,2 62,1
metil-a-L-ramnopiranésido 101,9 71,0 71,3 73,1 69,4 17,7
metil-a-D-galactofuranésido 103,1 77,4 75,5 82,3 75,7 63,4
metil-B-D-galactofuranésido 109,2 81,9 77,8 84,0 72,0 63,9

rotaciones moleculares de cada uno de los constituyentes del mis
mo. Teniendo en cuenta que las rotaciones moleculares de los me
til glicésidos de a- y B-L-ramnopiranosa, asi como los de o y
B-D-galactopiranosa son las indicadas en la tabla 23 y que el
glicésido 116 posee una rotacién molecular de -150% 9 °,al apli-
car la regla mencionada a las distintas combinaciones ( tabla 24
surge que el valor experimental se aproxima al obtenido para una
unidad a-L-ramnopiranosa combinada con una unidad de B-D-galacto

piranosa.
Tabla 23: Rotaciones moleculares de metil glicésidos ( MD ).

met{1-a-L-ramnopirandsido =111 °

meti|-B-L-ramnopirandsido +170 °

metil-a-D-galactopirandsido +374
metil-B-D-galactopirandsido -0,8 °
a, . PM

D.
M= o0 —



156

Tabla 24: Cdlculo de rotaciones moleculares para distintas configuraciones
de robinobiésidos.

[

metil-a-L-ramnopirandsido + metil-a-D-galactopiranésido = 263
metil-a-L-ramnopiranésido + metil-B-D-galactopirandésido = -111,8 °
metil-B-L-ramnopirandsido + metll-a-D-galactopirandsido = 544 °
metil-B-L-ramnopiranésido + metil-B-D-galactopiranésido = 169 °

isoramnetina = 0

El desplazamiento quimico de los carbonos del nicleo
flavonoide se asignaron segin datos de literatura ( Tabla 25 ).

En base a lo discutido, se identificé al flavonoide
116 como isoramnetina-3-0- 8 -D-galactopiranosil-(l1—6)-0-a-L-
ramnopirandsido ( Fig. 82 ).

Debe acotarse que se habian descripto anteriormente

275-279

ramnogalactdsidos de isoramnetina , pero sin establecer

con certeza la naturaleza del bidsido.
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COMPARACION Y CORRELACION DE LOS DATOS ESPECTROSCOPICOS DE
FLAVONAS 5,6,7-TRISUSTITUIDAS

Debido a que la planta Gomphrena martiana resultaba una
fuente importante de flavonas 5,6,7-trisustituidas, cuya distri
bucién en la naturaleza es poco frecuente, resultaba sumamente
interesante efectuar un estudio comparativo de los resultados
aqui obtenidos por espectrometria de masas y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear ( lH—RMN y 13C—RMN ) que permitie-
ra fijar pautas de correlacidén en este tipo de compuestos y fa-

cilitara su rdpida identificacidén estructural en otros casos.

Andlisis comparativo de los espectros de masas de flavonas 5,6,7-

trisustituidas

De acuerdo a lo discutido en el Capitulo 3 ( pag. 46 )
las flavonas y los flavonoles presentan espectros de masas carac
terizados por fragmentaciones provenientes de una reaccién tipo
retro Diels-Alder ( RDA ) en el anillo C, dando lugar a los iones
AI’ y BI' ; observandose también el ién B; indicativo de la sus-
titucidén del anillo B.

Las flavonas o 3-metoxiflavonas se fragmentan en forma
analoga a la mencionada, dando lugar a espectros de masas con los
iones indicados, pero observandose ahora una pérdida adicional
debida al sustituyente unido a C-6. Asi, si este en un MeO-, se
observan M - Me, A - Me, M - CO -~ Me, A - CO - Me y si es un HO-6
se observan las correspondientes pérdidas de hidrégeno.

Los datos de los espectros de masas de las flavonas es
tudiadas se consignan en la tabla 26.Puede observarse que el pi-
co base en estos compuestos varia segin caracteristicas estructu
rales definidas. Asi, por ejemplo, en los compuestos 100 y 101
el pico base coincide con el M+. Considerando que 5-hidroxi-6,7-
dimetoxiflavonas 160 tienen ese mismo comportamiento y queé los
compuestos 100 y 101 poseen HO-5 y MeO-6 pero HO-7, el requeri-

miento estructural para que el ién molecular sea pico base es que
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en la molécula exista HO-5 y MeO-6.

Por otra parte,se observa que el pico base es M-1 en los
compuestos 98, 99 y 104, los cuales poseen MeO-3 y el sustituyen
te de C-6 puede estar ausente o su pérdida no estar favorecida,
como en el caso del metilendioxilo. Aparentemente la naturaleza
del sustituyenye de C-5 no influye.

Los compuestos 114, 115 y 102 tienen como pico base el
ién M-Me proveniente de la pérdida de Me del MeO-6; estos compues
tos tienen dos metoxilos unidos a los C-5 y C-6 que favorecen es-
ta ruptura. Evidentemente la presencia del MeO-5 no permite la
formacién de puente de hidrdgeno que normalmente existe entre

HO-5 y el oxigeno carbonilico,y por ende, estabiliza la estructu

ra de resonancia tipo quinona a ( pag. 50 ).

Vale la pena analizar los fragmentos M-HZO vy M—H3O. Si
bien la génesis del fragmento M—HZO es desconocida y este se ob-
serva en moléculas que no poseen hidroxilos fendlicos, como por
ejemplo el compuesto 104, se nota en la tabla 26 que dicho idn
es de relativa importancia ( 15 - 50 % ) en flavonoides con HO-5,
el cual parece ser el requerimiento estructural mas importante.
Comose menciond en el capitulo 3 ( pag. 52 ), M-H,0 puede ser u-
til como diagndstico en el caso de 3,5-dimetoxiflavonas, y de
hecho, en la tabla 26 se manifiesta que los compuestos que poseen
esos sustituyentes presentan M-H3O con mayor abundancia que los
restantes ( 30-40 % ). Sin embargo, también aquellos con MeO-3
e HO-5 presentan M-H,0, aproximadamente 15 %, con cierta abun-
dancia.

De todos los restantes datos de la tabla 26, es parti-
cularmente llamativa la abundancia relativa destacada ( 91 % )
del ién m/e 69 en el compuesto 10l. Debido a que no es comiun ob
servar picos intensos en la zona de masas bajas en un espectro
de masas de un flavonoide y a que no se conocian datos de litera
tura sobre su génesis, aunque se habia informado su aparicidén en
,determinados compuestos 280 similares, resultd interesante estu-
diar el origen del mismo.

En principio, se supuso que este idn podia provenir de



161

una ruptura posterior del ién tipo quinona formado a partir del
anillo A luego de la reaccidn retro Diels-Alder y subsigquientes
pérdidas de metilo y monéxido de carbono. Es sabido que las qui
nonas presentan eomo fragmentacidén caracteristica, la ruptura en
tre los C-1/C-2 y C-4/C-5 158.

En el caso de flavonoides, este tipo de fragmentacidn

daria lugar a los fragmentos indicados en la figura 84.

RO .
+ A+ o
o] ’ +
RO
OR

OR

101, R = H R =H, m/e 139 R =H, m/e 69

R = D’(dl) m/e 140 R =D, m/e 70
(dz) m/e 141

MeO

Figura 84 : Posible origen de! ién m/e 69.

Una manera de probar si esta fragmentacidén era respon
sable de la génesis del ién m/e 69 era intercambiar los hidrdge
nos fendlicos por deuterio. De esta manera, si se transformaba
HO-5 en DO-5 deberia observarse en el espectro de masas la apa-
ricién de un ién con m/e 70. En la tabla 27 se ven las abundan

cias de los iones del compuesto 101 y del enriquecido con deute-
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rio y en la tabla 28 la composicidén isotdpica de cada fragmento.

Tabla 27: Abundancias relativas de los iones presentes en el espectro de
masas del compuesto 101 y de su andlogo deuterado.

101 101 deuterado

m/e B3 0%

69 70,0 83,7
70 2,5 34,5
77 15,0 25,4
78 2,5 5,0
139 28,0 12,4
140 2,5 20,5
14 - 10,1
241 65,0 30,5
242 11,5 71,1
243 - 45,7
266 4g 0 Lo,6
267 10,0 55,8
268 - 19,3
269 67,5 34,5
270 12,5 68,5
271 - 46,2
272 - 9,1
284 100,0 40,6
285 20,0 100,0
286 - 76,1
287 - 15,2

Tabla 28: Composicién isotépica de los fragmentos presentes en el espectro
de masas de 101 deuterado.

A o’
w =«

d0 d1 d2
M 21,3 48,3 30,3
M - Me 25,1 48,2 26,7
M - H,0 h1,6 48,6 9,8
M - COMe 23,5 50,6 25,9
A - COMe 30,8 48,2 20,9
m/e 69 72,6 27,4 -
* . < . S 13 281
Las abundancias estan corregidas por las contribuciones de C

d0 sin deuterio, dl ion con un deuterio, d2 ion con dos deuterios.
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Como puede verse en la tabla 28, en la composicidén iso-
topica del ién molecular, 48,3 % de las moléculas tienen un deu
terio y 30,3 % de ellas dos. Esta relacidén se cumple también
para los otros fragmentos de la tabla 28, excepto para M - HZO .

Para conocer la distribucidén de deuterio en la molécu-
la, era necesario analizar qué hidroxilo sufria mayor enrique-
cimiento al efectuar el intercambio de 101 con agua deuterada.
Considerando que HO-7 y HO-5 son acidos por efecto de conjuga-
cién de los mismos con el carbonilo presente en la molécula, y
que HO-5 se encuentra involucrado en una unién puente de hidré-
geno con el carbonilo ( C-4 ), es de esperar por tanto, que el
primer protdén que se intercambie sea el de HO-7 y el segundo el
de HO-5,

De acuerdo a lo discutido, la relacidén entre los iones
m/e 69 y 70 ( 69—dl ) debia ser la misma que la existente entre
M-d, + M—dl y M-d,. Efectivamente, la relacidén entre esos dos
iones es 72,6 / 27,4 ( tabla 28 ) coincidente con M—do + M—dl /
M—dz,( 21,3 + 48,3 / 30,3 )=69,6 / 30,3. Los datos obtenidos,
avalan por tanto la ruptura propuesta en la figura 83.

En el caso del ién M - H,0, la proporcién de ( M4H20 )4,
aumenta a expensas de ( M—HZO )-d2 permaneciendo aproximadamente
invariable ( M—H20 )-dl, esto indicaria que el HO-5 estd involu-
crado en la pérdida de agua a partir del ién molecular y no el
HO-7, lo cual corrobora la observacidn hecha al respecto en base
a los datos de la tabla 26 ( pag 160 ).
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Andlisis comparativo de los espectros de 1H—RMN de flavonas

5,6,7-trisustituidas

Los espectros de 1H-RMN de las flavonas 5,6,7-trisusti-
tuidas presentan pocas seflales cuyas posiciones no difieren a-
preciablemente de las caracteristicas en flavonas 5,7-disusti-
tuidas; excepto en la desaparicién de la sefial correspondiente
a H-6 que normalmente se encuentta a campos mas altos que la de
H-8.

Sin embargo, observando la tabla 29, se puede apreciar
que este tipo de espectros permite distinguir facilmente flavo
nas de 3-metoxiflavonas, primeramente por la aparicién del H-3
( 6,66 ppm ) y ademas por la desproteccién que sufren los H-2'

y H-6' ( 0,1 - 0,2 ppm ) en presencia del grupo MeO-3, indepen
dientemente de la sustitucidn existente en el anillo A.

Por otra parte, la metilacidén de HO-5, andlogamente a
lo que ocurre en la trimetilsililacién, provoca una desprotec-
cién ( 0,10 - 0,25 ppm ) del H-8, lo cual es concordante con lo
predecible por efecto de sustitucidén en anillos aromaticos.

Vale la pena insistir en la utilidad de los desplazamien
tos inducidos por benceno sobre la resonancia de metoxilos uni-
dos a flavonoides 5,6,7-trisustituidos ( tabla 30 ), ya que sdélo
se desplazan apreciablemente los grupos MeO- con una posicidén
orto libre ( a6 = 0,65 ppm ). Si en cambio, un grupo MeO- se
encuentra entre un MeO- y un HO-, el desplazamiento que sufre
es de 0,46 ppm aproximadamente; entre dos hidroxilos se despla
za 0,38 ppm y finalmente, si un grupo MeO- se encuentra ubicado
entre dos de esos mismos grupos!sélo se desplaza en 0,20 ppm,
siempre a campos mas altos.

Poca informacidén es la que se puede obtener de este tipo
de espectroscopia frente a pequefias variaciones estructurales
comparando con la obtenida por medio de espectroscopia de 13C-

,RMN para este tipo de compuestos.
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Tabla 30: Valores de desplazamiento quimico ( ppm ) de metoxilos unidos a

flavonoides en CI3CD y c606'
Me0-3 Me0-5
c
l3CD c606 C13CD C6D6

3,5-dimetoxi-6,7-metilen
dioxiflavona 98 3,87 3,83 4,12 4,00
5-hidroxi-3-metoxi-6,7-
metilendioxiflavona 99 3,87 -
5,7-dihidroxi-3,6-dimg
toxiflavona 100

3.87 3065a -
3,5,6,7-tetrametoxif13

vona 114 3,87 3,83 4,02 4,07
3,5,7-trimetoxiflavona

104 3,88 - 3,967 -
5,7-dihidroxi-6-metoxi-

flavona 101

7-hidroxi-5,6-dimetoxi-
flavona 115 4,05 3,96
5,6,7-trimetoxiflavona

10z 3,99 4,08

a ,
Los valores pueden intercambiarse.

Me0-6 MeO-7

c1.co C6D6 CI3CD C606

3

4,05 3,67%

3,919 3,78 3,967 3,27
3,88a -

4,05 3,67 -

4,00 3,54 -

3,91% 3,80 3,962 3,31
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13

Andlisis comparativo de los espectros de C-RMN de flavonas

5,6,7-trisustituidas

La elucidacién estructural de las flavonas 5,6,7-trisus-
tituidas presentadas en este trabajo, pudo efectuarse por medio
de otros métodos espectroscédpicos ( UV, EM y lH-RNM ), sirviendo
la espectroscopia de 13C—RMN para confirmar las estructuras pro-
puestas. Una vez establecidas inequivocamente las estructuras
de los flavonoides estudiados, era interesante establecer pautas
que permitieran un aprovechamiento de este método espectroscopi-
co en el estudio de esta clase de compuestos. .

Para ello, se realizd primeramente la asignacién de cada
uno de los carbonos en base a datos de literatura 191,283 , a es
tudios comparativos y a cdlculos de los valores de desplazamien-
to quimico. En la tabla 31, se consignan los desplazamientos
quimicos de los carbonos de los compuestos estudiados, y de com-
puestos similares obtenidos de literatura.

Se observd que los compuestos 100, 101, 114 y 115 presen

taban desplazamientos quimicos concordantes con los descriptos
191,283

en literatura respecto a los carbonos pertenecientes al
anillo A, mientras que en los compuestos 98 y 99 existia un com
portamiento andémalo para los carbonos de ese anillo.

Al comparar los espectros de los compuestos 98 y 114
( Fig. 85 y 86 ) asi como 99 y 100, se verificé que en los espec
tros de los compuestos mencionados en segundo término , existian
4 seflales alrededor de 155 ppm ( C-2, C-5, C-7 y C-9 ) mientras
que en los nombrados en primer lugar ( 98 y 99 ) sélo se observa-
ron 3 seflales en esa zona ( Fig. 87 ).Resultaba por lo tanto im-
portante, determinar exactamente qué carbono se desplazaba de
esa zona debido a la presencia de un grupo metilendioxilo en el
anillo A.

Una manera de resolver lo planteado era calcular los va-
lores de resonancia de 'los carbonos de ese anillo teniendo en
cuenta las reglas de aditividad de sustituyentes en sistemas aro
maticos aplicadas a flavonoides mds sencillos que los tratados.
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Figura 85: Espectro de 3c-RMN de 98, en CIBCD ( 25,2 MHz ).
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Figura 86: Espectro de IBC:RMN de 114, en C1.CD ( 25,2 MHz ).
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N O | O N |

190 180 7170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona 98.

T

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona 99.

L | ] I

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
3,5,6,7-tetrametoxiflavona 114,

w1

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 .

I

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 101 .

UL LI |

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115.

N | |

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
S5-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona.

| ]

190 1B0 170 160 150 140 130 120 110 100 96 80 70 60 ppm
5,6,7-trimetoxiflavona 102.

3

Figura 87: Esquema comparativo de los espectros de ! C-RMN de flavonoides

5,6,7-trisustituidos.
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Sin embargo, los efectos de los sustituyentes individuales no
son siempre aditivos, en particular en el caso de compuestos o-
sustituidos. Asi, por ejemplo, en los compuestos con dos grupos
metoxilo en posiciones adyacentes se produce una disminucidn en
la conjugacidén de los sustituyentes debido a efectos estéricos
189,190 , dando lugar a una menor proteccién de esos grupos so-
bre las posiciones o~ y p- a los mismos.

Este tipo de desviacidén se veria aumentado por la presen
cia de 3 sustituyentes adyacentes en el anillo' A, como se eviden
cia al comparar los valores experimentales con los obtenidos por

calculo en base a compuestos modelo.

Calculo del desplazamiento quimico de 5,7-dihidroxi-6-metoxifla-

vonoides

Se tomaron como base los datos correspondientes ala 5,7-

285,198 . La influencia de un MeO-6 en las posicio

dihidroxiflavona
nes adyacentes se calculd en base a los datos presentados en la
tabla 15, pag. 85 , por comparacién de los valores correspondien

tes a la 6-metoxiflavona y la flavona,tabla 32.

Tabla 32: Calculo del desplazamiento quimico de los carbonos del anillo A de
5,7-dihidroxi-6-metoxiflavonoides.

5,7-dihidroxi-

5,7-dihidroxiflavona Efecto de Me0-6 6-metoxiflavonoides 100 99
Cc-5 161,6 -20,2 141,4 152,8 141,7
c-6 99,1 +31,6 130,7 131,1 129,6
c-7 164,5 -10,9 153,6 158,7 1541
c-8 94,2 + 1,6 95,8 95,1 89,0
c-9 157,5 - - 5,9 151,6 153,4 152,4
C-10 1041 + 0,1 104,2 105,9 108,1

*
Debe considerarse en este caso el efecto de metilacidn de HO-7 , por el cual
deben sumarse aproximadamente 5 ppm.

