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Resumen

Este proyecto constituye el primer estudio quimico integral de M. isadelphum e
incluye el andlisis de hojas-ramas, tallos y raiz. En él se aislaron y caracterizaron 31
productos naturales de la planta, que se pueden agrupar en siete tipos estructurales:
pterocarpanos, flavanonas, isoflavonoides, geranil-chalconas, monterpen-estilbenos,
triterpenos y esteroles. Los monterpen-estilbenos aislados de esta planta presentan una
importante similitud estructural con los cannabinoides, y hasta ahora se han aislado

exclusivamente de esta especie.

Doce de estos 31 compuestos se han aislado previamente de otras especies de
Machaerium, con las que M. isadelphum comparte las vias biosintéticas que conducen a su
sintesis en la planta. Por tanto, 19 de estos compuestos se aislaron por primera vez dentro de
este género. Los extractos de ramas-hojas y tallos comparten 11 compuestos, mientras que

las raices no comparten ningn compuesto con las otras partes de la planta.

Tres de los compuestos aislados constituyen nuevos productos naturales y sus datos

espectroscopicos y la determinacion de su estructura quimica se discute por primera vez.

Una revision bibliografica exhaustiva de los 31 compuestos caracterizados indica
que 13 cuentan con reportes de actividad citotdxica o anticancerigena demostrada:
medicarpina, 4-hidroximedicarpina, maackiaina, 4-hidroximaackiaina, formononetina,
calycosina, B-sitosterol, estigmasterol, p-amirina, taraxerol, lupeol, betulina y acido 3-O-
acetiloleanolico; mientras que siete presentan actividad relacionada con Alzheimer (EA):
lupeol, betulina, taraxerol, B-sitosterol, estigmasterol, formononetina y calicosina. La
actividad citotdxica, anticancerigena y contra Alzheimer reportada para los 13 compuestos
citotoxicos y los 7 anticolinesterasico permite justificar el uso popular de M. isadelphum en

la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de cancer y demencia.
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Abstract

This project constitutes the first integral chemical study of Machaerium isadelphum
and includes the analysis of leaves-branches, stems, and roots. Thirty-one natural products
were isolated and characterized, which can be grouped into seven structural types:
pterocarpans, flavanones, isoflavonoids, geranyl-chalcones, monterpene-stilbenes,
triterpenes, and sterols. It is important to note that the monterpene-stilbenes isolated from
this planta shows a high structural similarity to cannabinoids, being isolated as natural

products exclusively of Machaerium isadelphum.

Twelve of these 31 compounds have been previously isolated from other species of
Machaerium, with which M. isadelphum shares the biosynthetic pathways that lead to its
synthesis in the plant. Therefore, 19 of these compounds were isolated for the first time
within this genus. The leaves-branches and stem extracts share 11 compounds, while the

roots do not share any compound with the other parts of the plant.

Two of the isolated compounds constitute new natural products and its spectroscopic

data and the determination of its chemical structures is discussed for the first time.

An exhaustive bibliographic review of the 31 characterized compounds indicates that
13 have reports of demonstrated cytotoxic or anticancer activity: medicarpin, 4-
hydroxymedicarpin, maackiain, 4-hydroxymaackiain, formononetin, calycosin, p-sitosterol,
estigmasterol, B-amyrin, taraxerol, lupeol, betulin and y 3-O-acetyloleanolic acid; while
seven more shown a related activity with Alzheimer: lupeol, betulin, taraxerol, B-sitosterol,
stigmasterol, formononetin and calycosin. The reported cytotoxic and anticancer activities
and as acetylcholinesterase inhibitors for these compounds justify the popular use of M.

isadelphum in the Mexican traditional medicine for cancer and dementia treatment.



1. Introduccidén

Las plantas medicinales han sido, y seguiran siendo, una fuente importante para el
tratamiento de diversos trastornos y enfermedades que han afectado a nuestra sociedad a lo
largo de su historia. Por ello, son de gran interés para la investigacion cientifica, pues
constituyen una fuente rica para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos, con
propiedades farmacoldgicas utiles en el tratamiento de la salud humana. En la actualidad,
diferentes investigaciones sobre plantas medicinales en todo el mundo han permitido aislar,
purificar, caracterizar, y determinar las distintas propiedades bioldgicas de varios compuestos
bioactivos, entre las cuales, es de nuestro interés, aquellos que actan como anticancerigenos

0 como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE).

México tiene la ventaja de poseer una de las diversidades en flora y fauna mas
importantes de nuestro planeta. El aprovechamiento de esta diversidad biologica es
fundamental para su desarrollo econdémico y social. Se considera que representa gran parte
de su economia y cubre un alto porcentaje de las necesidades de las personas en estado de

pobreza, incluidas las de atencion de la salud.!

El cancer sigue siendo una de las afecciones mas dificiles de tratar, convirtiéndose
en la segunda causa de muerte en el mundo, donde cerca del 70% de estas muertes se registran
en paises de ingresos medios y bajos.? En México, el cancer es la cuarta causa de muerte,
después del COVID-19, las enfermedades cardiovasculares y la diabetes,® diagnosticandose
191,000 casos nuevos al afio, de los cuales 84,000 fallecen. Esto representa un aumento del
20% en la mortalidad desde el afio 2000. De acuerdo con el Instituto Nacional de Geografia
y Estadistica (INEGI), entre 2010 y 2018 las defunciones relacionadas con el cancer han
pasado de 70,240 a 85,754.24 El cancer mas frecuente en México es el de mama, con 27,500
casos por afio; seguido del de préstata con 25,000; colon, 15,000; tiroides 12,000;

cervicouterino, 7,870 y de pulmon con 7,810. A su vez, el cancer de mama ocasiona 7,000



defunciones al afio, el de préstata 6,900; colon, 7,000; tiroides, 900; cervicouterino, 4,000, y

pulmon, 6,700, de acuerdo con cifras de la Secretaria de Salud.?

Por otro lado, la enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun de demencia en
personas de edad avanzada. Es una enfermedad irreversible y progresiva que afecta al cerebro
de quien la padece, que poco a poco destruye su memoriay sus habilidades para llevar a cabo
hasta las tareas mas minimas, contribuyendo significativamente en las estadisticas de
afectacion de salud de nuestros adultos mayores. Esta enfermedad puede ser tratada con
inhibidores de la AChE.>

A pesar de que tanto el cancer como el Alzheimer son enfermedades con alta
prevalencia en nuestro pais, y aunque actualmente existen tratamientos clinicos para cada
una de ellas, éstos no son del todo eficaces. Por ejemplo, no existe un medicamento efectivo
para todos los tipos y/o estadios de cancer, y para el caso del Alzheimer, solo se dispone de
tratamientos que intentan controlar los sintomas cognitivos y psiquiatricos, en un intento de
mantener la capacidad funcional.>® Las plantas medicinales han proporcionado una gran
cantidad y variedad de compuestos bioactivos para el tratamiento de estas dos afecciones,
que incluyen alcaloides, flavonoides y terpenos, entre otros, por lo que juegan un papel
importante en la busqueda de nuevos compuestos que contribuyan a la solucion a estos

padecimientos.

En este trabajo se realizara el estudio quimico integral de Machaerium isadelphum,
una planta endémica del estado de Michoacan, donde es utilizada para el tratamiento de estas
dos enfermedades, con el proposito de contribuir al establecimiento de su contenido quimico,
delineando que compuestos de los que contiene presentan reportes relacionados con estas

actividades.



2. Justificacion

Actualmente, el cancer y el Alzhéimer son enfermedades dificiles de tratar y hasta el
momento los tratamientos quimioterapéuticos disponibles no han superado el reto que
representan estas enfermedades. En el caso del cancer estos solo ayudan en etapas tempranas
y a un alto costo econémico y corporal para el paciente, y en etapas tardias solo contribuyen
a aminorar el dolor que genera la enfermedad. Para el Alzhéimer solo existen escasos
tratamientos paliativos y no del todo eficaces, que en la mayoria de los casos tienen efectos
secundarios adversos no deseados. Por ello, su impacto global en la salud de los mexicanos
es importante y continda aumentando, siendo necesario realizar esfuerzos enfocados a la

validacion de entidades quimicas que permitan su abordaje de manera exitosa.

Las importantes contribuciones que las sustancias naturales han hecho al desarrollo de
medicamentos y al descubrimiento de nuevos y eficaces agentes contra estas dos afecciones
mantiene a las plantas como pieza clave en la busqueda. En este sentido, M. isadelphum es
utilizada de manera tradicional para el tratamiento de cancer y d demencia (enfermedades del
sistema nervioso central) en algunas comunidades del estado de Michoacan. Estudios
quimicos previos realizados a otras especies de este genero indican que contienen
compuestos de tipo flavonoide, isoflavonoide, pterocarpano, estilbeno, triterpeno, esteroide
y alcaloide. Algunos de estos compuestos han mostrado actividad citotoxica y son
prometedores agentes anticancerigenos, y algunos otros son inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa, por ello es importante realizar el estudio quimico integral de M.
isadelphum, incluyendo tallos, hojas y raiz, a fin de identificar sus constituyentes quimicos,
tratando de asociarlos con la actividad anticancerigena e inhibitoria de la acetilcolinesterasa
reportada por el uso de la planta en la medicina tradicional mexicana. Esto permitira sentar
las bases para la busqueda de nuevos agentes anticancerigenos y anticolinesterasicos en este

género.



3.Antecedentes

3.1. Generalidades del cancer y Alzheimer

La palabra cancer es un término colectivo que se utiliza para describir un grupo de
diferentes enfermedades que se caracterizan por la pérdida de control en la division celular
y su crecimiento. Esta patologia hoy en dia es uno de los problemas globales de salud publica,
con una prevalencia mundial estimada por la OMS de 14 millones de casos nuevos

diagnosticados y 8,2 millones de muertes en todo el mundo.”®

Los tratamientos para esta enfermedad se basan en el tipo de cancer y la etapa del
padecimiento. Aunque hoy en dia existe un amplio conocimiento a nivel genético y
bioquimico de cémo surgen y se desarrollan la mayoria de los canceres, actualmente, la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia, asi como los regimenes
combinados, son las principales estrategias clinicas, sin embargo, como se menciond
anteriormente, no son del todo eficaces para todos los tipos tumorales o sus estadios, en gran
parte debido a la heterogeneidad original en las alteraciones genéticas de las células
tumorales. Ademas, los pasos en el desarrollo de medicamentos contra esta afeccion son
complejos, y suelen ser muy costosos e inciertos; generarlos puede llevar entre 15y 20

afios.®10:11

Por otro lado, el Alzheimer es una de las principales causas de demencia entre las
personas de edad avanzada. Es un trastorno neurodegenerativo progresivo que se caracteriza
por una perdida gradual de la memoria, la cognicion y la normalidad del comportamiento. Se
trata de una afectacion del Sistema Nervioso Central compleja e irreversible que puede
conducir a la muerte.*>® De acuerdo con el Gltimo informe de la World Alzheimer Reports,
mas de 46 millones de personas en el mundo sufre de EA, y se estima que para 2050 este

namero aumente a mas de 131 millones.*1°



Se conoce que entre la poblacién adulta mayor en México existe una prevalencia del
7.3% y una incidencia de 27.3 (1,000 personas por afio) para EA. La proyeccion del nimero
de mexicanos afectados por esta enfermedad para el 2050 es de més de 3.5 millones, y de
acuerdo con los datos presentados sobre la prevalencia de la demencia en México.*? Debido
a que es una enfermedad multifactorial, el AE actualmente solo se cuenta con cuatro
medicamentos para el tratamiento de sus sintomas: la fisostigmina, el donepezilo, la
rivastigmina y la galantamina, los cuatro actian como inhibidores de la acetilcolinesterasa.
y han demostrado efectos beneficiosos sobre los tres ambitos sintomaticos en la EA:
cognitivo, conductual y funcional, no obstante, estos tienen efectos secundarios adversos en
la mayoria de los pacientes tratados. El Clso de cada uno de estos medicamentos se muestra
en la Tabla 1. >

Tabla 1. Medicamentos utilizados actualmente para el tratamiento del Alzheimer

Compuesto Clso | Dosis Compuesto Clso | Dosis
H oH
X
HN @)
I 1.0 2
CH ] 19 | 24-32
3 nM | mg/dia uM | mg/dia
Fisostigmina'”-18
Galantamina'®20
0
.0
j\ . CH HaC
A~ = NJ H.C.
HaC” N7 0 CH | 207 615 | "0 7 10
CH3 CHg3 H mg/dia mg/dia)
Rivastigmina %21 N
Donepezilo22




3.2. Importancia del estudio de las plantas medicinales

Las plantas medicinales hoy en dia siguen siendo de gran relevancia para realizar
estudios fitoquimicos y bioldgicos, pues la biodiversidad que poseen en su contenido quimico
es de gran importancia para el descubrimiento y desarrollo de nuevos productos o farmacos
que ayuden en el tratamiento de diferentes afecciones que aquejan a la sociedad.?>?* Por esta
razén, la medicina tradicional ha ganado gran importancia, pues el uso de las plantas
medicinales para curar algunos malestares en la salud, es una practica muy comudn en muchos
paises.? En este contexto, las fuentes naturales como ruta para identificar y obtener nuevos
agentes anticancerigenos y anticolinesterasicos tienen buena demanda, ya que son fuente de
compuestos quimicamente diversos y en algunos casos poseen propiedades Unicas o similares
a las de los medicamentos en uso. Debemos hacer hincapié que los medicamentos actuales
para el tratamiento del céncer incluyen al paclitaxel (Taxus brevifolia), la vincristina
(Catharanthus rose) y la doxorrubicina, entre otros muchos, los cuales son obtenidos o

derivados naturalmente.?

Asi mismo, varios compuestos quimicos aislados de plantas han demostrado
actividad inhibitoria de la AChE, y han servido para el desarrollo de medicamentos que
pueden usarse para prevenir o retrasar el desarrollo de la EA. Por ello, es importante destacar
que los compuestos utilizados actualmente para el tratamiento de esta enfermedad son la
fisostigmina (Physostigma venenosum), la huperzina A (Huperzia serrata) y la galantamina
(Leucojum aestivum), todas ellos aislados de plantas medicinales.?6?728 Hoy por hoy, los
productos naturales siguen proporcionando la mayor cantidad de compuestos con estas

actividades bioldgicas.

3.3. Género Machaerium

El género Machaerium pertenece a la familia Fabaceae (subfamilia Faboideae y
tribu Dalbergieae), una de las méas grandes en cuanto a plantas con uso medicinal reconocido.
Las especies de este género tienen importancia por sus diferentes actividades bioldgicas, y
sus efectos metabolicos y farmacologicos de interés para la salud humana. Estudios quimicos

realizados a plantas de este género indican que sus principales compuestos son los



flavonoides, estilbenos, pterocarpanos, alcaloides, chalconas, triterpenos, esteroides,

derivados de 4cidos grasos, y cinamoilfenoles, entre otros,2%:3031:32:33.34

Hasta ahora se han estudiado quimicamente 15 especies de este género. Una revision

bibliografica sobre los componentes encontrados en estas plantas se describe en la Tabla 2

Tabla2. Constituyentes quimicos de las especies de Machaerium

M
M
M
M

<

. acutifolium 3°
. aristulatum 3¢

. eriocarpum 3738
. floribundum 32

. hirtum 394041

. incorruptibile %2

M. kuhlmanni 4344

. mucronulatum “®
. multiflorum 3031

. nictitans 4344

. opacum 46
. pedicellatum 4

. scleroxylon 4849

. vestitum 353250

. villosum %

tronco

tallo

corteza

hojas

tallos y corteza lefiosa
tronco

hojas

ramas

retofios

savia de la madera
madera

tronco

duramen

raices

corteza del tallo
corteza del tallo
madera

tronco

duramen
duramen
madera

duramen y savia de la
madera

madera
duramen
duramen

savia de la madera

15, 48, 62

2,15, 19, 47

2,5

32, 34, 40-41

30

34-39

32-33, 72-73, 76

32-33, 70-73

36, 39, 68-69, 73, 75
64-67

22-23, 25, 28

2,14, 22-25, 27-28, 49-54, 67, 72
5,7, 9-11, 18, 42-45, 53
5,7,9-11, 18, 44-45
59, 61, 74

55-58, 60-61, 74

22-23, 25-26, 28

2,15, 22-23, 25-28

9, 11, 54, 62-63

12-14, 20-23, 25, 27, 64
20-21, 24, 27, 29

20-21, 25, 27, 29, 66, 72

2,89, 15,17, 66
1-4, 6, 30, 42-43

1-5,7,9-11, 16, 18, 31, 42-43, 45-46,
72

64-65, 72

De estos estudios se han podido identificar 77 compuestos, distribuidos en los tipos

descritos en la Tabla 3.



