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INTRODUCCION




Introducciébn 11

El orden de Thymeleales constituye un grupo -
de plantas, que aun constando de cerca de cuatrocien .

tas especies, est& sin embargo poco estudiado.

Dentro del orden de Thymeleales la finica fami
lia presente en Europa es la de las Thymeleaceas y
a su vez solo existen de ellas los géneros Thymelea,

Daphne y Triantron (Tutin 1972).

Esta memoria constituye parte de un trabajo -
més general desarrollado en nuestro Departamento que
tiene por objeto aportar datos sobre componentes de

algunas Daphnes y Thymeleas.

En nuestro caso hemos estudiado los componen-
tes cumarinicos y flavbnicos y sus glucbsidos de 1la
Daphne gnidium L., planta en la que se podia suponer
y de hecho existfa algin dato (ver antecedentes bi-
bliogré&ficos), de la presencia de Daphnina, como en
todas las Daphnes estudiadas, pero sin embargo no -
se habfa realizado ningfin estudio sobre otros compo

nentes de 1los tipos citados.,.
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En otros trabajos desarrollados simulténeamen
te se ha procedido al anélisis de componentes flavd
nicos de la Thymelea tartonrraira as{ como del estu
dio de la fraccibn lipidica de la Thymelea hirsuta.
Con(todos los datos obtenidos en estos trabajos, y
contando adem&s con los resultados publicados sobre
Thymeleales en las fuentes bibliogrificas de que -
disponemos, hemos abordado un primer intento de sa-
car algunas consecuencias en lo que a Biogquimica -~

sistemitica se refiere.

Por iltimo y teniendo en cuenta la gran abun-
dancia de la Daphne gnidium, asi como la relativa -~
comodidad con que puede aislarse su componente mayo
ritario, hemos procedido a unas pruebas de su acti-
vidad antimicrobiana. |

*
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Descripcibn de la planta 15

Las Thymeleaceaes, constituyen la finica familia
Europea del género Thymeleales. Por lo general son
arbustos con hojas simples, casi siempre sentadas y
sin estipfilas. Flores regulares; c&liz m&s o menos
tubular y con cuatro-cinco piezas patentes, petaloi
deas; pétalos ausentes o escamosos, estambres casi
siempre en niimero dé ocho o diez, soldados al inte-
rior del tubo caliginal. Ovario sfipero, generalmen-
te unilocular; estigma sentado. Fruto en nuez, dru-
pa o baya. De ellas si el fruto es seco, ihcluido -
en el clliz, y las flores inconspiscuas, amarillen-
tas o verdosas, pertenecen al género Thymelaea. Por
el contrario si el fruto es carnoso, no est& incluf
do en el clliz y las flores son vistosas, rosadas,
blancas o verdes, la planta en cuestibén pertenece -

al género Daphne.

Las Daphnes a su vez se suelen subdividir en
dos grupos: Arbustos pequefios generalmente menores
de veinticinco centimetros y arbustos que por lo -
general alcanzan O superan el mediﬁ metro. Dentro -
de este segundo grupo una de las especies que poseen

las flores en racimos terminales es la Daphne gni-
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dium L (nombre popular Torvisco, Torvizco o Matapo-

“110).

La Daphne gnidium es un arbusto erecto, poco
ramificado, siempre verde, de medio a dos metros de
altura, propio de las regiones mediterréneas, con -
flores pequefias y perfumadas, blancas, que crecen -
directamente en ramilletes terminales erectos, fre-
cuentemente ramificados. Flores blancas interiormen
te y pardas por fuera ramas,de la inflorescencia vy
cllices densamente cubiertos de pubescencia blanca
y sedosa. Hojas numercsas, de dos a cuatro centime-
tros, linearlanceoladas, con punta fina, coriaceas,

glaucas y lampifias. Fruto carnoso rojo o negro.
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Los antecedentes bibliogréaficos que poseemos
sobre la Daphne gnidium son escasos, constando sélo
un trabajo de Martin Panizo, Valverde y Rodriguez -
sobre las rafces del Torvisco, en el que aislan al
gunos componentes y un nuevo alcohol al que denomi-

nan Torviscol.

En cuanto al género Daphne en general, la bi-
bliografia de que disponemos tampoco es muy amplia,
y en general se limita al estudio de cumarinas y -~
sus glucbsidos, salvo algunos trabajos sobre diter-

penos co~carcinogenéticos.

Cifiéndonos a cumarinas y flavonas en el géne-
ro Daphne diremos que ya en 1930 F. Wessély y K.
Sturm (WESSELY, 1930) publican un articulo sobre la
constitucién de las Daphninas (7-0OH-8-glucosil da-
phnetina y 8-0H-7~glucosil daphnetina), (I) y (11),

pero al parecer trabajan con glucbsidos sintetizados.

En 1954 Toshimira Nakabayashi (NAKABAYASHI, -
1954) identificé Daphnina (I) en la corteza de 1la

Daphne kiusiana, Wikstoroemia gampi y Edgerwortia -
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papifera, mediante cromatografia en papel, asi como
el aglucén de este glucbésido por hidrélisis con &ci

do sulffrico.

En 1963 Tscheche, Schacht y Legler (TCHESCHE,
1963) en un estudio sobre varias especies de Daphne:
Daphne merzereum, Daphne laureola, Daphne alpina, -
Daphne odora y Daphnosis racemosa, describen una bi
cumarina, la Daphnoretina (III), de la que dan sus
datos de UV e IR, asimismo preparan y estudian nume

rosos derivades.

Los mismos autores (TCHESCHE, 1963~b) poco des
pués encuentran un glucbsido de la Daphnoretina en
bayas de Daphne merzereum, a la que llaman Daphnori
na {(IV) e identifican como 7-0-f-D-glucésido de 1la

Daphnoretina.

En 1964 Sharma, Zaman y Xidwai (SHARMA 1964)
aislaron Daphnina (I) de las rafces de la Daphne pa
piracea e hidrolizando con Metanol/Clorhidrico obtu

vieron la Daphnetina (v).

Aflos m&s tarde en 1967 Haiti y Roy (HAITI, -~
1967) estudiando un extracto de hojas de la Daphne
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cannabina obtienen la Taraxerona (VI).

En 1968 Xosheleva y Nikonov (KOSHELEVA, 1968)
estudian la Daphne merzereum y detectan en ella el
glucésido 7-hidroxicumarin~8-0-8-D-glucopiranésido
(II) que aislan puro por primera vez. También aisla
ron un nuevo fenol-glucésido al que denominaron Daph
nosida e intentaron identificarlo como 3-metoxihidro
xibenc11—4-&rD—glucopiranésido, as! como Dapmina -
(I),(a -Sitosterol (VII), sacarosa, Dapmetina (V)
y Umbeliferona (VIII).

También en 1968 Xosheleva (KOSHELEVA, 1968-b)
Nikonov y Perelson aislan por cromatografia sobre -
alimina de una extraccibén acuosa de Daphne julia =~
dos glucbsidos que identifican como 7-0~f-D-glucopi
ranosil-8~-hidroxicumarina y 8—0-@—D-g1ucopiranosil-
~7-hidroxicumarina de los que dan los espectros IR

y uv.

De nuevo en 1969 Kosheleva (KOSHELEVA, 1969)
estudiando las ramas de la Daphne merzereum estable
ce la presencia de catorce manchas fluorescentes a
la 1uz ultravioleta, de las cuales tres las relacio

na con cumarinas e identifica una como Daphnina (I).
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En este mismo afio Kxapoor, Xohli y Zaman (KA-
POOR, 1969) realizan extracciones con &dlcalis hir-
viendo de Daphne oleoides y aislan e identifican sa

carosa y Luteolina-7-0-glucésido (IX).