Al comparar los valores calculados para 5,7-dihidroxi-6-

metoxiflavonoides con los experimentales ( compuesto 100 ) se ob
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servd que los correspondientes a C-5 y C-7 diferian apreciable-
mente de los esperados, debido a los efectos estéricos menciona
dos anteriormente. En cambio, en el espectro correspondiente a
99 ( Tabla 32 ) se observd que las resonancias de los C-5 y C-7
eran prdacticamente coincidentes con las calculadas para 5,7-dihi
droxi-6-metoxiflavonoides. Considerando que la Unica diferencia
estructural entre ambos compuestos ( 100 y 99 ) residia en la pre
sencia del grupo metilendioxilo en el anillo A resultaba proba-
ble que este sustituyente ciclico evitara interferencias estéri-
cas que normalmente existian entre los sustituyentes unidos a
C-5 y C-6, comportandose por tanto de la manera esperada,consi-
derando aditividad de los efectos debidos a sustituyentes en un
anillo aromatico, ya que no deberia afectarse la conjugacién de
los grupos unidos a esas posiciones, debido a la rigidez del sig

tema formado.

Calculo del desplazamiento quimico de 5,6,7-trimetoxiflavonoides

En la tabla 33 se registran los valores calculados para

5,6,7-trimetoxiflavonoides tomando como base los datos .correspon

dientes a 3,5,7-trimetoxiflavona 191.

Tabla 33: Calculo del desplazamiento quimico de los carbonos del anillo A de
5,6,7-trimetoxiflavonoides.

3,5,7-trimetoxi- Efecto de 3,5,6,7-tetrametoxi-

flavona Me0-6 flavona ( calc.) 14 98
c-5 160,5 -20,2 140, 3 152,2  141,2
c-6 95,5 +31,6 127,1 139,9 134,6
Cc-7 163,5 -10,9 152,6 157,5 153,6
c-8 . 92,1 +1,6 93,7 95,9 92,9
c-9 158, 4 - 5,9 152,5 153,4  152,6
c-10 109,1 + 0,1 109,2 113,0 113,1

Se observd nuevamente que los datos calculados coincidian
mejor con el compuesto portador del grupo metilendioxilo 98 excep
to para C-6 y C-10. Esto podia explicarse teniendo en cuenta que
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el mayor volumen de un grupo metoxilo unido a C-5, comparado con
un hidroxilo 99, perturbaria 1la conjugacién del MeO-5 con el ani-
llo aromatico por impedimento estérico con el sustituyente unido
a C-6 ( metoxilo o metilendioxilo ) provocando una menor protec-
cién sobre las posiciones orto- ( C-6 y C-10 ).

Los resultados anteriores indicaron que la sefial que fal-
taba en la zona de 155 ppm en los compuestos 98 y 99 correspondia
a C-5. Para confirmar dicha asignacidén se efectuaron espectros
de 13C—RMN del compuesto 99 ( 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxi
flavona ) irradiando a la frecuencia de resonancia del protén fe
nélico de HO-5 ( 12,85 ppm ). En este caso sdlo permanecia-inal
terada la seflal observada a 141,7 ppm. Al irradiar los protones
correspondientes a MeO-3 ( 3,87 ppm ) sélo se esperaba observar
la sefial correspondiente a C-3 debido a la desaparicidén de la
particién de este con los hidrégenos del metilo; sin embargo se
observaron dos sefiales a 141,7 y 139,4 ppm. La dltima debia co-
rresponder a C-3 ( que se observa usualmente en esta zona, en el
caso de 3-metoxiflavonas ) y la primera a C-5. Contrariamente a
lo esperado, no se observd particién del C-5 con el protdn de
HO-5, probablemente debido a que el intercambio estuviese favore-
cido. Quedaba claro entonces, que la seflal que presentaba despla
zamiento en los compuestos con el grupo metilendioxilo 98 y 99
era el C-5. A su vez estos compuestos constituyen una evidencia
de la importancia de los efectos estéricos en espectroscopia de
13C-RMN de flavonoides.

El andlisis de la tabla 31, comparando pares de compues-
tos, permite apreciar los efectos de las siguientes transformacio
nes hipotéticas sobre las resonancias de los carbonos del nuicleo
flavonoidico:

l.- Introduccién de un metoxilo en C-3.

2,- Metilacién de HO-5.

3.- Metilacién de HO-7.

4.- Formacidén del anillo metilendioxilo.

5.- Comportamiento de los metoxilos en funcién de‘su po-

sicién; importancia de su entorno.
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1l.- Introduccién de un metoxilo en C-3: los efectos mas

importantes ocurren sobre las resonancias de los carbonos 2,3,4,
2',6' y 4' ( tabla 34 ).

Tabla 34: Efecto resultante de la Introduccién de un metoxilo en C-3 sobre el
desplazamiento quimico de los carbonos de un flavonoide.

c-2 c-3 C-4 c-5 c-6 c-7 c-8 c-9 ¢C-10

100 - 101 -8,2 +34,4 -4,0 -1,1 -0,8 0,0 -0,4 -0,5 +0,4

b - 102 -8,0 +32,9 -3,5 -0,3 -0,4 =-0,2 -0,4 -1,1 40,1
c-1' c-2' -3 b c-5' C-6

m = u -0,3 +1,7 _006 -1,1 -0)6 +1,7

114 - 102 +0,2 +2,1 =-0,6 ~-1,0 -0,6 +2,1

Al introducir un MeO- en C-3 de una flavona ( 101 y 102 ),
el C-2 se protege en 8 ppm mientras que el C-3 se desprotege en
aproximadamente 33,6 ppm. Estos valores resultaron parecidos
a los esperados para un metoxilo aromatico,lo cual puede atribuir
se a la aromaticidad parcial del anillo C, como fue postulado pre
viamente 191,193 . Al mismo tiempo el C-4 sufre una proteccidn
( aprox. 3,7 ppm ) debido probablemente a efectos estéricos.

En el anillo B la introduccién de MeO- en C-3, produjo
variaciones en las resonancias de los C-2' y 6' ( aprox. +1,9
ppm ), efecto similar al observado para H-2' y 6' en los espectros
de 1H—RMN que sufren desplazamientos a campos bajos. Puede consi-
derarse que esta variacién se debe a la presencia del MeO-3 volu-
minoso que afectaria principalmente a los C-2' y 6'. Por otra
parte, este efecto se superpondria al de disminucién de conjuga-
cidén del anillo B con el anillo C a causa del cambio de orienta-
cién espacial del fenilo por molestias estéricas. Esta disminu-
cién de la conjugacidén permite explicar la proteccidn observada
para C-4'. Los carbonos pertenecientes al anillo A no se ven a-

fectados.
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2.- Metilacién de HO-5: este proceso afecta principal-
mente a los carbonos de los anillos A y C ( tabla 35 ).

Efecto sobre el anillo A: el HO-5 se encuentra normalmente forman
do un puente de hidrdgeno con el oxigeno carbonilico ( C-4 ).
Al metilar este grupo se rompe dicho puente observandose en todos

los casos desproteccién de los C-6, C-8 y C-10.

Tabla 35: Efecto resultante de la metilacién de HO-5 en flavonoldes.

C-2 c-3 C-4 c-5 c-6 c-7 c-8 c-9 C¢-10

2_ 22 -3;0 +1,5 -513 -0.5 +5po -0'5 +3|9 +003 +510
15 - 101 -3,3 +2,6 -6,6 =-0,7 +8,6 -1,4 +54 +1,0 +6,8
102 - a -2,9 +2,9 ~-5,6 -0,4 +7,8 -1,0 +5,7 +1,3 46,7

5-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona

El efecto observado, no es el esperado si se tiene en
cuenta el comportamiento de compuestos mas simples como 117 y

119:

-2)7 0
-7’2 8v5
-3'3 -6'6
OR
17, R = H 19, R = H
118, R = Me 120, R = Me

Al metilar el HO-5 de estos compuestos ( 117 y 119 ) se
observaron los desplazamientos que se indican sobre cada carbono.
Por ejemplo, el C-6 se protege y los desplazamientos de C-8 y
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C-10 son menores a los presentados en la tabla 35. Esto indica
a las claras que en el caso en estudio se produce, al metilar,
un aumento de la interferencia estérica entre los sustituyentes
de C-5 y C-6, hecho que evita la conjugacidén efectiva del MeO-5
con el anillo aromatico y disminuye la proteccién que ese grupo
deberia desempefiar sobre las posiciones orto ( C-6 y C-10 ) y
para ( C-8 ). El hecho de que los corrimientos observados al
metilar se deban, en el caso del anillo A a efectos'estéricos,
se confirma al verificarse un desplazamiento menor de C-6 en el
caso de los compuestos 98 y 99 compardndolos con los otros pares
de compuestos de la tabla 35, ya que el MeO-5 tiene menor impedi
mento con el grupo metilendioxilo que con un metoxilo en posi-

cién adyacente.

Efecto sobre el anillo C: al metilar HO-5 se produce un corri-
miento a campos altos de C-2 ( aprox. -3,1 ppm ) y C-4 ( aprox.
-5,8 ppm ) mientras que el C-3 sufre desproteccién ( aprox.+2,3
ppm ). Estos efectos pueden explicarse asumiendo una mayor po-
larizacién del sistema endnico del anillo C por formacién de puen
te de hidrégeno entre HO-5 y el oxigeno carbonilico, tal como se

muestra en las siguientes estructuras de resonancia 286:
h h Ph
0]

0] 0} n

+ ~
(0]

OH OH o OH oO_
h + h
6\ 0%

\

OH OH O
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3.- Metilacidén de HO-7: se puede observar en la tabla

36 que el Gnico efecto importante que se observa al metilar el
HO-7 es la proteccién de C-8 en aproximadamente -4,8 ppm, mien-
tras que los restantes carbonos no se desplazan en forma aprecia
ble.

Tabla 36: Efecto resultante de 1a metilacién de HO-7 en flavonoides.

c-2 ¢-3 ¢4 ¢-5 ¢6 c-7 Cc-8 ¢c-9 c-10

a ~-101  -0,5 -0,4 -0,8 -1,0 40,7 0,0 -50 ~-0,7 +0,7
102 - 115 -0,1 -0,1 +0,2 -0,7 ~-0,1 +0,4 -k,7 -0,4 +0,6
a 5-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona

Este comportamiento resulta llamativo pues en flavonas
5,7-disustituidas, al metilar HO-7 no presentan variaciones des
tacables ninguno de los carbonos del anillo A 285 . Por tanto,
lo observado en este estudio indica que el comportamiento andma
lo se debe a la presencia del MeO-6 o en realidad al sistema es

tericamente perturbado de las flavonas 5,6,7-trisustituidas.

4.- Formacién del anillo metilendioxilo: en todos los ca

sos, independientemente de que el sustituyente de C-5sea HO- o
MeO-, la formacién del metilendioxilo en C-6 y C-7 produce una a
parente proteccién del C-5 de aproximadamente 11,5 ppm con res-
pecto a los compuestos con MeO- u HO- en C-5, C-6 y C-7. Estos
Gltimos compuestos presentaban un comportamiento andémalo manifes
tado en una marcada desproteccidén del C-5 respecto del valor cal
culado debido a la congestidn estérica existente. La presencia
del metilendioxilo en los compuestos 98 y 99 provoca una eviden-
te disminucidén de dicha congestidén entre los sustituyentes unidos
a C-5, C-6 y C-7 permitiendo asi obtener desplazamientos concor-
dantes con los calculados ( pag. 173 y 174 ). La diferencia en-
tre los valores observados ( 48 = -11,4 ppm ), tabla 37, para
C-5 en los pares de compuestos indicados, constituye un factor
de correccidén para obtener el desplazamiento quimico de C-5 en

flavonoides 5,6,7 -trisustituidos con MeO-6.
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Tabla 37: Efecto resultante de la formaclén del grupo metllendioxilo sobre
la resonancla de los carbonos de flavonoides 5,6,7-trisustltuidos.

c-5 c-6 c-7 c-8 c-9 cC-10

29 - 100 11,1 -1,5  -b,5 -6,1  -1,1 42,1
98 - 115 -12,0 -5,9 -3,7 -8,1 -2,2 +0,8
98 - 114 -11,0 -5,4 -3,9 -3,0 -0,8 +0,1

En los compuestos 99 y 100, que poseen HO-5, con y sin
metilendioxilo respectivamente, existe sélo una pequefia varia-
cién ( -1,5 ppm ) en el desplazamiento quimico de C-6, mientras
que al comparar los compuestos 98 y 115 o 98 y 114, con MeO-5,
se observa que al"producirse"la formacidén del metilendioxilo
la variacién observada para C-6 es de aprox. -5,6 ppm. Este ul-
timo valor es una medida de la descongestidn estérica que ocurre,
pero el desplazamiento quimico de C-6 aun sigue alejado del obte
nido por célculo ( 140,3 ppm, padg.l174 ), debido a la permanen-
cia de factores estéricos entre el MeO-5 y 6,7-metilendioxilo.

Como se menciond previamente ( pag. 177 ) la magnitud
del desplazamiento de C-6 al metilar el HO-5 en el compuesto
99 ( +5,0 ppm ) es menor que el que se produce al metilar el HO-5
de flavonoides sin metilendioxilo ( aproximadamente +8,2 ppm ).
Esta diferencia sélo puede deberse a una disminucién de la per-
turbacién estérica existente entre los sustituyentes de C-5 y
C-6 en los compuestos metilados ( Fig. 88 ).

E1l hecho de que el valor calculado coincida con el espe-
rado para la transformacién indicada en la figura 88 indicaria
que sdélo estan en juego los factores estéricos mencionados.

Con respecto al C-7, al formarse el metilendioxilo, se
observdé una proteccidén de dicho carbono ( aproximadamente -4 ppm ).
Para el C-8, si se considera el efecto proveniente de la metila-
cién de HO-7 ( -4,8 ppm ) en el caso de los compuestos 99 y 100,
se verifica una proteccidén del mismo en un valor practicamente

1

constante ( 2,5 ppm ).
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HO - HO
A6C6 = 8,2 + 0,4ppm )
‘MeO MeO
OH OMe
AGCG = +],5 ppm A6c6 = '5;5 ¥ 0)3 Ppm

(0] ' o
<0 A6C6 = 5,0 ppm <0 )

a6ce2ls 4,1 % 0,7 ppm

OH OMe

Figura 88

5.- Metoxilos: es facil conocer el entorno de un metoxilo,
en base al valor de desplazamiento quimico que presente.

El desplazamiento quimico de metoxilos se encuentra usual
mente entre 55,0 y 56,5 ppm, pero en algunos casos se observan a
campos bajos ( 60 - 63 ppm ). Esta desproteccién se evidencia sé-
lo cuando existen metoxilos diorto sustituidos por sustituyentes
voluminosos como HO- o MeO- o una unién de anillos. Dhami y
Stothers 183
a inhibicidén estérica de la resonancia entre el oxigeno del MeO-

sugirieron que el efecto antes mencionado se debia

considerado y el anillo aromiatico. Esto estd de acuerdo con

287 s 2 . . s
que indicO que un metoxilo de un anillo aromatico se

Hofer
encuentra en el plano del anillo, permitiendo asi un maximo sola
pamiento entre los orbitales del par de electrones libres del o
xigeno y los orbitales pi del nicleo aromitico, evidenciado por
una proteccién del carbono del metoxilo. Mientras que si el oxi

geno del metoxilo no se encuentra completamente conjugado con el



182

anillo aromatico, se desprotege relativamente.

Los flavonoides 5,6,7~-trisustituidos presentan dos meto-
xilos con posiciones o-disustituidas y sélo uno con la posicién
o-libre ( MeO-7 ). Por las razones mencionadas, se observan por
lo tanto dos metoxilos entre 61 y 63 ppm y el restante a aproxi-
madamente 56 ppm. En cambio, en el caso de flavonoides 5,7,8-
trisustituidos debe esperarse que dos metoxilos se encuentren pro

tegidos y s6lo uno desprotegido ( Fig. 89 )

OMe (55,6)

(56,1) MeO

OMe (59,2)

Figura 89: Desplazamiento quimico de los carbonos de los metoxilos de una

5,7,8-trimetoxiflavona

Los flavonoides aislados de Gomphrena martiana ( tabla 31,
pdg.170) cumplen lopreviamente expuesto confirmando el compor tamien
to de flavonoides 5,6,7-trisustituidos.
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COMPARACION DE GOMPHRENA MARTIANA CON OTRAS ESPECIES DEL MISMO
GENERO

La carencia de estudios quimicos de este género, indujo
a realizar una comparacién cromatografica de los componentes fla
vonoidicos y terpenoidales de Gomphrena martiana con los presentes
en otras especies del género Gomphrena.

Por esta razén se analizaron G. boliviana, G. haenkeana, G. pe

rennis Y G. meyeniana.

Gomphrena martiana, G. boliviana Yy G. meyeniana

Se compararon los componentes de los extractos de éter
de petrbleo de G. martiana, G. boliviana y G. meyeniana . Para ello se
efectud en cada caso un fraccionamiento cromatografico de los
correspondientes extractos comparandose la composicién de hidro-
carburos, alcoholes lineales, triterpenos tetra y pentaciclicos,
esteroles y flavonoides.

Hidrocarburos: las fracciones menos polares provenientes

del fraccionamiento mencionado se analizaron por cromatografia

gas-liquido ( C.G.L. ), observandose la presencia de hidrocarbu-
ros lineales de C,g @ C3g © hidrocarburos pertenecientes a la se
rie Zso de C3l y C en las especies botanicas estudiadas ( tabla

38 ).

33

Tabla 38: Porcentajes de los hidrocarburos presentes en G. martiana, G. boli-
viana y G. meyeniana.
nC29 "cjo 1C3] nC3l nC32 1C33 nC33 nC3h nC35
G. martiana 2,7 tr 17,4 21,1 1,3 4,3 35,0 1,7 16,0
G. boliviana 4,5 tr 7,6 34,5 tr 1,5 31,4 +tr 18,0

G. meyeniana 16,5 1,3 3,9 44,5 tr 0,6 22,1 tr 2,0

tr: trazas



184

Al comparar los resultados obtenidos se observd una mayor
similitud entre G. martiana y G. boliviana , excepto en la abundancia
del hidrocarburo so CyHgy Que es llamativamente mas importante
en G. martiana. Con respecto a G. meyeniana, esta contiene nC29H60
en mayor proporcidén que en las otras dos especies; se encuentra
en cambio que nC35H72 estd en abundancia menor. Es de notar que
nC3lH64 y nCy3Hgg se mantienen en conjunto relativamente constan

tes en las tres especies.

Triterpenos: la fraccidén 3 resultante de la separaciédn

cromatogrdfica del extracto de éter de petrdleo de G. boliviana fue
analizada por CGL y CGL acoplada a espectrometria de masas
( C.G.L. - E.M. ) siendo sus componentes alcoholes lineales y tri
terpenos pentaciclicos.

Como puede verse en la tabla 39, el compuesto con Tr 2,12

min resultd ser un alcohol con una insaturacidén mientras que los de

Tabla 39: Anadlisis de la fraccién de triterpenos de G. boliviana.

+

Tr ( min ) M Pico base Porcentaje Componentes
2,12 296* 71 21,2 .CZOHhOO
7,26 36h* 57 6,9 CheH5y0
8,60 392 43 6,3 C,gH5g0
9,98 420 57 4,6 C30H620
11,70 426 218 21,8 B-amirina
12,12 L26 218 23,8 a-amirina

*
Estos fragmentos corresponden a los iones M - HZO'

Condiciones C.G.L.-E.M.: Columna OV-17, 3%, 1,8 m.
Temperatura: 200° 288 10°/ min.

