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RESUMEN -

-~ Se alslaron cinico ﬂavonas metoxﬂadas delas’ partes aéreas de tres especies del
: genero Eupatorium. De los extractos de flores y hojas de’E. micropillum'y E.
-viscosum se aislaron la 5-hidroxi-6,7,3'4™- tetrametoxiflavona y la 5-hidroxi-
- 7,8,3'4" -tetrametoxiflavona. Del extracto etanélico de E. gracile se aislaron tres
" sustancias: 1a 3,54’ -trihidroxi-7,8-dimetoxiflavona, l1a 3,5,7;3, 4 -pentah1drox1
 @-metoxiflavona y la 3 574 ~tetrah1drox1-8-metox1ﬂavona ‘

(1) Como parte de la investigacién “Estudio quimico de las plantas colombianas de las
familias Compositae y Apocinaceae”, financiada por COLCIENCIAS.

(2) Grupo de Investigacion Fitoquimica (GIFUJ), Departamento de Quimica, Facultad
de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana.
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ABSTRACT

Five methoxylated flavones Were isolated from aerial parts of three spec1es of
Eupatorium, The extracts from flowers and leaves of E. mlcroplllum and -E. -
--viscosum -affored - 5-hidroxy-6,7,3'4" tetramethoxy flavone and 5-hydroxi-:
17,8,3'4’- tetramethoxy flavone. The flowers of E. gracile gave three flavonoids: :
8,54’ -Three hydroxy- 7,8- dimethoxy flavone, .3,5,7,3’ 4’~pentahydroxy-6— ,
methoxy flavone,-and 3 ,5,7,4-tetrahydroxy-8- methoxy flavone.

Palabras C]ave Asteraceae - Eupatori - Eupatonum
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INTRODUCCION

Las flavonas polimetoxiladas son filtros de radiacién ultravioleta, sintetizadas
por las angiospermas; del género Eupatorium se han aislado un buen niimero de
ellas. En esta investigacion se aislaron flavonas metoxiladas de tres especies de
dicho género: E. gracile, E. micropillum y E. viscosum.

La sistematica y clasificacién- de los vegetales observando no solo el habitat,:
las diferencias morfoldgicas o los caracteres genéticos, sino también el estudio
quimico de los diferentes tipos de compuestos caracteristicos de un conjunto o
taxon vegetal, es el gran aporte que brinda la quimiotaxonomia. Al analizar los
caracteres quimicos de las plantas se pone de manifiesto que algunos metaboli-
tos secundarios (alcaloides, terpenoides, fenoles, etc.), presentan variaciones
tanto cualitativas como cuantitativas entre los diferentes géneros, especies,
tribus, etc., sirviendo de base a los estudios quimiotaxondmicos.

" Las flavonas son importantes marcadores quimicos por tres razones: se
pueden aislar facil y rapidamente del material vegetal, se pueden separar facil-
mente por cromatografia en papel o en capa delgada, y se pueden identificar por
su comportamiento ante algunos reactivos especificos. Razén por la cual en este
trabajo se estudian dichas sustancias.

Los sistemas modernos de clasificacion dividen el gran grupo de las com-
puestas en dos familias: Las Cichoriaceae que presentan flores liguladas y las
Asteraceae de flores aliguladas. Las plantas de la familia Asteraceae y mas
precisamente del género Eupatorium, estin ampliamente distribuidas en
Colombia y crecen desde los 50 hasta los 3.500 m.s.n.m.

En Colombia se conocen mis de 70 especies del género Eupatorium, de las
cuales, el 90% son de gran importancia en medicina popular.

Se caracterizan por presentar inflorescencias en capitulos pequefios, en cimas
corimbiformes; flores isomorfas hermafroditas, blancas, rosadas o azules, con
involucros cilindricos o acampanados; aquenios con cinco angulos marcados,
truncados en el dpice y, papus formado por numerosas cerdas rigidasy 4speras.

E. gracile var. epilobioides (H.B.K.) Robinson, hierba semipostrada de 20 cm
de alta, bien ramificada; hojas opuestas acorazonadas, borde crenado, apice
acuminado y base emarginada y, capitulos pequeiios blancos (Figura 1).



