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1. INTRODUCCION

El género Prosthechea pertenece a la familia Orchidaceae. Esta familia se encuentra
ampliamente distribuida y se considera una de las familias mas diversas y extensas de
las Angiospermas, ya que se estima que incluye entre 30,000-35,000 especies
distribuidas en 850 géneros." Aunque es una familia cosmopolita, su presencia se limita
a ambientes tropicales y subtropicales,? y ha destacado principalmente por sus flores

debido a su aroma, forma, color y habito de reproduccion.?

En México, la familia Orchidaceae ocupa el tercer lugar a nivel nacional en lo referente
a las familias de plantas con mayor diversidad taxondémica, siendo superadas solo por
Asteraceae y Fabaceae, ya que han sido registrados en el pais alrededor de 1260

especies y 170 géneros, cuya importancia radica en que el 40% son endémicas.*

Oaxaca es uno los estados con mayor diversidad de orquideas, ya que cuenta con 144
géneros y 721 especies, de los cuales dos géneros y 56% de las especies son
endémicas.® La importancia de las orquideas de este estado de la Republica no se limita
Unicamente al aspecto botanico, sino a otros muchos aspectos. Pueden mencionarse
los diferentes usos tradicionales como ornamento, medicina, ritos ceremoniales y
comestibles que los habitantes de las etnias mixteca y triqui les han dados a estas

plantas y actualmente forman parte de su patrimonio biocultural.®

Prosthechea karwinskii es una orquidea que se destaca en cuanto a la importancia
cultural, ya que es empleada en la preparacion de "agua de gloria", que se describe
como un agua perfumada hecha con sus flores y suele utilizarse en procesiones durante
la Pascua.® Ademas, durante la Semana Santa en varias ciudades de Oaxaca, las
personas crean adornos efimeros utilizando P. karwinskii en conjunto con otras plantas
como junco rojo (Disocactus ackermannii), disciplina (Huperzia sp.) y heno blanco

(Tillandsia usneoides).

Este patrimonio cultural y botanico sirve de inspiracion para emprender la exploracion

quimica de orquideas endémicas, de modo que se plantea como propoésito de este



trabajo de investigacion, la generacion de conocimiento sobre los constituyentes

quimicos de este vegetal.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del género Prosthechea

Prosthechea es un género esencialmente centroamericano y con aproximadamente 90
especies,” aunque existen varios reportes botanicos de plantas pertenecientes a este
género como P. ionocentra,® P. moojenii,° P. cochleata,’® P. radiata,'® entre otros, los

reportes acerca del aislamiento de metabolitos secundarios son escasos.

La orquidea Prosthechea michuacana, es la mas estudiada en este género, de la cual
se estudiaron el extracto cloroformico de los pseudobulbos y obtuvieron productos
naturales del tipo lanostano: 3a-acetoxi-24-hidroxi-24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dieno
(1), 3a-acetoxi-24-hidroxi-24-metil-5a-lanosta-9(11)-eno (2), dos dihidroestilbenos: a,a’-
dihidro-3’,5’,2-trimetoxi-3-hidroxi-4-acetil-4’-isopentenilestilbbeno (3) y gigantol (4), un
diterpeno del tipo abietano: 12-hidroxi-3p,7f3,18a-triacetoxi-8,11,13-abietatrieno (5) y un
fenantreno: 4,6,7-trihidroxi-2-metoxi-8-(metilbut-2-enil)fenantreno-1,1’-4’,6’,7’-trihidroxi-

2'-metoxi-8'-(metilbut-2’-enil)fenantreno (6)."

Se estudié también el extracto metandlico de pseudobulbos y se obtuvieron los

siguientes los flavonoides: éter 6-metilico de escutellareina (7), dihidroquercetina (8),



7-O-glucésido de apigenina (9), 7-neohesperiddsido de apigenina (10) y el flavonol 6-

O-B-D-glucopiranosil-3-O-a-L-ramnopiranosido-apigenina (11)."2

Ademas, se reporta la presencia del flavonoide 8-C-f-D-quinovopiranosil apigenina (12)

en tres plantas del género Prosthechea: P. fragrance, P. vespa y P. caetensis."

(10) 11)

2.2. Generalidades de Prosthechea karwinskii

Prosthechea karwinskii (Mart.) J.M.H. Shaw (Figura 1) es una orquidea endémica del
sur de México, que crece en bosques de pino-encino y de forma exclusiva en arboles

de encino como epifita.®



Figura 1.- Prosthechea karwinskii en floracion.'

La orquidea lleva su nombre en honor al naturalista bavaro Wilhelm Friedrich Karwinski
von Karwin (1780-1855) y debido a que posee flores vistosas, amarillas y aromaticas
también se le conoce como “lirio amarillo”, “monja amarilla”, “flor castigada” e “ita nchaca
cuan”’® este el ultimo nombre en mixteco. Prosthechea karwinskii suele encontrarse
junto a otra orquidea Laelia furfuracea, razén por la cual esta ultima es conocida en la
region mixteca como ‘“ita ndeka morada”, por su flor morada caracteristica, que se

presenta durante de noviembre.™

Su uso etnomédico se encuentra documentado, en donde se mencionan el empleo de
pseudobulbos en preparaciones para la tos, quemaduras y diabetes, las flores en
preparaciones para la tos y para prevenir el aborto, finalmente las hojas, para la

diabetes.®

En cuanto a la fenologia de Prosthechea karwinskii, la floracion tiene lugar entre finales
de febrero y principios de mayo. La maduracion de los frutos y la dispersion de las
semillas tiene lugar en marzo y principios de mayo. El desarrollo de los frutos toma entre
42 y 47 semanas a partir de abril. Entre la temporada de lluvias, y el inicio del invierno

(mayo a diciembre) tiene lugar la fase de crecimiento vegetativo (la formacion de nuevos



brotes). En invierno (enero a febrero) las plantas se encuentran en fase de latencia o
dormancia (comunicacion personal con el Dr. Rodolfo Solano del Centro
interdisciplinario de investigacion para el desarrollo integral regional Unidad Oaxaca,
2019).