Tr 7,26; 8,60 y 9,98 min eran alcoholes saturados lineales de 26,
28 y 30 atomos de carbono respectivamente.

Los compuestos con Tr 11,70 y 12,12 min,tenian espectros
de masas muy similares difiriendo solamente en la intensidadde al

gunos picos. Como el primero era igual a B-amirina 107 identifi
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cada en G. martiana ( pag. 127 ),el segundo compuesto debia ser su
isomero a-amirina 121. Como la diferencia entre ambos compues-
tos reside en la ubicacidén de los metilos en el anillo E, pre-
sentaban iguales espectros de masas. Esta suposicién se confir-
mé al comparar los acetatos de la mezcla en estudio con una mez-
cla de acetatos de a- y B-amirina. La relacidén entre las dos a-
mirinas era aproximadamente 1 : 1.

La fraccién de triterpenos aislada de G. meyeniana presentd

por C.G.L. el comportamiento indicado en la tabla 40.

Tabla 40: Analisis de la fraccidén de triterpenos de G. meyeniana.

Tr ( min )  Porcentaje Componentes
0,74 12,7 €, Hy60
1,01 12,1 CZIOHSOo
1,45 5,5 C6Hs,0
3,26 1,5 CaoM620
5,33 46,0 B-amirina 107
6,13 11,3 ciclolaudenol 83
8'95 3;2 =

Condiciones C.G.L.: Columna OV-17, 3%, 1,8 m.
' Temperatura: 280°isotérmico.
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Los primeros 5 picos constituyen una serie homdéloga co-
rrespondiente a alcoholes saturados lineales de 22, 24, 26, 28
y 30 atomos de carbono.

El analisis del E.M. del compuesto con Tr 5,33 min mos
tré que se trataba de una amirina ( M+ m/e 426 y 218 ( 100%) );
por su comportamiento cromatografico ( C.G.L. ) se determind que
se trataba de B-amirina 107. El compuesto con Tr 6,13 demostrd
ser igual al triterpeno tetraciclico ciclolaudenol 83 por compa
racién de los E.M. ( pég. 130 )y comportamiento cromatografico
( C.G.L. ).

En G. boliviana no se detectd triterpeno tetraciclico al-
guno a diferencia de las otras 2 especies.

En la tabla 41 se ven las intensidades relativas con que
se presentan los distintos triterpenos identificados en las 3 es

pecies analizadas.

Tabla L41: Relacidn entre los triterpenos ldentificados en las distintas espe-

cies de Gomphrena.

B-amlrina ciclolaudenol a-amirina
G. martiana 47,6 52,4 -
G. boliviana 47,8 - 52,2
G. meyeniana 80,0 20,0 -

De la comparacidén de los datos tabulados surge la tenden
cia de G. -martiana y G. meyeniana a acumular ciclolaudenol, mientras
que en G. boliviana se encuentra ausente y en cambio se destaca la
presencia de a-amirina. Es de suponer que en G. boliviana esta fa
vorecida la transposicién 1,2 de uno de los metilos de C-20 a
C-19 en el anillo E del triterpeno pentaciclico, dando asi lugar

a la formacién de oa-amirina.

Esteroles: Los esteroles presentes en G. boliviana se anali
zaron por C.G.L. ( fig. 90 ) resultando ser colesterol 110 ( Tr
6,19 min ), campesterol 111 ( Tr 8,03 min ), estigmasterol 112
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Figura 90: Cromatografia gas-Ifquido de los esteroles de G. boliviana.

( Tr 8,69 min ) y sitosterol 113 ( Tr 10,08 min )por comparacion
con testigos. Al realizar C.G.L.-E.M. de los esteroles de esta
planta se encontrd que los espectros de masas de los compuestos
122 y 123 con Tr 7,21 y 11,39 min respectivamente ( tabla 42 ),
presentaban el mismo ién molecular que colesterol y sitosterol
respectivamente, pero variaba la abundancia de algunos fragmen-
tos y faltaban otros.

Asi por ejemplo en estos compuestos no se observaban los
iones M - 85, M - 111 y M - 139, en cambio presentaban el ion
m/e 255 intenso y a su vez el idén molecular era el pico base
( Fig. 91 y 92 ). Estas caracteristicas espectroscépicas 238
junto con el hecho de que ambos compuestos mostraban Tr mayor que

el de los As—esteroles, indujeron a pensar que se trataban de
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Tabla 42: Andlisis de la fraccién de esteroles de G. boliviana.

+

Tr ( min ) M Pico base Porcentaje Componentes

5,03 - - b1 -

6,14 386 43 L,y Colesterol 110
7,21 386 386 3,5  a-Colesterol 122
8,03 400 43 7,9 Campesterol 111
8,69 412 55 18,4 Estigmasterol 112
10,08 Ly 43 43,7 Sitosterol 113
11,39 by by 6,4 A7-Sitostero| 123
12,59 - - 2,8 -

14,10 L12 124 1,1 Sitosterona 124

Condiciones C.G.L.-E.M.: Columna OV-17, 3%, 1,8 m.
Temperatura: 200°—290% 10°/ min.

7 . .
A" -esteroles 288 . Para confirmar esto se realizaron los E.M. de

los correspondientes derivados trimetilsililados ( Fig. 93, 94,
95y 96 ), ya que de esta manera se pueden distinguir los As—estg
roles de los A7—esteroles 239-. Como puede verse, los As—esterg
les ( colesterol y sitosterol, Fig. 93 y 95 ) presentaban los
iones M - 129 y m/e 129, no observandose el fragmento m/e 255 con
intensidad importante. En cambio, los compuestos 122 y 123

( Fig. 94 y 95 ) originaban un fragmento m/e 255 muy intenso y

presentaban el ién m/e 213 ( tabla 43 ).

Tabla 43: Principales fragmentos en los espectros de masas de esteroles tri-
metilsililados.

+ * #
M M-TMSiOH M-129 255 213

129

A%-colesterol 458 (39) 368 (81) 329 (100) (18) (9)  (56)

A7-cofesterol 458 (100) - - (95) (36) -

Campesterol 472 (55) 382 (100) 343 (92) (12) - (68)
Estigmasterol 484 (74) 394 (86) 355 (36) (77)  (21)  (62)
Sitosterol 486 (59) 396,(100) 357 (77) - - (39)

2 -sitosterol 486 (100) 396 (25) 357 (18)  (91) (27) -

*
M - TMSiOH - cadena lateral.

# M - TMSiOH - cadena lateral - anillo D.
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Figura 91: Espectro de masas de A%-colesterol 122 .
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Figura 92: Espectro de masas de A’ -sitosterol 123.
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(®) 0k
80 368
60 129
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| L | |
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Figura 93: Espectro de masas de colesterol trimetilsililado.
(2) 255
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2131229 443
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Ll e |
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Figura 94: Espectro de masas de A7-colesterol trimetilsililado.
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100 396
(3)
80 357
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40, 123 381
20 L7
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Figura 95: Espectro de masas de sitosterol trimetilsililado.
100 486
(3) 255
80
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Lo 381

213 303 396 471

’ T |
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Figura 96: Espectro de masas de A7-sitosterol trimetilsililado.
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Con los datos obtenidos seidentificaron los compuestos 122 y
123 como A7—colesterol Yy A7—sitosterol respectivamente. Los es-
pectros de masas obtenidos para los derivados trimetilsililados
de dichos componentes fueron coincidentes con los registrados en
literatura 235,237,239 .

La mezcla de esteroles sin trimetilsililar mostraba ade-
mas un pico con Tr 14,1 min correspondiente a un compuesto que
permanecia inalterado al trimetilsililar,pues su espectro de ma-
sas era el mismo en ambos casos, evidenci&ndose por tanto la au-
sencia de hidroxilo en la molécula. Este compuesto 124 presenta
ba un ién molecular a m/e 412 y el fragmento M - 42 debido a la
pérdida de cetena; as{ como el pico base a m/e 124 caracteristi-
co de 3-ceto-4-en-esteroides 289. Los fragmentos mencionados per
mitieron identificar a este compuesto como estigmast-4-en-3-ona
( sitosterona ) 124 ( Fig. 97 ).

Los esteroles de G. meyeniana fueron también estudiados por
C.G.L.-E.M. de los mismos y de sus derivados trimetilsililados
( tabla 44 ) encontrandose que eran idénticos a los encontrados

en (. boliviana.

Tabla 44: Esteroles de Gomphrena meyeniana.

Tr ( min ) M Porcentaje Componentes
4,93 - 3,5 -
6,10 386 3,9 Colesterol 110
7,10 386 1,6 27-colesterol 122
7,85 Loo 6,2 Campesterol 111
8,47 L12 6,4 Estigmasterol 112
9,91 by 65,6 Sitosterol 113
11,16 bk 5,3 4/-sitosterol 123
13,93 412 4,6 Sitosterona 124

Condiclones C.G.L.-E.M.: Columna OV-17, 3%, 1,8 m. '
Temperatura: 200° 290°, 10°/ min.
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«loor ]2‘6
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124: M, m/e 412 m/e 124
R
+ +
m/e 370 m/e 327
- R'
m/e 229

R = cadena lateral

m/e 289

Figura 97: Espectro de masas y fragmentos principales de sitosterona 124,
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Al comparar los esteroles de las tres especies estudia-
das ( tabla 45 ) se observa la similitud existente entre G. boli-
viana y G. meyeniana en cuanto a la composicién de la mezcla, con
alto contenido de sitosterol en la ultima. En cambio G. {nartiana
no posee A7—sitosterol y sitosterona en cantidades detectables,
pero la proporcidén relativa de campesterol: estigmasterol: sitos-
terol ( 0,17: 0,43: 1,00 ) :es igual a la de (. boliviana., siendo
este Ultimo hecho destacable.

¢
Tabla 45: Esteroles de G. martiana, G. boliviana y G. meyeniana.

G. martiama G. boliviana G. meyeniana

Colesterol 110 1,3 L, 4 3,9
8 -¢olesterol 122 eef 3,5 1,6
Campesterol 111 10,3 7,9 6,2
Estigmasterol 112 25,4 18,4 6,4
Sitosterol 113 58,9 43,7 65,6
A7-sltosterol 123 - 6,4 5,3
Sitosterona 124 1,1 4,6
#

Determinado por C.G.L.

Gomphrena haenkeana, G. perennis, G. martiana, G. boliviana y G. meyeniana

Ecdisterona: conociendo que ciertos géneros de la fami-

lia Amarantaceae ( Cyathula, Alternanthera y una especie de Gomphrena )
contenian ecdisteroides, se orientd el estudio de (. haenkeana hacia

la bisqueda de esta familia de compuestos.

) La planta entera se extrajo sucesivamente con éter de pe
tréleo y etanol. Por evaporacidn del extracto etandlico se ob-
tuvo un residuo, del cual se aisldé un compuesto 23 de Rf=0,32
( acetato de etilo: metanol, 9:1; silicagel ) que revelaba con
H, SO, - anisaldehido de color violeta y viraba con el tiempo a

274
Ny P . . 290
verde, reaccion caracteristica de ecdisteroides .
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Su espectro U.V. mostraba una absorcién a 243 nm indi-
cando la presencia de una cetona a ,B-insaturada. Al calentar es
te compuesto en HCl 1 N en metanol durante 15' a 70°y observar
nuevamente su espectro U.V.,secomprobd la aparicién de dos absor
ciones a 245 y 297 nm, evidenciando una vez mids la presencia de
un ecdisteroide, ya que en ese proceso se produce la pérdida de
agua con intervencidén de HO-14 y la migracidén del doble enlace de

c-7 a c-g 290291 | pig 98 ).
R R
297 nm 245 nm
0]
Figura 98

El espectro de 1H-RMN ( Fig. 99 ) de 23 en deuteropiridi
na mostraba 4 singuletes a 1,07 ppm ( 3 H ), 1,20 ppm ( 3 H ),
1,36 ppm ( 6 H ) y 1,56 ppm ( 3 H ) correspondientes a metilos
de un ecdisteroide con HO-20 que provocaria desproteccién de
Me-18 ( 1,20 ppm ) y Me-21 ( 1,56 ppm ) con respecto a los valo-
res correspondientes en el espectro ly-RMN de ecdisona 230 ( Fig.
100 ). La sefial a 1,07 ppm se atribuyé al Me-19 y la de 1,56 ppm
a los metilos 26 y 27 que son equivalentes. Se observé también
un singulete ancho a 6,12 ppm correspondiente al H-7 del sistema
endénico.

\ Para verificar las caracteristicas estructurales de la

cadena lateral de este compuesto se realizé su espectro de masas.
No se observd el idén molecular, que deberia aparecer a m/e 480,



196

26 y 27

18
21 19

H-7

10,0 ~ (ppm) 5,0 y ' 1,0

Figura 99: Espectro deA1H-RMN de 23, en piridina-dS ( 60 MHz ).

ecdisona ecdisterona

ppm

Me-18 0,74 1,20

Me-19 1,07 1,07

27 Me-21 1,28 1,56
OH  Me-26y27 1,36 1,36

R = H, ecdisona

R = QOH, ecdisterona

Figura 100: Desplazamiento quimico de los metilos de ecdisona y ecdisterona

en sus espectros de 1H-RMN en deutero piridina.
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pero si 4 pérdidas sucesivas de agua a partir del mismo a m/e
462, 444, 426 y 408. El fragmento m/e 161 sugeria una cadena
lateral con 3 hidroxilos, dos de los cuales debian ser tercia-
rios ya que se observaban dos pérdidas de agua a partir de ese
ién ( m/e 143 y 125 ). La presencia de los iones M - 117 ( m/e
363 ), M - 117 - HZO ( m/e 345 ) y M - 117 - 2H20 ( m/e 327 )
era un indicio de que debian existir dos hidroxilos vecinales
en la cadena lateral y que estos debian estar ubicados en C-20
y C-22, como sugeria el espectro de lH—RMN, ya que de esa mane-
ra estaba favorecida la ruptura entre esos dos carbonos, ruptu-
ra que se produce sin transferencia de hidrdégeno como ocurre en
los dioles vecinales 292 . Esto se confirma ademas por la pre-
sencia de la secuencia m/e 117, 99 y 8l provenientes de la cade
na lateral luego de la ruptura entre los carbonos 20 - 21( Fig.
101 ).

Todos los datos permitieron caracterizar al compuesto 23
como ecdisterona cuyo pf. y espectro I.R resultaron coincidentes

con los de un testigo.

100 345
(3) 99
80
60

81 327 | 363
40 250

173 2694
L
L] 1] e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/e

Figura 101: Espectro demasas y fragmentos principales de ecdisterona 23
( continda )
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H m/e 81
H m/e 363 _

H.0
\2 m/e 3"5 o
T—"2_m/e 327

Figura 101: Espectro de masas y fragmentos principales de ecdisterona 23
( continuacién ).

Con el objeto de comprobar la presencia de ecdisterona
en las restantes especies de Gomphrena en estudio, se compararon
cromatograficamente los extractos alcohdlicos de (. martiana, G.
boliviana, G. haenkeana, G. meyeniana y G. peremnis detectandose este
compuesto sélo en las uUltimas tres especies ( silicagel, AcOEt-
HeOH‘Qzl; revelador: sto4 / anisaldehido, violeta vira lenta-

mente a verde ).

Flavonoides: la comparacidén cromatografica de los ex-
tractos de éter de petrdleo de las especies en estudio, determi
né que sdélo G. martiana y G. boliviana poseian las mismas agliconas
de flavonpides cuyas estructuras ya se han discutido: 3,5-dime-
toxi-6,7-metilendioxiflavona 98, 3,5,6,7-tetrametoxiflavona 114,
5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100, 5,7-dihidroxi-6-metoxifla
vona 101, 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115 y 3,5,7-trimetoxifla

vona 104.
Las restantes especies parecian no poseer flavonoides.

Esto Ultimo se confirmdé al realizar los espectros de lH—RMN
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de los extractos crudos pues no se observaron sefiales correspon

dientes a hidrdgenos aromaticos.

Protoalcaloides: todas las especies nombradas mostraron
por cromatografia en capa delgada ( C.C.D. ) de los extractos al
cohdlicos la presencia de colina 11 ( silicagel, Rf 0,47; EtOH-
HONH4 (c),10:0,5; revelador: Dragendorff color rojo ) y betaina 9
( celulosa, Rf 0,30; AcOBu—nBuOH-AcOH-H20,85:15:40:22 / celulosa,
Rf 0,45; EtOH—HONH4 (c),4:1; revelador: Dragendorff color naran-

ja ), encontrandose la primera en mayor proporcidén. La acumula-

cién de este tipo de compuestos es una caracteristica de la fami-

lia Amarantaceae,

CONCLUSIONES DEL ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DISTINTAS ESPECIES

En la tabla 46 se detallan las caracteristicas generales
del estudio realizado sobre las distintas especies del género

Gomphrena.

Tabla 46: Estudio comparativo de las distintas especies de Gomphrena estudia-
das.

G.martiana G.boliviana G.haenkeana G.meyeniana G.perennis

Agliconas de
flavonoides + + -
Betafna
Colina

Ecdisterona - - + +

Como puede apreciarse, junto a lo expuesto previamente,
G. martiana y G. boliviana resultan similares desde el punto de vis
ta quimico pues poseen las mismas agliconas de flavonoides, compo
sicion semejante de hidrocarburos y esteroles,y carecen de ecdis-
terona residiendo la diferencia entre ellas en la composicién de

los triterpenos ( pdg. 186 ). Resulta interesante tener en cuen
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ta que esta similitud quimica entre ambas especies coincide

con el hecho de que durante mucho tiempo se las confundiera bo-
tdnicamente. Sin embargo, la sutil diferencia quimica en el con
tenido de triterpenos existente entre ambas es concordante con
la establecida botanicamente y que determina que son especies
distintas 293 .

Otra interesante observacién, es que en las especies que
contenian agliconas de flavonoides no se pudo detectar la presen.
cia de ecdisterona y viceversa. Asi, se plantea la posibilidad
de poder obtener conclusiones de estos hechos estudiando un mayor
nimero de especies, de tal manera que sirvan para establecer co-

rrelaciones quimiotaxondémicas.

POSIBLE INTERRELACION BIOSINTETICA DE LOS FLAVONOIDES DE G. MARTIANA

El hecho de haber encontrado en Gomphrena martiana estructu-
ras de flavonoides muy relacionadas entre si, permite proponer
posibles caminos biosintéticos ( Fig. 102 ) que expliquen su pre
sencia en la planta y postular ciertos intermediarios que no fue
ron aislados quizds por encontrarse en baja proporcién.

Asi, la 5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 podria ocu
par un papel central en la biosintesis de las otras 3-metoxiflavo
nas.ya que por metilacidén exhaustiva conduciria a 3,5,6,7-tetrame
toxiflavona 114 lo cual podria ocurrir por dos caminos segln se
metile primero HO-5 o HO-7. No se detectaron derivados monometi-
lados de 100.