De nuevo Kosheleva, Nikonov y Pimenov en 1969
(XOSHELEVA, 1969-b) estudian un conjunto de varias
partes de ocho especies de Daphne, recolectadas en
diversas regiones y en diferentes épocas del afio, -
por cromatografia en papel con BUOH-ACOH-H,0 (4:1:5)
como l4quido de desarrollo. Determinan las hidroxi-
cumarinas de acuerdo con su fluorescencia a la 1luz
ultravioleta con y sin vapores de amoniaco. Identi-
fican asi{ Umbeliferona (VIII), Daphnetina (V) y Da-
phnina (I), junto a algunos flavonoides, pero no es

pecifican culles son éstos,

En 1971 Schildknecht, Herman, Mauver y Robert
( SCHILDKNECHT 1971) por estudio espectroscédpico de
RMN de la Merzereina de la Daphne merzereum dan una

estructura que se asemeja a la toxina de la Daphne.

En 1972 Martin Panizo, Valverde y Rodriguez -
(MARTIN PANIZO, 1972) estudian las raices de la Daph

ne gnidium caracterizando los siguientes compuestos:
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Daphnoretina (III), un probable isomero de ésta,@
-Sitosterol (VII), hexacosanol, y un nuevo alcohol
que denominaron Torviscol. Determinaron también 1a

composiciébn de la fraccibn de &cidos grasos.

En 1975 Rizk, Hammouda e Isméil (RIZX, 1975)
investigan las cumarinas de la Thymelea hirsuta en-
contrando Daphnorina (IV), Daphnina (I), Daphﬁetina
(V) , Daphnetina-@3-glucésido, Umbeliferona (VIII), -
Scopoletina (X), y Esculetina (XI) previamente ha-
bfan descrito una'lactoné no identificada que resul
té ser Daphnorétina (111). Asimismo dan los valores

de Rf de treinta cumarinas en diversos disolventes.

En cuanto a Thymeleales se refiere la biblio-
grafia de que disponemos se da en forma abreviada -
en la siguiente tabla, en la que damos la sustancia
aislada, la especie en la que se encontrd y la refg-

rencia bibliogréfica.



Producto

(VIII)
(v )
(1)
(1)
(111)

( III)
( 11)
(1)
( I1)
(v)
(XXX1)
(XXXIII)
(vizn)

Umbeliferona

Daphnetina
Daphnetina-8-0~glucésido
Daphnina

Daphnoretina

Daphnorina

Daphnoretina
Daphnetina-8-0-glucésido
Daphnina
Daphnetina~-8-0-glucésido
Daphnetina

Apigenina

Luteolina

Umbeliferona



Especie

Daphne

Daphne

Daphné

Daphne

Daphne

"

mezereum

"
"
"

"
camabina
acuminata

papyracaea

odora

Referencia

Kosheleva, 197¢
"
Kosheleva, 19¢6¢
Kosheleva, 197
"
Ronlan, 1970
Stont, 1970
Tchesche, 1963
Majunder, 1968
Zirvi. 1977
Sharma, 1964

‘Masipuri, 1973

Kurihara, 1973

Kosheleva, 1964



(1)
( 11)
(- )
(1
(v
( 1x
(v
(1
[ o
( -
(--)
(=)
{ = )
(--)

e N N v et e N

Daphnina
Daphnetina~8-0~-glucdsido
Genkwénina

Yuenkanin

Daphnina

Daphnetina
Luteolina~7~0-glucbsido
Daphnetina

Daphnina

Pilloina

7,4’ ~-dimetoxi~5-0~xilosilglucb-
sido

7,4’ ~dimetoxi-5-0~xilosilgluch-
sido
3’~hidroxi-7,4’~dimetoxi-5-xilo
silglucbsido

3%~4’~dihidroxi-7-metoxi-5-xilo
silglucésido

Genkwanina-~5-xilosilglucésido



Daphne julia Kosheleva, 1968

Daphne genkwa

" Chung~Liang, 1965
Dapme pontica Ergenc, 1968

" L]
Daphne 61eoides - Kapoor, 1969
ovidia andina Nfflez-Alarcbdn, 1977

" "

" . n

" "

Ovidia pillopillo | Ntflez-Alarcén, 1971

" Niflez~pAlarchdn, 1973




(VIII)

Pilloina

Umbeliferona
Daphnetina

Daphnina
Daphnetina-8-0-glucésido
Escopoletina
Esculetina
Daphnoretina
Vicenina-2

Edgeworthina
Daphnoretina
Gnidiacumarina
Lasiocephalina
Xaemferol~3,7-disulfato

Umbeliferona

Oovidia pillopillo Néflez-Alarcén, 1973

Thymelaea hirsuta

"

"

"

"

"

"

"
Edgeworthia gardneri

"

Gnidia lamprata
Lasiosiphon eriophalus
Reamuria mucronata

Arthrosolen polycepha-
lus

~5-0-xilosilglucbsido, o bien la genkwanina-5-0-glucosilxilbsido.

Rizk, 1975

"
|
L
"
L]

Nawwar, 1977
Majunder, 1974
"
Xupchan, 1975
Das, 1973
Newwar, 1977

Vermenlen, 1968

Los autores indican en el trabajo que la sustancia puede ser la genkwanina-
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La utilidad de las cumarinas de plantas puede
verse que es amplia. La primera propiedad de las cu
marinas que llama la atencibn es que son un tbxico
muy potente para los peces, Asi por ejemplo la'Impg
ratorina (XXIII) es ya tbxica en coﬁcentracignes de

diez partes por millébn.

Muchas cumarinas poseen efectos narcbdticos =
cuando son suministradas a ratones, perros y otros

animales (SETHNA, 1945).

Su empleo actual mis importante, en funcién -
de su actividad como anticoagulantes, es el de rati
cida, consumiéndose en enormes cantidades en las -
grandes ciudades, (TRAKHANOV, 1970) (SILKO, 1971).
Esta actividad como anticoagulantes, de efecto con-
trario a la vitamina ¥ ha sido objeto de muchas in-
vestigaciones (BURGER, 1960) (SHORTE, 1965) (HOCH=--
MAN, 1967) (SMITH, 1968).

- E1 Dicumarol (XIX) es el princpio amargo cau-

sante de la enfermedad del trebol dulce (CAMPBELL,

1941) que se caracteriza por un bajo poder de coa—- -
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gulacién de la sangre, originando hemorragias integ
nas, que causan. perjuicios al ganado vacuno y ovino
(PILLARD, 1965). Esta misma propiedad de las cumari
nas hace que muestren actividad uterotrépica (PANA~
CHENSKO, 1970) (ROLL, 1966) (LEDNICER, 1965), sien-
do utilizadas como anticonceptivos y para combatir

la tromboflebitis.

En individuos de edad madura prolongan el -
tiempo de protrombina y hacen decrecer la actividad

del factor X (NERED, 1967).

Muchas cumarinas ejercen acgién dilatadora so
bre los vasos sanguineos, incluso la propia Cumari-‘
na (NITZ, 1964) y el Osthol (XXIV) actfa especifica
mente como vaso dilatador de coronarias (SHVAREV, -
1965) (MATHUR, 1965) (RITTER, 1966) (MURA XAMI, =
1970) (RITTER, 1966~b) (BAYERLE, 1970) (BABIANE, .. -
1970) (RITTER, 1970) (BAUBKUR, 1970).

La umbeliferona(VIIi);y'la Herniarina (XXv) -
presentan actividad espasmolitica, y la Imperatori-
na(XXIID) entre otras es hipotensora actuando de for
ma similar a la Papaverina, haciendo decrecer la -~

tensibn arterial con un efecto tdxico menor.
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Los japoneses KITAGAWA e IWAKI que han estu--
diado la actividad fisiolbégica de un gran nfimero de
cumarinas, encuentran que la mayor parte de ellas -
actfian sobre el sistema cardio?ascular con accibn -
hipotensora y adrenalitica, as{ como hipnética y an
tipirética (BOSCHETTI, 1970) (MELANCHIER, 1966) (BOS
CHETTI, 1970~b) (HARNAKITAGAWA, 1964) y a su vez HI
GUS y colaboradores han tratado la angina de pecho

con hidroxicumarinas (HUGUES, 1964).

Otra utilidad de las cumarinas es en el trata
miento de las enfermedades de la piel, ya que por -
sus efectos antiinflamatorios (FONTAINE, 1966) (MA-
DAUS, 1965) o principalmente para repigmentar la -
piel en el tratamiento de vitiligo Ideop&tico, pues
hacen que se incremente la produccién de melanina -
cuando la piel se expone a la radiacién ultraviole-
ta (BURGER, 1960) (KHADZHAI, 1966) (ABIDOV, 1966).