Acerca de los estudios quimicos previos de esta orquidea, se han analizado los
componentes volatiles de las flores de P. karwinskii mediante la técnica microextraccion
en fase sélida, y se identificaron mediante cromatografia de gases y espectrometria de
masas los compuestos: limoneno (13), linalool (14), 2-feniletanol (15), ipsdienol (16) y

nerol (17),'° las cuales también fueron reportados en los volatiles de Encyclia citrina.’’

5§j©ﬁ AU, AN

(15) (16) (A7)

En otro estudio, se realizé la extraccion de toda la planta con mezclas de etanol-agua
sobrecalentado. Los compuestos presentes fueron identificados y cuantificados por
comparacién con estandares por CLAR-UV; el cromatograma se presenta en la Figura
2. Los analitos con mayor concentracion presentes son: hidroxitirosol (18), tirosol (19),
7-0O-glucésido de apigenina (9), acido caféico (20), vainillina (21), acido p-cumarico (22)

y acido ferulico (23)."®
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Figura 2. Cromatograma del extracto de P. karwinskii (320nm); picos identificados: hidroxitirosol (18);
tirosol (19); 7-O-glucopirandsido de apigenina (9); acido caféico (20); vainillina (21); acido p-
cumarico (22) y acido ferulico (23). Adaptado de la referencia 18.
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En cuanto a las actividades bioldgicas, se evalué el efecto de los extractos de
etanol:agua (1:1) de hojas (L), flores (F) y pseudobulbos (P) en la obesidad y
dislipidemia de ratones Wistar. El efecto se evaludé determinando la disminucion del
tejido adiposo total de un grupo control y tres grupos tratados con el extracto. Los grupos
tratados con el extracto experimentaron disminuciones significativas en el tejido adiposo

total: 49% en el grupo P, 36% en el grupo L y 33% en el grupo F."°

Continuando con los estudios de actividades biologicas, se evalué la actividad
antioxidante de los extractos hidroetandlicos (HE) e hidrometanodlicos (HM) de hojas,
flores y pseudobulbos. Los que tuvieron el mejor indice de actividad antioxidante fueron
el extracto HM e HE de las hojas, por lo que posteriormente, se evalu6 su capacidad de
inhibicion de crecimiento en lineas celulares cancerosas U251 (gliobastoma maligno),
PC-3 (prostata), K562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (glandula mamaria) y SKLU-
1 (pulmon) en concentraciones de (50 pg/ml). Los extractos tuvieron un porcentaje de
inhibicién del 13.8% (HE) y 13% (HM) en la linea MCF-7.2

2.3. Generalidades de estilbenos

Los estilbenoides son una clase de fenoles que contienen unidades C6-C2-C6,
usualmente con la presencia de 1,2-difeniletileno o nucleos de 1,2-difeniletano en sus
estructuras. Se clasifican en cinco grupos: estilbenos, oligostilbenos, bibencilos,
bibibencilos y fenantrenos. Los estilbenoides se han aislado solo en ciertos géneros
especificos del reino vegetal, pero resaltan por su diversidad quimica, de acuerdo a

diferentes sustituyentes.?'



Con el fin de ilustrar la biosintesis de los bibencilos, se tomara al acido lunularico (24)
como ejemplo. Este bibencilo, se biosintetiza a través del acoplamiento de &cido dihidro-

p-cumarico con tres unidades de malonil-CoA como se ilustra en la Figura 4.2
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Figura 3. Esquema de la biosintesis del acido lunularico, como ejemplo de la biosintesis de bibencilos.
Adaptado de la referencia 21.

En cuanto a la biosintesis de los 9,10-dihidrofenantrenos, se considera que los
bibencilos son sus intermedios biciclicos como se detalla en la Figura 4 tomando como
ejemplo al hircinol (34). En dicha figura se indica que es el acoplamiento oxidativo del

intermedio bibencilo lo que conduce a la formacién de fenantreno.?’
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Figura 4. Esquema de la biosintesis del hircinol (34), como ejemplo de la biosintesis de
dihidrofenantrenos. Adaptado de la referencia 21.



3. JUSTIFICACION

Existe un amplio aprecio de la poblacién hacia las orquideas, tanto por su variedad como
por su valor ornamental; sin embargo, también son relevantes desde el punto de vista
ecologico, ya que existen multiples interacciones planta-planta y planta-animal, entre las
que destacan las interacciones generadas entre orquideas y los organismos anfitriones
en las que viven (arboles, arbustos), las generadas por los procesos de polinizacién
entre orquideas e insectos, asi como las interacciones mutualistas entre insectos." Es
evidente que la comprension de estos fendmenos, algunos de los cuales son mediados

por los metabolitos secundarios, es necesaria para la conservaciéon del habitat natural.

En cuanto a la importancia en medicina tradicional, de entre las 25,000 y 30,000
especies de orquideas, Unicamente alrededor de 600 (2%) tienen registros de uso
médico a nivel mundial, a excepcién de China que reporta que el 20% de sus orquideas
nativas poseen uso medicinal. Tres orquideas son notables en este aspecto: Tianma
(Gastrodia elata), Shihu (varias especies de Dendrobium) y Baiji (Bletillia striata), las
cuales se encuentran relatadas en el documento Shen Nong Ban Cao Jing o la materia
Médica de Shen Nong.?? y cuyo aprecio en la medicina tradicional ha motivado a

investigadores asiaticos a llevar a cabo estudios de sus componentes quimicos.?*2°