Tabla 3. Estructuras de los constituyentes quimicos de las especies de Machaerium

Isoflavonas

Isoflavanos

OCH3 R’
HO (0] R2 o)
:ﬁo R3 :,,/
R1 (0] . OCH3 R4 ; *RG
7 (-)-mucroquinona RS
10H H OH H daidzeina
2 0H H OCH3 H formononetina R" R R® R* RS R®
3 OCHzH OH H isoformononetina 8 H H H OH H OCHg (+)-vestitol
4 OH H OH OH 3'-hidroxidaidzeina 9 H H H OCH3; OH OCHj3 (-)-mucronulatol
5 0OH H OCH3 OH calicosina 10 H H H OCH; OH OCHg (+)-mucronulatol
60H H OH  OCH; 4',7-dihidroxi-3"-metoxi 1M OCHzOH H OCH3; OH  OCHj3 (-)-duartina
isoflavona 12 H OCH3 OH OH OCH3; OCH3 machaerol A
13 OCH3; OCH; OH OH  OCH3 OCH3 machaerol B
14 0H OCH; OH OH OCH3 OCH3 machaerol C
Pterocarpanos Neoflavonoides

R'" RZ R® R* RS R® R

20 H OH O dalbergina

15 H OH H H OCH; H H (+)-medicarpina 21 H OCH3z O  O-metildalbergina
16 H OCH;H H OCH; H H (+)-homopterocarpina 22 OCH;OH O kuhimannina
177 H OH H OH OCHz H H (+)-vesticarpano 23 OCH3; OH  H,H kuhimanneno
18 H OCH3 OH OH OCH; H H (+)-mucronucarpano
19 H OH H H OCH,0 H (+)-maackiaina
Quinonas Quinoles

R' R?
24 H H dalbergiona
25 OCH; H (R)-3,4-dimetoxidalbergiona

26 OCHj3; OH (R)-4'-hidroxi-3,4-dimetoxidalbergiona

R1 RZ R3

=
270H H BH,.in (R)-34-dimetoxidalbergiquinol
=

=
28 OCH3 OH BH,,:, kuhlmanniquinol

290H H O scleroina




Tabla 3 cont. Estructuras de los constituyentes quimicos de las especies de Machaerium

Procianidinas Flavanonas
OH R2
OH % ‘ R

R!' R?
31 OH OH butina

OH
OH ©:
HO O .
“‘ OH
OH
OH
30
Flavonas Chalconas
R2
OH
HO R O
R'" RZ R® R* RS R® |
32H H GluH H H isovitexina
33 H CHz3GluH H H swertisina
34 H Glu GuH H H apigenina-6-C-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranésido O
35 H H GIuH H H apigenina-6-C-B-D-glucopiranésido R? R?
36 H CHzGluH H H apigenina-7-metoxil-6-C-p-D-glucopiranésido 42 OH H isoliquiritigenina
37 H H GluOHH H luteolina-6-C-p-D-glucopirandsido 43 OH OH buteina
38 Glu Glu H H H H apigenina-8-C-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranésido
39 Xyl Glu GluH H H apigenina-6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-B-D-xilopirandsido
40 Gu H H H CHzH apigenina-4'-metoxil-8-C-B-D-glucopiranésido
41 H H Glu OH CH3 OH 4'-metoxil-5,7,3',5'-tetrahidroxi-6-C-B-D-glucosil-flavona

Estirenos

Aromaticos C6-C1y C6-C3

R!
4 H H CH3; H mucronustireno

45 H H CH3 OH  mucronulastireno

46 H H CH3; OCH3 villostireno

47 OH CH3; H H macharistol

48 OH CH3 CH3 OH  petrostireno

49 OH CH; CH3 OH  (Z) = kuhlmannistireno

H,CO OH

50 metil 3-(2-hidroxi-4-
metoxifenil)-propionato

R1
OR?
OR3
R" R? RS
51 OH H  CHjz 2-hidroxi-3-metoxifenol
52 OH CHjz CH3 2 3-dimetoxifenol
53 OCHzH CHjz 2,6-dimetoxifenol

54 CHO CHj; CHj3 2 3-dimetoxibenzaldehido




Tabla 3 cont. Estructuras de los constituyentes quimicos de las especies de Machaerium

Estilbenos Triterpenos

H3;COCO

64 R = CH5 O-acetil p-amirina R' R?

65 R=CH,0H O-acetil eritrodiol 68 CH3H  a-amirina
66 R= CHO O-acetil oleandlico aldehido 69 H ~ CHs p-amirina
67 R=COOH O-acetil oleandlico acido

55 H machaeriol A 57 H machaeridiol A 59 H machaeriol B
56 OH machaeriol C 58 OH machaeridiol B 60 OH machaeriol D

OR
R
62 H pinosilvin monometil eter 152 p3 pd
61 machaeridiol C 63 OCHj pinosilvin dimetil eter R"R® R° R
70 friedelina 71 H OHH H lupeol
Esteroles Miscelaneos
? HO, COOH
B 1
- HO i OH
OH
74 (-)-kessano 75 acido quinico
72 OH H B-sitosterol HO, o
73 0OH H A?223 estigmasterol O‘ o YNHZ
'\lj COOH N NH
CHy J—NH
(@)
76 4-hidroxi- 77 alantoina

N-metilprolina

Las plantas del género Machaerium son utilizadas de manera tradicional para la cura
de diferentes malestares, entre las que destacan la actividad citotdxica, antimicrobiana,

antiparasitaria, antiviral, antinflamatoria y antioxidante (Tabla 4).



Tabla 4. Actividad biologica de las especies de Machaerium.

M. aristulatum *¢  citotdxica 15, 47
M. aristulatum ¥ | antigiardial 2,5
M. biovulatum ®*  antiviral aglutinina
M. eriocarpum *® | alelopética metanol, 32
M. floribundum antibacteriana 30
.52 antifingica

efecto antioxidante etanol

M. hirtum 394941

antibacteriana (antiacné)
antiinflamatoria
quimioprotectora
antiinflamatoria
antinociceptiva

ausencia de toxicidad aguda
ausencia de dafio gastrico

methanol, 56, 60, 76
etanol 70%
hydroethanolic (70%)

M. lunatus > antiviral aglutinina
M. multiflorum antimalarica etanol, 59
0 antibacteriana etanol, 59
union a receptor CB1 no actividad
(act. canabinoide)
reactividad cruzada contra receptores | no actividad

canabinoides
antimicrobiana

56, 57, 58, 60, 61

antibacteriana y antifingica 56, 57, 58, 61
antiparasitica 58

M. scleroxylon 48 | alérgica 26, 27

M. villosum 535 antioxidante etanol
antiesquistosomiasis éter

No existen estudios previos sobre Machaerium isadelphum, que es utilizada en la
medicina tradicional del estado de Michoacan para el tratamiento de cancer, demencia y
gastritis. En este trabajo de investigacion serad estudiada desde un punto de vista integral,

Ilevando a cabo un analisis exhaustivo de sus hojas-ramas, tallos y raices.



3. Objetivos

Objetivo general:

Llevar a cabo el estudio de hojas-ramas, raiz y tallos de la planta medicinal
Machaerium isadelphum para establecer su perfil quimico , la actividad citotdxica,
anticancerigena y anticolinesterasica, a fin de correlacionar estas actividades con el uso de

esta planta en la medicina tradicional mexicana.

Objetivos particulares:

% Obtener los extractos de acetona y metanol de las hojas-ramas, raiz y tallos de
Machaerium isadelphum.

% Purificar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en estos extractos.

++ Establecer el perfil quimico de cada parte estudiada de esta planta y compararlo con
el de otras especies de Machaerium.

+» Documentar las actividades citotoxicas (y/o anticancerigena) y anticolinesterasica
para cada compuesto aislado.

+“ Relacionar el contenido quimico de M. isadelphum con su uso popular en la medicina

tradicional.



5. Hipotesis

El perfil quimico reportado para el género Machaerium indica la presencia de
isoflavonoides, neoflavonoides, pterocarpanos, quininas, quinoles, flavonas, chalconas,
estirenos, estilbenos, triterpenos y esteroles, por lo que el estudio quimico de hojas, raiz y
tallos de M. isadelphum permitira obtener este tipo de compuestos, algunos de los cuales
presentaran actividad citotoxica o anticolinesterasica que justifiquen su uso popular en la

medicina tradicional del estado de Michoacan.



6. Resultados y discusion

Machaerium isadelphum es utilizada de manera tradicional para el tratamiento de
cancer y desérdenes mentales en la comunidad de Caracuaro Michoacan. Nuestro grupo de
investigacion realiz6 un primer estudio quimico y citotdxico de los tallos de M. isadelphum,
identificAndose compuestos de tipo flavonoide, isoflavonoide y pterocarpano, los cuales
tuvieron actividad citotoxica contra lineas celulares de carcinomas humanos de mama,
cervicouterino y pulmon.”” Existen estudios que indican que este tipo de compuestos son
también inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, lo que correlaciona directamente con la
posibilidad de encontrar compuestos con potencial para el tratamiento de Alzheimery cancer.
Con base en lo anterior se decidio realizar un estudio quimico integral de la planta, que
incluye sus tallos, hojas y raiz, para lo cual, a partir de estas partes se obtuvieron los extractos

crudos de acetona y metanol.

6.1 Elucidacion estructural de los compuestos aislados

Para cada uno de los extractos se realizaron diversos procesos exhaustivos de
purificacion a través de diversas cromatografias hasta obtener compuestos puros. Para
establecer la composicion de los extractos metandlicos fue necesario llevar a cabo su
derivatizacion y analisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (véase el apartado de desarrollo experimental). Se obtuvieron diferentes compuestos
quimicos para cada extracto crudo. En el extracto acetonico de los tallos se identificaron
pterocarpanos, isoflavonoides, triterpenos y esteroles, en las hojas y ramas isoflavonas,
pterocarpanos, flavanonas, esteroles y triterpenos, mientras que para el extracto de raiz se
obtuvieron compuestos novedosos de tipo monoterpen-estilbeno, asi como geranil-
chalconas. La elucidacion estructural de estos compuestos se discutira en el presente trabajo
por tipo de compuesto y en el orden en que fueron aislados. Para la identificacién de cada uno

de los compuestos aqui descritos, como en la mayoria de los estudios fitoquimicos de plantas
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medicinales, se llevo a cabo un estudio quimico tradicional y un andlisis riguroso mediante
diversas técnicas espectroscopicas de RMN de 1D (Hy *C) y 2D (HSQC, HMBC y COSY).
Asi mismo, se realiz6 una comparacion de la informacion obtenida de los compuestos
aislados con los datos reportados en la literatura, para determinar si ya han sido previamente
aislados o0 no. En este ultimo caso, los datos reportados para analogos se tomaron como base

para el establecimiento de la estructura de compuestos no reportados.

6.2 Extractos metandlicos de hojas, tallos y raiz

Debido a la poca homogeneidad y alta polaridad de los constituyentes quimicos de
los extractos metandlicos de las tres partes de M. isadelphum (su anlisis mediante CCF
mostro el barrido de los constituyentes desde el punto de aplicacion hasta el frente del
eluyente sin definicion alguna), se realizé una reaccion de acetilacion a cada uno de ellos. El
residuo total obtenido para cada uno de ellos fue analizado en un cromatdgrafo de Gases
Agilent Technology modelo 6890 plus, acoplado a un espectrometro de masas 5973N con la
finalidad de determinar su composicion quimica. El andlisis de los compuestos volatilizables
presentes en el crudo de reaccidn permitié corroborar que estos tres extractos presentan un

alto contenido de azucares (metabolitos primarios, Tabla 5).

Tabla 5. Composicion quimica (CG-EM) de extractos metandlicos de hoja, tallo y raiz de M. isadelphum.

Compuestos Extractos metandlico
Tipo de azucar Hoja Tallo Raiz

Pentaacetato a-D-glucosa v v v
Octaacetato de sacarosa v v v
Pentaacetato 2,3,4,5,6 D-glucosa X v v
Metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucosa v v v
Hexaacetato de myo inositol v v v
Hexaacetato de D- glucitol v v v
Octaacetato de trehalosa v v X
Pentaacetato de pinitol v v X
Pentaacetato de altrosa X X v
Pentaacetato de o-D-glucosa X X v

Dada esta composicion quimica y la aparente ausencia de metabolitos secundarios, el

analisis de estos extractos no se continud.
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6.3 Analisis quimico del extracto acetonico de las hojas y ramas
de M. isadelphum.

En el estudio quimico realizado al extracto de acetona de las hojas y ramas de
M.isadelphum se aislaron y caracterizaron 16 compuestos, todos ellos de estructura conocida,
dos isoflavonas: alfalona® y formononetina;? una flavanona: liquiritigenina-4'-metil-éter>®
seis  pterocarpanos:  medicarpina,®’  variabilina,®®  6a-hidroximedicarpina,®  4-
hidroximedicarpina,®® mucronocarpano,®® y 4-hidroximaackiaina;®® cuatro triterpenos
lupeol,> betulina,®! 30-hidroxi-lupenona,®? y acido O- acetil oleandlico;% y tres esteroles: -
sitosterol,®* estigmasterol® y sitosterona®® (Figura 1).

De los compuestos mostrados en la figura 1, siete se han aislado previamente de
otras especies de Machaerium, los cuales incluyen a B-sitosterol, estigmasterol, lupeol, acido
O- acetil oleandlico, medicarpina, mucronocarpano y formononetina, por lo que M.
isadelphum comparte con esas otras especies de Machaerium las vias biosintéticas que los
producen. Ademas, nueve de los compuestos se aislaron por primera vez en este proyecto
para este género, los cuales incluyen a los pterocarpanos: 6a-hidroximedicarpina, variabilina,
4-hidroximedicarpina, 4-hidroximaackiaina, la flavanona liquiritigenina-4-metil-éter, el
isoflavonoide alfalona, la sitosterona, y por ultimo los triterpenos betulina y 30-hidroxi-

lupenona.

Los compuestos conocidos como medicarpina, 4-hidroximedicarpina, 6a-
hidroximedicarpina, mucronocarpano, Vvariabilina, 4-hidroximaackiaina, alfalona vy

formononetina se consideran marcadores quimiofenéticos de M. isadelphum.

Es importante resaltar que los compuestos aislados en este proyecto de investigacion
son completamente consistentes con la fitoquimica previamente establecida para el género

Machaerium.
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Figura 1. En rojo se muestran los compuestos aislados de M. isadelphum previamente caracterizados en otras especies de
Machaerium y en azul aquellos aislados por primera vez en el género Machaerium.
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6.4 Analisis quimico del extracto acetonico de tallos de M.
isadelphum.