CAPORALE y col., (CAPORALE, 1960) encuentran
que la administracién de Psoraleno (XXVI) Bergapte-
no (XXVII) y Xantotoxina (XXVIII)reducen marcadamente

el efecto hemolitico de la luz ultravioleta.

Los rusos NIXONOV y col. (NIKONOV, 1962) han
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estudiado el poder antitumoral de la Peucedanina -
(XXIX) , Xantotoxina (XXVIII)y otras cumarinas asi co
mo la relacibn existente entre la estructura y la -
actividad anticancerigené ( ALDERFELD, 1967). Las cu
marinas han sido usadas como antihelminticos (BUR--
GER, 1960), contra la gota (ROUSSEL UCLAF, 1966) co
mo diuréticos (SELLERI, 1966)(HOPPS, 1968), como an
tihistaminicos (DANIGRAHI, 1966), etC...

Algunas cumarinas han mostrado caracteres de
antibibticos (DADAK, 1968) (HODAK, 1967) (KRISHNG,
1965), bactericidas (OXUMURA, 1967) (KEIL, 1970) =
(BAELIMAN, 1970) (ICHIKAWA, 1970), fungicidas (CHA~-
XRABORTY, 1962) (KUHN, 1970) (Mc INTYRE, 1970) pes-
ticidas (Mc INTYRE, 1970), nematocidas (BUSHONG, -
1966), etc...

Especial consideracién merece la propiedad de
la Daphnetina ( v ) aglucémn mayoritario y muy abun
dante en la planta objeto de estudio en la presente
memoria, y que se ha revelado eficaz contra los es-
tafilococos resistentes a la penicilina, especial--
mente el Estafilococcus aureus (DADAK, 1967)., ASi-=
mismo algunas cumarinas han sido usadas en el trata

miento contra la tuberculosis (SEIYAKEN, 1967) (TA~
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KASHI, 1970) (AKIRA MITANI, 1964) (SEIYAKU, 1967).

Por otra parte en agricultura han sido aplica
das ciertas cumarinas como estimulantes del creci--
miento de las rafces y tubérculos de algunas plantas,
y otras como retardadoras del crecimiento de plantu
las procedentes de semillas (MEYER, 1965) (KHAN, -
1966) (MOHAN, 1966) (DADAX, 1966) (FERRER, 1967) --
(kKNYPL, 1968) (BERRIE, 1968) (XNYPL, 1969) (PALEG,
'1970) (MURADYAN, 1970) (KNYPL, 1970) (MORGAN, 1970).

En anllisis quimico se emplean cumarinas como
indicadores (MARENS, 1970) (SALAM KHAN, 1970) o en
determinaciones gravimétricas de metales como el co
bre, cobalto y otros, ya que forman complejos de -
coordinacién sélidos y estables (MOHAN, 1969) (RAS-
ROSI, 1970) (RAM CHAND, 1970). Asimismo ya hemos ha
blado de su utilidad como reactivos en Espectrosco-
pia de Fluorescencia. En fotografia se usan como re
ductores en el proceso de revelado (KHAIKIN, 1968)
(REIL, 1968) (SHAMILSKAYE, 1970), y en perfumeria -
en alguna ocasién (RISTIC, 1971).

Atladidas en pequeilas cantidades a los bafios -

electroliticos de niquelado, hacen quekaumente la -
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resistencia del niquelado alla corrosibn dando una
superficie brillante al hacer que cambie favorable-
mente la microestructura de la deposicibén (DOKTORI-
NE, 1965) (TAYLOR, 1965) (VANENTEL, 1966) (YA POPE-
REXE, 1966) (HARSHAW CHEM Co, 1968) (BELERS, 1970)
(BODNEVAS, 1970).

Ciertas cumarinas afiadidas en muy pequefia pro
porcibn a los dentri{ficos sirven como abrillantado-
reslbpticos al adherirse a los dientes e incluso la
cumarina se ha usado para prevenir la caries (CARL
E.A. STRALFORS, 1970), también se han afiadido a los
detergentes como abrillantadores épticos (LINDERMER,
1968) (BLOEDRING, 1968).

Algunas cumarinas adicionadas en cantidades -
del orden de 0,01-0.1% a las materias plésticas (pg
liesteres, poliacrilonitrilo) hacen de abrillantado
res épticos o fluorescentes al tiempo que actﬁan de
estabilizadores frente a la luz (SANDOZ LTD, 1965)
(KOBAYASKI, 1965) (GEIGY, 1966) (FARBENFABRIKEN, BA
YER, 1967) (GEIGY, 1968) (RODERIAR, 1968) (CKADA, -
1970) (HORIZUCHI, 1970) (FARBENFABRIKEN BAYER, 1971)
(SAKAME, 1970).
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Propiedades farmacolbégicas de Flavonas

SINGLETON y ESAU (1969), después de recabar -
una gran cantidad de informacién sobre actividad fi
siolbdgica de polifenoles en los animales, llegaron
a la conclusibn, que mientras los flavonoides pue--
den tener un nﬂﬁero de efectos fisiolbgicos general
mente beneficiosos, no presentan una actividad fi-

siolbgica destacada.

EHRLICH y RAVEN (1964) indicaron, que los fla
vonoides y otros metabolitos secundarios, tienen un
papel fundamental en las plantas en que se desarro-
llan ciertas larvas, aunque en otras ocasiones, ==

otros flavonoides sirven como repelentes de insectos

En 1o que a su aspecto antibibtico se refie—-
re, se ha visto que la mayor parte de los antocianos
Y leucoantocianos son inhibidores, en presencia de
glucosa, de bastantes tipos de microorganismos (PQ‘
WERS,1964); sin embargo, la actividad antibibtica -

de los compuestos flavénicos parece ser totalmente

nula,

Ciertos flavonoides, parece ser, que demues-—-
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tran actividad en su aspecto antivirico, especial—-
mente la quercetina (PUSZATAI y col., 1966). Este
producto es activo frente al Herpesvirus héminis, a
niveles de 300 /Lg/ml.,Por otra parte, algunos fla-
vonoides se muestran moderadamente inhibidores del
crecimiento de ciertos carcinomas: Eupatina y eupa-
toretina ( XUPCHAN, 1969), centauredina o la 6-deme-
toxi centauredina (XUPCHAN y BAUERSCHMIDT, 1971),
quercetina y sus glicosidos (DITTMAN y cel., 1972),
quercetina pentametil eter y la rutina ( WATTENBERG
y LEONG, 1970).

Quiz&s, la mayor atencién farmacolégica Que -
se ha prestado a los flavonoides, ha sido como inhi
bidores de la fragilidad capilar subcuténea. RUSZ-
NYAK y SZENT-GYORGYI,(1936), comprobaron que una -
muestra de &cido ascorbico impuro, suministrado por
ellos a un médico para el tratamiento de un pacien-
te que sufrfa fragilidad capilar, logré la curacién
completa del paciente. Posteriormente se vib, que -
muestras del &cido, totalmente purificado, no eran
efectivas, y encontraron que los contaminantes fla-
vbnicos que acompafiaban al &cido ascorbico, prepara
do a partir del Capsicumannuum y del Citrus limon,

eran los verdaderos responsables de la restauracién
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de la resistencia capilar lo cual fue comprobado en
trabajos posteriores. La preparacibén, rica en bifla
vonoides, la llamaron Vitamina P, y probaron que re
duce las hemorragias, extiende el efecto del 4cido

ascorbico y reduce la extensibén del Area enrojecida.
Investigaciones posteriores, han demostrado este -
efectos terapéutico por varios flavonoides, funda--
mentalmente la rutina y sus derivados metilados, y

flavonas procedentes del limén (GRIFFITH y col. -
1955 XEFFORD y CHADLER, 1970).