El acervo de literatura con respecto a orquideas asiaticas, es contrastante con lo
reportado para orquideas americanas, pese a que el continente americano posee la
mayor diversidad de orquideas del mundo, con 3,784 especies en Ecuador,?® 3,264 en
Colombia,? 2,600 especies en Brasil?® y 1,200 especies en México.' Como sucede con
la mayoria de las especies de plantas (o de otros reinos de la naturaleza), no se han
investigado los aspectos referentes a las interacciones biolégicas que suceden en la
naturaleza, y en el caso particular de la familia Orchidaceae, los aspectos referentes a
su conservacioén y al aprovechamiento racional de las propiedades biol6gicas que

puedan poseer sus metabolitos secundarios.
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Por lo anterior, resalta la importancia de llevar a cabo estudios quimicos de orquideas
americanas, como Prosthechea karwinskii, una orquidea endémica de México, que es
apreciada en la medicina tradicional, en diversas regiones del centro y sur del pais,® y
llevar a cabo bioevaluaciones de los extractos y metabolitos secundarios.'?° Por estos
motivos se estima pertinente contribuir al conocimiento del contenido quimico de esta

especie.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Generar conocimiento original referente a la estructura molecular de los productos

naturales presentes en la Prosthechea karwinskii y, de acuerdo a la disponibilidad

de muestras puras, evaluar preliminarmente algunas de sus propiedades biologicas

4.2 Objetivos especificos

e Aislar los metabolitos secundarios presentes en los pseudobulbos de dos

colectas de lirio amarillo (Prosthechea karwinskir).
o Elucidar las estructuras moleculares de los compuestos aislados mediante el
analisis e integracion de los datos espectroscopicos y espectrométricos,

principalmente de resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

e Realizar algunas evaluaciones que eventualmente permitan ponderar algunas

propiedades biologicas de las substancias aisladas.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se llevaron a cabo dos colectas del material vegetal para el analisis quimico. La primera
se realizd en época de floracidn (de febrero a principios de mayo) y la segunda en época

de crecimiento vegetativo (noviembre), y se procedio al estudio de ambas colectas.

En la primera colecta del material vegetal, mediante diferentes procesos
cromatogréficos realizados a los extractos hexanico, acetonico y metandlico de los
pseudobulbos de P. karwinskii, se aislaron y caracterizaron varios metabolitos
secundarios, los cuales se mencionaran en orden de polaridad creciente: germanicol
(35), B-sitosterol (37), estigmasterol (38), gigantol (4), tristina (39), a-D-glucopiranosa
(41), B-D-glucopiranosa (42) y sacarosa (43).

En la segunda colecta del material vegetal, a partir del extracto CH2Cl>-MeOH (1:1), se
aislaron y caracterizaron las siguientes substancias, los cuales se también se
mencionaran en orden de polaridad creciente: germanicol (35), ferulatos de n-alquilo
(36), B-sitosterol (37), estigmasterol (38), 9,10-dihidro-2,5-dimetoxifenantreno-1,7-diol
(39), gigantol (4) y tristina (40).

A continuacion, se describe la elucidacién estructural de los compuestos obtenidos.

5.1. Identificacion y elucidacion estructural de los compuestos aislados
5.1.1. Germanicol (35)

A partir del extracto hexanico de la primera colecta, se aislé un sdélido ligeramente
amarillo de la fraccion 116 cuyo espectro de RMN 'H (Espectro 1) mostré sefiales a
campo alto entre &H 0.73 y 1.08 que insinuan la presencia de hidrégenos metilicos y
metilénicos asignables presumiblemente a esteroles o triterpenos. La presencia de la
sefal intensa centrada en d4 1.25, es asignable a hidrégenos metilénicos, por lo que es
probable que el producto natural se tratara de un éster de triterpeno, o bien, de un
triterpeno en mezcla de alcoholes lipidos. La ausencia de la sefial del carbonilo de éster
(aproximadamente en 8¢ 167%’) o la sefial de carbonilo de acido en el espectro de RMN
BC (Espectro 2) permite inferir que la sefial en &4 1.25 sea asignable a hidrégenos

metilénicos de un alcohol o varios alcoholes lipidicos.
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En el espectro de RMN '3C de la muestra resaltan las sefiales centradas en 8¢ 142.9 y
129.8, correspondientes a un doble enlace trisustituido. La revision en la literatura indica
que tales sefales son coincidentes para los carbonos olefinicos C18 y C19 de un
triterpeno pentaciclico (ya que este grupo de sustancias son frecuentes en el reino

vetetal), y especificamente a un triterpeno con esqueleto de oleanano.?’-3°

El analisis CG-MS (Cromatograma 1) permitié conocer que efectivamente, esta muestra
es una mezcla constituida por un triterpeno (tr = 35.96min) y varios alcoholes de cadena
larga (tr = 27.93, 29.88, 31.74, 33.44 min). El espectro de masas de los picos en tr =
27.93, 29.88, 31.74, 33.44 min, revelan un patron de fragmentacion asignable a
alcoholes de cadena alifatica larga. Ademas, el espectro de masas del pico en tr = 35.96
min permitié identificar a un triterpeno de i6n molecular [M]* 426 correspondiente a la
formula molecular C3Hs0O. El patrén de fragmentacion (Espectro 3) corresponde a un
triterpeno del tipo oleanano insaturado en C18-C19, ya que exhibe una pérdida
pronunciada del metilo en C-17, al tener una activacion alilica debido al doble enlace

C18-C19 lo que permite estabilizar a los iones que contienen al anillo D y E.*'

Finalmente, con el objetivo de aislar y purificar el triterpeno de la fraccion 116, se realizé
su separacion mediante CC de silice quimicamente modificada, (C1s) con la que se

obtuvo el sélido 116D.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 4) del sélido 116D se observa la sefial doble de
dobles centrada en 64 3.21 asignable a un hidrégeno metinico a-axial por la constante
de acoplamiento Jaxax (11.6 Hz) con H2 B-axial y Jaxec (4.8Hz) con H2 a-ecuatorial, lo

que permitié concluir que el protén se encuentra geminal a un grupo hidroxilo en C3.