Del estudio quimico del extracto acetonico de los tallos de M. isadelphum, y de
acuerdo con un analisis minucioso de cada una de las fracciones de este extracto, se lograron
identificar veinte compuestos: seis de tipo de pterocarpano conocidos como medicarpina,®’
pterocarpina,®  variabilina,®®  maackiaina,®®  4-hidroximedicarpina® y  6a-
hidroximedicarpina;*® una chalcona, conocida como chalcononaringenina;®® tres
isoflavonoides, el  (+)-trans-4,7,2'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavanol,®®  alfalona,”® 'y
calicosina;* ocho triterpenos, taraxerol,’> B-amirina,”® acido O- acetil-oleandlico,”* 30-
hidroxi-lupenona,®? lupeol,®® betulina,®* mirsineno,” y &cido 4- p-hidroxicindmico;® y
finalmente dos esteroles, el PB-sitosterol® y el estigmasterol.*® De los 20 compuestos
identificados en los tallos, 11 fueron aislados también en las hojas-ramas. De estos 20
compuestos, 14 se han aislado previamente en alguna especie del género. Los componentes
de los tallos de esta planta son de tipo pterocarpano, isoflavonoide y triterpeno, por lo que
estos esqueletos fundamentales pueden considerarse representativos de hojas, ramas y tallos

de M. isadelphum. Las estructuras de estos compuestos se ilustran en la Figura 2.

De igual manera que con hojas y ramas, todos los compuestos aislados en los tallos
de esta planta ya han sido reportados en la literatura, por lo que su estructura fue confirmada
por comparacion con sus datos espectroscopicos de RMN de *H y 3C. Varios de estos
compuestos fueron aislados en un primer estudio realizado a los tallos de esta planta, en la

tesis de maestria de la autora de este trabajo.’’
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Figura 2. Compuestos caracterizados en tallos de M. isadelphum. En azul se muestran los compuestos
que comparten con las hojas-ramas.
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6.5 Analisis quimico del extracto acetonico de raiz de M.
isadelphum

Después del analisis del extracto acetonico de la raiz de M. isadelphum se logro
aislar e identificar cuatro compuestos de tipo monoterpen-estilbeno: machaeriol A (55),
machaeridiol A, (57) machaeriol E (94), amorfastilbol (95) y dos chalconas: isadelfona A
(96) e isadelfona B (97). La elucidacion de su estructura y sus datos espectroscéopicos se

describen a continuacion a detalle.

6.5.1 Machaeriol E (94)

El anélisis estructural de machaeriol E se reporta por primera vez en este trabajo.
Este compuesto tiene un esqueleto base formado por un fragmento estilbeno unido a un
monoterpeno. En su espectro de RMN!H, en la zona de resonancia de los hidrdgenos
aromaticos se observan 7 sefiales, distribuidas en tres sistemas de espines, uno de tipo A2B2
y dos de tipo AB. El primer sistema A2B2 corresponde al anillo D, uno de los sistemas AB
corresponde al anillo C, y el sistema AB restante corresponde a un doble enlace trans. Asi
mismo, se pudieron observar sefiales en la region alifatica y sefiales tipicas para metilos
(Figura 3).



MMUJ . L1 JLAWJW
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Figura 3. RMN!H (400 MHz, CDCl3) de machaeriol E
El primer sistema A2B2 del anillo D fue evidente de acuerdo con lo siguiente: los
protones Az se observan en la sefial con desplazamiento quimico en 7.33 ppm, que presenta
una constante de acoplamiento orto de 8.6 Hz, la cual integra para dos hidrdgenos, esto indico
que se trataba del primer grupo de hidrogenos equivalentes (H-4’y H-8’). Los protones Bz
son evidentes mediante la sefial doble con constante de acoplamiento orto de 8.6 Hz y
desplazamiento quimico en 6.80 ppm, la cual integra para dos hidrogenos (H-5’y H-7")

(Figura 4). Este sistema de espines indica que este anillo se encuentra p-disustituido.

JI TR~ T

02_7.00 698 6.96
f1'(ppm)

Figura 4. RMN!H (ampliacién, 400 MHz, CDCls) de las sefiales del anillo D de machaeriol E.

El sistema de espines AB del anillo C muestra ambos protones como sefiales dobles
con constante de acoplamiento meta de 1.6 Hz y desplazamiento quimico en 6.55 y 6.38

ppm. Este segundo anillo aromatico es tetrasustituido como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. RMN*H (ampliacion, 400 MHz, CDCls) del anillo aromético C machaeriol E.

El segundo sistema AB de espines se define por los protones en 6.92 y 6.75 ppm.

Su constante de acoplamiento de 16.0 Hz indica que corresponden a un doble enlace trans

(Figura 6).

Figura 6. RMNIH (400 MHz, CDCls, fragmento) del doble trans machaeriol E.

La union de los tres fragmentos descritos permite suponer un nucleo estilbeno con

un hidroxilo en el carbono C-6 (Figura 7).

T T T T T
700 695 690 685 680
1 (ppm)

Figura 7. RMN!H (ampliacién, 600 MHz, CDCls) del fragmento estilbeno de machaeriol E



En la region alifatica de este mismo espectro (Figura 8) es posible observar una
sefial que resuena en 3.05 ppm con constante de acoplamiento de 13.0 Hz, y una sefial doble
de doble de doble en 0.78 ppm con constantes de acoplamiento de 12.5, 11.5, 1.0 Hz. Ambas
sefiales integran para un hidrogeno y corresponden a los hidrogenos H-10. H-10a fue
evidente mediante la sefial doble de doble de doble gque integra para un hidrogeno en 2.48
ppm, con constantes de acoplamiento de 11.7, 11.0 y 2.6 Hz. H-6a integra para un hidrégeno
y resuena en 1.47 ppm como doble de doble de doble con constantes de acoplamiento de
114, 11.0y 2.8 Hz. En 1.86 y 1.15 ppm se observan dos sefiales que integran para un
hidrogeno cada una y que pertenecen a H-7. Por altimo, los hidrogenos H-8 resuenan como
multiplete en 1.83 y 1.10 ppm, mientras que la sefial en 1.63 ppm corresponde a H-9.
Adicionalmente, en 1.38 y 1.08 ppm resuenan 2 metilos singulete [6B-CHs y 6a-CHs], su
desplazamiento quimico indica que son base de oxigeno, mientras que en 0.95 ppm se
observa una tercera sefial, esta vez doble con constante de acoplamiento de 6.7 Hz, que
corresponde a CHs-C-9. El nimero y multiplicidad de los metilos de este compuesto indica

la presencia de un residuo monoterpeno de tipo p-mentano (Figura 8).

H-60.-CH3
H-63-CH3
H-9- CH3
H-8p
H-7B

H-8 H-9 " H-7a
N -oa H-10
H-100 H-10a W

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 1 10 09 08
f1 (ppm)

Figura 8. RMNH (ampliacién, 400 MHz, CDCls) de la zona alifatica de machaeriol E.
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El espectro de RMN *3C (Figura 9) corrobor¢ la identidad de los fragmentos

monoterpeno y estilbeno. Asi, el espectro de RMN 3C presentd las 24 sefiales esperadas.
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Figura 9. RMN®C (400 MHz, CDCls3). A. Regidn aromatica, B. region alifatica de machaeriol E.
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Con ayuda del experimento HSQC (Figuras 10 y 11) se asignaron los metinos
aromaticos (128.0 por 2, 115.7 por 2, 108.2 y 105.6 ppm). Dos metinos de doble enlace trans
(128.1y 126.1 ppm), y tres metinos en el monoterpeno (49.2, 35.8, 33.0 ppm), siete carbonos
cuaternarios (155.5, 155.4, 155.3, 137.2, 130.4, 112.7, y 77.5 ppm), tres metilenos del
monoterpeno (39.0, 35.6, 27.8 ppm) y, por ultimo, los tres metilos antes anunciados (27.9,
22.7,19.2 ppm).

c-1°
e {6.77,126.00
(7.@27@ {6.90,127.94% @@
Cc-2’

£
, 9-4{6.37®.@-2
! {6.55,108.12}
- & o
c5°
c-7’
(6.81,115@

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 6.30
2 (ppm)

Figura 10. HSQC (ampliacion, 400 MHz, CDClIs) zona aromatica de machaeriol E.



c-10
{3.05,39.02}

@

C-6a

{1.09,19.16@
C-CH3
{0.94,22.7@>
0
c-8 0 C-68

{1.85,28.17 {1.39,27.8 0
® :

0 ©
Cc-7 O

{2.48,35.79@ {1.85,35.62@ .

C-6a

{1.48,49.23 Eé:

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
§ 1.9 18 1.7 1.6 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
2 (ppm)

Figura 11. HSQC (ampliacion, 400 MHz, CDClIs) zona alifatica de machaeriol E.

El nimero de metinos y metilenos en el monoterpeno indica que se encuentra

doblemente unido al fragmento estilbeno, y por parte de este Gltimo, esta unién debe ser

sobre los carbonos C-10b y C-4a, a fin de justificar la constante meta de los hidrogenos en

este anillo aromatico. Por Gltimo, en el espectro de RMN*H se observaron dos sefiales, en

5.90 y 5.47 ppm, para los hidrogenos de dos grupos hidroxilo, que deben encontrarse

ubicados sobre C-1y 6’. De esta manera este compuesto fue identificado como machaeriol

E.

machaeriol E.
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El experimento HMBC corrobora la estructura propuesta. Para el anillo D se puede
observar una correlacion entre el H-4’y H-8” con los carbonos C-2’ y C-6, y de H-5’y H-
7’con C-3’. Esto indica que el hidroxilo se ubica en C-6’. El H-1" (doble enlace trans)
correlaciona con C-4 y C-3’, mientras que H-2’ correlaciona con C-3, C-4’. Los hidrogenos
del anillo C muestran las siguientes correlaciones: H-4 con C-10b, C-3y C-1’; y H-2 con C-

4, C-10by C-1". Estas correlaciones corroboran el fragmento estilbeno (ver Figura 12).

{6.70,105 {6.55,105.5,
{6.70,1 {6.37,108.21

.
. 6'
o . 16.55,112.80 {6.37,112.8
do - OH {5.77,115@ @

w G173 = {6.87,126.09 6.55,126.09}

¥ ® £ {7.29,128 ‘-‘ 6.70,128.13} @
=2 —= @ O @@@ {6.37,126.09
i {6.87,137

. =— o

DL

3

§ {7.29,155 {6.77,155.36 {6.55,155.36 {6.37,155.43
C-6"

=

1§:

7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35

6.85
2 (ppm)

Figura 12. HMBC (ampliacion, 400 MHz, CDCIls) de machaeriol E.

Por su parte, para el fragmento monoterpeno se observan las siguientes
correlaciones: 63-CHs con 60-CHj3, C-6ay C-6; 6a-CH3 con 6B-CHz, C-6ay C-6; por ltimo,
9-CHz con C-9, C-8 y C-10, las que confirmaron los sitios de union del fragmento
monoterpeno con el estilbeno (Figura 13).
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Figura 13. HMBC (ampliacion, 400 MHz, CDClIs) de machaeriol E.

6.5.2 Machaeriol A (55)

Este compuesto ya se encuentra reportado en la literatura cientifica. Su estructura es
analoga a la de machaeriol E, la Unica diferencia con este Gltimo es la ausencia del grupo
hidroxilo sobre C-6’. Debido a esto, el sistema de spines para su anillo D en machaeriol A es
de tipo A2B2X. Asi, en el espectro de RMN*H se observan 7 sefiales en la region de 6.2 a 7.5
ppm, tres de ellas con el sistema de espines A2B2X para el anillo aromatico D, dos para el

doble enlace trans, y dos mas para el anillo tetrasustituido C.



Para el anillo D los protones Az se observaron mediante la sefial doble de doble en
7.42 ppm que integra para dos hidrogenos y presenta constantes de acoplamiento orto y meta
de 8.2y 1.5 Hz (H-10’y H-14"). Los hidrogenos B2 resuenan en 7.31 ppm, también como un
doble de doble, éstas con constantes de acoplamiento orto-orto de 8.2y 7.3 Hz (H-11" y H-
13”). Por ultimo, el proton X se hizo evidente mediante la sefial doble de doble en 7.22 Hz
con constante de acoplamiento orto-meta de 7.3 y 1.5 Hz, respectivamente (H-12"). El
sistema AB del doble enlace trans y del anillo C se indican junto con el fragmento recién

descrito en la Figura 14.

4 4
H 5 (i, m, J)
1((8,)7' 10°,14 | 7.42 (2H, brd, J =8.2,1.5) HY
Anillo D 11°,13’ | 7.31(2H, dd, J =8.2,7.3)
12’ 7.22 (1H, ddd, J = 7.3,1.5) Machaeriol A
Ha

. -———— 77— 7T —— 71— T
745 740 735 730 725 720 715 710 7.05 700 695 690 685 680 675 670 665 660 655 650 645 640 635 630
f1 (ppm)

Figura 14. RMN*H (ampliacién, 400 MHz, CDCls) del anillo aromético D de Machaeriol A.

En RMN®C, C-6’ resuena en 127.8 ppm, corroborando la ausencia del grupo

hidroxilo en esta posicion (Figura 15).
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Figura 15. RMN*C (400 MHz, CDCls) de Machaeriol A

En el experimento HMBC, la correlacion de H-6’ con C-4’y C-8’confirmé la

posicion de este metino y corrobora inequivocamente la identidad de machaeriol A (Figura

16).
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6, donde se remarca en rojo la Unica diferencia entre estos dos productos naturales.

Figura 16. HMBC (fragmento, 400 MHz, CDClIs) de Machaeriol A

Los datos espectroscopicos completos para Machaeriol Ay E se enlistan en la Tabla

Tabla 6. Comparacion de los datos espectroscopicos de *H y *C de machaeriol E y machaeriol A

HIC
machaeriol E (94) machaeriol A (55)

1H 13C 1H 13C
1 1555C | — 155.3 C
2 6.38 (d, 1.6 Hz) 1055 CH | 6.38 (1H, d,1.7 Hz) 105.8 CH
3 1372C__ | — 136.9C
4 6.55 (d, 1.6 Hz) 108.3CH | 6.60 (1H, d,1.7 Hz) 108.7 CH
4a 1554C | — 155.2C
10b 1127C | — 113.2C
B 6.75d (16.2 Hz) 126.1CH | 6.95 (1H, d, J=16.0 Hz) 128.6 CH
2 6.92 d (16.2 Hz) 128.1CH | 6.87 (1H, d, J=16.0 Hz) 128.2 CH
3 1304C | — 1374C
48 7.33d (8.6 Hz) 128.0 CH | 7.42(2H, brd, J=8.2,1.5) 126.6 CH
5.7 6.80 d (8.6 Hz) 1157 CH_| 7.32 (2H, dd, J=8.2,7.3) 128.7 CH
6 1553C_ | 7.22 (1H, ddd, J=8.2,7.3,L5) 127.8 CH
6 775C 77.5C
6a 1.47 (1H, ddd, J=11.4, 11.0, 2.8) 492CH | 1.47 (1H, ddd, J=11.2, 11.0, 2.0) 49.2 CH
7a 1.15 (1H, m 1.10 (1H, m
7b 1.86 ElH, m§ 278CHz2 | 1 65 ElH, m; 282 CHz
8b 1.10 (1H, m 1.10 (1H, m
8a 1.83 ElH, m§ 356CHz2 | 1 g3 ElH, m; 356 CHz
9 1.63 (1H, m) 330CH | 1.64 (1H, m) 33.0 CH
10b 0.78 (1H, ddd, J=12.5, 11.5, 1.0 0.78 (1H, dd, J=12.8, 12.0, 1.0Hz
10a 3.05 ElH, br d, J=13.0) : 30CH2 | 44 ng, d, J=12.8H7) : 39.0 CH:
10a 2.48 (1H, ddd, J=11.7, 11.0, 2.6 Hz) 358CH | 2.49 (1H, ddd, J=12.0,11.0,2.6 Hz) 35.8 CHy
6a(a)-CHs | 1.08 (3H,s) 19.2CHs | 1.08 (3H, 5) 19.2 CHs
6b(b)-CHs | 1.38 (3H, s) 27.8CHs | 1.39 (3H, 5) 27.8 CHs
9-CHs 0.95 (3H, d, J=6.7) 22.7CHs | 0.94 (3H, d, J=6.7) 22.7 CHs
1-OH
&6-OH
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6.5.3 Amorfastilbol (95)

Este compuesto fue aislado y caracterizado de una mezcla irresoluble con
machaeridiol A (aceite amarillo palido, 44:56 %). De la misma manera que machaeriol A'y
machaeriol E, este producto natural tiene un ndcleo estilbeno unido a un fragmento

monoterpeno. En la Figura 17 se presenta el espectro de RMNH completo para esta mezcla.