DEEDS (1968), después de hacer una revisién -
de m&s de 100 publicaciones sobre actividad fisiold
gica de flavonoides, llega a la conclusién que, los
compuestos dque poseen hidroxilos libres en los car-
bonos 3’ y 47, ejercen un efecto fisiclbgicamente -
beneficioso en los capilares. SRINIVASAN (1971) vy
rRoBBINS (1973), han presentado evidencias de que los
flavonoides pueden desempefiar otro importante papel
en el sigtema circulatorio, actuandc en la agrega-—-

cibn de los eritrocitos.

Los aspectes terapéuticos de los flavonoides,
‘pueden atacar otros aspectos distintos a los ejerci

dos sobre la pared de los capilares. VOGEL {(1971) ha
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indicado, que varios de estos Compuestos, modifi-——
can la permeabilidad capilar, el test més aplicado

para medirila resistencia capilar, afiadiendo, que

deben influir sobre el sistema linfitico y la trans
. ferencia de solutos que provienen de otros tejidos.
Los flavonoides, cuya actividad en el incremento de
la resistencia capilar se ha comprobado, incluye -
flavanonas, flavonoles, isoflavonas, catequinas, -
flavahdioles y chalconas (GABOR, 1971), HENDRICKSON
y KESTERSON,(1964), han tabulado hasta 52 grados de
respuesta a los flavonoides que tienen la propiedad

de incrementar la resistencia capilar.

Se ha comprobado que los compuestds flaﬁoni--
cos que poSeen efecto biolégico, sobreviven a 1l0s -
enzimas digestivos y a la flora intestinal, y son
trasladados a los sitios activos. BENKO (1970), di-
jo, que un régimen alimenticio libre o muy deficien
te en flavonoides, provoca edemas y hemorragias en
ratas, problema que se ve eliminado si existe la -~

presencia de rutina o esperidina, en dosis de 50 -

mg/Xg.

Por otra parte, GABOR (1972) ha encontrado que

si se usa indiscriminadamente estos compuestos para
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corregir problemas vasculares, sin tenerse en cuen-
ta la causa del desorden, los resultados, en muchos

casos, no son satisfactorios.

CHARI y SESHADRI (1948) encontraron que la cri
sina (5,7-dihidroxi flavona) y la galangina (3,5,7-
-trihidroxi flavona) son consideradamente téxicas pa
ra los peces, mientras que, flavonas més hidroxila-
das, poseen un carécter téxico més limitado. La me~
tilacién de un grupo hidroxilo, incrementa la toxi-
cidad; asf, la 7-metoxi flavona, es alrededor de 10
veces més tbéxica, en los peces, que la rotenona, y
la 5,6,7-trimetoxi flavona, lo es para algunos pe-

ces a concentraciones de 5 ppm.

Los rotenoides tienen una baja toxicidad en -

mamiferos (LD__. para la rotenona en conejos es de 3

g/Kg). Igualngte, en el hombre no parece que exis-
ta toxicidad por parte de los flavonoides, aunqué -
OGISO (1972) ha indicado que 1los glicosidos macroci
‘clicos flavébnicos, llamados "poriolido e isopérioli
do*, aislados del Leucothoe keiskgi, poseen una LD50
de 1 mg por cada kilogramo de peso, cuando se inyec

ta intravenosamente en monos.
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En la década de los afios 40 se comprobd, fun-
damentalmente ema Australia, que ciertas plantas fo-
rrajeras, iniciabah antes de tiempo el "estro® en
animales inmaduros, e interferfan en su reproduccifémn
normal, comprobindose que, el Trifolium subterraneum
era el causante de estos hechos (BENNETTS, 1946). -
BRADBURY y WHITE (1951), aislaron la isoflavona ge-
nisteina, en cantidad aproximada al 0,7% de las ho-
jas de una variedad del Trifolium, viéndose posterior
mente (BIGGERS y CURNOW, 1954), que era estrbgena -
en el mono, llamando a esta causa de infertilidad,
la enfermedad del trébol. Del Trifolium repens y del
Mendicago sativa, se aisld el cumestrol, producto de

30 a 100 veces m&s estrogénico que la genisteina,

Se ha estudiado la actividad estrogénica de
otros muchos tipos de flavonocides, encontréndose que
la quercetina y el kaempherol-3-rhammosilgalactosido
~7-rhammosido, poseen una pequefla actividad (PRETO-
RIUS, 1958). En contraste, YAMASHITA (1965), al exa
minar la actividad mediante biocensayos, deduce que
no son de por si estrégenos; sin embargo, cuando se
admiﬁistran con progesterona la hesperitina y la mo
rina, a nivel de 1 a 10 mg., bloquean el efecto de

la progesterona.
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En los filtimos afios ha tomado gran interés el
caricter antifingico de determinados flavonoides -
que se producen como respuesta por parte de determi
nadas plantas al ataque de microorganismos, funda--
mentalmente de hongos. Estos productos reciben el
nombre de "Phytoalexinas"™ (Phyton = planta; alexin=
;'defender). Asi pueden ser definidas como sustan--
cias de defensa, con propiedades antimicrobianas que
son producidas post-infeccionalmente por las plan-

tas.

El primer progreso decisivo en lo que a este
tipo de productos se refiere, fueron los estudios -
realizados por MULLER (1940) referentes a la resis-
tencia a las patatas con respecto al hongo Phytoph-
fhora infestans. Entre otros puntos interesantes se
hizo notar que la defensa de la planta frente al -
hongo, conlleva la alteracibn en los tejidos, que -

se conoce con el nombre de "necrosis de defensa".

Las fitoalexinas no son un #nico tipo de sus-~
tancias, sino que incluye varios grupos de produc-—-
tos naturales. Se conoce que en las leguminosas ge-
neralmente producen isoflavonas; las solanacaeas, di

terpenos; las compuestas, poliacetilenos y las or—— -
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quidacaeas, dihidro fenantrenos ( INGHAN, 1976).

Centréndonos en los flavonoides, tenemos que
indicar que las estructuras més fepresentativas con
actividad fitoalexinica son: la 2°’-metoxi-isoflava-
nas, aislada del Trifolium arbense ( INGHAN, 1977),
2°-hidroxi-isoflavona, de la Betavulgaris, (GEIPERT,
1973) y los pterocarpanos, encontrados em el Pisum

sativan (ROBENSON, 1977).
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Biogenéticamente hablando, las cumarinas pro-

vienen de la via del &cido shikimico, como se ve re

sumido en el esquema I.

La biogénesis de flavonoides comprobada en

cultivos de perejil se acepta en la forma propuesta

en el esquema II.

cooH ' coou HO_  COOM COOM
c':'-op - C=0 ' ' bed
CH‘I‘ : H: e —— 4 '
. CHO HO d oM
OH fou ° ° o
- +0n , oN OH . OH
CHe-0-F)  CH-0-P : ]
CH,-€0-Co0R HOOC.  CH,-CO-COOH "coon - SOOM COOH
. ‘ ¢-0-®
1]
| — -— CH,L*'
1]
: OH
o’k HO ,
OH . on . OoH OH

/OH

CH.-(EH'COOH CH-CH-COdH

NH, . CHsCH-COOH L
— it g - :
o
HO o4 HO' ~o 0
OH :

OH



P

/"j
_ - HO P i k/
a ‘ b
HO,C NH;, H,0C ~ H,OC N
OH )
(65) (66) 67 (68) ‘ (69)
UDP-glucuronic acid »
A ¢
li \\‘
2

UDP-apiose

OoH O
apiin (73) (72) apigenin (70)
(71)

H=CHCO,H
(76)

(74) ’ » 15
grqveobioside B

/()H




TECNICAS USUALES

T e b Sy AT






CUMARINAS






Técnicas Usuales 53

Las cumarinas naturales pueden ser clasifica-

das en la forma siguiente:

a)

b)

£)

g)
h)

Cumarinas sustitufdas en uno o mas hidroxilos y/o
metoxilos en el anillo bencénico (Ejemplo Umbeli
ferona) (VIII).

Cumarinas sustitufdas con resfduos isoprenoides
(Ejemplo Aurapteno (XII), Suberosina (XIII), Xan
tiletina (XIV), Samidina (xv)).