También se observa una sefial asignable a un hidrogeno olefinico en &4 4.85 que es
adjudicable a la insaturacion en C18-C19. La comparacion de los datos experimentales
con los informados en la literatura permitié confirmar la identidad de esta substancia con

el triterpeno germanicol (35).283

El germanicol (35) ha sido aislado en otras plantas como en Kleinia odora
(Asteraceae),*? Celtis sinensis (UImaceae),® entre otras especies vegetales. Asi, esta
es la primera ocasién que se reporta esta substancia en la familia Orchidaceae, donde
es mas comun encontrar triterpenos con esqueleto de cicloartano tipo C-31 y C-32,3

lanostano,’" taraxano,? entre otros.
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(35)

5.1.2, Ferulatos de n-alquilo (36)

En el espectro de RMN "*C (Espectro 7) de un sélido blanco obtenido del extracto de
CH.Cl,:MeOH (1:1) se encuentran 18 sefiales, de las cuales 5 corresponden a sefiales
de metinoen &¢c 144.6,123.1,115.7,114.7,109.3 y 4 a carbonos cuaternarios 6c 167.4,
147.9, 146.7, 127.1. Una sefal destacable es la centrada en &¢ 167.4 asignable a un
carbono carbonilico de éster que en conjunto con la sefal intensa a campo alto de
metilenos (8¢ 29.7) suele presentarse en ésteres de cadena alifatica larga, los cuales se

encuentran frecuentemente en los productos naturales.

Ademas, en el espectro de RMN 'H (Espectro 6) resaltan las sefiales 7.61 (d, J = 15.9
Hz, 1H)y 6.29 (d, J = 15.9 Hz, 1H) que por su acoplamiento son asignables a hidrogenos
olefinicos con disposicion trans. Esta sefal presentd acoplamiento en el espectro HSQC
con el carbono en d¢ 167.4 por lo que se deduce que el éster antes mencionado es a-3
insaturado. Los desplazamientos quimicos de los carbonos cuaternarios indican la
presencia de un benceno con tres sustituyentes, que mediante el experimento HMBC

se dedujo que los sustituyentes son un éster a-f3 insaturado, un fenol y un metoxilo.

El analisis de los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de los
hidrégenos de los metinos aromaticos (on 7.07 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.03 (d, J=1.9
Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H)) indican un patrén de acoplamiento ABX, que suele
encontrarse en bencenos asimétricamente sustituidos® y segun las constantes de
acoplamiento corresponden a los hidrogenos de la posiciéon 6 (0w 6.92, Jorto) , 5 (01 7.07,
Jorto y meta) Y 9 (On 7.03, Imeta). LOS desplazamientos antes detallados concuerdan con lo
mencionado en la literatura al describir la mezcla de ferulatos de n-alquilo (36) que se

han presentado en otras orquideas como D. tosaense y D. moniliforme.3®
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5.1.3. B-Sitosterol (37) y estigmasterol (38)

En el proceso cromatografico se obtuvo un sélido como se describe en la parte
experimental. El espectro de RMN 'H (Espectro 8) de este mostré sefiales a campo alto
que sugieren la presencia de un esterol, en particular por el conjunto de sefiales entre
on 1.02-0.69, que son las correspondientes a metilos, ya que estas substancias
contienen generalmente seis metilos con diferente multiplicidad. El analisis de esta
region del espectro permitio identificar una sefial doblete centrada 64 0.93 (J = 6.5 Hz),
asignable al metilo C21, el cual se encuentra unido al metino C20 de los esteroles, lo
cual esta de acuerdo con la suposicion de que esta muestra es un esterol (0 una mezcla,
como se describe a continuacion). Adicionalmente, en &4 5.36 se observa una sefal
doble (J = 5.1 Hz), asignable a un hidrégeno olefinico, el cual puede ubicarse en los
carbonos C6, C7, o C11 del esqueleto de fitoesteroles, sin embargo, la mayoria de los
esteroles posee el doble enlace entre C5-C6, por lo que lo mas probable es que este
hidrégeno corresponda a H6. Otra sefal interpretable directamente es la sefial multiple
centrada en &y 3.54 que puede atriburise al hidroximetino H3, que es un fragmento

estructural frecuente en fitoesteroles.

En el espectro de RMN "*C (Espectro 9) se observan sefales en 5c 140.5 y 121.9,
asignables a una olefina trisubstituida, la cual que puede ubicarse entre C5-C6, dada la
frecuencia de este fragmento entre los fitoesteroles. Estos datos son practicamente
idénticos a los informados para el B-sitosterol (37) y la comparacién con muestras

auténticas permitieron confirmar su identidad.

En los espectros de RMN 'H y '3C se observaron sefiales que no corresponden al -
sitosterol. En particular, las dos sefiales de doble de doble en oy 5.16 (J = 15.18, 8.48
Hz) y 61 5.02 (J =15.19, 8.62 Hz) son asignables a los hidrogenos H22 y H23 del doble
enlace di-sustituido con configuracion trans del estigmasterol. Asi, es posible concluir
que esta muestra es una mezcla (3:1) de B-sitosterol (37) y estigmasterol (38). Los datos

descritos coinciden con los informados en la literatura®-*® y la comparacion por CCF de
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esta muestra con las disponibles en el laboratorio permitieron confirmar la naturaleza de

esta muestra.