La formacién de 3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona 98
podria ocurrir por dos caminos: ciclacidén oxidativa y metilacién
posterior del compuesto 99 o viceversa. Como no se detectd el
compuesto 99, es probable que el camino sea metilacién del HO-5
de 100 y posterior ciclacidén oxidativa pues se encontrd en el ca
so de flavonas su andlogo 115 proveniendo este compuesto por me
tilacién de HO-5 selectiva en el compuesto 101.

Si las enzimas ciclantes y metilantes que actlan en la bio

sintesis de las 3-metoxiflavonas son iguales a las que intervie-
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MeO o Ph

Figura 102: Posible interrelacidn biosintética entre los flavonoides de Gomphpg
na martiana.
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nen en la biosintesis de flavonas, deberian haberse encontrado
en la planta 5,6,7-trimetoxiflavona 102 y 5-metoxi-6,7-metilen-
dioxiflavona ( analogo a 98 ).

Como la introduccidén de sustituyentes en C-6 parece ser
uno de los Ultimos pasos en ‘la biosintesis de flavonoideng, el
compuesto 104 o un analogo demetilado podria ser el precursor

de las 3-metoxiflavonas discutidas.
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ACCION CITOTOXICA Y ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE ETER DE PE-
TROLEO Y FLAVONOIDES DE GOMPHRENA MARTIANA

Accidén citotdxica

Se ensayd el efecto que producia el extracto de éter de
petrdleo y una mezcla de flavonoides del mismo sobre el crecimien
to de Sarcoma 180 ( 500.000 células, <.p.) en ratones BALB / c
endocriados.

Una suspensidén en Tween 80 del extracto de éter de petré
leo y mezcla de flavonoides se inyectaron durante los primeros
cinco dias posteriores a la inoculacién del tumor. Se observd
que hasta 30 dias aproximadamente, se producia inhibicidén de las
células tumorales, las cuales a partir de ese momento y durante
30 - 60 dias comenzaban a crecer y producian muerte en los anima-
les.

En una experiencia se obtuvo un promedio de sobrevida
del 71,4 % en animales inoculados ( tabla 47 ) mientras que en
un lote testigo ( sin aplicar extracto de éter de petrdleo )
inoculado simulténeamente,la sobrevida a los 22 dias fue nula.

Tabla 47: Efecto del extracto de &ter de petroleo sobre ratones inoculados
con Sarcoma 180 Z.p .

S-180 + EP s-180

X, 17,3 19,8
xg 17,7 22,0
X10 17,3 22,0
x15 17,4 26,0
x20. 18,0 33,5
X38 18,6 -

$-180: Sarcoma 180. .
EP: extracto de éter de petrdleo de G. martiana ( suspensién en Tween 80 ).
X.: peso promedio del lote de animales a los © dias de inoculados.

Se observa en la tabla 47, que el peso de los ratones del
lote testigo aumenta rdpidamente debido al crecimiento del tumor,



204

mientras que el peso en el lote de ratones tratados con el ex-
tracto de éter de petrdéleo permanecia relativamente constante.
Se observé también una discreta leucopenia ( X=4.800 / mm3 )
en los tratados comparados con los testigos ( X=6.200 / mm3 ).

El hecho, que después de un mes recomience el crecimien-
to tumoraliindica que los componentes de dicho extracto actuan
inhibitoriamente sobre el tipo de tumor estudiado.

Se realizaron experiencias con una mezcla de las agli-
conas aisladas de G. martiana observandose resultados similares
a los obtenidos con el extracto de éter de petréleo.

La concentracién del extracto y de las agliconas de
flavonoides en las suspensiones inoculadas fue de 7 y 0,7 mg/ml
respectivamente, con lo cual se pone de manifiesto que alin uti
lizando la décima parte de la concentracidén activa del extrac-
to, sigue manteniéndose accidén citotédxica, hecho que indicaria
que los componentes del extracto responsables de la actividad
mencionada son los flavonoides.

Este trabajo ha sido realizado por la Lic. Marta S.
Garcia bajo la direccién de la Dra. Lia S. Rumi en el Instituto

de Biologia y Medicina Experimental ( CONICET ).

Accidén antimicrobiana

Se ensayd la actividad antibacteriana de los extractos
de éter de petroleo y etandlico de G. martiana frente a distin-
tas bacterias Gram + y Gram -, aerobias o anaerobiasy algunas
levaduras y hongos, mediante métodos usuales con medio sdélido.

En la tabla 48 se resumen los resultados obtenidos, ex-
presando las actividades como concentraciones inhibitorias mini-
mas (ug/ml ). Se pone de manifiesto la actividad del extracto
de éter de petrdleo frente a Mycobacterium phlei y las bacterias
anaerobias Clostridium tetanii y Clostridium sporogenes. También se en
sayaron las mezclas A, constituida principalmente por el flavonoi
de 98, y B constituida por una mezcla de 100 y 101 ( tabla 49 ).
Estas agliconas de flavonoides resultaron muy activas contra Myco
bacteriun phlet con una concentracién minima inhibitoria de 15-30

ug/ml en ambos casos, que corresponde a una actividad normal pa-
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ra un bactericida. Con referencia a la actividad presentada
frente a Aspergillus niger debe mencionarse que se observd cre-
cimiento de este hongo, pero con inhibicién de la formacién de
conidios que participan en la reproduccién asexuada del mismo.
Este trabajo fue realizado por la Lic. Alicia S. Loren-

ti bajo la direccién del Dr. Alberto Viale en la Citedra de Mi
crobiologia e Inmunologia del Departamento de Quimica Biolégi-
.ca de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales ( U.B.A. ).

Tabla 48: Actividad antimicrobiana de extractos de Gomphrena martiana.

Microorganismo EP# EtOH#
Staphylococcus aureus 500 2000
Streptococcus faecalis 1000 2000

Salmonella newport - -
Salmonella oranienburg
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa - -

Mycobacterium phlet 250 250
Clostridium tetanii 250 1000
Clostridiwn sporogenes 250 4000
Clostridium butyricum 1000 4000
Saccharomyces cerevisiae 1000 250
Candida albicans 2000 250
Aspergillus niger 2000 2000

EP: extracto de &ter de petréleo.
EtOH: extracto etandlico.
Las actividades se expresan como concentracién inhibitoria‘ minima (ng/ml).

- no tiene actividad.
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Tabla 49: Actividad antimicrobiana de flavonoides de Gomphrena martiana.

Microorganismo A# B#

Staphylococcus aureus 2000 500
Steeptococcus faecalis 2000 2000
Mycobaeterium phlez 30 15
Saccharomyces ocerevisiae 1000 250
Candida albicans 500 500
Aspergillus niger 500 1000

A: constituido principalmente por 2&.

B: mezcla de 100 y 101,
/ Las concentraciones se expresan en jig/ml ( Concentracidn inhibltoria minima ).



CAPITULO VI

PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE EXPERIMENTAL

Métodos empleados

Los puntos de fusién ( pf. ) fueron determinados en un a
parato Fisher-Johns y no han sido corregidos.

El poder rotatorio del compuesto 116 fue medido en un
polarimetro digital Perkin Elmer, modelo 141, en tubo de 1 dm
utilizando metanol como solvente.

Los espectros de absorcién infrarroja ( I.R. ) se obtu-
vieron en un espectrofotémetro Perkin Elmer 137-B Infracord. Las
determinaciones se hicieron en suspensiones de nujol o pastillas
de bromuro de potasio.

Los espectros de absorcién ultravioleta ( U.V. ) fueron
determinados en soluciones de metanol en un espectrofotdémetro
Beckman DK-2A. En los U.V. de flavonoides se utilizaron como
reactivos de desplazamiento: metéxido de sodio ( NaMeO ), 2,5 g
de sodio en 100 ml de metanol; cloruro de aluminio ( AlCl3 ).

5 % en metanol; acido clorhidrico( HCl ), 1 : 1; acetato de so-
dio ( NaAcO ), sblido y &cido bdérico ( H,BO, ), sdblido. .

Los espectros de resonancia magnética proténica ( “H~RMN )
se efectuaron a 60 MHz con un espectrémetro Varian A-60 y a 100,1
MHz en un espectrdmetro Varian XL-100, seglin se indica en cada
caso. Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono-
13 ( 13C—RMN ) se efectuaron a 25,2 MHz en un espectrémetro Va-
rian XL-100 y a 20,0 MHz en un espectrdémetro Varian FT-80. El
solvente en que se hicieron los espectros se indica en cada caso;
en todas las determinaciones se utilizd tetrametilsilano (TMS) co
mo referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan
en ppm y las constantes de acoplamiento ( J ) en Hz. Las abrevia
turas usadas en la descripcidén de estos espectros son s: singule-
te, d: doblete, t: triplete, c: cuarteto y m: multiplete.

Los espectros de masas ( E.M. ) se realizaron a 70 eV
en un espectrémetro de masas Varian Mat CH-7A con insercidn direc
ta. Las cromatografias gas - liquido combinadas con espectrome-
tria de masas ( C.G.L.-E.M.) se realizaron en un cromatdgrafo
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Varian 1400 acoplado a un espectrdmetro de masas Varian-Mat-CH-7A
con procesador de datos ( computadora Varian Mat Spectro System
166 con teletipo Tektronix 4010-1 e impresor Tektronix 4631 ) o
en un equipo Hewlett-Packard 5995 A.

Todos los solventes empleados fueron purificados por des
tilacién y evaporadoé a presidén reducida a menos de 50°. Todas

las mezclas estan expresadas en relaciones de volumen (v / v).

Métodos cromatograficos

l.- Cromatografia en capa delgada ( C.C.D. ): se utilizd
siempre la técnica ascendente. Se utilizaron placas preparadas
con silicagel G ( Merck ), espesor 250 micrones, asi como croma-,
toplacas de silicagel G ( Merck ), Celulosa F ( Merck ) y Aldmina
F-254 ( Merck ).

Se usaron como reveladores H2804: dcido sulfurico en Aaci-
do acético,l : 1; FeCl3 2% en etanol; anisaldehido: 5 % en isopro

panol y reactivo de Dragendorff segin Thies, Reuther, modifica-
294

cidén de VAgujfalvi

2.- Cromatografia en columna: se utilizaron los siguien-
tes rellenos para las cromatografias en columna: silicagel gra-
do 923, malla 200-300 ( Davidson Chemical ); silicagel H ( Merck });
alimina neutra ( Woelm ); Sephadex LH-20 ( Sigma ); poliamida
para columna ( Woelm ) y resina de intercambio Amberlite IRA-400
( HOO ) ( Sigma ). Las cromatografias liquidas a mediana presidn
se llevaron a cabo en columnas Lobar de silicagel 60, tamafios B
y C ( Merck ) y con silicagel H ; el solvente de desarrollo era
impulsado por una bomba Prominent-Electronic 1001 SCJ provista de
un amortiguador de pulsos o con aire comprimido. El solvente de
desarrollo se indica en cada caso, mediante sus formulas usuales.

3.- Cromatografia gas-liquido ( C.G.L. ): se realizaron
en un cromatégrafo gaseoso dual Hewlett-Packard 5830 A con detec
tor de ipnizacidén de llama ( FID ). Las condiciones de temperatu

ra y columnas empleadas se indican en cada caso.
Las fases de las columnas tenian como soporte Chromosorb

W-AW-DMCS, malla 60 - 80.
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Los microandlisis fueron realizados por la Dra. Blanca
Deferrari y la Lic. Marta Marcote ( UMYMFOR, CONICET-FCEN ).

Reacciones generales

l1.- Acetilacidén: todas las acetilaciones se efectuaron

utilizando anhidrido acético y piridina (1 : 0,9 ) a tempera-
tura ambiente. La mezcla de reaccidén se dejé en reposo durante
12 - 24 hs en la oscuridad y los compuestos se aislaron por eva-

poracién de la mezcla acetilante-

2.- Trimetilsililacidén: se disolvidé la muestra en piridi
na y se agregaron cantidades iguales de trimetilclorosilano y
hexametildisilazano. Se agité la mezcla y luego de 5 min en repo
so fue evaporada a sequedad. El residuo se tomd con cloroformo

anhidro, quedando sales en suspensién. En caso de utilizar la
muestra trimetilsililada para efectuar lH-—RMN se filtraron las
sales a travds de una placa filtrante; el filtrado se evapord y
disolvidé en una cantidad adecuada de cloroformo deuterado. Si

el compuesto o mezcla de compuestos trimetilsililados se utili-
zaba en un andlisis por C.G.L., se centrifugd la mezcla y el sobre

nadante se inyectd en el cromatégrafo.

Material vegetal

Se utilizaron plantas enteras de las siguientes especies

del género Gomphrena.

1.- Gomphrena martiana Moq.: ejemplar de herbario CP 457.
Recolectada en la provincia de Salta, Dpto. Gral. Guemes a 1 km
al norte del cruce del puente del rio Juramento, sobre ruta nacio
nal 34. Forma matorrales abundantes en la banquina del‘camino.
Marzo de 1978. Leg.: Arenas, Boelcke y Giberti. Identificd: Ing.
0. Boelcke.

Ejemplar de herbario SI 31444. Recolectada en la provin-
cia de Jujuy, Dpto. Palma Sola. Marzo de 1979. Recolectd e iden-
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tificé Ing. Angel L. Cabrera.

2.- Gomphrena boliviana Mog.: ejemplar de herbario BAFC 1294.
Recolectada en la provincia de Cérdoba,Dpto. Capital: Ciudad de
Cérdoba, en un baldio cercano al edificio de la Universidad Na-
cional de Cérdoba. Marzo de 1981. Recolectd e identificéd Ing. A.T.

Hunziker.

3.- Gomphrena haenkeanaMart.: ejemplar de herbario BAFC 1292.
Recolectada en la provincia de Cérdoba, Dpto. Capital: Ciudad de
Cérdoba, en los alrededores de la Ciudad Universitaria. Leg: Dr.
Juan C. Oberti.Identificd Ing. A.T.Hunziker. Marzo de 1981.

4 .- Gomphrena meyeniana Walpers: ejemplar de herbario BAFC
1293. Recolectada en la provincia de Salta, Dpto. Chicoana: Va-
lle encantado, 3000 m.s.m . Leg: A.T.Hunziker y R.Subilis.
Identific6 Ing. A.T.Hunziker . Mayo de 1981.

5.- Gomphrena perennisL.: ejemplar de herbario BAFC 1291.
Recolectada en la provincia de Cérdoba, Dpto. Coldén: Sierra Chica
( falda oriental ), entre La Granja y Agua de Oro. Marzo de 1981.
Recolectd e identificé Ing. A. T. Hunziker.

Tratamiento del material vegetal

Método de extraccidén: la planta entera se secé a 45°C

en una estufa con circulacién de aire y se molidé posteriormente
empleando una malla de 2 mm en un molino Wiley, modelp ED-5.

El polvo obtenido fue extraido en forma continua en un
extractor S.G.A. Scientific Inc. modelo JE 5550. En caso de te-
ner poco material vegetal las extracciones se efectuaron en
Soxllet. Se extrajo exhaustivamente primero con éter de petroé-
leo ( 60°- 80°), obteniéndose por evaporacioén del solvente un re
siduo oscuro que se denominé extracto de éter de petrdleo. A con
tinuacién, luego de secar el resto vegetal, se extrajo con etanol.
Por concentracién del extracto etandlico, en todos los casos se pro
dujo la precipitacién de sales que fueron eliminadas por filtra-

cién. Los rendimientos se indican en cada caso.
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMPHRENA MARTIANA

La planta entera ( 2.240 g ) fue extraida con éter de pe-
tréleo segin se indica en la parte general. Se concentrd el ex-
tracto a un volumen de aproximadamente 300 ml y se dejoé una noche
en heladera. Se obtuvo un precipitado que se filtrdé y lavd con
éter de petrdleo frio, Precipitado 1 ( 1,4 g; 0,06 % ). Por eva-
poracidn de las aguas madres se obtuvo un residuo oscuro, Residuol
( 37 g; 1,7 % ).

A continuacién, se secd el residuo vegetal y se extrajo

con etanol. Al enfriar el extracto, se separd por filtracidén un

abundante precipitado constituido por KNO3 ( 89 g; 4,0 & ). Por

evaporacién del filtrado se obtuvo un residuo verde oscuro, Resi-
duo 2 ( 159,7 g; 7,1 % ).

Fraccionamiento del Precipitado 1

Se recristalizd el Precipitado 1 reiteradas veces de eta-

nol hasta observar homogeneidad por cromatografia sobre capa del-
gada ( C.C.D. ) de silicagel usando como solvente benceno-acetona,
7 : 3. Se obtuvo asi el compuesto 98 puro, que fue identificado
como 3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona (100 mg).

Se cromatografid el residuo obtenido al evaporar las aguas
madres de cristalizacién de 98 ( 500 mg ), en una columna de sili-
cagel Davidson ( 50 g ) usando como solvente de elucidn C12CH2 Y
un gradiente de C12CH ~ACOEt hasta 5 %. Se obtuvieron tres frac-

2
ciones ( fraccidén 1l: 320 mg; fraccién 2: 101 mg y fraccién 3: 32

mg ).
) Se sometié la fraccién 1 a cromatografia liquida de media
na presidén usando como solvente benceno-acetona,98 : 2, obtenién-
dose dos subfracciones puras correspondientes a los compuestos
100 ( 90 mg ) y 101 ( 17 mg ) respectivamente ( C.C.D. silicagel:
benceno-acetona,98 : 2; Rf: 0,29 ( 100 ) y 0,22 ( 101 ); con FeCl3
revelan color verde oscuro y negro respectivamente ). Los compues
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tos 100 y 101 fueron caracterizados como 5,7-dihidroxi-3,6-dime-
toxiflavona y 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona respectivamente.

De la fraccidén 2 se obtuvo el compuesto 98 impuro. El a-
nalisis de la fraccién 3 por C.C.D. de silicagel con benceno-ace-
tona,4 : 1,mostré la presencia de una mancha fluorescente celeste
a 366 nm ( Rf: 0,5 ). La purificacién de la misma se efectud por
cromatografia en placa preparativa de silicagel utilizando el sol
vente anterior, eluyendo la banda principal con C12CH2—acetona,
l:1. El eluido ( 12 mg ) fue recromatografiado en una columna
seca de silicagel Davidson ( 2 g ) y se aislaron 10 mg de 104,
identificado por métodos espectroscépicos como 3,5,7-trimetoxifla

vona.

Fraccionamientodel extracto de éter de petrdleo ( Residuo 1 )

20 g del Residuo 1 se sembraron en una columna de silica
gel Davidson ( 1500 g ). La elucidén se llevdé a cabo con un gra-
diente de benceno-acetona que varié de 5 % a 50 % , concluyendo
con metanol. Se obtuvieron 8 fracciones principales:

Fraccién Masa ( mg ) Componentes
1 216 Hidrocarburos
3920 Ceras
3 2700 Alcoholes lineales y
Triterpenos
4 1100 Esteroles
5 1500 Flavonoides 100 y 101
6 1700 Flavonoides 98 y 114
7 2100 Flavonoides 12£_y s
8 3100 Aceite oscuro

De la fraccidén 1 se obtuvieron hidrocarburos que fueron

analizados contra testigos por C.G.L. y C.G.L.-E.M.
La fraccién 2 estaba constituida por ceras que no fueron

estudiadas.
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Por sucesivas recristalizaciones de acetona de la frac-
cién 3 se obtuvo una mezcla de alcoholes lineales de C24 a C30.
Por evaporacién de las aguas madres se obtuvo un residuo ( 50 mg )
que fue cromatografiado en una columna de silicagel usando cloro-
formo como eluyente. La fraccidén principal fue analizada por
C.G.L.-E.M. determindndose la presencia de g-amirina 107, ciclo-
laudenol 83 y hopeol 109.