Furocumarinas o Furanocumarinas (Ejemplo Angeli-~
cina) (XvI). ‘
3-fenil cumarinas. (Ejemplo Pachirricina) (XVII).
Cumarinas sustitufdas en 4:

4-alquilcumarinas (Ejemplo Mameina) (XVIII).
4-hidroxicumarinas (Ejemplo Dicumarol) (XIX).
4-fenilcumarinas (Ejemplo Dalbergina) (XX).
3-fenil-4-hidroxicumarinas (Ejemplo Escandenina)
(XX1) .

3,4-Benzocumarinas (Ejemplo Acido Elagico) (XXII).

Bicumarinas (Ejemplo Daphnoretina) (III).







- FORMULAS







Glucosa O
-

(1)

Técnicas Usuales 57

O-Glucosa
HO 020

e
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HO 020
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HO
(VII)
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(XV)

(XVIl)

(XVII)
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CH,0 © 020
HO -~

(XIX) @

_IXX)

(XX111)
(XXI1I) ‘
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0 0~.0
N\ _—
OCH,
[XXVI) (XXVII)
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OCH,

(XXVI1II) (XX1X)
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Glucosa-0 ‘
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En lo que a propiedades quimicas se refiere -
hay que indicar que poseen muchas propiedades de -~

las ¢ -pironas pero otras estén muy modificadas.

La absorcibn caracterfistica en el IR la cons-
tituye una banda a 1720 cm-l, aunque la posicibn -
exacta depende en ocasiones de 1os sustituyentes del
anillo bencénico. Poseen asimismo fuertes bandas de
absorcién en la regibn del doble enlace (1660 cm‘l)
(NIELSEN, 1970) . En el espectro de UV, se caracteri-
zan por una banda aproximédamente a 300 mm, aunque
esto depende bastaQte de los sustituyentes, usualmen
te poseen bandas adicionales alrededor de 250 y 340
my.. De todas formas el problema de la relacibén es-
tructura-espectroscopia de UV no esti sistematizada

como en el caso de los flavonoides (MENDEZ,1969).

Las cumarinas exhiben fluorescencias caracte-
risticas del tipo azul-amarillo-verde que varia en
medio bésico., Precisamente esta propiedad unida a -
su usual caréacter fenbdlico y a la ruptura del ahi-
1lo en medio bédsico, se aplica en el anllisis de ca

tiones inorgénicos.

En lo que se refiere a sus espectros de RMN
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hay que hacer constar que existen publicaciones de
estudio sistémético de RMN de protén y carbono-13.

El primer estudio de este tipo debido al grupo de

Productos Naturales de la Universidad de La Laguna

(GONZALEZ, 1973) queda resumido en el esquema III.

gulares

TIPO DB SUSTITUC. PROTON-3 PROTON-4
7 6,18 7,64
7y 8 6,22 7:63
6y 7 6,21 7,62
5y5,7y38 6,13 7.97
Furocumarinas lineales Proton 2° Proton 3
sustitufidas en 5, 6,26 8,16 7,62 7,00
Furocumarinas lineales
sustituidas en 8. 6,37 7,82 7,78 6,85
Furocumarinas lineales
sustituidas en 5 y 8. 6,27 8,11 7,64 6,97
Furanocumarinas angu-~
lares 6,32 7,76 7,64 7,04
Pirano cumarinas 1li- : Proton 3° Proton 4’
neales 6,19 7,60 5,74 6,48
Pirano cumarinas an- ’ .
gulares. 6,15 7,90 5,69 6,83
se distinguen | permite distinguir -
Poca varia--~ |bien las sim- | los distintos grupos
RESUMEN cién solo an |ples y las - | se suele ayudar con
condensadas. el estudio de sus -

productos de hidroce
nacibn,
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Debido a la simplicidad relativa de sus espec
tros y con el estudio de sus constantes de acopla—-
miento, normales para los sistemas arométicos, es
el procedimiento espectroscédpico més potente de -
que se disponfa hasta la aparicién y difusién de -
los espectros de RMN de carbono-13. (GONZALEZ,1969)
(LEE, 1969) (NIELSEN, 1970) (PEREL’SON, 1970-1972) --
(REISCH, 1967) (JARVIS, 1968) (GRIGG, 1966) (NAKAYAMA,
1969) (GRAY, 1974) (CUSSANS, 1975).

En lo que a espectrometria de Masas se refiere
se conoce perfectamente el esquema de fragmentaciébn
general (BARNES, 1964) (BUDZIKIEWICZ,1964) (XKUTNEY,
1970) (ZAKHAROV, 1970-71~72) (MERCIER, 1969).

CUMARINAS

La fragmentacién caracterf{stica de las cumari
nas se hace por pérdida directa de una molécula de
monbéxido de carbono a partir del nficleo de pirona -
con formacién de un ién de estructura benzofuranica,
correspondiente las mls de las veces al pico base,

seguido de una pérdida ulterior del oxfgeno restan-
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te en forma de mondxido de carbono.

Asf para la propia cumarina:

4o
0~ 0
-CO "%Q’" Cy H -H CyHS
./ 28 m/e 90 m/e 89
mje 146

La influencia de los sustituyentes scbre el -

nicleo aromitico es clésica.

METIL-4-CUMARINAS

Como para las cumarinas simples estos compues
tos pierden enseguida una molécula de CO a partir -
del ién molecular, perc la fragmentacién es ensegui
da modificada por el metilo en 4, Asi en el caso de
la metil-4-hidroxi~7-cumarina el ién molecular pier
de una molécula de CO, el ién resultante correspon~
diente al pico base se estabiliza enseguida por -

pérdida de un &tomo de hidrbégeno del grupo metilo -
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para dar un ién oxonio, reagrupamiento clésico de -
los alkil-3-benzofuranos.

+eo e
HO 0 Y HO 0
-co l - Ho
28
2" CHy CH,
mje 176 mfe 148
100%, 100°/e
HO 0 X MO 6\
ion oxonio
N
CH,
mfe 147
100°%,
FURANOCUMARINAS h

Las furanocumarinas siguen muy de cerca el mis

mo esquema de fragmentacién que las cumarinas sim-

ples.

se.

Asi la angelicina da el ién M-CO como pico ba
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mfe 158
100%,

PIRANOCUMARINAS

En este caso hay una pérdida sucesiva de cua-
tro moléculas de monbxido de carbono. Ciertos iones
formados pueden estabilizarse enseguida por pérdida

de un 4tomo de hidrbgeno.

Asi para el ién molecular de la Metil-4-pira-

no-2-(5°6°: 3,4)-cumarina:
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791 ofw
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ISOCUMARINAS

Se observa aquif la pérdida simuiténea de dos
moléculas de monbxido de carbono con formacién de -
un ién dehidrotropilio que representa el pico base.
En el caso de la carboxi-2’~benzil-3-isocumarina te

nemos:

. 2 .
ot L g )
7 £

m/e 280
5%
0
4C’
¥ -2C0
Se e -c0

m/e 89
100°/e
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El esqueleto carbonado de los flavonoides se

compone de tres anillos (C_-C_.-C_.) llamados A, B y}
, 6 6

3
C respectivamente.

Los flavonoides en su distribuciébn, represen-
tan un gran nfimero de tipos con propiedades diferen
tes y se encuentran en todas las partes de las plan
tas: rafces, yemas, hojas, flores, frutos, semillas,

etc... generalmente como glicésidos.

Identificacién preliminar

La simple prueba del color es bastante ftil -
para una identificacibn preliminar. Generalmente la
prueba del color de los grupos hidroxi es la deter-
minacién de la posicibn de los hidroxilos. Un ejem-

plo tipico es la reaccibén del cloruro férrico.