T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 17. RMNH (400 MHz, CDCls) de la mezcla amorfastilbol y machaeridiol A.

Para la descripcion de su espectro, se usard la letra A para machaeridiol A, y la D

para amorfastilbol y color negro para las sefiales comunes a ambos compuestos.

Como se observa, en el espectro de RMNH ambos comparten algunas sefiales, sin
embargo, también presentan sefiales especificas que, en el caso de amorfastilbol, permitieron
su identificacion y asignacion inequivoca (Figura 18). Como en machaeriol A, este espectro
presenta siete sefiales y tres sistemas de spines: uno de tipo A2B2X, uno de tipo AB y una

sefial simple, en la region aromatica (de 6.58 a 7.05 ppm). La comparacion de la integral
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relativa de estas sefiales (marcadas en rojo) con las de machaeridiol A (marcadas en azul)

indico que este ltimo es el componente minoritario de la mezcla.
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Figura 18. RMNH (regién aromatica, 400 MHz, CDCls) de machaeridiol A + amorfastilbol.

El sistema A2B2X mostré que el anillo D de amorfastilbol es monosustituido,
mientras uno de los sistemas AB mostro la presencia de un anillo C tetrasustituido y el

segundo corresponde a los 2 hidrogenos vinilicos trans.

Los protones Az del sistema de espines A2B2X son evidentes mediante la sefial doble
de doble que integra para dos hidrégenos en 7.44 ppm, con constantes de acoplamiento orto
y meta (8.2, 1.5 Hz), correspondientes a H-4’y H- 8’. Los protones B2 resuenan en 7.32 ppm
como un doble de doble que integra para dos hidrogenos y presenta constantes de
acoplamiento orto (7.7 y 7.3 Hz), asignados a H-5’y H-7’. Finalmente, el proton X resuena
en 7.23 ppm como un doble de doble de doble, con constantes de acoplamiento orto, orto y
meta de 8.2, 7.3y 1.5 Hz (H-6’, Figura 19).
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Figura 19. RMNH (400 MHz, CDCI3 Fragmento) del espectro de hidrogeno de las sefiales de amorfastilbol.

El sistema AB del anillo C fue evidente mediante la sefial simple amplia en 6.58
ppm (H-2 y H-4), que integra para dos hidrégenos. La amplitud de la sefial indica la relacion
meta de los hidrégenos y que el anillo C es tetrasustituido. El segundo sistema AB pertenece
a H-1" y H-2’, evidentes por dos sefiales dobles con constante de 16.3 Hz (trans), cada una
integra para un hidrégeno, el primero resuena en 6.97 ppm y el segundo en 6.19 ppm (Figura
20).

{500

H-2
o H-4 k450
A~ H? OH e
1" g’\y 2 350
H-1" 300
HO 4 ; k250

{200

150

100

L-50

702 700 698 696 694 692 690 683 686 684 68 680 678 676 674 672 670 668 666 6.64 662 660 658
1 (ppm)

Figura 20. RMN!H (ampliacién, 400 MHz, CDCls) los hidrogenos trans de la mezcla amorfastilbol y

machaeridiol A.
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La region alifatica indica la presencia de un residuo de tipo geranilo, cuya primera
unidad de isopreno estd caracterizada por los dos metilos (6a-CHz y 6b-CH3), C-6, H-6a
(5.05 ppm, m), y H-7 (2.10 ppm, 2H, m). La segunda unidad de isopreno esta formada por
las sefiales 5.23 ppm (H-10, 1H, ddqg, 7.0,70,1.2 Hz), 3.43 ppm (H-10a, 2H, d, 7.0 Hz), 9-
CHs (1.81 ppm), 2.06 ppm (2H, m) y 1.69 ppm (1H, m) para H-8, Figura 21. La ausencia
de sefial para H-10b confirmé que el residuo geranilo se encuentra ubicado en esta posicion,
lo que define las posiciones de los hidrégenos H-2 y H-4 en el anillo aromatico, justificadas

también por su constante de acoplamiento meta.
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Figura 21. RMN!H (ampliacion, 400 MHz, CDClIs) de la regién alifatica de la mezcla
amorfastilbol y machaeridiol A.

Por Gltimo, en el espectro de RMN*H se observan dos sefiales, en 4.94 y 4.91 ppm,
atribuibles a grupos hidroxilo, que deben encontrarse sobre C-4a 'y C-1. De esta manera, este

compuesto fue identificado como amorfastilbol.

HO 4a
5

Amorfastilbol &
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Con ayuda del espectro de RMN *3C y el HSQC se pudo correlacionar cada una de
las sefiales de carbono a cada hidrégeno, tanto del fragmento estilbeno como del
monoterpeno. En el espectro de *C se observan las 24 sefiales esperadas (Figura 22 y 23).
El andlisis de todas las sefales, asi como el nimero de metinos, metilenos y metilos en el

monoterpeno corrobora su union al fragmento estilbeno sobre el carbono 10b y 10a.
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Figura 22. RMNZ3C (400 MHz, CDCls) del fragmento estilbeno de amorfastilbol.

C-6a-CH, C-9-CH,

29 28 2
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Figura 23. RMN®C (400 MHz, CDCls) del fragmento monoterpeno de amorfastilbol.



El experimento HMBC corrobora la estructura propuesta. De acuerdo con ello, se
observan las correlaciones entre H-1" y C-4 y C-2; y de H-2 con C-3, C-1y C-10b. Para el
fragmento monoterpeno se observaron las siguientes correlaciones: H-10a con C-9, C-10, C-
10b y C-1, las ultimas dos correlaciones corroboran la union del monoterpeno con el
estilbeno en C-10b. También se observa las correlaciones de H-10 con C-10a, 9-CHz y C-8;
de 9-CHs con C-8, C-9, y C-10. Por su parte, H-8 muestra correlaciones con C-7 y 9-CHg;
H-7 con C-8; y, por ultimo, los 6-CHz correlacionan entre ellos y ambos con C-6 y C-6a
(Figura 24).
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Figura 24. Experimento HMBC (400 MHz, CDClIs) de amorfastilbol.



6.5.4 Machaeridiol A (57)

Este compuesto fue aislado como un sélido blanco brillante. El analisis de sus datos
espectroscopicos y su comparacién con los reportados en la literatura permitieron
identificarlo como un compuesto previamente aislado de Machaerium multiflorum. En la
Figura 25 se muestra su espectro de RMN!H, donde, en la regién aromatica se observan 7
sefiales que pueden ser distribuidas en tres conjuntos de espines en la region de 6.4 a 7.5 ppm,

2 de tipo AB y un tercero de tipo A2B2X.

T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 25. RMN!H (400 MHz, CDClIs) de Machaeridiol A
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Como en los compuestos previamente discutidos, el sistema A2B2X corresponde a
un anillo aroméatico monosustituido, uno de los sistemas AB indica la presencia de un anillo

aromatico tetrasustituido; el segundo corresponde a 2 hidrdgenos vinilicos con J trans

(Figura 26).
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Figura 25. RMN!H (400 MHz, CDClIs) de Machaeridiol A

La union de los tres fragmentos descritos permite corroborar la presencia del

fragmento estilbeno en el compuesto (57).
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Este estilbeno estd unido al fragmento monoterpeno en C-1°, de acuerdo con el
andlisis de los experimentos de RMN de 'H, $3C, HSQC y HMBC. La presencia de dos
unidades isopreno en la region alifatica evidencio al monoterpeno de tipo geraniol y la
ausencia de sefial para H-10b confirmd que el residuo geranilo se encuentra unido al
fragmento estilbeno sobre el carbono 10b y 10a. De esta manera, este compuesto fue
identificado como machaeridiol A. La comparacion de sus datos espectroscépicos con los
reportados en la literatura permitioé corroborar su identidad como el compuesto aislado por
Ilias et al (2003).%

HO%a
5

Machaeridiol A &

Los datos espectroscopicos completos para machaeridiol A y amorfastilbol se
enlistan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Comparacion de los datos espectroscopicos de *H y **C de amorfastilbol y machaeriol A
H/C
machaeridiol A (57) amorfastilbol (95)
lH 13C 1H 13C
1 155,5C --- 155.3C
2 106.6 CH 6.42 (1H, d, J=1.7 Hz) 6.58 (1H, s) 106.7 CH
3 136.3C -—- 131.2C
4 107.6 CH 6.46 (1H, d, J=1.7 Hz) 6.58 (1H, s) 106.7 CH
4a 154.2C === 154.3C
10b 118.1.7C --- 1135C
1’ 128.2 CH 6.96 (1H, d, J=16.0 H2) 6.97 (1H, d, J=16.3) 128.7 CH
2 128.6 CH 6.87 (1H, d, J=16.0 Hz) 6.91 (1H, d, J=16.3) 128.2 CH
3’ 137.4C --- 137.4C
48 126.6 CH 7.44 (2H, dd, J=8.2,1.5 Hz) 7.44 (2H, brd, J=8.2,1.5) 126.7 CH
5.7 128.8. CH 7.33 (2H, dd, J=8.2,7.3 Hz) 7.32 (2H, dd, J=7.7,7.3) 128.8 CH
6’ 127.6 CH 7.24 (1H, ddd, J=8.2,7.3,1.5 H2) 7.23 (1H, ddd, J=8.2,7.3,1.5) 127.8 CH
6 150.2C --- 132.3C
6a 47.7CH 2.90 (1H, ddd, J=11.8,11.4,2.8 Hz) 5.06 (1H, m) 1214 CH
To 1.7 (1H, m)
7B 332 CH, 1.47 (H,ddd,J=12.6, 12.6, 3.4 Hz) 2.10 (2H, m) 265 CHz
8B 1.68 (1H,d, J=8.6 Hz) 2.06 (1H, m)
8a. 353 CH. 1.12 (1H, m) 1.69 (1H, m) 398 CHz
9 33.4 CH 1.62 (1H,m) 139.6 C
igg 39.3 CHs _1_._70. (2H,m) _5_._23 (1H, ddg, J=7.0,7.0,1.2) 1938 CH
10a 38.9CH 3.16 (1H, ddd, J=12.0.11.4,5.3 Hz) 3.43 (2H, d, J=7.0) 22.8 CH2
6a.(a)-CHs 19.6 CH3 1.60 (3H, s) 1.67 (3H, s) 17.8 CHs
4.68 d (2.6Hz)

- 109.6 CH 1. H 25.8 CH
6p(b)-CHz2 09.6 CH: 451dq (2.6.16Hz) 60 (3H, s) 5.8 CHs
9-CHs 22.6 CH3 0.92 (3H, d, J=6.6 Hz) 1.81 (3H, d, J=1.1) 16.4 CHs
1-OH 4.94 (1H, brs) 4.94 (1H, br s)
4a3-OH 4.91 (1H, brs 4.91 (1H, brs




4.5.5 Isadelfona A (96)

o Q

OH O

HO

Su purificacion y aislamiento se logré como un solido amarillo brillante. Este
compuesto no ha sido reportado en la literatura y se describe por primera vez de la raiz de M.

isadelphum en este trabajo de investigacion.

El espectro de RMN'H de este producto natural se muestra en la siguiente Figura 26.

A A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)

Figura 26. RMN!H (400 MHz, CDClIs) de isadelfona A

En la regién aromatica de este espectro se observan 2 conjuntos de sefiales. En 7.45
un sistema A2B2X (Figura 27) que describe un anillo aromatico monosustituido (anillo B),
y el segundo de tipo AB (Figura 28) indico la presencia de un anillo aromético tetrasustituido
(anillo A).
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Figura 27. RMN!H (ampliacién 400 MHz, CDClIs, fragmento) del anillo aromético B de isadelfona A

El primer proton A es una sefial simple en 7.70 ppm que integra para un hidrogeno
(H-9). El proton B es evidente mediante la sefial simple que resuena en 6.48 ppm (H-6).La
multiplicidad simple de las sefiales indica que se encuentran en posicion para en el anillo
aromatico A (Figura 28).

H-6
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Figura 28. RMN*H (ampliacién, 400 MHz, CDCls) del anillo aromatico A de isadelfona A

Adicionalmente en la regién alifatica resuenan tres sefiales: un doble de doble con
constantes de acoplamiento 13.1 y 2.8 Hz que integra para un hidrogeno en 5.44 ppm, su
desplazamiento quimico indica que se ubica sobre carbono base de hidroxilo (H-2). Las dos

sefiales restantes integran para un hidrégeno y resuenan en 3.03 y 2.82 ppm (H-3). Ambas
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sefiales son dobles de doble, con constantes de acoplamiento de 17.0 y 13.2 Hz para la
primera, y 17.0 y 2.8 Hz para la segunda. La constante de 17.0 Hz en ambas indica que son
hidrdgenos diasterotdpicos, y su desplazamiento indica que son desprotegidos (por un grupo

carbonilo, evidente en RMNC). EIl fragmento construido se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. RMNH (ampliacién, 400 MHz, CDCls) de isadelfona A

La union de los tres fragmentos descritos por estos sistemas de espines permite
concluir la estructura de una dihidrochalcona.

Fragmento estructural de isadelfona A

En la region alifatica resuenan tres sefiales dobles para metilo, en 1.76, 1.68 y 1.61
ppm. Cada una integra para 3 hidrégenos, y muestran constantes de acoplamiento de 1.2 Hz
paralaprimeray 1.4 Hz para las Gltimas dos. Su desplazamiento quimico indica que se ubican

sobre carbono de doble enlace. Estas sefiales son indicativas de la presencia de residuo
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geranilo (Figura 30). En este residuo, el proton H-2*’ fue evidente mediante la sefial triple
de triples que resuena en 5.30 ppm con constantes de acoplamiento de 7.3y 1.2 Hz. H-1"’
resuena como un doblete que integra para dos hidrogenos en 3.34 ppm, con constante de
acoplamiento de 7.3 Hz. Por su parte, H-6"’ resuena en 5.13 ppm, es un triple de quinteto que
integra para un hidrdgeno y constantes de acoplamiento de 6.9 y 1.4 Hz. De la misma manera
que H-2"’, el desplazamiento indica que se encuentra desprotegido por un doble enlace. Por
ultimo, H-4>’ y H5”’ producen sefales multipletes en 2.10 y 2.08 ppm. Ambas sefiales

integran para dos hidrégenos (CHy).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 2.2 2.0 1.8 16 1.4 1.2
f1 (ppm)

Figura 30. RMN!H (ampliacién, 400 MHz, CDCIs) de la zona alifatica de isadelfona A.