5.1.4. 9,10-Dihidro-2,5-dimetoxifenantreno-1,7-diol (39)

En el espectro de RMN "3C (Espectro 11) de un sélido blanco obtenido mediante
procesos de purificacion del extracto de CH2Cl.:MeOH (1:1) se encuentran 17 sefiales,
12 de ellas correspondientes a carbonos aromaticos, las cuales, de acuerdo con los
experimentos DEPT 90 y 135, corresponden a 4 metinos (&¢ 120.2, 109.0, 108.2, 99.1),
y 8 carbonos cuaternarios (6¢ 159.1, 157.6, 146.0, 142.9, 141.6, 127.6, 124.8, 116.3).
El desplazamiento a campo bajo y el numero de sefiales descritas concuerdan con lo
mencionado en la literatura para la estructura de fenantrenos, los cuales son
considerados marcadores taxonémicos de ciertos grupos de las familias Combretaceae,
Discoreaceae, Juncaceae y Orchidaceae, siendo esta ultima la fuente de la mayoria de
los fenantrenos naturales.*® En el experimento HSQC se observa correlacion entre las
sefiales a campo alto d¢c 31.0 y 22.2 y los protones 8H 2.61 (m, 2H) y 2.74 (m, 2H)
respectivamente, por lo que pueden asignarse a C9 y C10 de dihidrofenantrenos de
acuerdo a la comparacion con estructuras de compuestos aislados de la orquidea

Eulophia nuda.*%*'

Los desplazamientos de C1 (8¢ 142.9), C2 (&¢ 146.0), C5 (8¢ 159.10), C7 (dc 157.55),
apoyan que el producto natural que se describe corresponde a un dihidrofenantreno
sustituido. Esta afirmacion concuerda con la informacion de la literatura,®® donde se
indica que todos los fenantrenos naturales se encuentran sustituidos, y la mayoria de
los sustituyentes se encuentran en los carbonos C2 y C7. Por los desplazamientos
presentados y los experimentos HMBC, HSQC y NOESY, se concluye que las
sustituciones corresponden a dos metoxilos &¢c 56.2 (C-2) y 55.7 (C-5) y dos fenoles
(carbonos jpso en &¢c 157.6 (C-7) y 143.0 (C-1)).
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En el espectro de RMN 'H (Espectro 10) se observa la presencia de dos sefiales con
constantes de acoplamiento orto, centradas en 64 7.72 (d, J=8.7 Hz, 1H) y 6.78 (d, J =
8.7 Hz, 1H) atribuibles a los hidrégenos en C4 y C3. También son observables dos
sefales de hidrogenos aromaticos en relacion meta, centrados en &y 6.45 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.4 Hz, 1H) que se ubican en las posiciones C6 y C8 del 9,10-
dihidro-2,5-dimetoxifenantreno-1,7-diol. La comparacion con los datos informados en la

literatura permitié confirmar la identidad de esta substancia.*%*2

5.1.5. Gigantol (4)

El espectro de "*C (Espectro 13) de una sustancia de polaridad intermedia que se obtuvo
como aceite, presenta 16 sefiales. Doce de ellas correspondientes a carbonos sp?
aromaticos, de las cuales, de acuerdo con los experimentos DEPT 90 y 135,
corresponden a 6 carbonos cuaternarios (8¢ 160.8, 156.8, 146.4, 144.6, 143.6, 133.9) y
6 corresponden a metinos (6¢c 121.1, 114.4, 111.4, 108.3, 106.8, 99.2). Se observan

también sefiales de dos metoxilos y de dos metilenos.

De acuerdo al numero de carbonos y a su distribucion en grupos de C6-C2-C6, se
deduce que el producto natural que se describe es un dihidroestilbeno,?' que es un tipo
de producto natural frecuente en la familia Orchidaceae. La afirmacion anterior esta de
acuerdo con la presencia de las dos sefiales de metilenos alifaticos observables en &¢
38.3 y 37.3 (caracteristicos para este tipo de sustancias), y con la comparacioén con
estructuras similares ya reportadas en orquideas de otros géneros, por ejemplo, de
Dendrobium,*** Cymbidium,*> entre otras. Los desplazamientos de los carbonos
cuaternarios bencénicos permiten deducir que el dihidroestilbeno posee sustituyentes
correspondientes a dos metoxilos 6¢ 56.0 (C3”-OCHzs) y 55.4 (C5’-OCHz3) y a dos fenoles
146.4 (jpso C4”) y 156.8 (jpso C3’). El espectro de RMN 'H (Espectro 12) muestra
sefales en oy 6.85, (d, J=8.0 Hz, 1H), 6.68 &1 (dd, J =8.0, 1.9 Hz, 1H) y 6.64 &4 (d, J

= 1.8 Hz, 1H) que indican un patrén de acoplamiento ABX, que suele encontrarse en
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bencenos asimétricamente sustituidos.®® Los desplazamientos anteriormente descritos
corresponden con gigantol (4) que es un metabolito secundario caracterizado con

anterioridad.*%46

(4)

5.1.6. Tristina (40)

La aplicacion de diversos procedimientos cromatograficos a los extractos de las dos
colectas del vegetal analizadas permitié el aislamiento de una substancia de mayor
polaridad cuyo espectro de RMN "*C (Espectro 15) mostr6 13 sefiales espectro de °C,
10 de ellas correspondientes a carbonos bencénicos, que de acuerdo con los
experimentos DEPT 90 y 135, corresponden a las sefiales de 5 carbonos cuaternarios
(6c 159.1, 148.0, 145.3, 145.1, 134.1) y de 5 metinos (8¢ 121.5, 115.5, 112.8, 107.8,
101.0). Seguidamente se distingue la sefial en d¢c 56.1 que corresponde al carbono del
metoxilo de la posicion 5’. Ademas, son observables sefiales de dos metilenos alifaticos
en d¢c 31.9y 38.9, lo cual indica que se trata de un dihidroestilbeno, con la particularidad
de que la substitucién simétrica de uno de los bencenos permite registrar solo diez
carbonos (de los doce que contiene la estructura), dada la equivalencia magnética de
dos de ellos. Esta simetria permite concluir que esta estructura corresponde a la tristina
(40), aislada anteriormente de la orquidea Bulbophyllum triste.*” En el espectro de RMN
'H (Espectro 14) confirma esta suposicion, ya que se observan sefiales en dy 2.84 —
2.68 (4H, m) correspondientes a hidrogenos metilénicos y en &4 8.19 (s, 2H) y 7.37 (s,
1H) sefiales asignables a hidrogenos fendlicos en la posicién 3’, 5’ y 4” informados en

la literatura.*”8
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(40)