La fraccidén' 4 se tratd con metanol, se filtrd en caliente
y se dejé cristalizar. El precipitado obtenido se analizé por
C.G.L. contra testigos determinandose la presencia de colesterol
110, campesterol 111, estigmasterol 112 y sitosterol 113 confir-
mandose las estructuras por C.G.L.-E.M. ( 215 mg ).

La fraccién 5 mostrdé ser una mezcla de las flavonas 100
y 101.

El fraccionamiento de la fraccién 6 se efectud en una
columna Lobar tamafio A usando como solvente de elucién benceno-
acetona,96 : 4 y 95 : 5 . Se aislaron 170 mg del compuesto 114
identificado como 3,5,6,7-tetrametoxiflavona.

Por cristalizaciones sucesivas de la fraccidon 7 de meta-
nol se obtuvo el compuesto 115 que fue caracterizado como 7-hi-

droxi-5,6-dimetoxiflavona ( 22 mg ).

Fraccionamiento del extracto etandlico ( Residuo 2 )

Se disolvieron 27 g del Residuo 2 en 250 ml de etanol y
se evaporaron junto con 70 g de poliamida para columna. Se colo
cé la pastilla asi formada en un embudo con placa filtrante y se
percold sucesivamente con 1 litro de cloroformo, 700 ml de agua
destilada ( hasta reaccidén de Dragendorff negativa ) y 1 litro de
metanol. Se obtuvieron asi luego de eliminar los correspondien-
tes solventes: 9,9 g de residuo cloroférmico, 13,8 g de residuo

acuoso y 1,1 g de residuo metandlico.

Estudio del percolado acuoso: 7 g de este residuo se disolvieron
en agua y se llevaron a pH = 12 con K2C03. Se agregd solucién sa-
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turada de sal de Reinecke, ( Cr(SCN)4(NH3)2 )NH4, hasta que no se
formara mas precipitado en el sobrenadante. Se filtrd y el pre-
cipitado asi obtenido se disolvié en acetona, desechandose el in
soluble. Por evaporacién de la solucidén se obtuvieron 313 mg de
reineckato.

La eliminacién del anién de la sal compleja se efectud pa
sando el reineckato disueltoen acetona por una columna de inter-
cambio anidnica Amberlite IRA-400 ( HO ), armada en metanol.
Por evaporacidn del solvente se obtuvieron 60 mg de base libre
que fueron purificados por cromatografia en columna de aldmina
neutra ( 6 g ) usando como solvente de elucién C13CH-MeOH-Ac0H,
100 : 10 : 1 . Se aislaron 26 mg del compuesto ll caracterizado
como colina.

El filtrado resultante de la precipitacién del reinecka-
to de 11 se acidificé con HCl ( c ) hasta pH = 1. Se efectud 1la
precipitacion de protoalcaloides agregando solucién saturada de
sal de Reinecke, como se describe previamente. Se filtrd y el
precipitado resultante de disolvid en acetona. Por evaporacidn
de la solucidén acetdénica se obtuvo un residuo ( 1,2 g ) que se
liberd del anidén complejo cromatografidndolo en una columna de
silicagel H usando MeOH—NH4OH, 10 : 0,5, como eluyente. Se obtu-
vieron 180 mg del compuesto 9 caracterizado como betaina.

En el resto acuoso se detectaron aminodcidos.

Estudio del percolado metandlico: 517 mg de este residuo se cro-

matografiaron en una columna de Sephadex LH-20 ( 33 g, 20x400 mm )

usando metanol como eluyente. Se obtuvieron cuatro fracciones
principales:

La fraccién 1 ( 159,8 mg ) fue la dUnica que dio reaccidn de
Shinoda negativa y o fue estudiada.

La fraccién 2 ( 207,4 mg ) fue purificada por cromatografia
en columna de silicagel H ( 21 g, 20x180 mm ) con ACOEt-MeOH-H,0,
15 : 1,5 : 1 . La fraccién principal dio por evaporacién un re-
siduo amarillo ( 67 mg ) homogéneo por C.C.D., caracterizado co-
mo isoramnetina-3-O-robinobiésido 116.

Las fracciones 3y 4 ( 71 y 59 mg respectivamente ) resulta
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ron ser mezclas complejas de flavonoides ( glicdésidos ) en ba-

ja proporcién de facil descomposicién, que no fueron analizadas.

El percolado clorofdérmico no fue estudiado por ser simi-

lar al extracto de éter de petrdleo.

Datos de los compuestos aislados de Gomphrena martiana

Compuestos obtenidosdel fraccionamiento del Precipitado 1

3, 5-dimetoxi-6, 7-metilendioxiflavona 98:
pf: 198-200°( EtOH ) ( Lit: 192,5-193,5°( EtOH ), sintético 2°1).

MeOH .
méx® 313,0; 269 nm. No se observaron cambios en presencia

de A1C13, A1C13/HC1, NaMeO, NaAcO y NaAcO/H3BO3.

I.R.(cm 1): 1620 ( tens. CO ), 1025 (tens. =C-O-), 815 y 780

( def. =C-H ).

V.A

E.M. m/e ( % ): 328 ( M'+ 2; 2,6 ), 327 ( m*+ 1; 18,0 ), 326 ( M*;
96,3 ),325 ( M'- 1; 100 ), 307 ( M'- 1 - 18; 29,4 ), 297
( MT- 1 - 28; 37,0 ), 279 ( 297 - 18; 12,9 ), 195 ( A + H;
8,4 ), 194 ( A% ; 30,4 ), 164 ( 194 - 30; 10,2 ), 149
(M-co *%; 12,7 ), 105 ( phcot; 35,6 ), 77 ( ph*; 45,7,
63 ( 11,1 ), 53 ( 23,6 ), 51 ( 12,6 ).

l4-RMN ( 60 MHz; C1,CD ) ppm : 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 4,12 ( 3H,

s, MeO-5 ); 6,02 ( 2H, s, -OCH,0- ); 6,63 ( 1H, s, H-8 ),
7,43 ( 3H, m, H-3',4'y 5' ); 8,00 ( 2H, m, H-2'y 6' ).

( 60 MHz, CD. ) ppm : 3,83 ( 3H, s, MeO-3 ), 4,00 ( 3H,
s, MeO-5 ); 5,13 ( 2H, s, -OCH,0- ).

13C—RMN ( 25,2 MHz; C13CD ) ppm: 60,0 ( MeO-3 ); 61,1 ( MeO-5 );

92,9 ( C-8 ); 102,0 ( -OCH,0- ); 113,1 ( C-10 )3 127,9
(C-2'y C-6' ); 128,3 ( C-3' y C=5' ); 130,2 ( C-4' );
130,6 ( C-1' ); 134,6 ( C-6 ); 140,9 ( C-3 )3; 141,2

( c-5)2; 152,6 ( c-9 )P; 152,8 ( c-2 )P; 153,6 ( Cc-7);
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173,8 ( C-4 ).

a, b . .
! Los valores pueden intercambiarse.

Microanalisis: C = 66,21 %; H = 4,5 %. Cy8H14% requiere
C =66,26 % ; H= 4,30 &%.

Demetilacidn de 3, 5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona 98: obtencidén de
5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona 99.

La demetilacidén selectiva de MeO-5 se efectud de acuerdo
248

al método de Briggs y Locker
' 4

47,8 mg de 98 ( 1,5.10°
ml de una solucidén de 3,1 g de AlCl3 anhidro en 15 ml de éter e-
tilico anhidro. La solucién obtenida fue reflujada durante 9 hs
y al cabo de ese tiempo volcada sobre 50 ml de agua. Se filtrd
el s6lido amarillo formado y se procedié a hidrolizar el comple-
jo flavonoide-Al con una solucién de 10 ml de acido acético gla-
cial y 5 ml de HC1 ( ¢ ), a reflujo durante 30 minutos. Se volcd
la solucidn resultante sobre 75 ml de agua, se filtrd y se secd
el producto crudo ( 29,1 mg ). Luego de recristalizar de metanol-
benceno se obtuvieron 18,8 mg ( 0,6.10-4 moles; R= 40 % ) de 99.

Se usé otro método que mejord el rendimiento 249 para

ello,51,2 mg de 98 ( 1,6.10-4 moles ) se disolvieron en 7 ml de
acetonitrilo destilado y se agregaron 1,2 ml de una solucién pre
parada con 243,5 mg de AlCl, anhidro y 5 ml de acetonitrilo.
Después de mantener la solucidén obtenida 6 hs a reflujo, se evapo
ré el solvente y se agregaron 15 ml de HCl ( 1 : 1 ). La suspen-
sién formada fue agitada durante 30 minutos, observando cambios
de color de anaranjado a amarillo. Se filtrd y se lavd hasta neu
tralidad. El producto crudo fue purificado por cromatografia en
columna de silicagel H usando como solvente de elucién benceno-a-
cetona,96 : 4 . Se obtuvieron 35,7 mg ( 1,1.10"% moles; R= 69 %)
de 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona 99.

moles ) fueron disueltos en 10

pf: 186 - 188° ( MeOH-benceno )

U.v. Aﬁggﬂz 323,0; 273,0; 251,0 ( h ) nm, NaMeO: 288 nm, AlCl,:
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350,0; 285,0 nm, NaAcO: 286 nm, NaAcO/BO3H3: 322,0; 273,0;
251,0 ( h ) nm.
1

I.R. (cm =~ ): 1630 ( tens. CO ), 1010 ( tens. =C-0- ), 810 y

775 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ): 314 ( MY+ 2; 2,7 ), 313 ( M*+ 1; 18,2 ), 312

lH—RMN (

13

Microana

( M", 92,3 ), 311 ( M*- 1; 100 ), 294 ( M*- 18, 15,3 ),
293 ( M'- 1 -18; 14,1 ), 181 (A +H *; 12,2 ), 180 (A*;
19,3 ), 142 ( M - co *%; 14,3 ), 105 ( phcot; 54,1 ), 77

( ph*; 46,8 ).

60 MHz, C13CD ) ppm: 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 6,08 ( 2H,
s, —OCH20- ):; 6,53 ( 1H, s, H-8 ); 7,51 ( 3H, m, H-3',4'
y 5' ); 8,05 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,85 ( 1lH, s, HO-5 ).
( 20,0 MHz, Cl3CD ): 60,1 ( MeO-3 ); 89,0 ( C-8 ); 102,0
( —OCHZO- ); 108,1 ( C-10 ); 128,2 ( C-2' y C-6' ); 128,5
( C-3'" y C-5' ); 129,6 ( Cc-6 ); 130,3 ( C-1' ); 130,8
( C-4' ); 139,4 (C-3 ); 141,7 ( C-5 ); 152,4 ( C-9 );

154,1 ( C-7 ); 155,8 ( C-2 ); 179,2 ( C-4 ).

lisis: C = 65,46 %; H = 4,00 %. C17H1206 requiere

C = 65,38 %; H = 3,85 8.

5, 7-dihidrozi-3, 6-dimetoxiflavona 100

pf: 175 - 176° ( EtOH ) (Lit.: 168 - 169°sintético 2°2).
u.v. Aﬁ;gﬂz 323,0; 270,5 nm, NaMeO: 360,0; 272,0 nm, AlCl,: 342,0;

281,5 nm, A1C13/HC1: 342,0; 281,5 nm, NaAcO: 360,0; 272,0
nm, NaAcO/BO3H3: 323,0; 270,5 nm.
1

I.R. (cm ~ ) : 3300 ( tens. O-H ), 1645 ( tens. CO ), 1180 ( tens.

E.M. m/e

=C-0- ), 820 y 770 ( def. =C-H ).

(%) : 316 ( M+ 2; 2,5), 315 ( m*+ 1; 18,8 ), 314
314 ( M%; 100 ), 313 ( M*- 1; 43,5 ), 299 (M - 15; 41,7),
296 ( MY- 18; 28,1 ), 295 (M - 1 - 18; 17,1 ), 271 ( M -
43; 40,9 ), 253 ( 271 - 18; 12,3 ), 228 ( 11,2 ); 167
+

( A, - 15 '; 6,1 ), 118 ( 12,1 ), 115 ( 11,7 ), 105
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+
( phco*; 20,9 ), 77 ( ph*; 13,4 ), 69 ( C4HO,.27,1 ).

lH—RMN ( 60 MHz, C13CD ) ppm: 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 4,05 ( 3H,

s, MeO-6 ); 6,58 ( 1H, s, H-8 ); 7,52 ( 3H, m, H-3',4'

y 5' ); 8,08 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,87 ( 1lH, s, HO-5 ).
( 60 MHz, C6D6 ) ppm: 3,65 y 3,67 ( 6H, 2. singuletes,
MeO-3 y MeO-6 ).

C-RMN ( 20,0 MHz, DMSO—d6 ) ppm: 61,0 ( MeO-3 y MeO-6 ); 95,1
(C-8); 105,9 ( C-10 ); 129,2 ( C-2' y C-6"' ); 129,7
(C-3'yC-5'); 131,1 ( C-6 ); 132,0 ( C-4' ); 132,3
( c-1' ); 140,2 ( c-3 ); 152,8%( c-5 ); 153,4%( Cc-9 );
156,22 ( c-2 ); 158,7°( c-7 ); 179,4 ( c-4 ).

a,b . .
*” Las sefiales pueden intercambiarse.

Metilacién de S,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona: obtencién de 3,5,6,7-te

trametoxiflavona 114.

4

Se disolvieron 33,4 mg de 100 ( 1,1.10 "moles) en 6 ml de

acetona y se agregaron 0,15 ml de sulfato de metilo y 370 mg de
K2C03 Luego de 6 hs de reflujo, no se observaron compuestos fe
ndélicos por C.C.D. . Se filtrd y evapordé la mezcla de reaccidn.
El residuo obtenido se cromatografidé en una columna de alumina
neutra con benceno-acetona,95 : 5,como solvente de elucidén. Se
obtuvieron 23 mg ( 0,7.10-4 moles; R = 64% )de 114 como aceite

incoloro que cristalizdé luego de un dia.

5, 7-dithidroxi-6-metoxiflavona 101:

pf: 200 - 201°( MeOH ) (Lit.: 231-2°2°3; 2190237y,

u.v. A MO . 317,05 270,0; 247(h) nm , NaMeo: 365,0; 270,0; 241,0

nm, A1C13: 339,0; 281,5; 253,0 nm, AlCl3/HCl: 339,0;
281,5; 253,0 nm, NaAcO: 365,0; 271,0 nm, NaAcO/BO3H3:
365,0; 271,0 nm.

I.R. ( cm % ): 3300-2500 ( banda ancha, tens. O-H ), 1650 ( tens.

co ), 1100 ( tens. =C-0- ), 800 y 755 ( def. =C-H ).
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E.M. m/e ( % ): 285 ( MY+ 1; 18,2 ), 284 ( M, 100 ), 283
(M- 1; 7), 269 ( M*- 15; 68 ), 267 ( MT- 17; 9 ),
266 ( MT- 18; 47 ), 241 ( M- 15 - 28; 55 ), 167 ( AI'—
15; 12 ), 139 ( AI'— 15 - 28; 27 ), 105 ( Phco™, 4 ),
103 (15 ), 102 (By'; 9 ), 77 ( Ph*, 15 ), 69 ( C;HO;

89 ).
Deuteracién de 5, 7-dihidroxzi-6-metoziflavonalOl:

Se disolvieron 4 mg de 101 en 3 ml de éter etilico anhi-
dro, y se agregaron 3 gotas de agua deuterada. Luego de agitar
durante 5 min., se evapord el solvente. El mismo proceso se re-
pitié 3 veces. La composician isotdépica del compuesto obtenido
fue: 21,3 % dj; 48,3 % &, y 30,3 ¢ de 4,
zamiento isotdpico estdn corregidos por las contribuciones de
13 .

C, pag. 162).

( los valores de despla

lh-rMN ( 60 MHZ, Cl4CD ) ppm: 4,05 ( 3H, s, MeO-6 ); 6,62 ( lH,

s, H-3 6 H-8 ); 6,67 ( 1H, s, H-3 6 H-8 ); 7,53 ( 3H, m,
H-3',4' vy 5' ); 7,90 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,97 ( 1lH, s,
HO-5 ). ( 60 MHz, CGDG ) ppm: 3,67 ( 3H, s, MeO-6 ).

( 100 MHz, acetona—d6 ) ppm: 3,97 ( 3H, s, MeO-6 ); 6,78
( 14, s, H-8 ); 6,90 ( 1H, s, H-3 ); 7,73 ( 3H, m, H-3',
H-4' y H-5' ); 8,23 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 9,48 ( 1lH, s
ancho, HO-7 ); 13,45 ( 1H, s ancho, HO-5 ).

C-RMN ( 20,0 MHz, DMSO-d. ) ppm: 61,1 ( MeO-6 ); 95,6 ( C-8 );
105,5 ( C-10 ); 105,8 ( C-3 ); 127,5 ( C-2' y C-6' );
130,3 ( C-3' y C-5' ); 131,9 ( C-6 ); 132,7 ( C-1' );
133,1 ( Cc-4' ); 153,7%( c-5 ); 153,9%( c-9 ); 158,7
(C-7); le4,4 ( C-2), 183,4 ( C-4 ).

2 Los valores pueden intercambiarse.

Acetilacién de S, 7~-dihidroxi-6-metoxiflavona 101l: obtencién de 5,7-diace

toxi-6-metoxiflavona 103.

10,3 mg de 101 se acetilaron por el método descripto en

la parte general, obteniendose 13,6 mg de 103

p-f: 142 - 144 °( MeOH ) ( Lit.: 143 ° 257).
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E.M. m/e (% ): 368 ( M'; 9,6 ), 326 ( M'- 42, 100 ), 284 ( M'-
42 - 42; 97 ), 283 ( M'- 1, 15,8 ), 269 ( 284 - 15;
92,9 ), 267 ( 284 - 17; 26,3 ), 266 ( 284 - 18; 98 ),
255 ( 284 - 1 - 28; 29,8 ), 241 ( 284 - 15 - 28; 51,9 ),
238 ( 284 - 18 - 28; 17,3 ); 153 ( 34,6 ), 139 ( A]" -
42 - 42 - 15 - 28; 34,6 ), 105 ( Phco™, 11,8 ), 102 ( BI‘;
11,0),77 ( Ph¥; 6,3 ), 69 ( C4HO,; 67,7 ).

ly-rMN ( 100 MHz, C1,CD ) ppm: 2,35 ( 3H, s, MeCO,-5 & MeCO,~7 );

2,46 ( 3H, s, MeCOz-S 6 MeC02-7 ); 3,84 ( 3H, s, MeO-6 );

H-3',4'y 5' ); 7,75 ( 2H, m, H-2' y 6' ).