Con ayuda del espectro de RMN de 3C, que presentd las 23 sefiales esperadas
(Figura 31) y de acuerdo con el HSQC (Figura 32) se lograron asignar las sefiales de carbono

que corresponden a cada uno de los hidrogenos para este compuesto.
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Figura 31. RMNZC (400 MHz, CDCls) de isadelfona A.

De acuerdo con la estructura propuesta, con ayuda del experimento HSQC (Figura
32) se asignaron cinco metinos aromaticos (129.0 por 2, 128.9, 126.3 por 2, 128.6 y 103.9
ppm), un metino base de oxigeno (80.0 ppm), seis carbonos cuaternarios (191.3, 162.3, 162.3,
139.0, 122.2 y 114.8), y un metileno (44.5). Para el geranilo se observaron tres metilenos
(39.9, 29.2, 26.5), dos carbonos cuaternarios (132.3 y 139.3), tres metilos (25.8, 17.9y 16.4),
y por ultimo dos metinos de doble enlace (123.9 y 121.3).
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Figura 32A. HSQC (ampliacion 400 MHz, CDCls, fragmento) de isadelfona A
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Figura 32B. HSQC (ampliacion 400 MHz, CDCls, fragmento) de isadelfona A
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La union entre los fragmentos geranilo y chalcona debe ser en C-8, y la posicion de
los carbonos cuaternarios oxigenados en C-7 y C-5, debido a la posicion de los metinos H-9
y H-6 en para. Cada una de estas posiciones fue confirmada mediante las correlaciones
observadas en HMBC, identificando a este producto natural como isadelfona A.

OH O
isadelfona A

De acuerdo con la estructura propuesta, en el experimento HMBC se observan las
siguientes correlaciones: para el anillo B H-2’ con C-3’y C-2; H-3’ con C-2’y C-1’; y H-4’
con C-2’. Para el anillo A H-9 con C-4, C-7y C-1""; H-6 con C-7; H-3 con C-4, C-2y C-1°,
estas correlaciones confirmaron la posicion de los hidrégenos H-9, H-6 y H-3, asi como la
posicion del grupo carbonilo. Todas las correlaciones corroboran el fragmento
dihidrochalcona. Para el fragmento geranilo se observan las siguientes correlaciones: H-1"’
con C-9, C-7, C-8, C-2”’, fundamentales para corroborar que la union entre el geranilo con
la dihidrochalcona es entre C-1"" y C-8; H-4"’ con C-2"°, C-6"’y C-5""; H-5"" con C-6"" y C-
7°’. Por tltimo, las correlaciones de los tres metilos son las siguientes: H-9°” con C-6"", C-

7>y C-8°’; H-8” con C-6"", C-7> y C-9”; y H-10 con C-3> y C-4** (Figura 33).
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Figura 33A. HMBC (ampliacién, 400 MHz, CDCIs) de isadelfona A
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6.5.6 Isadelfona B (97)

La purificacién y aislamiento de este compuesto se logré como un aceite de color
ambar péalido. Este producto natural no ha sido reportado en la literatura por lo que es aislado
por primera vez de la raiz de M. isadelphum. Tiene un alto grado de similitud con isadelfona
A (96), las diferencias entre estos dos compuestos radican en que isadelfona B presenta un
carbonilo o,B-insaturado, lo que indica que se trata de una chalcona. La segunda diferencia
entre ambos compuestos es el nimero de sustituyentes presentes en los anillos A 'y B, para
este compuesto el anillo A es trisustituido y el anillo B disustituido, mientras que para
isadelfona A (96) el anillo A esta tetrasustituido y el anillo B esta monosustituido. Las

diferencias antes descritas se pueden observar en color rojo en la Figura 34.

OH O
Isadelfona B Isadelfona A

Figura 34. Diferencias entre los compuestos (97) y (96) de M. isadelphum.

El espectro de RMN!H para este producto natural se muestra en la Figura 35.
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Figura 35. RMN'H (400 MHz, CDClIs) de isadelfona B

El espectro de RMN!H muestra en la region aromatica seis sefiales entre 6.39 y 8.21
ppm, que pueden ser distribuidas en tres sistemas de espines, uno de tipo A2B:2 que de
acuerdo con el analisis pertenece al anillo B disustituido, un segundo de tipo ABX para el
anillo A disustituido, y, por ultimo, un sistema AB para H-2 y H-3. El desplazamiento
quimico (8, ppm), la integracion (f), multiplicidad (m) y constantes de acoplamiento (J, Hz)

de cada sefial para cada uno de estos sistemas son descritos a detalle en la Figura 36:

H 6(i,m,J)

T
724 722 720 718 7.6 7.4 712 7.0 7.08 7.06 7.04 702 700 698 696 694 692 690 688 686 684 682 680 678 676 674 6.7z
f1 (ppm)
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Figura 36A. RMN!H (ampliacién 400 MHz, CDClIs, fragmento) del anillo aromatico B de isadelfona
B. Sistema A2B2= verde H §(i,m, J)

2| 812 (1H, d, J=155 Hz)

7.34 (1H, d, J=15.5 Hz)
7.74 (1H, d, J=8.7 Hz)
6.39 (1H, dd, J=8.7, 2.2Hz )
6.41 (1H, brs)

Figura 36B. RMN!H (ampliacién, 400 MHz, CDCls) del anillo aroméatico A y doble enlace de isadelfona A. Sistema
ABX= azul, Sistema AB=rojo

La union de los tres fragmentos descritos por estos sistemas de espines permite

corroborar la estructura de una chalcona (Figura 37).




7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4
f1 (ppm)

Figura 37. RMN®H (ampliacion 400 MHz, CDCls, fragmento) de la regién chalcona de
isadelfona B.

El fragmento chalcona estd unido a un residuo geranilo (Figura 38), cuyos
hidrogenos fueron evidentes en la region alifatica mediante ocho sefiales.

H-8"

H-9"

..H-6" H-1"

5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2

3.2
f1 (ppm)

Figura 38. RMN!H (ampliacién 400 MHz, CDCls) del geranilo de la isoflavona B
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Figura 39. RMN3C (400 MHz, CDCls) correlaciones de HMBC

2.8 2.6

La diferencia de este compuesto con isadelfona A radica en que en ésta la union del

residuo geranilo ocurre entre los carbonos C-1" y C-8, mientras que para isadelfona B (97)

se lleva a cabo entre los carbonos C-1" y C-4’, esto tltimo de acuerdo con la multiplicidad

de los protones aromaticos del anillo B (para disustituido), y las correlaciones observadas

en el experimento HMBC Figura 39.

El espectro de RMN *3C y el experimento HSQC corroboraron las 23 sefiales para

el compuesto y permitieron proponer su identidad como isadelfona B.

10"




Tabla 8. Comparacion de datos espectroscdpicos de 13C y H de isadelfona B y isadelfona A

H/C
OH O
Isadelfona A (96) isadelfona B (97)
1H 13C lH 13C
2 5.44 (1H, dd, J=13.1, 2.8 Hz) 80.0CH 8.12 (1H, d, J=15.5) 1429 CH
3 2.82 (1H, dd, J=17.0, 13.2 Hz) 44.5 CHz 7.34 (1H, d, J=15.5) 119.6 CH
3.03 (1H, dd, J=17.0, 3.0 Hz)

4 | - 191.3C 192.2C

5 | - 162.3C 166.3C

6 | 6.48(1H,9) 103.9 CH 6.41 (1H, brs) 103.8 CH

7 | - 162.3C 163.5C

8 | --—- 1222 C 6.39 (1H, dd, J=8.7, 2.2 Hz) 108.3 CH

9 | 7.70(1H,5s) 128.6 CH 7.74 (1H, d, J=8.7 Hz) 132.1 CH
10 | --- 1148 C 1143 C

|- 139.0C 126.7C
2’ | 745 (1H, m) 126.3 CH 7.22 (1H, d, J=8.5 Hz) 120.3 CH
3’ | 742 (1H, m) 129.0CH 6.77 (1H, d, J=8.5 Hz) 1134 CH
4 | 739 (1H, m) 128.9 CH 146.6 CH
5" | 7.42(1H, m) 129.0 CH 6.77 (1H, d, J=8.5 Hz) 113.4CH
6’ | 7.45(1H, m) 126.3 CH 7.22 (1H, d, J=8.5 Hz) 120.3 CH
1 | 3.34(2H, d, J=7.3 H2) 29.2 CH2 3.54 (1H, d, J=6.7 Hz) 25.6 CH2
2” | 530(1H,ddq, J=7.3,7.3,1.2Hz) | 121.3CH 5.15 (1H, dd, J=7.5, 6.6 Hz) 121.6 CH
3 | - 139.3C 1385 C
4> | 2.08 (2H, m) 39.9 CH2 2.09 (1H, m) 39.74 CHz
5 | 2.10 (2H, m) 26.5 CH2 2.06 (1H, m) 26.50 CH2
6> | 5.08 (1H, ddh, J=6.9,6.9,1.4Hz) | 123.9CH 5.01 (1H, ddq, J=7.8, 6.8, 1.3 H2) 124.0 CH
77 | - 132.3C 132.2C
8’ | 1.68 (3H, d, J=1.4 Hz) 25.8 CHs 1.62 (3H, s) 25.8 CHs
9” | 1.61(3H,d, J=1.4Hz) 179 CHs 1.55 (3H, s) 17.8 CHs
10’ | 1.76 (3H, d, J=1.2 Hz) 16.4 CHs 1.81 (3H, ) 16.5 CHs

6.6 Actividad citotoxica y anticancerigena de los compuestos
aislados de M. isadelphum

En este estudio quimico se aislaron 31 compuestos, distribuidos en hojas-ramas,

tallos y raices. En las Tablas 9-10 se enlistan por parte analizada, clasificados por tipo

estructural al que pertenecen. Con el proposito de correlacionar este contenido quimico con

el uso de la planta en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento del cancer, se

realizd una revision bibliogréafica exhaustiva sobre reportes de la actividad citotoxica o

anticancerigena para cada compuesto.




Tabla 9. Compuestos de hojas-ramas de M. isadelphum y su actividad anticancerigena o citotoxica demostrada.

Isoflavonoides

Flavanonas

Pterocarpanos

Triterpenos

Esteroles

Alfalona

Formononetina

Liquiritigenina-4'-metil-éter

Medicarpina

Variabilina
6a-hidroximedicarpina
4-hidroximedicarpina

mucronocarpano

4-hidroximaackiaina

Lupeol
Betulina

30-hidroxi-lupenona
4cido O- acetil oleandlico

pB-sitosterol

Estigmasterol

Sitosterona

Propiedades antitumorales que inducen la detencion del
ciclo celular, la apoptosis celular, la supresion de la
proliferacion celular y la inhibicién de la invasion celular en
células humanas de: mieloma, cancer de ovario, carcinoma
de nasofaringe, cancer de mama, cancer de prostata,
osteosarcoma, cancer de vejiga, cancer cervicouterino,
cancer de pulmoén, y hepatoma.

Sensibiliza las células de leucemia mieloide a la apoptosis
inducida por TRAIL, potencia la citotoxicidad de los
farmacos de quimioterapia en células de leucemia P388
resistentes a multiples farmacos.

Citotoxicidad contra células de carcinoma epidermoide
humano (KB, Clso =8.09 uM) y carcinoma de cuello uterino
humano (HeLa, Clso = 8.69 uM).

Potente citotoxicidad contra células cancerosas LNCaP
(Clso = 58.24 uM), PC-3 (Clso = 25.44 pM), HeLa(Clso =
18.88 uM) y OVCAR-3 (Clso = 16.47 uM).

Agente potencial para tratar cancer de prostata y gastrico
humano. Actividad contra cancer de piel en ratones CD-1
Muestran una potente actividad anticancerigena al
desencadenar la via de la apoptosis mitocondrial en las
células tumorales de cancer de pulmén, gastrico y pancreas.
Induce apoptosis en células HCT-116 de carcinoma de colon
humano

Reduce el estrés oxidativo in vivo en ratones SCID y actla
como agente quimiopreventivo en la carcinogénesis del
colon, inhiben el crecimiento y la metéstasis de las células
del cancer de mama en ratones atimicos ovariectomizados.
Suprime el desarrollo de algunas neoplasias, especialmente
el cancer de mama, colon, ovario y gastrico, a través de la
induccion de apoptosis o inhibicion de crecimiento al
controlar la proliferacion y el ciclo celular. Se utilizo el
ensayo CCKS8, ensayo de formacion de clones y el ensayo de
proliferacién de EdU,la apoptosis se demostré mediante
tincion de Hoechst y TUNEL.
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Tabla 10. Compuestos de tallos de M.isadelphum y su actividad anticancerigena o citotoxica demostrada.

Isoflavonoides

(+)-trans-4,7,2'-trihidroxi-
4'-metoxiisoflavanol
Alfalona

Tabla 9
Induce apoptosis en células de cancer de mama humano y

Calicosina cancer colorrectal. Se utilizaron los ensayos de MTT,de 92,93,94
Hoechst y citometria de flujo para apoptosis.
Chalconas Chalconaringenina --- -
Pterocarpanos = Medicarpina Tabla 9
Pterocarpina
Variabilina Tabla 9
Induce la apoptosis de células leucémicas HL-60 a través de
la fragmentacion del ADN, la activacion de genes de
Maackiaina supresion tumoral en células LNCaP y PC-3 de cancer de 95,82
prostata, asi como en células epiteliales de prostata
normales (NHPrE)
4-hidroximedicarpina Tabla 9 ===
6a-hidroximedicarpina Tabla 9
Triterpenos Ha mostrado actividad citotoxica in vitro contra lineas
celulares humanas de carcinoma hepatocelular (Clso = 11.70
uM) y carcinoma epidermoide (Clso = 38.20 uM). Induce
Taraxerol apop_t05|s en ceIL_JIas H.e’La a tra\_/es de la via ml.tocondrlal, 96,97
que incluye la liberacién del citocromo c al citosol y la
activacion de caspasas. Induce apoptosis y detencién del
ciclo celular en el colesteatoma epitelial del oido medio
humano.
B-amirina Muestra actividad anticancerosa significativa contra células 98
Hep-G2 con valores de Clso de 25 pM.
acido O- acetil-oleandlico Tabla 9
30-hidroxi-lupenona Tabla 9
Lupeol Tabla 9
Betulina Tabla 9
Mirsineno
Ac. cinamicos | Acido p-hidroxicinamico --- ---
Esteroles B-sitosterol Tabla 9
Estigmasterol Tabla 9 ---

Trece de estos compuestos explican el uso de M. isadelphum en la medicina
tradicional mexicana como remedio contra el cancer. Estos incluyen medicarpina, que
sensibiliza las células de leucemia mieloide a la apoptosis inducida por TRAIL® y potencia
la citotoxicidad de los farmacos de quimioterapia en las células de leucemia P388 resistentes
a multiples farmacos;” 4-hidroximedicarpina muestra una citotoxicidad adecuada contra las
células KB y HelLa;® 4-hidroximaackaina muestra una potente citotoxicidad contra las

células cancerosas LNCaP, PC-3, HeLa y OVCAR-3% y formononetina que ha demostrado



propiedades antitumorales, induciendo la detencion del ciclo celular, apoptosis celular,

supresion de la proliferacion celular e inhibicion de invasion celular.”