En las tablas 1 y 2 se ven algunas pruebas de

color:
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TABLA 1. PRUEBAS DE COLCR PARA IDENTIFICACION PRELIMINAR
Tipos de Flavonoides o NaOH S0, H, conc Mg-HC1 | Na/Hg-Aci
i N - 472 ‘| en MeOH en MeOH
Amarillo a naran Rojo
Flavanonas. ja <  rojo - Naranja Magenta Rojo
intenso o plrpura ‘ Violeta
Amarillo Amarillo
Flavonas Amarillo a a ROjoO
Naranja RoOjo
.. . Rojo a Amarillo
Flavono - .
avonodles Amarillo-Naranja Magenta | rojo phlic
, . e oJ ic
Isoflavonas Amarillo Amarillo Amarillo k io zii:c

TABLA 2. PRUEBAS DE COLORACION FENOLICA PARA FLAVONOIDES

. Formaciones g
Rea¢c16n 0 Prueba detertab] ok color Referencias
Ausencia de p-
Reaccién de Gibbs sustitucibn pa- Azul (ciBBS, 1972)
ra OH (XING, 1957)
2roCl,_-Acido cftrico | Flavonoles ( 30H) Amarillo ( HORHAMMER, 1953)

2

Reaccién de 1la Gossy

Tipo p—Qﬁinol

Rojizo - marrén

(PERKIN, 1913)

petina (MORITA, 1968)
C1,Sr/NH Grupo ortodife- { Amarillo-marrén | (IRATANI, 1964)
2 3 nol verde-negro. ( SHIMIZU, 1968)

’rueba del Agua de {Grupo 5,6,7-hi~ verde

Barita

droxilo




‘Técnicas Usuales 77

La degradacién alcalina de los flavonoides con
XOH al 30-50% © en tubo cerrado con NaOH alcohblico
al 30% o por fusién, da un fenol para el anillo A v
un derivado del &cido benzoico para el anille B {un
édcido benzoico sustitufdo) aunque a veces se aislan

o identifican acetofenonas cromatogr&ficamente.
r ]

. ) i | ‘

o {HO OH !

1 2Ny @GH N - |
G A B S dval
. OH O - -

OH

L

OH OH HO OH 2\ OH
(\r . }&\!f . O
\/\cocm Hoocv COOH  CHZCO™N
OH

HO\(;\”,OH - y/\[ou
. ) i + CH;COOH +

v iDOL
OH

Hay que hacer notar que los flavonoides oxige
nados en 5~8 se transponen {se agrupan) con demeti-
lacibn con hidruro de iodo. Esta transposicibn da
5,6~hidroxi derivados y generalmente se llama trans
posicién de Wessely-Moser (WESSELEY, 1930; BRIGGS,
1949; DONNELLY, 1956; WHALBY, 1953).
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e o HO
MeQ
96 (o w0 C
. OMe HO
OH

MeQ

. OH
Y HO
I l O OMe 5 @ —
COCH,CO OH ;

0

También los 2’ metoxiflavonoides se transponen

con hidruro de iodo (Gallagher, 1953).

Espectros UV

La espectroscopifa ultravioleta es una herra--

mienta muy fitil para la determinacibén de estructuras

de flavonoides.

Los espectros de estos compuestos tienen dos
picos principales de absorcibn en la regibn 240-400

nm, Estos dos picos se identifican comfinmente como
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Banda I (300-380 nm) y Banda II (240-280 nm).

La Banda I se considera asociada con la absor
cibén debida al anillo B y la Banda II con la absor-
cién debida al sistema benzoilo del anillo A (Jurd,
1962). La Banda II de las isoflavonas generalmente
se encuentra en la regién de 250-275 nm. (Horowitz,
1961) . En general la Banda I de las flavonas mues——
tra una intensa absorcién a 320-350 nm y la méxima

absorcién para flavonoles est& entre 340-380 nm.

Se han desarrollado una serie de reactivos de
diagnéstico que adicionados a las soluciones de fla
vonoides producen corrimientos en la posicién del -
méximo (Jurd, 1956; Jurd, 1956; Jurd, 1957). Entre
estos reactivos se encuentran: metédxido sédico, ace
tato sédico, &cido bébrico, cloruro de aluminio y -
&cido clorhidrico. Su principal utilidad esté en 1la
determinacibén de la posicién de los grupos hidroxi-
los en la molécula, por ejemplo, en el caso de gli=-
cbésidos de flavonas un corrimiento batocrédmico con
acetato sédico de la Banda I indica que el hidréxi-
do en C-7 no esté glicosidado, de la misma manera -
un corrimiento batocrébmico de la banda II con tri--

cloruro de aluminio, indica que el hidroxilo en C-5
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esti libre., La Banda II experimenta corrimiento con
bbérico sbélo si la flavona tiene grupos hidroxilos -
en C-3’' y C-4’, asf el 5y 7 glucésidd de la Luteo-
lina experimenta un corrimiento batocrémico de 20nm,
mientras que los 3’ 4' glucésidos no responden a es
te reactivo, El uso de estos reactivos ha sido estu
diado con detalle en los trabajos de L. Jurd (MAJUN.
DER, 1974) y de T.J. Mabry y col. (MABRY, 1970).

La espectroscopia infrarroja se ha usado en -
flavonas més para la identificacibén de la "huella -
digital", que para las determinaciones estructura--
les,pues la interpretacibn es generalmente dificul-

tosa y no se pueden predecir los corrimientos.

H. Wagner (WAGNER, 1965) ha trabajado con IR

de flavonas.

R.M.N.

El principal método empleado hoy para el an&-
lisis estructural de flavonas es la RMN de protén y

Carbono-13 (PoMoRo y C-13 R MoNo)o
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Muchos aglucones son lo suficientemente solu
bles en deutérocloroformo Cl3 CD, como para permi--
tir el anflisis directo. Sin embargo, la mayorfa de
los flavonoides se encuentran como glicésidos, y es

tos tienen una bajlsima solubilidad em C1, CD, por

3
lo que la mayoria de los investigadores se limitarm
al anllisis por R.M.N. de los metil, etil y acetil

derivados, m&s solubles en este disolvente.

En 1964 A.C. Waiss y col. (WAISS, 1964) demos
traron la utilidad del uso de los trimetilsililéte-

res (TMS) muy solubles en Cl, CD. Casi al mismo tiem

3 | ,
po T.J.Batterman y R.J. Highet (BATTERMAN, 1964) in
trodujeron el hexadeuterodimetilsulféxido (DMSO—dG)
como disolvente para el anllisis directo de flavo--

noides,

Estos investigadores examinaron las seflales -
de los protones aromlticos olefinicos e hidrox{li--

-cos de 41 flavonas,

Los corrimientos quimicos de la cosmosiina se

describen en el esquema III.
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b4 4
Glucost 1-0 7 o 2',6' H : 7.98 ppm
S 7 3', 5" H: 6.98 ppm
6.47 ppm
& OH O 6.87 ppm
P
13.01 ppm

En flavonoides oxigenados en 5.7 10s protones
de las posiciones C-6 y C-8 aparecen como un doble-
te (J = 2,5 Hz) y se distinguen f4cilmente del sin-
gulete debido al protén en C-3, '

Los flavonoides oxigenados en 5, 6, 7 6 en 5,
7, 8, tienen afin un protén C-8 aparece 7,77 ppm y -
la del protén C-6 a 6,46 ppm de esta manera‘ pueden
detectarse fhcilmente las posiciones de los carbo--~
nos oxigenados (HENNICK, 1964).

No obstante, el DMSO-d_ tiene una serie de in

6
convenientes, tales como la dificultad de recuperar
la muestra, absorbe répidamente la humedad atmosfé-
rica, y penetra en la piel arrastrando con &l cual-

quier sustancia que lleve disuelta.
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7.J. Mabry y col. (MABRY, 1970) ha publicado
un libro sobre determinacién sistemética de flavo--
noides, mediante el uso de PMR de TMS éters junto a
espectroscopia UV con varios reactivos e identifica

cibén cromatogréfica.

Los corrimientos quimicos aproximados para -
los protones de TMS de flavones se dan en el esque-
ma IV.