Un isbmero de la tristina (40) es el dihidroestilbeno a,a’-dihidro-3,5,3’-trihidroxy-4'-
metoxiestilbeno reportado en las hojas de Glycyrrhiza glabra,*® en el cual los grupos
metoxilo y el fenol se encuentran en posiciones contrarias. Esta ultima estructura
también seria simétrica en el anillo bencénico con sustituciéon 1,3,5. Para distinguir
ambas moléculas, fue necesario el experimento NOESY, en el cual se observaron
acoplamientos de los hidrogenos en &4 3.78 (C3”-OCH3) y &1 6.79 (27) y este ultimo a
su vez con los hidrégenos metilénico de C1y C2, los cuales confirman que la estructura

aislada en P. karwinskii es la tristina (40).

5.1.7. a-D-Glucopiranosa (41) y B-D-glucopiranosa (42)

A partir de los procedimientos cromatograficos al extracto metandlico de la primera
colecta del vegetal analizado, se aisl6é una substancia de mayor polaridad cuyo espectro
de RMN ™3C (Espectro 17) mostr6 12 sefiales, 10 de ellas correspondientes metinos con
0c96.6,92.8,76.6,76.4,74.8,73.4,72.1,72.1, 70.3, 70.3 y 2 de ellos a metilenos con
desplazamiento en 6¢61.4, 61.3. Las sefales centradas en &¢ 96.6 y 92.8 se encuentran
en el rango conocido como “regién anomeérica” de monosacaridos en &¢c 90-110% y al
comparar sus desplazamientos con los ya informados, se deduce que pertenecen al C1
de B-D-glucopiranosa (39) (d¢c 96.6) y C1 a-D-glucopiranosa (8¢ 92.8).%° La a-piranosa y
B-piranosa son dos de las formas mas representativas que toman las aldohexosas en
soluciones acuosas concentradas, con un porcentaje de 38% y 62%. Otras formas

también son la B-furanosa (0.14%) y la forma aldehidica (0.002%).%°

En cuanto al espectro de 'H, sobresalen las sefiales con buena resolucion centradas a
campo bajo en 5.24 y 4.65 ppm, caracteristicas de los hidrégenos anoméricos (cuyo

rango de desplazamientos se encuentra entre 4.5 y 5.4 ppm).5° Al cotejar los
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desplazamientos experimentales con los ya informados, se dedujo que la sefial en dx
5.24 es adjudicable al hidrogeno anomérico de a-D-glucopiranosa (H1a) y la sefial de &n

4.65 es asignable al hidrégeno anomérico de la -D-glucopiranosa (H1p).

OH OH
6
4 0 4 6 0
%o TH "Ro 1 oH
3 o 3 O
H OH H H
(41) (42)

5.1.8. Sacarosa (43)

La continuacion de los procedimientos cromatograficos del extracto metandlico de la
primera colecta del vegetal, en las fracciones mas polares permitié aislar una substancia
cuyo espectro de 'H (Espectro 18) mostré sefiales en el rango de desplazamiento
quimico de dn 3.4 - 4.2 asignables a hidrégenos en carbonos metinicos susituidos con
hidroxilos.*® Al igual que en a-D-glucopiranosa (41) y B-D-glucopiranosa (39) recién
descritas (ver seccion 5.1.7) , en el producto natural que se describe, también se
encuentran sefiales adjudicables a hidrégenos anoméricos en &4 5.4 que corresponde
a la presencia de a-D-glucopiranosa (41) (H1B). Sin embargo, en el espectro de °C
(Espectro 21) se observan dos los picos centrados en 8¢ 103.7 y 92.2 que se encuentran
en la region anomeérica.®! Esta informacion aunada al nimero de sefiales en *C (12
sefales) permite deducir que el producto natural que se detalla puede corresponder a
un disacarido conformado por a-D-glucopiranosa (41) y una cetosa. La magnitud de la
constante de acoplamiento observada para el protébn anomérico de glucopiranosa (J =
3.6 Hz) confirma su disposicién a-ecuatorial (acoplamiento ecuatorial-axial) por lo que

se deduce que es sacarosa.

Las sefiales dobles de dobles (“tripletes” con la misma J, pero con relacion 1:2:1)
observadas en el espectro de RMN 'H centradas en &y 3.64 y 3.44, corresponden a a-
D-glucopiranosa (41). El triplete en o1 4.03 (J = 8.4 Hz) corresponde al fragmento de la
B-D-fructopiranosa (42) de la sacarosa. La comparacion de estos datos con los
informados en la literatura, permiten confirmar que esta estructura corresponde a la

sacarosa (43).%
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5.2. Actividades bioldgicas

5.2.1. Evaluacion de la inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa

Existen reportes del uso tradicional del lirio amarillo para el tratamiento de la diabetes,
en el que se detalla su uso mediante la ingestién diaria de la infusion del pseudobulbo
hasta que el nivel de glucosa se estabilice.® Tomando en cuenta este reporte, se evalué
la actividad de los metabolitos gigantol (4) y tristina (40) sobre la actividad enzimatica
de la a-glucosidasa de levadura y rata (Tabla 7) de acuerdo con el protocolo establecido,
para determinar de manera preliminar su potencial como sustancias anti-

hiperglucémicas.

Este ensayo se basa en la determinacion de la concentracién 4-nitrofenol mediante
espectrofotometria. El 4-nitrofenol es producto de la hidrolisis del a-D-glucopiranosido
de 4-nitrofenilo por la enzima. La concentracién es inversamente proporcional a la

inhibicion de la enzima.