Ademas, los triterpenos de M. isadelphum también han mostrado actividad en el
tratamiento del cancer; El acido O- acetil oleandlico induce la apoptosis en las células HCT-
116 del carcinoma de colon humano;® el lupeol es un agente potencial para tratar el cancer
de prostata® "y gastrico humano,® también muestra actividad contra el cancer de piel en la
EC-1 ratones;® y la betulina induce citotoxicidad tumoral en cancer de pulmén, estomago y
pancreas.®” Finalmente, numerosos estudios indican que el B-sitosterol y el estigmasterol han
mostrado un efecto terapéutico en varios tipos de neoplasias, especialmente de mama, colon,
ovario y cancer gastrico.8>%° No se ha informado que el resto de los componentes de las hojas

y ramas de M. isadelphum tengan propiedades terapéuticas.

Los tallos de M. isadelphum incluyen 11 compuestos previamente identificados en
sus hojas y ramas: medicarpina, variabilina, 4-hidroximedicarpina, 6a-hidroximedicarpina,
alfalona, acido O- acetil oleandlico, 30-hidroxi-lupenona, lupeol, betulina, B-sitosterol y
estigmasterol. Siete de ellos son agentes citotoxicos y anticancerigenos reconocidos. De los
nueve componentes N0 comunes, maackiaina es un agente anticancerigeno demostrado que
induce la apoptosis de las células leucémicas HL-60 mediante la fragmentacion del ADN% y
la activacion de genes de supresion tumoral en células LNCaP y PC-3 de cancer de préstata
de origen humano, asi como en células epiteliales de prostata humana normales (NHPrE).®’
De manera similar, la calicosina induce la apoptosis en células humanas de céancer de
mama,®>% y céancer colorrectal,® y los triterpenos B-amirina y taraxerol han demostrado
actividad citotoxica,®® e inducen apoptosis en células HelLa,® y en las células del

colesteatoma epitelial del oido medio humano, respectivamente.®

No existe informacion reportada sobre la actividad citotoxica o anticancerigena para
los compuestos aislados de las raices de M. isadelphum: machaeriol A, machaeriol E,
machaeridiol A y machaeridiol D, asi como las isadelfonas A y B, y junto con aquellos no
evaluados de hojas-ramas y tallos de esta misma planta, esperan ser evaluados para
determinar su potencial como agentes anticancerigenos. Por ello, es de suma importancia
llevar a cabo su evaluacion citotoxica, a fin de contribuir al descubrimiento de nuevas

entidades quimicas Utiles en el tratamiento del cancer.
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6.7 Compuestos de M. isadelphum y su actividad en Alzheimer

Respecto a la actividad acetilcolinesterasica para estos productos naturales, que los

relaciona con el uso popular de la planta en el tratamiento de la demencia (y particularmente

en este proyecto correlacionado con la enfermedad de Alzheimer), la informacion con la se

cuenta actualmente se describe en las Tablas 11-12.

Tabla 11. Compuestos de hojas-ramas de M. isadelphum y su actividad en Alzheimer

Isoflavonoides

Flavanonas

Pterocarpanos

Triterpenos

Esteroles

Alfalona

Formononetina 99100101102

Liquiritigenina-4'-metil-éter
Medicarpinat03104

Variabilina
6a-hidroximedicarpina
4-hidroximedicarpina
mucronocarpano
4-hidroximaackiaina

Lupe0|105,106,107

Betulinal®®

30-hidroxi-lupenona
O-4cido acetil oleanélico

B-sitosterol®®

Estigmastero|109.110

Sitosterona

52.63 %y 21.05 %, respectivamente de disminucion de la
actividad de AchE.

Actividad similar a la de donepezilo.

Disminuye dopamina y noradrenalina a nivel cerebral.
17.2 % de inhibicion de AChE.

Efecto protector en células endoteliales de hipocampo de
raton APP/PS (regulacion de las vias mediada por LRP1y
RAGE para eliminar Af).

Mejora la funcion cognitiva al inhibir la neuroinflamacion
(regulacion de la via PGC-1a en ratén por HFD).

Inhibe a la hMAO-B (Clso = 0.30 uM).
Posible candidato anti-EA al dirigirse a multiples vias.

Importante actividad inhibidora dosis-dependiente de
AChE a 25, 50, 100 y 200 uM.

Clso = 38.31 pg/mL

60 % de inhibicion de AChE.

Moderada actividad inhibidora de AChE (Clso = 28.5
HM.)

68% de inhibicion de AChE.

Moderada actividad inhibidora de AChE (Clso = 63.5
pg/mL.

49.1% de inhibicién de AChE.

45% de inhibicion de AChE.

Clso = 65.5ug/mL.



Tabla 12. Compuestos de tallos de M.isadelphum y su actividad en trastornos Alzheimer

‘Tipo  Nombre ~ Adividad
(+)-trans-4,7,2'-trihidroxi-4'- ---
metoxiisoflavanol
Alfalona —

e Disminuye de manera dosis-dependiente los niveles
de p-amiloide hipocampal, proteina Tau, IL-1p,
TNFa, AChE y malondialdehido.

e Aumenta la actividad de acetilcolina y glutation
(puede ser un potencial agente terapéutico para EA).

e Inhibe de forma selectiva, reversible y competitiva la
hMAO-B (Clso = 0.24 uM).

e  22.76% de inhibicion de AChE (50 puM).

Isoflavonoides
Ca'icosinalll,112,ll3.1l4

Chalconas Chalconanaringenina
Medicarpina Tabla 12
Pterocarpina
Variabilina -
Pterocarpanos ;.- ckiainatts «  Potente inhibidor de la MAO-B (Clso = 0.68 uM).

4-hidroximedicarpina

6a-hidroximedicarpina

e Inhibe la actividad de AChE de manera dosis-
dependiente (Clso de 33.6 pg/mL).

e  Mostro actividad significativamente de AChE solo en
el hipocampo (20.69 % hasta 30 %).

Taraxerol!6:117

. -amirina
Triterpenos p

0O-4cido acetil-oleandlico
30-hidroxi-lupenona -
Lupeol Tabla 12

Betulina Tabla 12

Mirsineno
Ac. cindmicos = Acido p-hidroxicinamico
Esteroles B-sitosterol Tabla 12

Estigmasterol Tabla 12

Lo compuestos machaeriol A, machaeriol E, machaeridiol A y machaeridiol D, asi
como las isadelfonas A y B aislados de la raiz de M.isadelphum no cuentan con reportes de

actividad acetilcolinesterasica o con su potencial en el tratamiento de la EA.

Existen muy pocos reportes acerca de la actividad de los compuestos de M.
isadelphum relacionados con su potencial en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos
principalmente para el Alzheimer. De los 31 compuestos aislados de las hojas-ramas, tallos
y raiz de esta planta, siete tienen reportes sobre actividad inhibitoria contra la enzima de
acetilcolinesterasa (AChE): los triterpenos lupeol, betulina, y taraxerol, los esteroles -

sitosterol y estigmasterol, y las isoflavonas formononetina y calicosina.



El lupeol muestra actividad inhibitoria de AChE dependiente de la dosis, con un
Clso de 38.31 pg/mL en todas las concentraciones (25,50,100 y 200 um) e inhibe un 60% a
esta enzima.1%®1%.107 por otra parte, la betulina presenta actividad moderada contra esta
misma enzima, con una Clso de 28.5uM y una inhibicion del 68%.1%8 Finalmente, el taraxerol
inhibe la actividad de AChE de manera dependiente de la dosis, con un Clsg de 33.6jg/mL,
y también mostro actividad inhibitoria significativa de AChE en hipocampo, a niveles de
20.69 % hasta 30%.1%107 Los esteroles B-sitosterol y estigmasterol muestran actividad
inhibitoria de AchE, el primero de manera moderada, con un Clso de 63.5g y una inhibicion
del 49.1%;'%el segundo inhibe a la enzima con un porcentaje de 45 %y un Clso de 63.5ug.*%°
Por su parte, formononetina y calicosina inhiben la AChE en 17.2% y 22.76%,

respectivamente, 99-102.111-114

Algunos de estos compuestos pueden ser buenos agentes terapéuticos para el
tratamiento del Alzheimer, o pueden actuar como neuroprotectores (tablas 11y 12).%17 La
actividad reportada para estos compuestos contribuyen a explicar el uso de M. isadelphum
en la medicina tradicional para el tratamiento de la demencia. No existen reportes de

actividades relacionadas con el Alzheimer para el resto de los compuestos de M. isadelphum.
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7. Desarrollo experimental

7.1 Estudio fitoquimico

7.2 Métodos Generales

Para el estudio fitoquimico de cada uno de los extractos totales (hoja, tallo y raiz) se
utilizé una metodologia tradicional, para la determinacién de la composicion quimica de los
compuestos volatiles y la obtencion de los espectros mediante RMN de los compuestos aqui

descritos se utilizd la misma metodologia utilizada por Patrén 2017.

7.2.3 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro Thermo
scientific NICOLET 6700 FT-IR, y los datos obtenidos del mismo se expresan en nimeros

de onda (cm™).

7.2.4 Punto de fusion

El punto de fusidn fue determinado mediante el aparato Fisher Johns, que consta
de una placa de aluminio calentada eléctricamente unida a un termémetro con una escala

que generalmente va de 0 a 300 °C.



7.2.5 Polarimetria

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin Elmer Inc. 341
solubilizando la muestra en metanol, con radiacién de 589 nm (linea D) de una fuente de luz

de sodio en celdas de 1 dm de longitud a temperatura ambiente.

7.3 Extraccién

Las hojas, raices y tallos de Machaerium isadelphum fueron recolectados en
Caracuaro, Michoacén el 20 de julio de 2017, con nimero de colecta (1614), por el M. en C.
Ramiro Rios Gomez, de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Un ejemplar

de estos se encuentra depositado en el Herbario de la misma Facultad (FEZA).

Cada muestra vegetal se secd a temperatura ambiente bajo condiciones de luz
natural en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales y Metaboldmica (323) del Centro
de Investigaciones Quimicas. Las hojas junto con las ramas fueron desgrasadas y molidas
con ayuda de un molino de mano, mientras que los tallos y raices fueron finamente cortados
con ayuda de unas tijeras de jardin y desgrasados, para la obtencién de los extractos
correspondientes se colocaron 2.0 kilogramos de hojas, 1.2 kilogramos de raices y 3.6
kilogramos de tallos, en un garrafén de vidrio de capacidad de 20 litros. Cada parte de la
planta se macero tres veces por 48 horas en acetona tanto para las hojas, raiz y tallos. Una
vez cumplido este lapso, el disolvente de extraccidon se filtré y se concentr6 a sequedad al
vacio con ayuda de un rotaevaporador, lo que condujo a 191.6 g de extracto de crudo de hoja,
108g de raiz y 56.8 g de tallo. Se efectu6é una segunda extraccién para las tres muestras
vegetales con metanol siguiendo el mismo procedimiento, obteniendo 229.3 g de extracto

crudo de hoja, 56.8 g de raiz y 108g de tallo.

7.4 fraccionamiento y purificacion de los extractos

Cada uno de los extractos correspondiente fue sometido a cromatografia en columna

abierta (CC), sobre gel de silice 60 utilizando solventes de polaridad gradiente como
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eluyente, o mediante cromatografia en capa fina (CCF) de acuerdo con los requerimientos de

cada un extracto.

La composicion de cada una de las fracciones obtenidas fue monitoreada mediante
CCEF, utilizando cromatoplacas de silica gel 60F264 de base aluminio de 1 mm de espesor, el
revelado de las mismas se realiz6 mediante su observacion bajo luz ultravioleta (UV) y
posteriormente asperjando con sulfato cérico amoniacal al 1% en acido sulfurico 2N y

calentandolas.

Cada una de las fracciones obtenidas de cada extracto correspondiente se reunieron
en grupos de acuerdo con la similitud en sus componentes de acuerdo con el analisis de CCF
y a la proporcion de estos. Estos grupos fueron sujetos a sucesivas recromatografias, ya sea

utilizando CC o CCF hasta obtener los compuestos puros.

7.5 Andlisis quimico de los extractos acetonicos de tallos, hojas-
ramas y raiz de M. isadelphum.

Al finalizar el analisis quimico de los extractos acetonicos de tallos, hojas-ramas y

raiz de M. isadelphum se lograron identificar los siguientes compuestos en cada uno de ellos.

7.5.1 Hojas-ramas

Del estudio quimico del extracto acetonico de hoja y ramas se aislaron y obtuvieron
compuestos ya conocidos reportados en la literatura, esto se llevd a cabo mediante
cromatografia en columna abierta (CC) sucesiva sobre gel de silice 60F2e4, utilizando un
gradiente de hexano-AcOEt como eluyente.

El extracto de acetona (29 g) se sometié a cromatografia de gel de silice en columna
abierta, usando hexano puro, luego un gradiente de hexano-AcOEt, y terminando con AcOEt
puro y se obtuvieron 62 fracciones de 200 mL cada una.

La composicién de cada fraccidn se controlé mediante cromatografia en capa fina
(CCF) y de acuerdo a esto todas las fracciones se agruparon en ocho grupos: G-1 (fracciones
1-3, 3.7 g, hexano-AcOEt 9:1), G-2 (fraccion 4-14, 2.9 g, hexano-AcOEt 8:2), G-3
(fracciones 15-22, 2.7 g, hexano-AcOEt 8: 2), G-4 (fraccion 23-26, 1.9 g, hexano-AcOEt 7:
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3), G-5 (fraccion 27-33, 2.0 g, hexano-AcOEt 6: 4), G-6 (fracciones 34 a 43, 2.5 g, hexano-
AcOEt 6: 4), G-7 (fracciones 44 a 55, 1.7 g, hexano-AcOEt 5: 5) y G-8 (fracciones 56-62,
4.9 g, AcOEt 100%).

El fraccionamiento de G-1 se realizé usando gradientes de hexano-AcOEt 10:0 a
9:1 como eluyente, produciendo 98 fracciones de 100 ml cada una, estas fracciones fueron
agrupados en dos subgrupos, cuyos compuestos se purificaron mediante CC. De SG-1A se
utilizaron gradientes de hexano-AcOEt 10:0 a 9:1 y obtuvieron los compuestos B-sitosterol-
estigmasterol®4%°en mezcla, asi mismo se obtuvo el escualeno mientras que SG-1B fue eluida

con gradientes de hexano-AcOEt 9:1 y se obtuvo sitosterona® (Tabla 13).

Tabla 13. Grupo 1, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas y ramas
Machaerium isadelphum.

G-1 (hexano-AcOEt 10:0 a 9:1, 98 fracciones de 100 ml)

Subgrupos

SG-1A (hexano-AcOEt 10: 0 a 9:1) SG-1B (hexano-AcOEt 9:1)

B-sitosterol Estigmasterol Sitosterona
-sitostero

Los constituyentes de G-2 se purificaron usando gradientes de hexano-AcOEt 9:1
a 75:25 como eluyente, obteniendo 55 fracciones de 100 ml cada una, que se agruparon en
tres subgrupos (SG-2A a SG-2C). SG-2A para la elucién se utilizd un sistema de hexano-
AcOEt 8:2, se sometié a CCF (hoja de aluminio de 10 x 20 cm x 1 mm, hexano-AcOEt 75:25
como eluyente) y se logré obtener 30-hidroxi-lupenona.®? SG-2B (hexano-AcOEt 8:2) se
obtuvo un sélido amarillo, que, después del lavado y filtrado se identific6 como
medicarpina.®’ El ultimo subgrupo SG-2C fue eluido con un sistema de hexano-AcOEt 8:2,
fracciones y fue sometido a una cromatografia en columna abierta utilizando hexano-acetona,

se obtuvieron 25 fracciones, 10 ml cada una y se obtuvo betulina.’! (Tabla 14).
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Tabla 14. Grupo 2, sistema de elusion y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas

y ramas Machaerium isadelphum.