Tabla 3

Protones anillc B

Protones anillo A

HE-2 (Isoflavonas)
H-3 E:}" {3~0-glicosiio)
33f{(£1avanonas)
_H=1" (7~ y 4"20- 6 6~ y 8-C-glicosilo)

Mayoria de los protones del azfcar

. Metoxilos

St

H-3 (fla&anonaé)
- CHB {Ramnosil)
C-5 OH (12~14 ppm)l ’ sio(Me)3

. 8.0 7,0 6,0 5.0. 4,0 3.0 20 1,0 TMS
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Espectros de masas

Los espectros de masa de flavbnas se caracte-
rizan por un intenso ién molecular (en la mayorfa -
de los casos es el pico base), 1o cual es indicati-
vo de un sistema heterociclico estable, el cual no

posee enlaces f&ciles de romper.

La fragmentacién'més usual es la que reprodu-
cimos en el esquema V para la propia flavona:
la reaccién de retro-Diels-Alder da un fragmento muy
abundante debido al anillo A que se fragmenta poste
riormente por las usuales pérdidas de CO, y otro -
fragmento menos abundante debido al anillo B, el ibn
radical fenilacetileno (BARNES, 1964) (AUDIER, 1966).

. ’ o
0 o N
@ | —_— + HC!C@
3 s
: 0

M', m/e 222 ; m/e 120 m/e 102

.‘\4-0- v . .
GO — O O

m/e 194, m/2e 97 m/e 105 o m/e 92
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La pérdida de CO por el ibén molecular est&d -
también muy marcada dando un ibén fenilbenzofurano,
el cual est8 asociado con un ibn de doble carga a
m/2e 97.

Los espectros de las isoflavonas simples se
asemejan a los de 1las flavonas siendo el proceso de
fragmentacibén més importante, la reaccién de retro-
-Diel-Alder, y al igual que las flavonas, la distri
bucién de cargas en los dos fragmentos depende de -

la sustitucién en los anillos A y B (ITAGAKI, 1966).

' 2 R' . : ﬂ
OO — LX<
. S0
. 0.

Las isoflavonas se caracterizan también por un
ién M-1, mis bien intenso, que es el pico base en -

la isoflavona y en la 7-metoxi-isoflavona.

Se ha sugerido que la pérdida del &tomo de hi




Cabrera Torres gg

drégeno de la posicién €2’ puede dar lugar a la for
macibén de un ibn oxonio estabilizado por resonancia,
¥ cuya estabilidad se refleja en la falta de frag-

mentaciones posteriores (ITAGAKI, 1966).

M, m/e 222 ; " m/e 221 (100%)

Los iones debidos a la fragmentacibén retro -
~Diels-Alder, en el caso de los flavonoles, son muy
débiles o no se observan en absoluto., Sin embargo -
las reacciones de transferencia de hidrbégeno son im
portantes y de f&cil explicacibn si el ibn molecu-

lar existe en forma dicetbnica.

. - + o
\ o )
N oH W
Me O OMe O :
re , m/e 105

‘ (60%)
k////// -col

A4

Me0 20 MeOy > !0“ CeHs
; | ~ e m/e 77 (54%)

~0

>
. \>\c:‘0

OMe + Me

m/e 181 (100%)
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La reaccidn de retro-Diels-Alder con transfe-
rencia de hidrégeno al anillo A, suele producirse -
generalmente, E1 ién benzoilo es también un fragmen
to importante, é&ste a su vez puede perder CO dando

lugar a la formacibn de un ién fenilo.

Los iones correspondientes son caracteristicos

de los espectros de flavonoles (AUDIER, 1966).

La presencia de un grupo hidroxilo en posicibn
2°en los 2’hidroxiflavonoles, tiene como resultado
el poseer una gran facilidad para la pérdida de OH ,
mis probablemente con formacién de un ién hidroxi--

cromenilo estable,

Marcando con deuterio, se ve que tanto el gru
po hidroxilo en 2° como el grupo hidroxilo en 4, es
tén igualmente involucrados en la pérdida de OH (PEL
TER, 1967). |

oo @ = o
0o oo 5 X N
J H HO 3

) i 0
. o ©oon
M, m/e 254(82%) m/e 237(100%)
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Una sustitucién més extensa como en el caso -
de la quercetina, (AUDIER, 1966) y la isorhamnetina
(PELTER, 1965), aumenta la estabilidad del ién mole
cular (pico base) y se observa relativamente escasa

fragmentacibn,
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Daphnetina

De la fraccibn 22AcCOEt se logra aislar un sb-
lido amarillentc que sublima al tratar de hallarle
el punto de fusibn, se purifica por este método, su
bliméndelo en bafio de aceite a 170-200%C al vacio

de la trompa de agua.

Se obtiene asi una gran cantidad de un sélido
incoloro o ligeramente blanco que se comporta como
un producto finico en cromatografia en papel y capa

fina frente a los diversos reactivos empleados.
Punto de fusién: Sublima

Su espectro U.V. da los siguientes méximos de
absorcién: |
4A méxima
MEOH seccessncensces 324, 261
MeOH 4 MeONa «se.0s0 416, 283
MeOH 4+ ACONa «...... 380, 343, 278

MeOH 4 AcONa + BOBH3 338, 270

MeOH 4 ClsAl cesseee 345, 273

MeOH + C13A1 + ClH . 324, 261
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de estos valores se deduce que puede tratarse de -
una cumarina hidroxilada y seguramente con dos hi-

droxilos en posicibn orto.

Su espectro I.R. hecho en Brk da las siguien;

tes bandas:

I.R. ) X ~
max 1700, 1630, 1610, 1520, 1430, 1355,
1315, 1295, 1245, 1210, 1180, 1155,
1080, 1020, 870, 840, 800, 765,
700, etc. cm™ L.

lo que también concuerda con estructura de cumarina.

El espectro de R.M.N. en Dimetilsulféxido da
los siguientes valores:

5 . J n2H Asignacién

7983 (d) LA 9’5 LI 1 so0es 000 H"4
7900 (d) o e 9,5 L l 20 0e0090se H-}5y6; 67y8
6,72 (d) ®9 0 9,5 o e 1 o se 00000 H"‘
6,11 (d) oo s 9,5 o0 0 1 s 0000020 H—3
9930 s o0 - tes 1 20086065900 OH-§8~667-5
9,90 e hnd LI 3 1 s seveeoe OH"

Los valores de los protones 5 y 6 no se asig-
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nan pues difieren algo de los dados en bibliografia
(STECK 1972) como también los demés para la Daphne-

tina.
Con los datos obtenidos hasta ahora caben dos
estructuras:

5v6, dihidroxicumarina

7-8, dihidroxicumarina (Daphne
tina)

creyendo que la estructura de la sustancia aislada
debe corresponder a la Daphnetina, por Ser Daphne -
la planta objeto de estudio se decide sintetizar la
Daphnetina, a partir de una receta de H. von Pech--
man a partir de pirogalol y &cido mélico (VON PECH-
MAR 1884). '

El producto sintetizado y sublimado, da unos
espectros U.V., I.R. ¥ R.M.N. totélmente superponi-
bles‘con los de la sustancia aislada del Torvisco,

por lo que a esta se le asigna la estructura de 7-8
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dihidroxicumarina, y se identifica como Daphnetina.

Su espectro de masas da las siguientes sefia--

les:

m/e %

179 90000 0200000000000 00 1377
178 0060000000000 90000 100 (PiCO base)

151 vueveennnsasonosnoeens 13,7
150 sueevesennssonscssnses 83,7
149 tieverrvinncannsonnses 16,2
122 tuverevreeesnenceanses 25,0
121 ivirennrnneransnnenns 30,0

que coinciden plenamente con la Daphnetina y su frag

mentaciébn.
OH . oH
H 020 H 0
-co 1
~
m}' 178 mfe 150
C, Hy"(OH), ~H C; HIOH),

mfe 121 ‘ mfe 122




Espectro de I.R. de Daphnetina. -




MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

ESPECTRO U.V. ,

DE
DAPHNETINA
A méxima
& & O % 0 0 OO W OO GO 324, 261
“"MQONa sevesse 416’ 283
+ ACONG secasss 380, 343, 278
4+ ACONA 4 303H3 338, 270
" 013A1 teecsoooe 345, 273
i 013A1 +$ Cl1H . 324, 261



MeOH
- ~ - MeONa




S ., o i, Y SO O v g o ook e P

e

MeOH 4 ACONa
-~ = = MeOH ¥ ACONa : BOE’H3

e




et

i

— Me(d + C1,Al

- = - MelH + ClBAl + ClH
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g

8,0 10 60 50 40

Espectro de RMN de Daphnetina.