Figura 1. Eupatorium gracile var, epi]obiodes
HBXK.

E. micropillum L.F., yerba postrada de 20 cm de alta, ramificada y tallos
lanuginosos; hojas opuestas aovadas, haz verde, envés blancuzco; cabezuelas
sésiles de color violeta (Figura 2). '
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Figura 2. Eupatorium micropillum L.F.
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.E. viscosum H.B.K., semiarbusto de 2 m de altura, ramificado; tallos lefiosos
hojas opuestas elipticas y aserradas; cabezuelas sésiles de color violeta (Fi-
gura 3).

Figura 3. Eupatorium viscosum HB.K.
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MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de este trabajo se aplicaron los métodos tradicionales més
utilizados en fitoguimica (4). El material vegetal se colecté en los alrededores de
la Sabana de Bogota (2.600 m.s.n.m.): se seleccionaron flores y hojas, las cuales
se secaron en estufa a 40°C durante 48 h y posteriormente se trituraron.

Se pes6 1 kg de hojas secas para ser extraido en Soxhlet, con éter de petréleo
durante 72 h. El extracto resultante se concentré a presién reducida, hasta
minimo volumen,; se traté con acetonay el filtrado resultante se percol6 a través
de una columna empacada con silica gel y eluida con éter de petréleo y mezclas
de éste con acetona en orden creciente de polaridad. El material sin grasa se
extrajo nuevamente en Soxhlet con etanol al 95% v/v, durante 72 h; el extracto
resultante se concentro al vacio y después de ser tratado con aguay filtrado, se
fraccioné por extracciones liquido-liquido, con éter de petroéleo, cloroformo y
éter etilico en su orden. La fraccién cloroférmica se percolé a través de una
columna empacada con silica gel y eluida con mezclas de éter de petréleo-
cloroformo y cloroformo-metanol; a la fracién éter etilico se le realizé cromato-
grafia en columna empacada con sephadex LH-20, y se eluyé con mezclas
hidroalcohdlicas en orden creciente de polaridad. De igual manera fueron tra-
tados 500 g de flores, de cada una de las tres especies estudiadas.

Serecogieron fracciones de 100 ml de las columnas de silica gel, alas cuales se
les realiz6 cromatografia en capa delgada en silica; como reveladores se utiliza-
ron luz UV y CoCl,/H,S0,. De los extractos etéreos de hojas y flores de E.
micropillum se obtuvo un sélido que se rotulé A, de los extractos de E.
viscosum el solido B; de la fraccién cloroférmica del extracto etandlico de ¥.
gracile se aisl6 el sélido C.

De las columnas de sephadex se obtuvieron fraciones cuyos volimenes
dependian de los anillos coloreados que descendian; se realiz6 cromatografia en
papel, utilizando BAW (butanol-dcido acético-agua), FORESTAL (4cido acético-
acido clorhidrico-agua) y acido acético al 15% como solventes, v luz UV. y
vapores de amoniaco como reveladores. De la fraccién éter etilico del extracto
etanélico de flores de E. gracile precipit6 el s6lido D. Las cromatografias de este
s6lido mostraron estar constituido por dos compuestos, que se separaron en
una columna empacada con microcelulosay eluida con butanol-acetona-acido
acético-agua en proporcion 70:70:14:26, el primero en salir se denominé D1 y el
segundo D2,

Para cada uno delos compuestos obtenidos se realizaron las pruebas de Shinoda
y de Dimroth (5) y, se les determiné el punto de fusién. En la determinacion de
las estructuras de estas sustancias se tuvo en cuenta, ademads de sus propieda-
des fisicas y quimicas, sus propiedades espectroscépicas (espectrofotometria
VIS, UV e IR; THNMR y EIMS).
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RESULTADOS

Los cinco compuestos fueron positivos para las pruebas de Shinoda y Dimroth;
los puntos de fusién y los Rf de cada compuesto, se presentan en la tabla 1.