G-2 (hexano-AcOEt 9:1 a 75:25, 55 fracciones de 100 ml)
Subgrupos
SG-2A (hexano-AcOEt 8: 2) SG-2B (hexano-AcOEt 8: 2) SG-2C (Hexano-AcOEt 8: 2)

HO

Medicarpina \;‘ H

Betulina

El grupo G-3 fue tratado usando un gradiente de hexano-AcOEt (75:25a 1: 1) como
eluyente, obteniendo 59 fracciones de 50 ml cada una, que se agruparon en dos subgrupos:
para SG-3A se utilizé hexano-AcOEt 7: 3 como eluyente y se obtuvieron los siguientes
compuestos: lupeol, *° 30-hidroxi-lupenona,® en el grupo SG-3B fue eluido con un sistema

de hexano-AcOEt 7: 3 y se obtuvo acido O- acetil oleandlico’ (Tabla 15).

Tabla 15. Grupo 3, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas y ramas
Machaerium isadelphum.

G-3(hexano-AcOEt 75:25 a 1:1, 59 fracciones de 50 ml)
Subgrupos
SG-3A (hexano-AcOEt 7: 3)

HO

< \H 30-hidroxi-lupenona
SG-3B (hexano-AcOEt 7: 3)




El grupo G-4 estuvo constituido por dos productos naturales, que fueron obtenidos
por CC usando un gradiente de hexano-CH2Cl> (7:3 a 1:1) como eluyente y se obtuvieron 66
fracciones de 50 ml cada una y se obtuvieron liquiritigenina-4'-metil-éter®® y
formononetina.?® El grupo G-5 se sometié a CC utilizando un sistema de gradiente de
hexano-acetona 7:3, obteniéndose 38 fracciones de 20 ml cada una este grupo estaba

constituido por 6a-hidroximedicarpina®(Tabla 16).

Tabla 16. Grupo 4 y 5, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas y
ramas Machaerium isadelphum.

G-4 (hexano-CH2Cl> 7:3 a 1:1, 66 fracciones de 50 ml)

Compuestos aislados

OCH, HO
HOO O

o
Liquiritigenina-4-metil-éter

Formononetina

G-5 (hexano-acetona 7:3, 38 fracciones de 20 ml)

Compuestos aislados

6a-Hidroximedicarpina OCH3;

Para el grupo G-6 se realiz6 una recromatografia utilizando un sistema de hexano-
acetona 6: 4, se obtuvieron 34 fracciones, 50 ml cada uno y se obtuvo el siguiente compuesto
conocido como alfalona®y variabilina® y para el grupo G-7 se utilizd hexano-acetona 1: 1
como eluyente, se obtuvieron 29 fracciones, 20 ml cada una y se obtuvo variabilina®® (Tabla
17).
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Tabla 17. Grupo 6 y 7, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas y

ramas Machaerium isadelphum

G-6 (hexano-acetona 6:4, 34 fracciones, 50 ml)

Compuestos aislados

H,CO

Variabilina OCHjs Alfalona

G-7 (hexano-acetona 1:1, 29 fracciones, 20 ml)

Compuestos aislados

H5CO

Finalmente, el grupo G-8 estaba por los siguientes compuestos 4-hidroxi-

medicarpina,®” mucronucarpano®® y 4-hidroximacckiaina®® (Tabla 18).

Tabla 18. Grupo 8, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de hojas y ramas

Machaerium isadelphum

G-8 compuestos aislados




7.5.2 Tallos

Del extracto acetdnico de tallos de M. isadelphum, donde de acuerdo con el anélisis
minucioso de cada una de las fracciones de este extracto se lograron identificar los siguientes
compuestos: los pterocarpanos variabilina, medicarpina, 4-hidroximedicarpina, 6a-
hidroximedicarpina, maackiaina, y pterocarpina; los isoflavonoides; alfalona, calycosina, y
(+)-trans-4,7,2'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavanol; la chalcona chalconaringenina; los
triterpenos mirsineno, O-acido acetil oleandlico, lupeol, betulina, y 30-hidroxi-lupenona,
taraxerol y B-amirina; los esteroles, -sitosterol, y estigmasterol y finalmente el &cido 4- p-

hidroxicinamico, cada uno de estos compuestos es descrito a continuacion.

Se realiz6 una percolacion del extracto total crudo obtenido de tallos (50g),
utilizando un embudo buchner, con un sistema de gradiente hexano- AcOEt como eluyente,
obteniendo 42 fracciones de 500 mL cada una. La composicion de cada fraccién se controlo

mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Segun la CCF, las fracciones se agruparon en cinco grupos: G-1 (fracciones 1-8, 8
g, hexano-AcOEt 10: 0 a 9: 1), G-2 (fraccion 9-14, 9,4 ¢, hexano- AcOEt 9: 1), G-3
(fracciones 15-26, 4.0 g, hexano-AcOEt 9: 1), G-4 (fraccion 27-32, 3.4 g, hexano-AcOEt 8:
2aT7:3)y G-5 (fraccidn 33-42, 9,1 g, hexano-AcOEt 1: 1 a 0:10).

Los constituyentes de estos grupos se aislaron mediante sucesivas cromatografias
en columna abierta (CC) sobre gel de silice 60 utilizando un gradiente de hexano-AcOEt

como eluyente o mediante CCF.

Los productos naturales del grupo G-1 se purificaron mediante CC usando
gradientes de polaridad de hexano-AcOEt 10: 0 a 9: 1 como eluyente, produciendo 39
fracciones de 100 ml cada una, que se agruparon en tres subgrupos: SG-1A (eluida con
hexano-AcOEt 10 : 0 a 9: 1) produjo taraxerol,’? B-amirina,”® acido 4- p-hidroxicinamico,’®
O-acido acetil oleanolico™ y 30-hidroxi-lupenona;®? SG-1B (hexano-AcOEt 9:1) produjo
medicarpina;®’ y SG-1C (hexano-AcOEt 9:1) de este grupo se obtuvo lupeol,*® betulina®'y

(+) — trans-4,7,2'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavanol®® (Tabla 19).
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Tabla 19. Grupo 1, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de tallos
Machaerium isadelphum.

G-1 (hexano-AcOEt 10:0 a 9:1)

Subgrupos

SG-1A (hexano-AcOEt 10:0 a 9:1)

OH

B-amirina .
Acido 4- p-hidroxicinamico

Acido O-acetil oleandlico

Medicarpina OCHj;

SG-1C (hexano-AcOEt 9:1)

(+) - trans-4,7,2'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavanol

El grupo G-2 produjo un sdlido de color amarillo claro identificado como
variabilina.%® El fraccionamiento del residuo obtenido después de filtrarlo se someti6 a un
proceso de cromatografia utilizando un sistema de hexano-AcOEt 9:1 como eluyente,
obteniendo asi los siguientes compuestos; maackiaina,®® pterocarpina,® variabilina,*® p-
sitosterol, % y estigmasterol®>(Tabla 20).



Tabla 20. Grupo 2, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de tallos
Machaerium isadelphum

G-2 (hexano-AcOEt 9:1)

Compuestos obtenidos

B-sitosterol Estigmasterol

El grupo G-3 estaba constituido por 4-hidroximedicarpina®® y se purificé usando
hexano-AcOEt 9:1 (Tabla 21).

Tabla 21. Grupo 3, sistema de elusion y compuestos aislados del extracto de diclorometano de tallos
Machaerium isadelphum.

G-3 (hexano-AcOEt 9:1)

Los constituyentes del grupo G-4 se purificaron usando un gradiente de hexano-
AcOEt 8:2 a 7:3 como eluyente, produciendo 68 fracciones de 100 ml cada una, que se
agruparon en dos subgrupos. SG-4A (hexano-AcOEt 8:2) en este grupo se obtuvo
chalconaringenina® y mirsineno”™ y SG-4B (hexano-AcOEt 8:2 a 7:3) produjeron 6a-
hidroximedicarpina® y alfalona?® (Tabla 22).



Tabla 22. Grupo 4, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de diclorometano de tallos

Machaerium isadelphum.

G-4 (hexano-AcOEt 8:2 a 7:3)

SG-4A (hexano-AcOEt 8:2) SG-4B (Hexano-AcOEt 8:2 a 7:3)

OH O HO

¢
HO OH OH

Chalconaringenina

6a-Hidroximedicarpina OCHs3

HO

Mirsineno

Alfalona

Finalmente, del G-5 grupo se obtuvo el compuesto conocido como calicosina,’* su

purificacion se llevo a cabo usando hexano-AcOEt 1:1 (Tabla 23).

Tabla 23. Grupo 5, sistema de elusiéon y compuestos aislados del extracto de diclorometano de tallos

Machaerium isadelphum.

G-5 (hexano-AcOEt 1:1)

HO__~_O
o
e
OCHj

Calicosina




7.5.3 Raiz

Del andlisis del extracto acetdnico de raiz se obtuvieron seis compuestos cuatro de
tipo estilbeno unido a un monoterpeno (machaeriol A, machaeridiol A, machaeriol E y
amorfastilbol) y dos de tipo chalcona (isadelfona A y isadelfona B), de los cuales cuatro de
estos son aislados por primera vez en este trabajo de investigacion y son considerados como

compuestos novedosos. Cada uno de los compuestos obtenidos se describen a continuacion.

Referente a lo anterior se realizd una percolacion del extracto acetonico de raiz de
M. isadelphum, se colocaron 86g en embudo buchner, se obtuvieron cuarenta y cinco
fracciones de 500 ml cada uno. Estos fueron eluidas utilizando gradientes de hexano-acetona
y de acuerdo con el seguimiento de cada una de estas a través de la CCF se reunieron en seis
grupos acorde con la similitud en sus componentes, mismas que fueron sujetas a
recromatografias sucesivas, ya sea en columna abierta (CC) sobre gel de silice 60 utilizando
un gradiente de hexano-AcOEt o hexano-acetona como eluyente, segun las necesidades de

cada grupo, hasta obtener los compuestos puros.

Acorde con lo observado en CCF, el total de las fracciones fueron reunidas en cinco
grupos: G-1 (fracciones 1-7, 16 g, hexano-acetona 8:2), G-2 (fraccion 8-11, 1,3 g, hexano-
acetona 8:2), G-3 (fracciones 12-18, 2,0 g, hexano-acetona 7:3), G-4 (fraccién 19-23, 1,7 g,
hexano-acetona 6:4), G-5 (fraccion 24-33, 5,0 g, hexano-acetona 5:5), G-6 (fracciones 34-
40, 8,0 g, acetona 100%) y G-7 (fracciones 41-45, 10 g, MeOH 100%).L.os constituyentes de

estos grupos se aislaron mediante sucesivas cromatografias.

Para el fraccionamiento de G-1, se utilizd un gradiente de hexano-AcOEt 95:5a 9:1
como eluyente, produciendo 69 fracciones de 50 ml cada una, los compuestos se purificaron
lavando y filtrando con hexano al 100% las fracciones 6-7 y se obtuvo un sélido cristalino
blanco identificado como machaeriol A. De las fracciones 8-15 se obtuvo un soélido blanco
identificado como machaeridiol A, mientras que la fraccion 17-23 produjeron un compuesto
solido amarillo novedoso que fue nombrado como isadelfona A. Las fracciones 47-55 se
volvieron a recromatografiar utilizando una columna abierta de 3 cm de diametro, colocando

700 mg el cual fue fraccionado con un sistema de gradiente de hexano-acetona 9:1 a 8:2, se
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obtuvieron 66 fracciones, 20 ml cada una, y se obtuvo un compuesto novedoso que fue

nombrado como machaeriol E (Tabla 24).

Tabla 24. Grupo 1, sistema de elusion, fracciones y compuestos aislados del extracto de acetona de raiz
Machaerium isadelphum.

G-1 (hexano-AcOEt 95:5 a 9:1), 69 fracciones de 50 ml

Lavado y filtrado de fracciones

Fracciones 6-7 Fracciones 8-15 Fracciones 17-23

Machaeriol A Machaeridiol A Isadelfona A

Recromatografia (47-55, hexano-acetona 9:1 a 8:2), 66 fracciones de 20 ml

IXRAR}

Machaeriol E

Los constituyentes del grupo G-2 se purificaron utilizando un gradiente de hexano-

acetona 9:1 a 5:5, obteniendo 86 fracciones de 100 ml cada una, esta reunién estaba

constituida por amorfastilbol (Tabla 25).

Tabla 25. Grupo 2, sistema de elusidon, fracciones y compuestos aislados del extracto de acetona de raiz
Machaerium isadelphum.

G-2 (hexano-acetona 9:1 a 5:5), 86 fracciones de 100 mi

Amorfastilbol D

Los constituyentes del grupo G-3 se purificaron usando un gradiente hexano-

acetona 9:1 a 5:5, se obtuvieron 86 fracciones de 50 ml cada una, y se obtuvo machaeridiol



A. mientras que para el grupo G-4 se utiliz6 con un sistema de gradiente hexano:acetona 9:1
a 6:4, obteniéndose 118 fracciones de 50 ml cada una, y se obtuvo machaeriol A e isadelfona
B, y finalmente, para el grupo G-5 se utiliz6 hexano:acetona 8:2 a 7:3 y estuvo constituido
por machaeriol E (Tabla 26).

Tabla 26. Grupos 3-5, sistema de elusién y compuestos aislados del extracto de acetona de raiz Machaerium
isadelphum.

Compuestos aislados de Grupos 3-5

Subgrupos

G-3 (hexano:acetona 9:1 a 5:5)

Machaeridiol A

G-4 (hexano:acetona 9:1 a 6:4)

Machaeriol A OH O Isadelfona B

G-5 (hexano:acetona 8:2 a 7:3)

Machaeriol E

Finalmente, el grupo G-6 era una resina insoluble por lo que ya no se realizo el
analisis quimico para esta reunion. A continuacion, se enlistan los datos espectroscopicos de

RMN de *H y 3C de los compuestos de interés de M. isadelphum.



8. Datos espectroscopicos

8.1 Machaeriol A

RMN H (400 MHz, CDCls) 8 (integracion, multiplicidad, J, asignacion): 7.42 (2H, br, J =
8.2,1.5 Hz, H-10", H-14"), 7.31 (2H, dd, J = 8.2,7.3 Hz,H-11", H-13"), 7.22 (1H, ddd, J =
7.3,7.3,1. 5 Hz, H-12), 6.95. (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7"), 6.87 (1H, d, 16.0 Hz, H-8"), 6.60
(1H, d, 1.7 Hz, H-5"), 6.38. (1H, d, J =1.7, H -3"), 3.10 (1H, d, J = 12.8, H-2a), 2.49 (1H,
ddd, J=12.0, 11.0, 2.6 Hz, H-3), 1.85 (1H, m, H-5a), 1.83 (1H, m,H-6a), 1.64 (1H, m, H-1),
1.47 (1H, ddd, J 11.2,11.0,2.0 Hz,H-4), 1.39 (3H, s, H-9)1.10 (1H, m,H-6b), 1.10 (LH, m,H-
5b), 1.08 (3H, s,H-10), 0.94 (3H, d, J =6.7Hz, H-7),0.78 (1H, dd, J =12.8,12.0 Hz,H-2).

RMN 3C (100 MHz, CDClIs) & (multiplicidad, asignacién): § 155.5 (C, C-27), 155.2 (C, C-
67), 137.4(C, C-9'), 136.9 (C, C-4"), 128.7 (CH, C-11",C-13"), 128.6 (CH, C-7"), 128.2 (CH,
C-8'), 127.6 (CH, C-12°), 126.6(CH, C-10", C-14"), 113.2 (C, C-1"), 108.7(CH, C-5), 105.8
(CH, C-3"), 77.5 (C,C-8), 49.2 (CH, C-4), 39.0 (CH2, C-2), 35.8 (CH, C-3), 35.6 (CH,, C-6),
33.0 (CH, C-1), 28.2 (CHg, C-5), 27.8 (CH3, C-10), 22.7 (CHs, C-7), 19.2 (CH3, C-9).