De acuerdo con los datos de la Tabla 5 detallada en la parte experimental, unicamente
el extracto hexanico de la primera colecta y el extracto de CH»>Cl,: MeOH (1:1) poseen
un porcentaje de inhibicion elevado y en comportamiento dosis respuesta. De los
metabolitos aislados unicamente la tristina (40) mantiene un comportamiento de dosis
respuesta en su actividad inhibitoria, su porcentaje de inhibicion de 19.70%
(concentracion de 100 uM) es menor que el de la referencia: quercetina (44), que a la
misma concentracion inhibié en un 97.07% a la enzima. Por lo que la inhibicion de la

enzima a-glucosidasa por gigantol (4) y tristina (40) no puede considerarse relevante.
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(44)

5.2.2. Inhibicion en el crecimiento de lineas celulares cancerosas

humanas

Debido a que en estudios anteriores de los extractos hidroetandlicos (HE) e
hidrometanolicos (HM) de las hojas en el rastreo primario del porcentaje de inhibicion
contra las lineas celulares cancerosas humanas se reportaron valores de 13.8 (HE) y
13.0 (HM) en las lineas MCF-7,2° se considerd pertinente realizar el experimento, en
esta ocasion para los metabolitos aislados gigantol (4) y tristina (40). Los resultados se

detallan en la Tabla 8 de la parte experimental.

Los resultados del experimento indicaron que ambas sustancias son inhibidores del
crecimiento de la linea K562 (leucemia) con valores de 49.8% para gigantol (4) y 50.8%
para tristina (40), y de la linea MES-SA (sarcoma uterino) con valores de 40.5% para
gigantol (4) y 34.3% para tristina (40). Al no superar el 50% de inhibicion, la bioactividad

de este ensayo no puede considerarse como relevante.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1. Material vegetal

Los pseudobulbos de la especie vegetal P. karwinskii fueron recolectadas en dos
ocasiones. La primera colecta fue realizada en marzo 2016 (periodo de floracion) a partir
del material vegetal usado en decoraciones de Semana Santa en Zaachila, Oaxaca
provenientes de Santa Maria Sola y San Juan Bautista en el distrito de Sola de Vega®
y fueron proporcionados por la Dra. Luicita Lagunez. El material fue secado por calor a

conveccion hasta peso constante.

La segunda colecta, el material vegetal se realiz6 en El Molino en el municipio San Pedro
y San Pablo Teposcolula, Oaxaca, en noviembre del 2018 (periodo de crecimiento
vegetativo). Su ubicacion geografica corresponde a las coordenadas 17°33' Ny 97°21’

O. La muestra fue cortada en laminas finas y secada al aire libre a la sombra.

En ambas colectas, la determinacién taxondémica de la planta fue realizada por el Dr.
Rodolfo Solano y se depositd un ejemplar en el Herbario OAX del Instituto Politécnico

Nacional con el registro Solano 4037.

6.2. Materiales y equipos

Los procesos cromatograficos fueron realizados utilizando como fase estacionaria gel
de silice (SiOz) de tamafios de malla 70-230 y 230-400 mesh (Merck®), ademas de

silice quimicamente modificada (C-18) de tamafio de particula 40-63 um (Buchi).

Los disolventes que fueron empleados son hexano, acetato de etilo, diclorometano,
metanol, tolueno y acetonitrilo. El seguimiento de los procesos cromatograficos se
realizé mediante cromatografia en capa fina (CCF) usando cromatofolios de silice gel
de Merck® 60 Fas4. Con el fin de visualizar la CCF se empled una lampara de luz UV de
A de 254 y 365nm, ademas los reveladores: sulfato cérico amoniacal con acido sulfurico,
acido fosfomolibdico, vainillina con acido sulfurico y p-anisaldehido. Los puntos de
fusion fueron determinados mediante un aparato Fisher-Johns y no fueron corregidos.
Los espectros de RMN 'H y "3C fueron obtenidos en los equipos Bruker Avance Il (700
MHz), Bruker Avance Il (400 MHz), Bruker Fourier (300 MHz) y Jeol Eclipse (300 MHz).
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Los disolventes deuterados empleados fueron cloroformo (Sigma-Aldrich), acetona
(Sigma-Aldrich) y 6xido de deuterio (Sigma-Aldrich). En el analisis de la mezcla de
germanicol y alcoholes grasos, se empled un cromatdgrafo de gases-espectrometro de
masas Jeol, JSM-GC Mate I, una columna Agilent technologies 30m x 0.0320 mm. EI

analisis cromatografico fue desarrollado en un rango de temperatura de 60-235 °C.

6.3. Primera colecta

En la primera colecta, el material vegetal seco y molido (186 g) fue macerado con
hexano durante tres dias. Se concentr6 el sobrenadante a presién reducida cada 24h.
Se obtuvieron 1.77g de extracto. El residuo fue extraido nuevamente con acetona y
metanol siguiendo el procedimiento descrito para el extracto hexanico y se obtuvieron
2.18 gy 15.70 g de residuo, respectivamente.

El extracto hexanico (1.77g) se absorbié en silice (70-230) en una relacién 1:1 y se
aplicé a una columna de 3 cm de diametro y 26 cm centimetros de longitud y se empacé
con silice (230-400). Se utilizaron mezclas de hexano: acetato de etilo en orden
creciente de polaridad, un lavado de acetona y finalmente metanol. Las fracciones
fueron reunidas en 12 fracciones (I-Xll) de acuerdo a la similitud de su perfil

cromatografico para su posterior fraccionamiento.

Se realiz6 una separacion de la fraccion 1l (469.9 mg) mediante Sefadex LH-20
empleando CHCIsy finalizando con MeOH. Se colectaron 38 eluatos de 10ml que fueron
reunidos en 12 fracciones (I11-1112). La fraccion 116 (24.1 mg) se observé como una sola
mancha en CCF Rf0.47 hexano: acetato de etilo 8:2. La fraccion fue analizada por RMN
'"H y CG-EMIE donde los resultados describieron una mezcla de alcoholes de cadena

larga con un triterpeno.