Tabla 1.
PUNTOS DE FUSION Y RELACION DE FRENTES EN LOS
COMPUESTOS OBTENIDOS
Rf
COMPUESTOS PF°C
BAW Forestal Acido acético
A 186-88 84 89 7.1
B 156-57 94 95 7.0
C 270-72 82 77 82
D1 262-64 65 48 5.0
D2 268-70 38 74 - 8.0

Los espectros VIS y UV se determinaron en metanol (MeOH), para lo cual se
us6 un Spectronic 2000. Se determinaron también los desplazamientos produ-
cidos en las bandas de absorcién de cada compuesto al agregarse independien-
temente los reactivos tricloruro de aluminio (A1Cl;), metéxido de sodio
(MeONa) y acetato de sodio (AcONa). (Tabla 2). :

Tabla 2.

ESPECTROS VIS Y UV DE 1.OS COMPUESTOS OBTENIDOS Y, LOS
DESPLAZAMIENTOS PRODUCIDOS POR REACTIVOS ESPECIFICOS

COMPUESTOS A B C D1 D2

Bandas de BI BII BI BIL BI BII BI BII BI BII
Absorciéon

MeOH 340 282 351 253 370 270 373 258 382 260
Al1C1, . +30 +13 +4 +24 +62 +3 +87 +13 0 +12
AICI1,/HC1 +28 +13 +4 +24 +62 +3 +57 +8 0 +6
MeONa 0 +63 +25 +30 ML -+ 4 MIL +68 -ML 68
AcONa +5 +2 0 0 + 6 0 +15 +10 +18 +10

BIAmen labanda de absorcién del VIS. BIIAm en la banda de absorcién del UV. El signo (-+) indica desplazamientos
batocrémicos. M.I indica inestabilidad de la sustancia.
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Los espectros IR, se tomaron en fase sélida en pastillas de bromuro de
potasio, en un espectrofotémetro Perkin Elmer 126. Se obervaron bandasy picos
de absorcion tipicos para flavonoides, de frecuencias de: 3.500-3.300, 2.940,
2.561, 1.550,1.370 y 1.220 cm L.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténicos (*H-NMR), se
determinaron con las sustancias disueltas en acetona deuterada, a 250 MHz; en
ellas se observaron picos caracteristicos de grupos metoxilados (4.0-3.5) e
‘hidroxilados (8.1-12.3) (Figura 4). Los espectros de masa de impacto electrs-
nico se tomaron en un MAT 312 a 70 eV; (Tabla 3).
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Figura 4. Espectro de ‘'HNMR de 5-hidroxi, 6, 7, 3', 4-tetrametoxiflavona.

Tabla 3.

FRAGMENTOS ORIGINALES EN LOS ESPECTROS EIMS

Compuestos| Relacién m/z de algunos fragmentos originales

A M 358(100%) [CisH,1s0,] ;M1 -15 343 (94%);329; 315;312; 181;163; 137.

B M+ 856 (42%) [C,eHs05] s M -15 843 (100%); 315; 165; 137.

C M 330 (40%) [C,:H,,0,]; MT -15 315 (100%); 312 (18%); 287; 269; 244;
171; (48%); 93; 39 (98%)...

DI |M+332(85%) [CisH05] ;M1 -15 317 (13%); 314 (46%); 289 (100%); 137,
109; 39 (26%)...

D2 |M7T 316 (89%) [CisH,20,]T; M -15 301 (99%); 273 (94%); 244 (88%); 121;

39 (100%)..
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DISCUSION

Al ser positivas las pruebas de Shinoda y Dimroth, se le asigné a las cinco
sustancias el esqueleto carbonado bésico de una flavona hidroxilada en C5 (fig.
51). Las A m en el rango VIS mayor o menor de 3565 nm, indican la presencia de
un grupo hidroxilo OH en C3 paralos sélidos C, D1 y D2. El AcONa es una base
débil que ioniza grupos OH acidicos y un efecto batocrémico en la banda de
absorcioén BII del espectro UV, se interpreta como la presencia de un grupo OH
libre en C7; el MeONa es una base fuerte que ioniza todos los grupos OH de la
moléculay un efecto batocrémico en la banda de absorcién BI del espectro VIS,
se interpreta como la presencia de OH en C3 y C4’, mientras que una inestabili-
dad (MI) de dichabanda se asocia ala presenciade OHen C3,C3’,yC4;el A1C1,
forma puentes entre grupos OH en posicién orto yentre el OH de C3y/0 C5 con el
grupo ceto CO de C4, lo cual se manifiesta como efectos batocrémicos en las
bandas de absorcién BI y BII, 14bil o resistente a la presencia de HCI1, respecti-
vamente (4), (5).