Metilacién de 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 10l: obtencidén de 5,6,7-

trimetoxiflavona 102.

Se disolvieron 30 mg de 101 en 10 ml de acetona y se a-
gregaron 0,1 ml de sulfato de metilo y 60 mg de K2C03 anhidro.
Luego de 3 hs de reflujo se filtrd y evaporé la solucién. El re
siduo resultante se cromatografidé en una columna de alumina neu-
tra con benceno-acetona,95 : 5, obteniéndose 20,5 mg de 102 cru-
do ( R=66 % ).

p.f.: 166 — 167 °( EtOH )

MeOH .
Améx : 304,0; 263,0 nm. No se observaron cambios al agre
gar A1C13, A1C13/HC1, NaMeO, NaAcO y NaMeO/BO3H3.

I.R. (cm ' ): 1630 ( tens. CO ), 1100 ( tens. =C-O- ), 850 y

770 ( defo =C_H )o

U.Vv.

E.M. m/e ( & ): 313 ( M'+ 1; 5,1 ), 312 ( M%; 24,9 ), 311 ( M- 1,
2,5 ), 297 ( M- 15, 100 ), 269 ( M'- 15 - 28; 6,7 ),
254 ( M- 15 - 15 - 28; 12,0 ), 195 ( A]" - 15; 2,3 ),
167 ( a}* 15 - 28; 11,9 ), 105 ( Phco*; 23,0 ), 102 ( BY';
2,4 ), 77 ( Ph'; 3,4 ), 69 ( CjHOH; 9,0 ).

1H-RMN ( 60 MHz, C1,CD ) ppm: 3,91 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,96 ( 3H,

‘ s, MeO-7 ); 3,99 ( 3H, s, MeO-5 ); 6,65 ( 1H, s, H-3 );
6'84 ( lH, S, H-B ); 7'49 ( 3H’ m' H—3"4' y 5' ); 7'83
( 3H, s, H=2' y 6' ). ( 60 MHz, C6D6 ) ppm: 4,08 ( 3H,
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s, MeO-5 ); 3,80 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,31 ( 3H, s, MeO-7).

3,5, 7-trimetoxti flavona 104:

—

p.f.: 201 - 203 °( MeOH ) (Lit.: 199 - 200 ° 2°8),
U.V. Azggﬂ 323,5; 297,5; 262,0; 241,0 nm. No se observaron cam

bios al agregar A1C13, A1C13/HC1, NaAcoO, NaAcO/BO3H3 Y
NaMeO.

I.R. ( cm ! ): 1625 ( tens. CO ), 875, 825 y 790 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ): 314 ( M'+ 2; 1,2 ), 313 ( MT+ 1; 10,9 ), 312 ( M%;
85,3 ), 311 ( M'- 1; 100 ), 297 ( M'- 15; 6,7 ), 294 ( M*-
18; 8,3 ), 293 ( M- 1 - 18; 37,0 ), 181 ( At E T 7,7,
180 ( A7"; 5,1 ), 142 (M - co *?; 22,3 ), 105 ( Phco*;
26,1 ), 77 ( Ph¥; 26,9 ).

lH—RMN ( 60 MHz, C13CD.) ppm: 3,88 ( 6H, s, MeO-3 y MeO-7 ); 3,96

( 34, s, MeO-5); 6,33 ( 1H, 4,3 = 2 Hz, H-6 ); 6,50 ( 1H,
d4,J = 2 Hz, H-8 ); 7,46 ( 3H, m, H-3',4'y 5' ); 8,04 ( 2H,
m, H-2' y 6' ).

Sintesis de 3,5,7-trimetoxiflavona 104:

Sintesis de w-metoxi-2,4,6-trihidroxiacetofenona 106 259 : 20 g

( 0,159 moles ) de floroglucina ( 2,4,6-trihidroxibenceno ), pre
viamente secada a 120 ° durante 12 hs, se disolvieron en 100 ml
de éter etilico anhidro. A la solucidén anterior se agregaron su
cesivamente 11,5 g ( 0,162 moles ) de acetonitrilo 295 y 4 g de
ZnCl, recien fundido. Se llevé a 0°C y se burbujed HCl1l se
co durante 3 hs. Al finalizar el burbujeo se observd una gran
cantidad de precipitado. Luego de dejar en la heladera durante
48 hs, se decantd el éter y se lavd el precipitado con éter :seco.
Se recristalizé el sélido de metanol obteniéndose 13,9 g
de clorhidrato de 2,4,6-trihidroxi-w-metoxicetiminofenona ( 0,06
moles; R = 38 % ), que se suspendieron en 150 ml de agua destila-
da; la mezcla se calentd a reflujo durante una hora. Luego de
tratar con carbdén activado se obtuvieron 9,9 g ( 0,05 moles, R =
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83 % ) de 106.

Obtencién de 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona 260: se molieron en un

mortero 2,0 g ( 1,0.1072 moles ) de 106; 7,3 g ( 5,0.10"2 moles )
de benzoato de sodio y 11,4 g ( 5,0.10'2moles ) .de anhidrido ben-
zoico. Se colocod la mezcla de sélidos en un balén conectado a
una bomba de agua y se calentd a 190°C en bafio de aceite durante
4 hs, homogeneizando el contenido del balén cada hora con una va-
rilla de vidrio. La mezcla de reaccién se llevé a ebullicién con
30 ml de una solucidn de KOH 10 % en MeOH-H,0,9 : 1. Se evapord
el solvente y se disolvid el residuo en agua. A continuacidén, se
hizo burbujear CO2 hasta pH = 7. Se dejdé en reposo una noche y
se produjo una abundante precipitacidén que se recristalizd de
MeOH-H,0, obteniéndose 1,3 g de 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona

( 0,46.1072, R = 46 % ).

Sintesis de 3,5,7-trihidroxiflavona 104: se metilaron 150 mg
( 5,3.10_4 moles ) de 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona segun el mé-
todo indicado en la pag. 218, obteniéndose 115,4 mg ( 3,’7.10-4

moles; R = 70 % ) de 104.

Compuestos obtenidos del fraccionamiento del Residuo 1

Hidrocarburos :

-

Se analizaron por C.G.L. utilizando una columna OV-17
3 %, de 1,8 m de longitud a T = 260 °C (- isotérmica ), obtenien-
dose los siguientes resultados:
Tr ( formula, % ) min: 2,33 ( nC,gHcqni 2,7 )i 3,35 (7soCy He,s
17,4 ); 3,70 ( nC31H64; 21,1 ); 4,73 ( nC32H66; 1,3 );
5,32 | isoC33H68; 4,3 ); 5,98 ( nC33H68; 35,0 ); 7,59
{ nC34H70; 1,3 ); 9,59 ( nC35H72; 16,0 ).

El andlisis por C.G.L.-E.M. se efectud utilizando una co
lumna Ov-17 3 &%, 1,8 ma T = 200°—290°C, 10°C/min.
i80C3lH64,E.M. m/e ( % ): 436 ( M+; 1,6 ), 421 ( M+- 15; 1,6 ),

394 ( 2,4 ), 393 ( M+— 43; 7,3 ), 392 ( 2,1 ), 281 ( 1,0 )
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( 6,3 ); 197 ( 6,8 ); 183 ( 8,6 ); 169 ( 10,3 ); 155

(11,3 ); 141 ( 13,1 ); 127 ( 17,7 ); 113 ( 22,5 ); 99

( 22,1 ); 85 ( 47,5 ); 71 ( 66,7 ); 57 ( 92,9 ); 43 ( 100 ).

i80CyyHco, E.M. m/e ( % ): 464 ( M'; 1,7 ), 449 ( M'- 15; 1,8 ),
422 ( 2,3 ), 421 ( M*- 43; 6,1 ), 420 (1,9 ), 281 ( 1,5 ),
267 ( 2,0 ), 253 ( 2,4 ), 239 ( 2,8 ), 225 ( 3,1 ), 211
( 5,9 ), ¥97 ( 6,5 ), 183 ( 7,9 ), 169 ( 9,5 ), 155 (10,1 ),
141 ( 12,7 ), 127 ( 15,6 ), 113 ( 19,8 ), 99 ( 20,3 ), 85
( 45,1 ), 71 ( 63,0 ). 57 ( 85,0 ), 43 ( 100 ).

Alcoholes lineales:

p.f.: 81-82 °C ( acetona )

I.R. ( cm Y ): 3300 ( banda ancha, tens. O-H ), 740 y 730 ( def.

—(CH2)D— ) .
ly-rMN ( 60 MHz, C1,CD ) ppm: 0,9 ( d deformado, Me- ); 1,26 ( s,

El anadlisis de esta fraccidén por C.G.L. se realizd utili-
zando una columna SE-30 3%, 1,8 m a T = 250°C ( isotérmica ), ob-
teniéndose los siguientes resultados:

Tr ( formula, % ) min: 7,43 ( C

12,53 ( C26H540; 31,6 ); 16,27 ( C

( C28H580; 44,3 ); 27,47 ( C

13,2 ).

24H5005 4,3 )i 9,67 ( CyeHc,05 1,0);
27850 3,3 )5 21,21

29H600; 1,7 ); 35,49 ( C30H620;
El analisis por C.G.L.-E.M. se efectud utilizando una co-
lumna OV-17 3 &%, 1,8 ma T = 200°—286°C, 10°C/min.

Triterpenos:

El analisis por C.G.L.-E.M. ( OV-17 3 &, 1,8 m, T = 280°
( isotérmica ) ) permitid obtener los espectros de masas de los
compuestos g-amirina 107, ciclolaudenol 83 y hopeol 109.

+
B-amirina 107, E.M. m/e ( % ): 427 ( MY+ 1; 5,1 ), 426 ( M"; 16,3),

411 ( M™- 15; 7,1 ), 393 ( M*- 15 - 18; 1,6 ), 218 ( RDA,

anillos Dy E; 100 ), 207 ( anillos A y B; 8,2 ), 205 ( a-
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nillos Dy E; 11,0 ), 204 ( 19,0 ), 203 ( 218 - 15;

33,6 ), 189 ( 207 - 18 y/o anillos D y E - 29; 22,2 ),
177 ( 11,3 ), 175 ( 12,1 ), 135 ( 12,3 ), 133 ( 218 -

15 - 70; 13,7 ), 121 ( 17,2 ), 119 ( 17,5 ), 117 ( 5,1 ),
109 ( 17,3 ), 107 ( 20,8 ), 105 ( 18,9 ), 95 ( 20,0 ),

93 ( 12,8 ), 81 ( 13,8 ), 69 ( 22,8 ), 55 ( 14,1 ), 43

( 12,5 ).

Ciclolaudenol 83, E.M. m/e ( % ): 441 ( M'+ 1; 1,3 ), 440 ( M'; 4,8 ),
425 ( M*- 15; 1,2 ), 422 ( Mt- 18; 16,4 ), 407 ( M'- 15 -
18; 11,6 ), 397 ( M*- 43, 4,3 ), 379 ( M- 18 - 43; 10,1 ),
353 ( MT- 18 - 69; 3,1 ), 315 ( M'- cadena lateral; 3,5 ),
313 ( 7,3 ), 301 ( 3,6 ), 300 ( M'- anillo A - C-6 - C-19;
11,0 ), 297 ( 315 - 18; 4,1 ), 285 ( 300 - 15; 3,7 ), 216
( 7,1 ), 175 ( Mt - cadena lateral - 140; 8,5 ), 173( 13,1),
161 ( 12,4 ), 149 ( 10,5 ), 147 ( 14,9 ), 135 ( 18,4 ),

133 ( 12,0 ), 123 ( 11,9 ), 121 ( 24,1 ), 119 ( 25,2 ),
109 ( 20,5 ), 107 ( 31,9 ), 105 ( 22,8 ), 55 ( 100 ), 43
( 77 ), 41 ( 65,1 ).

Hopeol 109, E.M. m/e ( % ): 427 ( MT+ 1; 40,5 ), 426 ( M*; 95,0 ),
411 ( M*- 15; 7,5 ), 409 ( M*- 17; 12,1 ), 408 ( M*- 18;
9,2 ), 272 ( 14,5 ), 257 ( 6,9 ), 229 ( 18,5 ), 217 ( ani
llos Dy E + C-11 + C~-12; 15,0 ), 208 ( RDA, anillos A y
B; 26,6 ), 207 ( anillos Ay B - H; 79,2 ), 206 ( 15,6 ),
204 ( 14,5 ), 203 ( 11,0 ), 201 ( 13,3 ), 189 ( RDA, ani-
llos Dy E - H; 100 ), 179 ( 11,0 ), 176 ( 13,3 ), 175
( RDA, anillos Dy E - 15 y/o 208 - 18 - 15; 24,3 ), 162
( 14,5 ), 139 ( 10,4 ), 136 ( 28,3 ), 135 ( 34,7 ), 134
19,1 ), 133 ( 23,1 ), 124 ( 11,0 ), 123 ( 26,0 ), 122
( 28,3 ), 121 ( 48,0 ), 120 ( 15, 0 ), 119 ( 29,5 ), 109
( 53,2 ), 108 ( 22,0 ), 107 ( 43,9 ), 105 ( 24,9 ), 95
( 43,9 ), 94 ( 23,7 ), 93 ( 37,6 ), 81 ( 24,9 ), 79( 25,4 ),
67 ( 32,9 ), 55 ( 61,8 ), 43 ( 45,7 ).

Las comparaciones cromatograficas ( C.G.L. ) con testigos
se efectuaron en las siguientes condiciones:
B-amirina ( Tr = 7,2 min ) OV-101, 2 %, 1,2 ma T = 200°—
270°C , 10°C / min. acetato de B-amirina ( Tr = 8,2 min )
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ov-17, 3 ¢, 1,8 maT-= 200°—-280°C, 20°C / min.

Ciclolaudenol ( Tr = 8,30 min ) OV-17, 3 %, 1,8 ma T =
280°C ( isotérmica ). ( Tr = 8,48 min ) OV-101, 2 %, 1,2 ma T =
220° 270°C / min.

Esteroles:

El andlisis de la mezcla y su comparacidén con testigos
se efectud por C.G.L.:
SE-30, 3 % a T = 270°C ( isotérmica ): colesterol 110
( Tr = 8,91 min ); campesterol 111 ( Tr = 11,17 min ); estigmas-
terol 112 ( Tr = 11,97 min ) y sitosterol 113 ( Tr = 13,65 min ).
Los espectros de masas de estos compuestos se determina-
ron por C.G.L.-E.M. utilizando una columna Ov-17, 3 %, 1,8 m a
T = 200°— 288°C, 10°C / min; obteniéndose los siguientes datos:

Colesterol 110, E.M. m/e ( & ): 387 ( MY+ 1; 23,6 ), 386 ( M';
86,5 ), 371 ( M'- 15; 22,0 ), 368 ( M'- 18; 30,1 ), 353
(M- 15 - 18; 21,6 ), 301 ( ™' -85 : 27,2), 275
( M- 111 ; 23,4 ), 273 ( M - cadena lateral; 14,1 ),
255 ( 273 - 18; 13,5 ), 247 ( MY - 139 ; 5,8 ), 231
( 273 - 42; 11,2 ), 213 ( 255 - 42; 19,6 ), 173 ( 11,4 ),
163 ( 13,6 ), 161 ( 18,3 ), 160 ( 13,8 ), 159 ( 21,8 ),
149 ( 10,7 ), 145 ( 33,8 ), 143 ( 11,2 ), 135 ( 11,1 ),
133 ( 24,5 ), 131 ( 17,6 ), 129 ( 10,6 ), 121 ( 18,1 ),
120 ( 15,9 ), 119 ( 24,8 ), 117 ( 14,6 ), 109 ( 15,4 ),
107 ( 37,3 ), 106 ( 19,7 ), 105 ( 35,3 ), 95 ( 34,8 ),
93 ( 34,8 ), 91 ( 35,6 ), 83 ( 11,9 ), 81 ( 29,6 ), 79
( 32,2 ), 77 ( 11,9 ), 71 ( 14,0 ), 69 ( 18,9 ), 67(22,4),
57 ( 44,1 ), 55 ( 43,6 ), 43 ( 100 ), 41 ( 100 ).

Campesterol 111, E.M. m/e ( % ): 401 ( MY+ 1; 17,4 ), 400 ( M",
17,4 ), 385 ( M'- 1s5; 9,3 ), 382 ( M'- 18; 17,4 ), 367
( mt- 15 - 18; 8,1 ), 315 ( M*- 85; 14,8 ), 289 ( M*- 111,
9,5 ), 273 ( M - cadena lateral; 1,2 ), 261 ( M - 139;
3,1 ), 213 ( 273 - 18 - 42; 4,7 ), 145 ( 11,2 ), 107
( 13,8 ), 105 ( 17,2 ), 95 ( 15,7 ), 93 ( 12,3 ), 91
(15,7 ), 81 ( 15,4 ), 79 ( 15,1 ), 71 ( 12,3 ), 69( 11,2 ),
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67 ( 13,5 ), 57 (21,2 ), 55 ( 34,6 ), 43 ( 100 ), 41
( 38,8 ).

Estigmasterol 112, E.M. m/e ( % ): 413 ( M'+ 1; 14,8 ), 412 ( M,
43,3 ), 397 ( M'- 15, 4,3 ), 394 ( M'- 18, 5,2 ), 379
( MT- 18 - 15; 5,7 ), 369 ( M'- 43; 4,1 ), 351 ( 369 - 18;
11,6 ), 300 ( M'- 112; 17,2 ), 273 ( M'-cadena lateral;
2,3 ), 272 ( 10,6 ), 271 ( M+— cadena lateral - 2H; 16,2 ),
255 ( 273 - 18; 8,2 ), 133 ( 10,2 ), 97 ( 16,5 ), 91
(12,9 ), 83 ( 39,1 ), 81 ( 32,0 ), 79 ( 15,5 ), 69( 50,2 ),
67 ( 19,1 ), 55 ( 100 ), 41 ( 39,7 ).

Sitosterol 113, E.M. m/e ( % ): 415 ( M'+ 1; 3,9 ), 414 ( M';10,6),
399 ( M'- 15; 1,3 ), 396 ( Mt- 18; 4,1 ), 381 ( M'- 15 -
18; 2,1 ), 329 ( M*- 85; 4,3 ), 303 ( M'- 111; 3,9 ), 275
( M'- 139; 1,1 ), 273 ( M- cadena lateral; 2,1 ), 213
( 273 - 42 - 18; 2,1 ), 69 ( 12,7 ), 57 ( 37,7 ), 55 (20,1),
43 ( 100 ), 41 ( 38, 6 ).

3,5,6, 7-tetrametoxiflavona 11l4:
p.f.: 113-114°C ( MeOH - H,0 ) ( Lit.: 112-112,5°c 2°2),

MeOH : 312,0; 261,0; 241,0 nm. No se observaron corrimien

tos con A1C13, AlCl3 / HC1l, NaMeO, NaAcO y NaAcO/BO3H3.