30

0

1.0




¥
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il
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had 50
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<40

Espectro de Masas de Daphnetina.
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Acetato de Daphnetina

50 mg., de Daphnetina se acetilan de la forma

habitual con piridina/anhfdrido acético para dar un

producto cristalino blanco de punto de fusibn 124~

-125¢2C.

Su espectro I.R. da b

I.R. V iﬁi 3115, 1800,
1450, 1415,

1265, 1210,

885, 850,

690, 655,

andas

1750,
1405,
1165,
837,
640,

1635 h, 1620, 1580

1380,
1065,
770,

1335, 1285,
1040, 1005,
730, 720,

etc. cm T,

Su espectro U.V. da los siguientes méximos:

MEOH soeccccevonscnse
MeOH + MeONa scevese
MeOH &+ ACONA coeooves
MeOH + AcONa 4 BO_H

373

MeOH + ClSAl ® ¢ 000 00

MeOH # ClSAl + ClH .

K

méxima

310,
390,
369,
335,

308,

308,

279,
368,
329,
270

278,

278,

240 h
280
278

240 h

240 h



Espectro de I.R. de Acetato de Daphnetina.




MeCH
MeOH
MeOH
MeOH

MeOH

MeOH

ESPECTRO U.V.

DE

ACETATO DE DAPHNETINA

® ¢ 00 0009000060000

+ MeON2 cecaese
+ACONa ® ¢ 00000

4+ AcONa ¢+ BO3H3

1 l o000 0
+C 3A

+ Cl3Al + C1H .

A maxima

310,
390,
369,
335,

308,

308,

279,
368,
329,
270

278,

278,

240
280
278

240

240



MeOH

- =~ - MeONa




MeOH + AcONa

MeOH ¢+ ClBAl

- - -“ MeOH 4 AcONa % B03H3 - = = MeOH + c13A1 + C1lH




1 1 L J u A b ! e ' A ]

16,0 40 40 70 ) [ 50 40 30 Fr) LK) 4]

i

Espectro de RMN de Acetato de Daphnetina,
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En cuanto a su espectro de R.M.N. en clorofor

mo deuterado tenemos:

$

- - neH Asignacién
7,69 (d) eev 9,5 ees 1 weveencess HG
7,38 () cev 9,5 vee 1 seeceseess H=5
7,09 (d) eee 9,5 eoe 1 ceeeescces H=6
6,36 (A) vee 935 voe 1 seeseeeess H=3

2,42 cvevese = ees 3 seeseceess 8 = acetilo
2,35 secenee = cee 3 sesecseses 7 - acetilo

Daphnina. (Daphnetina-7-0-glucbsido)

De la fraccibn 32 EtOH se obtienen unos cris-
tales en forma de agujas muy finas, casi incoloras,
que al quemar dan un fuerte olor a azilicar quemado, y

que tienen un punto de fusibn de 235-2379C.

Su espectro I.R. muestra bandas a:

kI R,  B*K
*e max 3340, 2940, 1725, 1685, 1635, 1580,

1505, 1470, 1420, 1385, 1300, 1220,
1185, 1160, 1110, 1080, 1055, 1030,

910, 840, 775, 730, 720, etc.
cm .




Labrera Torres 106

Su espectro U.V. muestra los siguientes méxi-

mos de absorcién:

MEOH escecevcoconses
MeOH + MeONA covssee
MeOH 4+ ACONA ecessesne

MeOH & AcONa + BO3H3

MeOH + 013A1 cesesen

MeOH + 013A1 + C1lH .

En su espectro de R.M.N. se ven las siguien--

307,
3ao,
320,
308,
307,
307,

A-méxima

257
275
275
257
257
257

tes seflales: Dimetil Sulfbxido Deuterado.

R g new
7,90 (d) +ee 3,5 4es 1
7015 eevnees = ae 2
6,30 (d) eve 9,5 o0e 1
5,10 eeceoes = see 1
g:sg teveees = sees 6

Por su espectroscoplia se ve que el producto -
es un glicésido de una cumarina, y por la gran can-
tidad que hay de &1 debe tratarse de un glicbsido -

de 1a Daphnetina.

Asignacién

® ¢ 060090 0 ¢ H-4
s 0000000 H"‘S;
o000 0000e0 H“'3

eseesseses Anomérico

29209008000 H - AZﬁcar



Parte Tebrica 107

Hecha la hidrolisis con &cido clorhidrico, e
investigado el aglucén, vemos dque este es idéntico
a la Daphnetina, el azficar se identifica como gluco
sa frente a glucosa patrén por cromatograffa de ga-

ses,

Con los datos que se poseen; punto de fusibn,
U.V., I.R. ¥ al compararlos con los datos de biblio
graffa (XOSHELEVA, 1968) se identifica la sustancia

como Daphnina.

Su espectro de masas nos da los siguientes pi

cos:

n/e %
295 .essesee 100% (pico base)
282 ceeecnes 6
267 svsssavn A2
257 ® 69 009 0900 12
251 seess e 8
239 tececens 8
229 ® 06 00000 8
213 .ieeeees 36
207 ® ®. 9 00 00 o 16
201 ssssssnns 16
199 ® ® 00 ¢ 52 20
197 seeeeees 24
191 ,eeeeeeese 40
185 wwssesus . D54
183 ® ® ¢ 28 00 0 40
179 ® & 00 & 000 40
178 sePRres0 e 66
177 [ N 2N BN BN R AN BN 3 36




MeOH
MeOH
MeOCH
MeOH

MeQOH

MeOH

ESPECTRO U.V.

DE

DAPHNINA

¢ 60 @ U600 00e0 00

4+ MeON@ cevvcoee
+Ac0Na & o8 & ¢ 0 @

4+ AcONa + BOBH3

+013A1 S0 6@ s 00

+ 013A1 + ClH .

*

A méxima

307,
320,
320,
308,

307,

307,

257
275
275
257

257

257



MeOH

- = = Me(ONa




- —
-
- .
-

L
-
-
- -
- -

e
™
-~

- —— -

MeOH 4+ ClBAl
- = = MeOH % C13A1 + ClH

MeOH 4 AcONa
- = -~ MeOH & AcONa + B03H3




Espectro de I.R. de Daphnina.
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30 7.0 60 3o 40

Espectro de RMN de Daphnina.
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.Espectro de Masas de Daphnina.
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Acetato de Daphnina

(1)

X OH
o
5 ~
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100 mg. de Daphnina se acetilan en la forma -

habitual dando un producto blanco en agujas de pun-

to de fusibén 208-2102C.

Su espectro ultravioleta nos da los siguien—-

tes m&ximos:

MeOH ® 000 00080000000

MeOH # MeONa
MeOH & AcONa
MeOH & AcONa

MeOH ¢ 013A1

MeOH ¢+ Cl3A1

® e o 8000

0 809 0

+ BO3H3

> 0006 0909

+ ClH .

K

méxima

304,
320,
304,
304,
304,

304,

248, 237
275,

247 h,

247 h,
247, 237

247, 237

Su espectro infrarrojo nos da bandas a:




MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

MeOH

MeOH

ESPECTRO U.V.
DE
ACETATO DE DAPHNINA

A méxima
o 0 ® & 9 00600 090 9 0900 304; 248; 237

+ MeONa 4405000 3203 275
+ ACONGA cseevee 304; 247 h

+ AcONa & 303}13 304; 247 h
+ CL,AL ceeesss 3043 247; 237

+ 013A1 + ClH . 304; 247; 237



MeOH

- = = MeONa




J 1 l L ll L 1) l ! 1 Il LJ | l

MeOH 4+ AcCONa

MeOH ¢+ 013A1

- — — MeOH + AcONa ¢ BO,H, - - - MeOH ¢ Cl,a1 + ClH




Espectro de I.R. de Acetato de Daphnina,




1 1 1 4 { : I

§o 1.0 60 5.0 {0 30

Espectro de RMN de Acetato de Daphnina.
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