La presencia de grupos OCH; en C6 o en C8, se deduce de si en el espectro
EIMS la intensidad de MT> Mt — 15 0siMT <Mt — 15 respectivamente (2),

3.

El espectro EIMS de A, mostr6 un pico progenitor Mt de masa 358 (peso
molecular) que correspondié a una férmula molecular C H;30;, con por lo
menos-cuatro grupos OCH,, detectados también en el espectro tHNMR (picos
3.81 y 4.00 ppm); la presencia de un pico m/z 137 en EIMS, mostré dos grupos
OCH, en el anillo B en posicién C3'y C4'. El pequefio desplazamiento de +2,
producido en BII al adicionar AcONa dejé ver al tercer grupo OCH; en C7; el
cuarto se colocé6 en C6 debido a que en el EIMS MT mostré una intensidad de
100% y M -15 de 94%.

El compuesto B mostré un peso molecular de 3568 (M+), una férmula molecu-
lar C,4H,30; y por lo menos cuatro grupos OCH; (3.82 y 4.00 ppm en 'HNMR). El
AcONa no presenté ningtn efecto en el espectro de absorcion lo que indica que
en C7 existe otro grupo OCHjg; el M+ posee una intensidad del 42% y MT-15 de
100%, indicando que el cuarto grupo OCHj se debe colocar en C8.

Lasustancia Cmostré un peso molecular de 330 (M+), una férmula molecu-
lar C,;H,,0; y por lo menos dos grupos OCH; (picos 3.75 y 4.00 ppm en ‘H NMR);
un gr fo se coloco en C7 (el AcONa no produce nigiin efecto en BII} y, el otro en
C8 (MT 40%y Mt —15 100% ). La inestabilidad producida por MeONa en la BI
(MI), indicé la presencia de OH en C3 y en C4; este ltimo se corroboré por la
presencia de un pico m/z 93 en el EIMS.

El s6lido DI mostré un peso molecular de 332 (M+), una formula molecular
C,6H;20s, con un grupo OCH; (pico 3.8 ppm a 'HNMR) en C6 (M 85% yM+- 15
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13%). E1 AcONa produjo un efecto batocrémico de -+10 en BII, indicando la
presencia de un OH en C7y, la inestabilidad de BI con MeONa, la de grupos OH en
C3, C3y C4’. La presencia de los grupos OH en el anillo B se dedujo también del
efecto batocrémico de +87 producido por A1C1; en la BI, sensible al adicionar

HCL.

El compuesto D2 resulté tener como fé6rmula molecular C,gH,,0; ¥y un peso
molecular de 316 (M). Present6 un grupo OCHj; (pico 3.9 ppm en 'HNMR) en
posicién C8 (M189% y M+ —15/99%). El efecto batocrémico de +10 producido
en la BII con AcONa, indicé la presencia de un OH libre en C7; la inestabilidad
moderada producida por MeONa en la BI se interpreté como la presencia de

grupos OH libres en C3 y en C4’.
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Figura 5. Esqueleto carbonado de una flavona. Estructura de los compuestos aislados.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta las propiedades fisicas, quimicas, espectroscoplcas y al
comparar éstas y las reportadas en Ia hteratura se concluye:

a. EIl compuesto A corresponde a la 5-hidroxi-6,7,3',4- tetrametoxiflavona
(Fig. 5 IT) (1).

b. Elcompuesto B ala 5-hidroxi-7,8,3'4"- tetrametoxiflavona (Fig. 5 III) (7).

c. El compuesto C a la 3,5,4-trihidroxi-7,8-dimetoxiflavona (Fig. 5 IV) (6).

d. EI compuesto D1 a la 3,5,7,3' 4-pentahidroxi-6-metoxiflavona (Fig. 5 V)
(5).

e. Elcompuesto D2 ala 3,5,7,4-tetrahidroxi-8-metoxiflavona (Fig. 5 VI) (5).
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