I.R. ( cm™ L ): 1620 ( tens. CO ), 1100 ( tens. =C-O- ), 800 y 770

( def. =C-H ).

U.v. A

E.M. m/e ( % ): 344 ( M1+ 2; 1,8 ), 343 ( M+ 1; 56,7 ), 342
(MY, s6,7 ), 341 ( M"- 1; 46,1 ), 327 ( M'- 15; 100 ),

324 ( Mt- 18; 3,5 ), 323 ( M- 1 - 18; 14,8 ), 284 ( M'-
+

210 ( AI'; 4,7 ), 195 { AI’— 15; 11,9 ), 167 ( AI'— 15 -
28; 18,6 ), 105 ( phcot; 21,0 ), 77 ( ph*; 12,8 ).

Ly RN ( 60 MHz, C1,CD ) ppm: 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 3,91 ( 3H, s,
MeO-6 6 MeO-7 ); 3,96 ( 3H, s, MeO-7 &6 MeO-6 ); 4,02
( 34, s, MeO-5 ); 6,77 ( 1H, s, H-8 ); 7,50 ( 3H, m, H-3',
H-4' y H-5' ); 8,08 ( 2H, m, H-2' y 6' ). ( 60 MHz, C.D. )
ppm: 3,27 ( 3H, s, MeO-7 ); 3,78 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,83
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( 3H, s, MeO-3 ); 4,07 ( 3H, s, MeO-5 ).

13corMN ( 25,2 MHz, Cl,CD ) ppm: 56,2 ( MeO-7 ); 60,0 ( MeO-3 );

61,4%( Meo-5 ); 62,1%( MeO-6 ); 95,9 ( C-8 ); 113,0

( C-10 ); 128,0 ( C-2' y C-6"' ); 128,3 ( C-3' y C-5' );
130,2 ( C-4' ); 130,7 ( C-1' ); 140,0 ( C-6 ); 141,2

( c-3 ); 152,2%( c-5 ); 153,0°( c-2 ); 153,4%( c-9 );
157,5 ( c-7 ); 173,5 ( C-4 ).

a,b Los valores pueden intercambiarse.

7-hidroxi-§, 6~dimetoxiflavona 115:
p.f.: 207 - 209 °C ( MeOH )

U.V. kzggﬂz 310,0; 264,0; 242 ( h ) nm, NaMeO: 356,0; 268,0;
238 nm, NaAcO: 356,0; 269,0 nm, NaAcO / BO3H;: 310,0;

264,0; 242 ( h ) nm.

I.R. (em Y ): 3100 ( tens. O-H ), 1630 ( tens. CO ), 1100 ( tens.
=C-H ), 850 y 770 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ): 298 ( M*; 9,2 ), 283 ( M'- 15; 100 ), 281 ( M'-
17; 7,8 ), 267 ( M'- 31; 5,4 ), 255 ( Mt~ 15 - 28; 15,5 ),

181 ( A]"- 15; 4,1 ), 153 ( AI' - 15 - 28; 8,4 ), 119

(10,9 ); 117 ( 10,6 ), 105 ( PhCO'; 8,8 ), 102 ( B]";

5,8 ), 77 ( Ph¥; 8,1 ), 69 ( CHO,; 38,6 ).

'H-RMN ( 60 MHz, C1,CD ) ppm: 4,00 ( 3H, s, MeO-5 ); 4,05 ( 3H,

s, MeO-6 ); 6,67 ( 1H, s, H-3 ); 6,93 ( l1H, s, H-8 );
7,50 ( 34, m, H-3',4' vy 5' ); 7,9 ( 2H, m, H-2' y 6' ).
( 60 MHz, Cl3CD + Eu(fod)3 ), relacién molar Eu(fod)3 /
flavonoide: 0,136; 0,433 y 0,722, Valores de S: -1,1

( H-3 ); 1,2 ( H-8 ); 8,8 ( MeO-6 ); 14,0 ( MeO-5 ).

( 60 MHZz, C6D6 ) ppm: 3,54 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,96 ( 3H,
s, MeO-5 ).

13c-ruy ( 20,0 MHz, DMSO-d, ) ppm: 61,9 ( MeO-5); 62,8 ( MeO-6 );
101,0 ( c-8 ); 108,4 ( Cc-3 ); 112,3 ( c-10 ); 127,0 ( C-2'
y C-6' ); 130,1 ( Cc-3' y C-5' ); 132,1 ( C-1' ); 132,4
( c-4' ); 140,5 ( c-6 ); 153,2%( c-5 ); 154,9%( Cc-9 );
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157,3 ( Cc-7 ); 161, ( C-2 ); 176,8 ( C-4 ).
9Los valores pueden intercambiarse.

Demetilacién de 7-hidroxi-S,6-dimetoxiflavona 115: obtencién de 5,7-dihi

droxi-6-metoxiflavona 101.

Se disolvieron 62,2 mg ( 2,1.10_4 moles ) de 115 en 7 ml
de acetonitrilo anhidro y se agregaron 3 ml de una solucién prepa
rada con 212,3 mg de AlCl3 anhidro en 10 ml de acetonitrilo anhi-
dro. La solucién se volvidé amarilla inmediatamente y al cabo de
5 hs y media de reflujo, se evapord el solvente obteniéndose un
residuo color anaranjado. Se agregaran 15 ml de HCl1l acuoso,l : 7,
y se agitd durante media hora. La suspensidén resultante, que vi-
ré al color amarillo, se filtrdé y se lavé hasta neutralidad. Co-
mo no se pudo purificar por recristalizacién,se efectud una puri-
ficacidén cromatografica en una columna de silicagel H utilizando
benceno-acetona,9 : 1l,como solvente de elucidén. Se obtuvieron
37,6 mg ( 1,3.10"% moles, R = 62 % ) de 101.

Metilacién de 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115: obtencién de 5,6,7-tri
metoxiflavona 102.

Por metilacién de 30 mg ( 1,0.10-4 moles ) de 115, segun
el método descripto en la pag. 218, se obtuvieron 28,3 mg ( 0,9.
107% moles; R = 90 & ) de 102.

Compuestos obtenidos del fraccionamientp del Residuo 2

Colina 1ll:
p.f.: picrato, 250 - 252 °C ( EtOH ); picrato testigo, 250 - 252°C.

lH—RMN ( 100 MHZ, DZO ) ppm: acetato de colina; 1,88 ( 3H, s,

+ +
MeCO, ); 3,18 ( 9H, s, -NMe; ); 3,48 ( 2H, m, ~CH,-N2= );
4,03 ( 2H, m, HOCH,~ ).
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Betatna 9:

E.M. m/e (% ): 117 ( m¥, 11 ), 103 (4 ), 84 (13 ), 58
( Me,N=CH,, 100 ), 42 ( 38 ).

ly-rMN ( 100 MHZ, D,0 ) ppm: 3,24 ( 9H, s, -RMe ); 3,85 ( 2H,

S' —CHZ- ) .

Ieoramnetipa-3-0-robin0bi68ido 116:

[ o
p.f.: 178 - 181 C ( MeOH-benceno ) .4;5 = -24,1°( c= 0,32;
MeOH )
u.v. Aﬁggﬁ : 356,0; 267,5, 255 nm, AlCl;: 400,0; 360,0 ( h);

304,0; 269,0 nm, A1C13/HC1: 400,0; 360,0 ( h ); 304,0;
269,0 nm, NaMeO: 412,0; 327,0 ( h ); 273,0 nm; NaAcO:
375,0; 317,0; 274,5 nm; NaAcO/B03H3: 356,0; 267,5; 255,0
nm.

I.R. ( cm Y ): 3300 ( tens. O-H ), 1745 ( tens. CO ).

E.M. ( derivado trimetilsililado ) m/e ( % ): 742 ( TMS robino-
biosa + H (D + H); 1,9 ), 741 ( TMS robinobiosa ( D );
3,2 ), 740 ( TMS robinobiosa - H ( D - H ); 4,6 ), 590
( TMS isoramnetina + TMS - Me + H ( A + TMS - Me + H );
14,0 ), 589 ( TMS isoramnetina + TMS - Me ( A + TMS - Me );
26,1 ), 532 ( TMS isoramnetina + H ( A + H ); 47,2 ), 517
( TS isoramnetina + H - Me ( A + H - Me ); 100 ), 460
( 532 - TMS + H; 16,5 ), 362 ( TMS ramnosa - H ( T - H );
20,9 ), 273 ( 362 - TMSiOH; 5,9 ), 217 ( 15,2 ), 204
( 10,9 ), 147 ( 13,2 ), 73 ( T™S; 90,7 ).

1 Ram

H-RMN ( 60 MHz, DMSO-d6 ) ppm: 1,05 ( 3H, m, H-6 ): 3,42
( m, HCOH + HDO ); 3,82 ( 3H, s, MeO-3'); 4,35 ( 1H,
s ancho, H-1 R@™ ). 5 34 ( 1H, 4,7 = 7 Hz, B-1 G2l );
6,08 ( 14, 4,J = 2 Hz, H-6 ); 6,32 ( 1H, d,J = 2 Hz, H-8 );
6,76 ( 14, 4,3 = 8 Hz, H-5' ); 7,36 ( 1H, dd,J = 2 Hz y
8 Hz, H-6' ); 7,83 ( 1H, 4,3 = 2 Hz, H-2' ); 12,33 ( 1H,
s, HO-5 ). ( 100 MHz, Cl1.CD ; derivado trimetilsililado )
ppm: 1,18 ( 3H, m, H-6 Raf ); 3,54 ( 10H, m, HCOH ); 3,88

( 3H, s, MeO-3' ); 4,37 ( 1H, s ancho, H-1 XM );
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5,71 ( 1H, 4, J = 7 Hz, H-1 %31 ), 6,19 ( 1H, 4, J = 2 Bz,
H-6 ); 6,48 ( 1H, d, J = 2 Hz, H-8 );6,84 ( 1H, d, J = 8 Hz,
H-5' ); 7,47 ( 1H, dd, J =2 Hz y 8 Hz, H-6' ); 7,76 ( 1lH,
d, J = 2 Hz, H-2"' ).

Ram = ramnosa

Gal = galactosa

13cormn ( 20,0 Muz, DMSO-d ) ppm: 17,8 ( C-6"2" ); 56,0 ( Me0-3');

65,6 ( c-6%21 ); &8,3 ( c-431 4 c-sRA™ ). 90,4 ( c-2R3M ),
70,7 ( c-3%@™ ); 71,2 ( c-2%21 ); 72,0 ( c-4R™); 73,1 (c-3
Gal i Ram

73,7 ( c-5%31 ); 93,8 (c-8 ); 98,8 ( C-6 ); 100,2 ( c-1%8" ),
101,9 ( c-1%21 ); 104,1 ( c-10); 113,6 ( C-2' ); 115,2 (C-5');
121,1 ( C-1' ); 122,1 ( C-6' ); 133,2 ( C-3 ); 147,0 ( C-4' );
149,4 ( C-3' ); 156,5 ( C-2 y C-9 ); 161,2 ( C-5 ); 164,1
(C-7); 177,4 (C-4).

Gal);

Hidrblists de isorammetina-3-0-robinobibeido 11l6:

La suspension de 9 mg de 116 en un 1 ml de HCl acuoso, 1 : 10,
se calento 1 h a 100°C en un tubo cerrado. Al cabo de este tiempo
se filtré el sdélido amarillo, que se identificd como isoramnetina
8l, y las aguas madres se evaporaron repetidas veces para eliminar

el acido.

Isoramnetina: Se compard su comportamiento cromatogrdfico contra
un testigo auténtico por C.C.D. de silicagel: Rf = 0,41, benceno-

acetona, 4 : 1, revelador: HZSO4 desarrolla intenso color amarillo.

E.M. m/e ( % ): 316 ( M%; 100,0 ), 315 ( M*- 1; 18,0 ), 301 ( M*-15;
11,0 ), 287 ( M'- 1 - 28; 13,0 ), 273 ( M'- 15 - 28; 6,0 ),245
( 273 - 28; 10,5 ), 217 ( 245 - 28; 7,0 ), 189 ( 217 - 28; 2,0 };
153 (A, + ut; 8,2 ), 151 ¢ B;; 7,5 ), 123 ( B, - 28%, 7,0,
108 ( 123 - 28; 6,0 ), 69 (12,0), 57 ( 9,0 ).

'H-RMN ( 60 MHz, DMSO-d; ) ppm: 3,90 ( 3H, s, MeO-3' ); 6,25 ( lH,

d, J = 2 Hz, H-6 ); 6,52 ( 1H, 4, J = 2 Hz, H-8 ); 7,00 ( 1H,
4, J = 8 Hz, H-5' ); 7,75 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,81 ( 1H, s,
HO-5 ).

p.£.: 305 - 306 °C ( desc. ) ( Lit.: 305 - 307 °c 296 ),
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Identificacién de los azicares: el residuo de azlcares se croma
tografié en placa de celulosa utilizando como solvente BuOH-piri
dina-Hzo, 6 : 4 : 3; se realizaron dos desarrollos sucesivos y se
utilizé como revelador p-anisidina.HCl.En el sistema empleado ,
los Rf fueron los siguientes: ramnosa Rf = 0,78; galactosa Rf =
0,57; glucosa Rf = 0,52. Se identificaron en el hidrolizado ram

nosa y galactosa.
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMPHRENA BOLIVIANA

El material vegetal ( 75 g ) se extrajo con éter de petrd
leo obteniéndose, luego de evaporar el solvente, 1,7 g de residuo
(R=2,3%). El resto vegetal seco se extrajo posteriormente
con etanol obteniéndose 8,8 g de residuo ( R = 11,7 g ).

Fraccionamiento del extracto de éter de petrdleo

Se efectud la separacién cromatogrdfica de este extracto

en una columna de silicagel H ( 50 g, 30.x 200 mm ) eluyendo con
éter de petrdleo, éter de petrédleo-cloroformo y cloroformo-meta-
nol; segun se indica en la tabla 50.

Tabla 50: Fracclonamiento del extracto de &ter de petréleo

Solvente Fraccién Masa ( mg ) Compuestos
EP 1 152,8 Hidrocarburos
EP-MeOH 1 : 1 2 129,6 Ceras
CI3CH 3 258,0 Triterpenos y
alcoholes
CI3CH-He0H 9 : 1 4 66,2 Esteroles
CI3CH-Me0H 8 : 2 5 839,7 Flavonoides
MeOH 6 227,3 Aceite oscuro

EP: éter de petréleo

Hidrocarburos:

Se analizaron por C.G.L. utilizando una columna OV-17 3 %,
para compararlos con los hidrocarbutos de Gomphrena martiana ( pag.
222 f, obteniéndose los siquientes resultados:

Tr ( férmula, ¢ ) min: 2,32 ( n-C,gHc i 4,5 ); 3,31 (7s0-C  H ,;

7,6 ); 3,67 ( n-C3lH64; 34,5 ); 5,27 ( ier33H68: 4,3 );

5,88 ( n—C33H68; 31,4 ); 9,51 ( n-C35H72; 18,1 ).

Los parametros calculados por cuadrados minimos correspondientes
a la recta resultante de representar graficamenete 1ln Tr en fun-
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cién del nimero de atomos de carbono son los siguientes:
ordenada al origen: -5,98
pendiente: 0,235
coeficiente de correlacién: 0,9999

Triterpenos y alcoholes lineales:

La fraccién 3 se purificdé en una columna de silicagel H
( 20 g, 20 x 200 mm ) utilizando benceno como solvente de elucidn.
La fraccién principal, presentaba por C.C.D. de silicagel una
mancha a Rf ="0,48 ( C13CH, 2 desarrollos ) que revelaba violeta
rojizo con H,80, / anisaldehido. Se efectud el analisis de esta
fraccién ( 34 mg ) por C.G.L.-E.M. ( OV-17, 3 %, 1,8 maT-=
200°— 288°C, 10°C / min ) obteniéndose los siguientes resultados:
T (M, férmula; 8 ) min: 2,12 ( 296, C,oH,0; 21,2 ); 7,26
( 344 , C26H540; 6,9 ); 8,60 ( 392 , CZBHSBO; 6,3 );
9,98 ( 4207, CyoHgo07 4,6 )i 11,70 ( 426, CygHg(0: B-amiri
QiLHZ;'B Y: 12,12 ( 426, C30H500:a—amirina; 23,8 ).
El espectro ée masas de g-amirina se consigna en la pag.223.
a-amirina 121, E.M. m/e ( % ): 427 ( M'+ 1; 21,7 ), 426 ( M';
62,0 ), 411 ( M™- 15; 11,8 ), 257 ( 10,2 ), 218 ( RDA,
anillos Dy E; 100 ), 207 ( anillos A y B; 39,5 ), 206
( 12,3 ), 205 ( anillos Dy E; 8,4 ), 204 ( 18,0 ), 203
( 218 - 15; 21,5 ), 201 ( 12,0 ), 189 ( 207 - 18y / o
anillos Dy E - 29; 50,3 ), 187 ( 16,5 ), 161 ( 29,1 ),
149 ( 22,3 ), 148 ( 21,5 ), 147 ( 26,4 ), 136 ( 28,3 ),
135 ( 49,7 ), 134 ( 27,7 ), 133 ( 28,5 ), 123 ( 38,7 ),
122 ( 32,7 ), 121 ( 50,0 ), 119 ( 55,2 ), 109 ( 46,9 ),
.1o8( 26,7 ), 107 ( 58,1 ), 105 ( 34,0 ), 95 ( 65,7 ),
93 ( 65,7 ), 93 ( 58,0 ), 91 ( 37,7 ), 81 ( 70,2 ), 79
( 36,6 ), 69 (66,0 ),68 ( 43,0 ), 67 ( 50,0 ), 57 (26,4 ),
55 ( 65,2 ), 43 ( 76,0 ), 41 ( 65,2 ).

Esteroles:

La fraccién 4 estaba constituida por una mezcla de estero

les que fueron analizados por C.G.L ( OvV-17, 3 %, 1,8 ma T-=



234

260>—280°C, 5°C / min ) y C.G.L.-E.M. ( OV-17, 3 %, 1,8 maT-=
200°%—290°C, 10°C / min ) determinandose la presencia de coleste
rol 110 ( 4,4 % ), A7-colesterol 122 ( 3,5% ),campesterol 111

(7,9 %), estigmasterol 112 ( 18,4 % ), sitosterol 113 ( 43,7 %),
A7-sitosterol 123 ( 6,4 ) y estigmast-4-en-3-ona ( sitosterona,

1,1 8 )124 .

Los espectros de masas de colesterol, campesterol, estigmasterol

y sitosterol se consignan en las pdg. 225-226.

A7-colesterol E.M. m/e ( % ): 387 ( MY+ 1; 26,1 ), 386 ( M*; 100),
371 ( M- 15; 29,0 ), 273 ( M- cadena lateral; 11,2 ),
255 ( 273 - 18; 35,4 ), 231 ( 273 - 43; 11,7 ), 229 ( 273-
44; 11,0 ), 213 ( 255 - 42; 11,8 ), 147 ( 13,9 ), 145
(13,9 ), 133 (12,3 ), 119 ( 13,6 ), 107 ( 17,6 ), 105
( 21,3 ), 95 ( 19,5 ), 93 ( 12,5 ), 91 ( 27,3 ), 81 ( 13,1),
79 ( 15,8 ), 67 ( 11,0 ), 57 ( 12,8 ), 55 ( 25,2 ), 43
( 57,0 ), 41 ( 36,5 ).