8.2 Machaeridiol A

RMN !H (400 MHz, CDCIs) 6 (integracion, multiplicidad, J, asignacién): 7.44 (2H, dd, J =
8.2,1.5 Hz, H-10", H-14"), 7.33 (2H, dd, J = 8.2,7.3 Hz, H-11", H-13), 7.24 (1H, ddd, J =
8.2,7.3,1. 5 Hz, H-12"), 6.96. (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7"), 6.87 (1H, d, 16.0 Hz, H-8"), 6.46
(1H, d, 1.7 Hz, H-5"), 6.42. (1H, d, J =1.7, H -3"), 4.68,4.51 (2H, dq, J = 2.6,1.6, H-10), 3.16
(1H, ddd, J = 12.0, 11.4, 5.3 Hz, H-3), 2.90 (1H, ddd, J = 11.8,11.4, 2.8 Hz, H-4), 1.77 (1H,
m,H-5a), 1.70 (2H, m, H-2), 1.68 (1H, d, J = 8.6 Hz,H-6a), 1.62 (1H, m, H-1)1.60 (3H, s,H-
9), 1.47 (1H, ddd, J = 12.6,12.6,3.4 Hz,H-5b), 1.12 (1H, m,H-6b), 0.92 (3H, d, J =6.6 Hz,
H-7).

RMN 3C (100 MHz, CDClIs) & (multiplicidad, asignacién): § 155.5 (C, C-27), 154.2 (C, C-
67), 150.2 (C,C-8), 137.4 (C, C-9'), 136.3 (C, C-4) , 128.8 (CH, C-11",C-13"), 128.6 (CH,
C-7'), 128.2 (CH, C-8"), 127.6 (CH, C-12), 126.6(CH, C-10", C-14"), 118.1 (C, C-1'),109.6
(CH2-C-10), 107.6 (CH, C-5°), 106.6 (CH, C-3"), 47.7 (CH,C-4), 39.3 (CHa, C-2), 38.9 (CH,
C-3), 35.3 (CH2, C-6), 33.4 (CH, C-1), 33.2 (CH2, C-5), 22.6 (CH3, C-7), 19.7 (CHs, C-9).
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8.3 Amorfastilbol

Aceite de color amarillo pélido; rf 0,5 [hexano-acetona (8: 2)].

RMN 'H (400 MHz, CDCIs) § (integracién, multiplicidad, J, asignacion): 7.44 (2H, brd,
J=8.2,15 Hz, H-4"H-8), 732 (2H, dd, J=7.7,7.3 Hz,H-5", H-7"), 7.23 (1H, ddd,
J=8.2,7.3,1.5Hz, H-6"), 6.97 (1H, d, J=16.3Hz, H-1"), 6.91 (1H, d, J=16.3Hz,H-2"), 6.58
(1H, s, H-4), 6.58 (1H, s,H-2 ), 5.23 (1H, ddg, J=7.0,7.0,1.2 Hz,H-10), 5.06 (1H, m,H-6a),
4.94 (1H, br s, H-1-OH), 4.91 (1H, br s,H-4a-OH), 3.43 (2H, d, J=7.0 Hz,H-10a), 2.10 (2H,
m, H-7) 2.06 (1H, m,H-8p ), 1.69 (1H, m, H-8u), 1.81 (3H, d, J=1.1 Hz, H-9 CH3), 1.67 (3H,
s, H-6a CH3), 1.60 (3H, s,H-9 CHa).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) & (multiplicidad, asignacion): & 155.3 (C, C-1), 154.3 (C, C-
43),139.6 (C, C-9), 137.4 (C, C-3"), 132.3 (C, C-6), 131.2 (C, C-3), 128.8 (CH,C5’, C-
7)128.7 (CH, ,C-1"),128.2 (CH, C-2"), 127.8 (CH, C-6"), 126.7 (CH, C-4", C-8"), 123.8 (CH,
H-10) 121.4 (CH, C-6a), 113.5 (C,C-10b), 106.7 (CH, C-2,C-4), 39.8 (CH2,C-8), 26.5 (CHz,
C-7), 25.8 (CH3,C-6p)22.8 (CH2, C-10a), 17.8 (CH3, C-6a), 16.4 (CH3, C-9).
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8.4 Machaeriol E

Solido amorfo; rf 05[hexano-acetona (9:1)]; [a]*°p +89.6 (c 0.4, MeOH); IR (CHCI3) Vmax
3370 (ancho), 2943, 2922, 2865, 1606, 1569,1513, 1447, 1422, 1354, 1248, 1222, 1185,
1168, 1136, 1115, 1086, 1056, 1039, 1019, 960 ,905, 863, 833, 805 cm-.

RMN *H (600 MHz, CDCls) & (integracién, multiplicidad, J, asignacién): 7.33 (2H, d, J =
8.6 Hz, H-4" H-8"), 6.92 (1H, d, J = 16.3 Hz, H-2"), 6.80 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-5", H-7"),
6.75 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-1"), 6.55 (1H, d, J =1.6 Hz, H-4), 6.38 (1H, d, J =1.6 Hz, H-2),
3.05 (1H, br d, J=13.0 Hz, H -10a), 2.48 (1H, ddd, J=11.7, 11.0, 2.6, H-10a), 1.86 (1H, m,
H-7B)1.83 (1H, m, H-8a), 1.63 (1H, m,H-9),1.47 (1H, ddd, J=11.4, 11.0, 2.8Hz, H-6a), 1.38
(3H, s,H-6BCH3), 1.15 (1H, m, H-7a), 1.10 (1H, m,H-8B), 1.08 (3H, s,H-6a CH3), 0.95 (3H,
d, J=6.7Hz,H-9 CHj).

RMN 3C (150 MHz, CDClIs) & (multiplicidad, asignacion): § 155.5 (C, C-1), 155.4 (C, C-
4a),155.3 (C, C-6"), 137.3 (C, C-3), 130.4 (C, C-3"), 128.1 (CH, C-2), 128.0 (CH,C-4",C-
87),126.1 (CH, C-1"), 115.7 (CH, C-5",C-7"), 112.7(C, C-10b), 108.3 (CH, C-4),105.6 (CH-
C-2), 77.5 (C,C-6),49.2 (CH,C-6a), 39.0 (CHz, C-10), 35.8 (CH2, C-10a), 35.6 (CH2, C-8),
33.0 (CH, C-9), 27.9 (CHs, C-6pB), 27.8 (CH2, C-7), 22.7 (CH3, C-9), 19.2 (CHj3, C-6a).
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8.5 Isadelfona A

Cristales amarillos; p.f.110-113 °C, rf 0,45 [hexano-acetona (8: 2)]; [a]®b -23.6 (c 0.5,
MeOH); IR (CHCI3) Vmax 2915, 1653, 1578, 1499, 1455, 1313, 1278, 1256, 1216, 1164,
1081, 993 cm-1.

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (integracion, multiplicidad, J, asignacién): 7.70 (1H, s, H-9),
7.45 (2H,m, H-2",H-6"),7.42 (2H,m ,H-3",H-5"), 7.39 (1H,m,H-4"), 6.48 (1H, s, H-6), 5.44
(1H, dd, J =13.1,2.8 Hz, H-2), 5.30 (1H, ddg, J=7.3, 7.3, 1.2 Hz,H-2"")5.08 (1H, tq, J=6.9,
6.9, 1.4Hz, H-6"), 3.34 (2H, d, J=7.3Hz, H-1"") 3.03 (1H, dd, J=17.0, 2.8Hz, H-3) 2.82 (1H,
dd, J=17.0,13.2Hz, H-3), 2.10 (2H, m,H-5""), 1.76 3H, d, J=1.2 Hz,H-10""), 1.68 (3H, d,
J=1.4Hz,H-8"") 1.61 (3H, d, J=1.4 Hz,H-9"").

RMN 13C (100 MHz, CDCls) & (multiplicidad, asignacién): § 191.3 (C,C-4), 162.3 (C, C-9),
162.3. (C, C-7),139.0 (C, C-1"), 132.3(C, C-7""), 129.0 (CH, C-3,5"), 128.9. (CH, C-4"),
128.6 (CH, C-5), 126.3 (CH, C-6", C-27),123.9 (CH, C-6"), 122.2. (C, C-2), 121.3.(CH, C-
2°"), 114.8 (C, C-10), 103.9 (CH, C-8),80.0 (CH-C-2), 44.5 (CH,, C-3), 39.9 (CHa, C-47"),
29.2. (CH2, C-17), 26.5 (CH2, C-57"), 25.8 (CH3, C-8""), 17.9. (CH3, C-97"), 16.4 (CH3, C-
107).
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8.6 Isadelfona B

OH O

Aceite de color ambar palido; rf 0,4 [hexano-acetona (7: 3)]; [a]®b +17.8 (c 0.4, MeOH) IR
(CHCI3) Vmax 2920, 1699, 1604, 1512, 1447, 1361, 1282, 1253, 1227, 1133, 1168, 1029, 970
cm?,

RMN H (400 MHz, CDClIs) & (integracién, multiplicidad, J, asignacién): 8.12 (1H, d, J=15.5
Hz, H-2) 7.74 (1H, d, J = 8.7Hz, H-9),7.34 (1H, d, J=15.5 Hz, H-3) 7.22 (2H, d, J=8.5 Hz,H-
2 H-6"), 6.77 (2H, d J = 8.5Hz,H-3'H-5"), 6.41 (1H, brd, H-6), 6.39 (1H, dd, J=8.7, 2.2 Hz,
H-8), 5.15 (1H, t, J= 6.7 Hz,H-2""), 5.01 (1H, tq, J= 6.6, 1.2 Hz,H-6""), 2.09 (1H, m,H-4""),
2.06 (1H, m, H-57"), 1.81 (3H, s, H-10""), 1.62 (3H,s,H-8""), 1.55 (3H, s,H-97").

RMN *3C (100 MHz, CDClIs) & (multiplicidad, asignacion): § 192 .2 (C, C-4) 166.3 (C, C-
5), 163.5. (C, C-7), 146.6 (CH, C-4"),142.9 (CH, C-2), 138.5 (C, C-3""), 132.1 (CH, C-9),
132.2 (C, C-77), 126.7 (C, C-1"), 124.0. (CH, C-6""), 121.6 (CH, C-2"")120.3 (CH, C-6", C-
27), 114.3. (C, C-10), 113.4 (CH, C-3", C5"), 108.3 (CH, C-8) 103.8 (CH, C-6), 39.74 (CH,
C-4"), 26.50 (CH2, C-57), 25.8. (CHs, C-87), 25.6 (CH, C-1"), 17.8 (CH3, C-97), 16.5
(CH3, C-107).
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8.7 (+) - trans-4,7,2'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavanol

HO 0
T &
OCH,

OH

Aceite de color &ambar palido; rf 0,3 [hexano-cetona (8: 2)]; a]D?+ 217° (c 0.1, MeOH); IR
(CHCI3) Vmax 3372, 1618, 1596, 1495, 1471, 1446, 1258, 1190, 1143, 1112, 1082, 1025, 946

cmL.

RMN H (700 MHz, CDCls) § (integracion, multiplicidad, J, asignacion): 7.37 (1H, d, J =
8.4 Hz, H-5), 7.13 (1H, d, J = 9.1 Hz, H-6"), 6.54 (1H, dd, J = 8.4, 2.5 Hz, H-6), 6.46 (1H,
dd, J=9.1, 2.1, H-5") 6.45 (1H, d, J= 2.1, H-3"), 6.41 (1H, d, J p= 2.5 Hz, H-8), 5.50 (1H,
d, J=6.8 Hz, H-4), 4.23 (1H, dd, J = 11.1, 5.1 Hz, H-2P), 3.63 (1H, dd, J =11.1,11.1 Hz, H-
2a), 3.76 (3H, s, 4’-OCH3), 3.53 (1H, ddd, J = 11.2, 6.8, 5.1 Hz, H-3).

RMN 3C (175 MHz, CDCls) & (multiplicidad, asignacion): 161.2 (C, C-4") 160.8(C, C-2°)
157.3 (C, C-7), 156.8 (C, C-9), 132.4 (CH, C-5), 125.0 (CH, C-6"), 119.4 (C, C-1), 112.7
(C, C-10), 110.0 (CH, C-6), 106.7 (CH, C-5,"), 103.9 (CH, C-8), 97.1 (CH, C-3"), 78.8 (CH,
C-4), 66.7 (CH2, C-2), 55.7 (CH3, 4"-OCHj), 39.7 (CH, C-3).
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*

9. Conclusiones

De acuerdo con el analisis por CG-EM, los extractos metandlicos de hojas-ramas, tallos
y raices de Machaerium isadelphum estdn constituidos por azlcares (metabolitos

primarios) como compuestos mayoritarios.

Este es el segundo estudio quimico de los tallos y el primero de las hojas-ramas y las
raices de M. isadelphum. Como resultado de su analisis diecinueve compuestos se aislan

por primera vez dentro del género.

El andlisis quimico de hojas-ramas, tallos y raices permitié el aislamiento y

caracterizacion de dieciséis, veinte, y seis metabolitos secundarios, respectivamente.

Las hojas-ramas y tallos de M. isadelphum comparten once metabolitos secundarios y
contienen compuestos que pertenecen al menos a siete grupos diferentes de estructuras

quimicas.

El contenido quimico de las raices es completamente diferente al de hojas-ramas y tallos,
pues contienen machaerioles e isadelfonas no aisladas en las otras partes de la planta. Por
su parte, las raices no contienen ningin metabolito secundario encontrado en hojas-ramas

y tallos.

Machaeriol E, isadelfona A e isadelfona B son compuestos encontrados por primera vez

en una fuente natural y sus datos espectroscopicos se describen por primera vez.
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+ Los pterocarpanos, triterpenos, isoflavonas, monoterpen-estilbenos (machaerioles
b b 2 b
geranil-chalconas (isadelfonas) pueden considerarse marcadores quimiofenéticos

(componentes que caracterizan) de M. isadelphum y en general del género Machaerium.

+ Este estudio proporciona nueva informacion quimica de las hojas-ramas, tallos y raiz de
M. isadelphum, contribuyendo al conocimiento de esta especie e integrando los

resultados de su estudio quimico a la comprension de este género.

+ Los resultados obtenidos de este estudio validan la hipdtesis planteada para este proyecto
de investigacion pues de M. isadelphum fue posible aislar e identificar pterocarpanos,
flavanonas, isoflavonoides, geranil-chalconas, monterpen-estilbenos, triterpenos y
esteroles, y este contenido quimico es completamente concordante con el reportado para

otras especies de este género.

+ Con excepcion de las geranil-chalconas y los monterpen-estilbenos, uno o varios de los
compuestos para cada grupo han demostrado activad citotdxica, anticancerigena o
anticolinesterasica, justificando el uso popular de esta planta en la medicina tradicional

del estado de Michoacan.
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10. Perspectivas

Determinar la actividad citotoxica y anticolinesterasica de los compuestos aislados,

estableciendo su blanco terapéutico y su mecanismo de accion.

Llevar a cabo estudios de Modelado Molecular, Docking y Dinamica Molecular de

los compuestos activos.

Evaluar in vivo los compuestos que resulten activos.

Relacionar la actividad demostrada para estos compuestos con su potencial uso en el

tratamiento de cancer y Alzheimer.

Realizar estudios metaboldmicos de las tres partes de la planta.
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Figura 13. BCNMR (CDCls, 100 MHz) de la mezcla 44:56 de amorfastilbol (95) + machaeridiol A
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