A7-sitosterol E.M. m/e ( % ): 415 ( M'+ 1; 27,0 ), 414 ( M*; 100 ),
399 ( M- 15; 22,0 ), 273 ( M*- cadena lateral; 12,3 ),
255 ( 273 - 18; 31,0 ), 231 ( 273 - 43; 5,7 ), 213 ( 255 -
42; 5,7 ), 147 ( 7,4 ), 119 ( 8,1 ), 107 ( 13,0 ), 91
(8,0), 57 ( 16,3 ), 43 ( 60,2 ), 41 ( 24,2 ).

sitosterona E.M. m/e ( % ): 413 ( M+ 1; 22,4 ), 412 ( M*; 70,3 ),
397 ( M- 15; 6,8 ), 370 ( M'- 42; 26,9 ), 355 ( 370 - 15;
13,2 ), 327 ( Mm*- 85; 6,4 ), 289 ( M* - 123; 30,1 ), 288
( M¥- 124; 37,4 ), 275 ( 11,9 ), 245 ( 8,7 ), 230 ( 13,2 )
229 ( M*- cadena lateral - 42; 35,2 ), 177 ( 11,4 ), 149
(16,4 ), 148 ( 13,7 ), 147 ( 16,4 ), 135 ( 15,1 ), 133
(11,9 ), 124 ( anillo A; 100 ), 123 ( 11,9 ), 122 ( 11,4),
121 ( 17,4 ), 110 ( 10,5 ), 109 ( 11,0 ), 107 ( 11,9 ),
95 ( 16,4 ), 83 ( 11,9 ), 79 ( 17,8 ), 71 ( 11,9 ), 67
(18,7 ), 57 ( 17,8 ), 55 ( 15,1 ), 43 ( 33 ).

Trimetilsililacién de la fraceién 4: se efectud segin el método que se
indica en la pdg. 209. El andlisis de la mezcla derivatizada se
efectué por C.G.L.-E.M. utilizando una columna SE-30 3 %, 1,8 m a
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T = 250°—-286°C, 2°C / min.

colesterol TMS E.M. m/e ( & ): 458 ( M'; 39,2 ), 443 ( M'- 15;
10,3 ), 368 ( M'- TMSiOH; 80,6 ), 353 ( 368 - 15; 36,0 ),
329 ( M'- 129; 100 ), 255 ( 368 - cadena lateral; 18,4 ),
247 (17,8 ), 213 ( 255 - 42; 8,9 ), 129 ( C-1, C-2 y C-3;
55,6 ).

A7- colesterol TMS E.M. m/e ( % ): 458 ( M'; 100 ), 443 ( M'- 15;
25,0 ), 353 ( M- TMSiOH - 15; 16,9 ), 345 ( 12,8 ), 255
( M'- TMSiOH - cadena lateral; 95,3 ), 229 ( 29,0 ), 213
( 255 - 42; 36,3 ), 75 ( 45,0 ).

campesterol TMS E.M. m/e ( % ): 472 ( M'; 55,0 ), 457 ( M'- 15;
11,9 ), 412 ( 38,5 ), 400 ( M'- 72; 24,8 ), 382 ( M'-
TMSiOH; 100 ), 367 ( 382 - 15; 44,4 ), 355 ( M'- 129;
36,4 ), 343 ( MT- 129; 91,9 ), 255 ( 382 - cadena late-
ral; 11,8 ), 129 ( c-1, C-2 y C-3; 68,1 ).

estigmasterol TMS E.M. m/e ( % ): 484 ( M'; 74,3 ), 469 ( M'- 15;
10,2 ), 412 ( M*- 72; 25,4 ), 400 ( M'- 84; 11,3 ), 394
( M*- 90; 86,3 ), 379 ( 394 - 15; 30,2 ), 345 ( 6,9 ), 343
22,7 ), 255 ( 394 - cadena lateral; 77,2 ), 213 ( 255 -
42; 20,9 ), 129 ( c-1, C-2 y C-3; 62,2 ).

sitosterol TMS E.M. m/e ( % ): 486 ( M'; 59,4 ), 471 ( M'- 15;
12,0 ), 396 ( M'- TMSiOH; 100 ), 381 ( 396 - 15; 35,6 ),
357 ( M - 129; 77,5 ), 129 ( C-1, C-2 y C-3; 39,0 ).

A7- sitosterol TMS E.M. m/e ( % ): 486 ( M'; 100 ), 471 ( M'- 15;
21,0 ), 396 ( M'- TMSiOH; 25,3 ), 38l ( 396 - 15; 19,2 ),
357 ( M'- 129; 18,1 ), 303 ( 27,2 ), 255 ( 396 - cadena
lateral; 91,0 ); 213 ( 255 - 42; 26,7 ).

Agliconas de flavonoides:

La fraccién 5 resultd ser una mezcla de agliconas de fla-
vonoides que se fracciondé en una columna de silicagel H ( 40 g )
usando como eluyente Cl3CH—Me0H,99 : 1,dando lugar a las fraccio-

nes que se detallan en la tabla 51.
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Tabla 51: Andlisis de la fraccién 5 ( EP de Gomphrena boliviana ).

Fraccion masa ( mg ) Compuestos
5-1 51,9 Clorofilas
5-2 217,6 Flavonoides 100, 101 y 114
5-3 235,0 Flavonoides 100, 114 , 98 y 104
5-4 98,8 Flavonoides 115 y 104
5-5 . 81,7 Flavonoide u
5-6 13,3 -

Se efectud la purificacién posterior de las fracciones
5-2 y 5~-3 por cromatografia preparativa en placa y las fracciones
asi obtenidas se compararon por C.C.D. con los flavonoides aisla-
dos de Gomphrena martiana, obteniéndose los siguientes valores de
Rf en los distintos sistemas de solventes utilizados:

A B c
5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 0,49 0,76
5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 101 0,37 0,72 -
3,5,6,7-tetrametoxiflavona 114 - 0,66 0,31
3,5-dimetoxi-6,7-metllendioxiflavona 98 0,57 0,23
3,5,7-trimetoxlflavona 104 -0,42 0,17
7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115 0,33 0,12

A: sflicagel, éter de petréleo-éter etflico,2 : 1 ( 2 desarrollos ).
B: sfTlicagel, benceno-acetona,3 : 1 .

C: sTlicagel, benceno-acetona,9 : 1 .
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMPHRENA MEYENIANA

40 g de material vegetal se extrajeron con éter de petrd-
leo obteniéndose luego de evaporar el solvente, 790 mg ( R= 2 § )
de residuo oscuro. A continuacidén se extrajo con etanol obtenién
dose 4,3 g (R =10,7 % ) de residuo.

‘Estudio del extracto de éter de petrdleo

Este extracto se fracciond en una columna de $ilicagel H
( 30 g, 15 x 150 mm ) como se indica a continuacidn:

Solvente Fraccién masa ( mg ) Compuestos
EP 1 126,2 Hidrocarburos
EP-CI3CH,1 | 2 280,0 Ceras
CI3CH 3 96,0 Triterpenos y esteroles
CI3CH 4 27,9 Esteroles
C1 ;CH-MeOH, 9: 1 5 231,3 -

EP: &ter de petroleo

Bidrocarburos:

‘La fraccidn 1 estaba constituida por hidrocarburos que
se analizaron por C.G.L., utilizando una columna OV-17 3 %, compa
randolos con los hidrocarburos de Gomphrena martiana. ( pag. 222 ),
obteniéndose los siquientes resultados:
Tr ( foérmula, & ) min: 1,54 ( n-C27H58; 4,2 ); 2,37 (rrC29H60;

16,5 ); 2,93 (wC30H62; 1,3 ); 3,38 (iaoC3lH64; 3,9 );
3,84 ( n=CqyHeyi 44,5 ); 5,34 ( iea—C33H68; 0,6 ); 6,05
( n=CyqHeas 22,1 ); 9,57 ( n-C35H72; 2,0 ).
Los parametros ‘calculados por cuadrados minimos correspondientes
a la recta resultante de representar gréficamente ln Tr en fun-
cidén del numero de atomos de carbono son los siguientes:
ordenada al origen:-5,80
pendiente: 0;23 ’
coeficiente de correlacidn: 0,9997
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Triterpenos y esteroles:

La fraccidén 3 se fracciond en una columna de silicagel
utilizando Cl,CH como solvente de elucién obteniéndose una frac-
cién de triterpenos ( 12 mg ),que fueron identificados por CGL
y C.G.L.~E.M. como g-amirina 107 ( padg. 223 ) y ciclolaudenol 83
( pdg. 223 ), y otra de esteroles ( 21 mg ) que fueron caracte-
rizados como colesterol 110 ( 3,9 % ), A’-colesterol 122 ( 1,6% ),
campesterol 111 ( 6,2 % ), estigmasterol 112 ('6,4 % ), sitoste-
rol 113 ( 65,5 % ), A’-sitosterol 123 ( 5,3 % ) y sitosterona
124 ( 4,6 § ), de la misma manera que en Gomphrena boliviana ( pag.
233 ).
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMPHRENA HAENKEANA

La planta entera ( 69 g ) se extrajo con éter de petréleo,
por evaporacidén del solvente se obtuvieron 1,4 g (R=2,0%) de
residuo. El resto vegetal seco, se extrajo con etanol; al enfriar
este Ultimo extracto se separaron sales y por evaporacidén hasta
sequedad se obtuvieron 4,9 g de residuvo ( R = 7,1 % ).

Estudio del extracto etandlico

3,5 g de extracto etandélico se disolvieron en etanol y
se evaporaron sobre poliamida. La pastilla formada se percold
sucesivamente con cloroformo, agua y metanol, obteniéndose 0,45;
1,94; y 0,9 g respectivamente luego de eliminar los solventes.

Al analizar estas tres fracciones por C.C.D. sobre silicagel usan
do como solvente ACOEt-MeOH ( 10 : 1 ) y revelando la misma con
sto4 / anisaldehido se observd una mancha de Rf = 0,32 color vio
leta que viraba a verde con el tiempo en el percolado acuoso.

El percolado acuoso se disolvié en agua y se extrajo con
ACOEt ( 10 x 50 ml ). El residuo obtenido luego de secar la so-
lucidén con NasO, anhidro y evaporarla ( 100 mg ) se purificé cro
matograficamente en una columna de silicagel H ( 300 mg ) usando
como solvente de elucién ACOEt-MeOH,10 : 0,5. Se juntaron y eva-
poraron las fracciones que tuvieron igual comportamiento cromato-
grafico, obteniéndose un residuo que pesé 25,1 mg y que fue iden-

tificado como ecdisterona 23

Eedisterona 23:

p.f.: 235°- 238°C ( MeOH-éter ) (Lit.: 237 - 239°C ( MeOH-éter )3

I.R. ( cm } ): 3200 ( tens. O-H ), 1640 ( tens. C=0 y C=C del sis

tema endnico ), 1050 ( tens. C-O ), 880 ( def. =C-H ).

%-

E.M. m/e (% ): 462 ( M'- 18; 1,1 ), 444 (M" - 2 x 18; 5,1 ), 429
(M- 2 x 18 - 15; 6,6 ), 426 ( M- 3 x 18; 14,8 ), 411
( M*- 3 x 18 - 15; 4,4 ), 408 ( M'- 4 x 18; 5,4 ), 393

( MT- 4 x 18 - 15; 2,7 ), 363 ( M- 117; 46,7 ), 345
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( 363 - 18 ); 100 ), 327 ( 345 - 18; 48,1 ), 301 ( 319 -
18, 14,1 ), 300 ( 319 - 18 - 1; 18,5 ), 285 ( 300 - 15;
15,2 ), 283 ( 301 - 18; 9,3 ), 269 ( 29,6 ), 250 ( 40,7 )
173 ( cadena lateral, 14,0 ), 161 ( M+- 319; 14,8 ),

143 ( 161 - 18; 20,4 ), 137 (14,0), 125 ( 161 - 2 x 18;
17,4 ), 121 ( 22,9 ), 117 ( cadena lateral: C-22 a 27;
9,3 ), 99 ( 117 - 18; 92,6 ), 91 ( 28,0 ), 81 ( 99 - 18;
52,2 ), 71 ( 32,0 ), 69 ( 33,2 ), 59 ( 41,1 ), 55 ( 52,7

'H-RMN ( 60 MHz, piridina -d. ) ppm: 1,07 ( 3H, s, Me-19 ); 1,20
( 3H, s, Me-18 ); 1,36 ( 6H, s, Me-26 y Me-27 ); 1,56
( 3H, s, Me-21 ); 1,70-2,10 ( 14H, m, -CH,~ ); 2,80-3,10
( 2H, m, C-H ); 3,50-4,20 ( 4H, m, HC-OH );6,20 ( 1H, s

ancho, H-7 ).

MeOH

U.V. Amax : 243,0 nm, +HC1l 1IN, 70°C, 15': 245 y 297 nm.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido aislar e identifi-
car los componentes orgdnicos de Gomphrena martiana ( Flia.: Amaranta-
ceae ), planta argentina conocida en la medicina folklérica princi-
palmente por su accién diurética.

En la presente tesis se desarrollaron los siguientes
temas:

l.- Introduccidén a la familia Amarantaceae considerando
los aspectos botanicos y fitoquimicos de la misma, y dando, en par
ticular, una descripcidén del género Gomphrena .

2.- Caracteristicas estructurales de los flavonoides,
relaciones biosintéticas, localizacidén y funcidén de los mismos en
el vegetal, asi como accidén farmacoldgica presentada por distintos
tipos de estos compuestos.

3.- Andlisis detallado de los espectros de masas,lﬂ—RMN
y 13C—RMN, utilizados en la elucidacidén estructural de flavonoides.

4.- Descripcidn de los espectros de masas de esteroles,
3-cetoesteroides a,B-insaturados y triterpenos tetraciclicos con
la unidad 9:19-ciclopropano, asi como su distribucidn en los vege-
tales.

Los puntos 3.- y 4.- se desarrollan en detalle para
facilitar la comprensién de la discusidén de los resultados obteni-
dos en esta tesis.

5.- Discusién de los resultados obtenidos en esta te-
sis, correspondientes a la caracterizacién de 'los compuestos orga
nicos presentes en el extracto de éter de petrdleo y etandlico de
la planta mencionada. .

Se indicaron las técnicas separativas, especialmente
cromatograficas, empleadas en las etapas de aislamiento y purifica
cién, y se analizaron detalladamente los espectros ( U.V., I.R.,

1H—RMN, 13C—RMN y E.M. ) y/o métodos quimicos que condujeron a la

identificacidén de:
a) 3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona 98 .
b) 5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 .



242

c) 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona 101 .

d) 3,5,7-trimetoxiflavona 104 .

e) Hidrocarburos lineales de C29H60 a C35H72 e hidrocarburos
pertenecientes a la serie Zso de C31H64 y C33H68 .

f) Alcoholes lineales de C24H500 a C30H620'

g) B-amirina 107 .

h) Ciclolaudenol 83 .

i) Hopeol 109

j) Colesterol 110.

k) Campesterol 111 .

1) Estigmasterol 112 .

m) Sitosterol 113 .

n) 3,5,6,7-tetrametoxiflavona 114 .

fi) 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115 .

o) Colina 11 .

p) Betaina 9 .

q) Isoramnetina-3-O-robinobidsido. 116.

Los flavonoides 98, 100, 114 y 115 no habian sido des-
criptosanteriormente como productos naturales, por lo que fueron
comparados con testigos sintéticos o bien transformados quimicamen
te, a fin de relacionar las distintas estructuras entre si. Estas

transformaciones permitieron obtener:

r) 5~-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona 99, no descrip-
to previamente.

s) 5,6,7-trimetoxiflavona 102 .

t) 5,7-diacetoxi-6-metoxiflavona 103 .

El flavonoide 104 que habia sido descripto sélo una vez
como producto natural, fue sintetizado a fin de confirmar su estruc
tura.. En el caso del glicésido de flavonoide 116 no existian des-
cripciones sobre la naturaleza exacta del disacarido constituyente.

Asi mismo, el hecho de tener datos espectroscédpicos de flavo-
noides intimamente relacionados, permitid realizar una comparacion
de los mismos para fijar pautas que facilitaran las asignaciones
de sefflales en espectros de masas, 1H-RMN Yy 13é-RMN de otras aglico

nas de flavonoides con estructuras similares.
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Se propuso una posible génesis del idén m/e 69 obser-
vado en los espectros de masas de algunos flavonoides descriptos
en esta tesis, en base al estudio del espectro de masas del deri-
vado deuterado del compuesto 101, en el que dicho fragmento era
particularmente intenso.

Por Gltimo,se realizdé un estudio quimiotaxondémico preliminar
de los extractos de éter de petrdleo de Gomphrena martiana, Gomphrena
boliviana y Gomphrena meyeniana y de los extractos etqnélicos de Gomphre
na martiana, Gomphrena boliviana, Gomphrena haenkeana, Gomphrena meyeniana Y
Gomphrena perennis, que permitid establecer, con los resultados obte
nidos hasta el momento que las especies Gomphrena martiana y Gomphrena
boliviana estan intimamente relacionadas entre si, siendo diferen-
tes a las restantes. Ademas de los compuestos mencionados anterior
mente ( a—q ),por el estudio quimico de estas especies se obtuvie-
ron las siguientes sustancias:

r) a-amirina 121 .

s) 47 -colesterol 122 .

t) a7-sitosterol 123 .

u) Sitosterona 124 .

v) Ecdisterona 23 .

Se incluye ademds la descripcidn de los estudios efectuados
sobre accién antimicrobiana y antitumoral de los extractos de é-
ter de petrdleo, etandlico y mezclas enriquecidas en los flavonoi
des 98, 100 y 101 de Gomphrena martiana.

6.- Parte experimental de la labor realizada, que incluye los

datos numéricos de los espectros de los distintos compuestos des-

A

syl

criptos en esta tesis.

1+
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Parte de este trabajo dio lugar a las siguientes publicaciones:

- A New Flavone from Gomphrena martiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, 18, 1249 ( 1979 ).

- New Methylated Flavones from Gomphrena martiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, 19, 903 ( 1980 ).

- 5,6,7-trisubstituted Flavones from Gomphrena martiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, 20, 1178 ( 1981 ).

- Antimicrobial Activity of Some Argentine Higher Plants
A.S.Lorenti, A.A.Viale, C.A.Buschi, M.D.Gonzdlez, C.D.Schteingart,
A.M.Iribarren y A.B.Pomilio.

Fitoterapia ( Mil4n ), 52, 81 ( 1981 ).

- Isoramnetin-3-0O-Robinobioside from Gomphrena martiana.
C.A.Buschi y A.B.Pomilio
J. Nat. Prod., en prensa.
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