Finalmente se procedié a separar la fraccion 116 mediante CC con silice quimicamente
modificada (C-18) utilizando como fase movil acetonitrilo (100%). Se obtuvieron 121
eluatos de 2 mL que fueron reunidos en 4 fracciones (lI6A-116D). En la fraccion 116C (2.1
mg) se aislé un solido blanco Rf 0.55 (hexano: acetato de etilo 8:2) soluble en CHCl3

que corresponde a germanicol (35).

Continuando con el extracto hexanico, se realizo6 la separacion de la fraccion |l mediante
Sefadex LH-20 empleando mezclas CH2Cl.:MeOH en orden creciente de polaridad. Se

colectaron 64 eluatos de 10ml que fueron reunidos en 7 fracciones (IlIA-1IG). En la
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fraccion IIID (18.6 mg) eluida con hexano:acetato de etilo 8:2, se aislé un solido blanco
en forma de agujas con Rf0.41 (hexano: acetato de etilo 8:2), que fue recristalizado con
mezclas acetona: hexano que corresponde a la mezcla B-sitosterol (37) y estigmasterol
(38).

En la Tabla 1, se resumen las fracciones de las que se aislaron productos naturales.

Tabla 1.- Fracciones del extracto hexanico aceténico de la primera colecta que contenian
productos naturales.

Eluatos Fracciones Proporcion Compuesto

(25mL c/lu) Nombre Peso (mg) (Hexano: AcOEt) aislado

13-18 Il 469.9 9:1 35

19-22 I 82.7 9:1 37y38

El extracto acetonico (2.18 g) se absorbio en silice (70-230) en una relacion 1:1 hasta la
obtencion de una mezcla homogénea, la cual fue colocada en una columna
cromatografica como se describié en la fraccion del residuo hexanico. Se utilizaron
mezclas hexano: acetato de etilo en orden creciente de polaridad y se realizaron lavados
con acetona y finalmente metanol. Las fracciones fueron reunidas en 14 fracciones (A-
N).

Se realiz6 una separacion de la fraccion ABC (292.1 mg) mediante Sefadex LH-20
empleando CHCIsy finalizando con MeOH. Se colectaron 29 eluatos de 5 ml que fueron
reunidos en 7 fracciones (ABC1-ABC7). Seguidamente, se realiz6 la separacion de la
fraccion ABC4 (96.9 mg) mediante CC flash isocratica utilizando como fase mouvil
hexano:acetato de etilo (9:1) obteniendo 124 eluatos de 10 ml reunidos en 8 fracciones
(ABC4A-ABC4H). En la fraccibn ABC4B (1.9 mg) se observdé una mancha Rf 0.55
(hexano: acetato de etilo 8:2) que fue comparada con la fraccion 116C que corresponde

a germanicol (35).

Se prosigui6é con la separacion de la fraccion D mediante placa preparativa de silice gel
60 F264 de 20 x 20 cm de dimension, obteniendo 5 bandas (D1-D5), siendo la de interés
la correspondiente a Rf 0.66 (hexano: acetato de etilo 7:3, con 0.1mL de acido acético

por cada 10ml de fase movil).
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La fraccion D1 (17.9 mg) fue separada mediante una placa HPTLC de 20 x 10 cm de
dimension eluida dos veces con hexano: acetato de etilo 6:4, de la cual se obtuvieron 9
bandas (D1A-D1l), siendo la banda de interés la correspondiente a D1E con un Rf0.63,

de la que se obtuvo un aceite rojo que corresponde a gigantol (4).

A continuacion, la fraccion H del extracto aceténico se separé mediante Sefadex LH-20
empleando mezclas CHCIs: MeOH en orden creciente de polaridad. Se colectaron 19
eluatos de 5ml que fueron reunidos en 5 fracciones (H1-H5). De la fraccion H4 (4.6 mg)
se aislo un aceite rojo con Rf 0.44 (hexano: acetato de etilo 1:1), que corresponde a
tristina (40).

Tabla 2. Fracciones reunidas del extracto acetonico de la primera colecta que contenian
productos naturales.

Eluatos Fracciones Proporcion Compuesto

(25mL c/u) Nombre Peso (mg) (Hexano: AcOEt) Aislado

1-14 A 46.9 9:1 (35)
28-36 D 54.4 8:2 (4)
64-74 H 23.9 7:3 (40)

El extracto metandlico (15.70 g) se absorbié en silice (70- 230) en una relacion 1:1 hasta
la obtencion de una mezcla homogénea, la cual fue aplicada a una columna de 7 cm y
35 centimetros de longitud empacada con gel de silice. La eluciéon se inicié hexano:
acetato de etilo (3:7) para continuar en orden creciente de polaridad hasta acetato de
etilo, para seguir con mezclas acetato de etilo: metanol (9:1) y continué con mezclas de

acetona: metanol. Las fracciones fueron reunidas en 16 fracciones (1-16).

Se realizd la separaciéon de la fraccion 1 mediante Sefadex LH-20 en mezclas
CH2Cl>:MeOH en orden creciente de polaridad. Se colectaron 28 eluatos de 25 mL que
fueron reunidos en 9 fracciones (1A-11). Seguidamente, se reunieron las fracciones 1H
y 11 dando a lugar a la fraccién 1H-I. Se realiz6 la separacion de la fraccion 1H-I (14.3

mg) mediante placa preparativa de silice gel 60 F264 de 20 x 20 cm de dimension,
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utilizando como fase mévil hexano:acetato de etilo (1:1) obteniendo 5 bandas (1H-I1-
1H-I15).La banda de interés posee un Rf 0.55, de la que se obtuvo un aceite rojo que

corresponde a gigantol (4).

De la fraccion 8 se aisld un sélido amarillo (47.2 mg) y se realizé una separacion
mediante Sephadex LH-20 empleando MeOH. Se colectaron 53 eluatos de 10 ml que
fueron reunidos en 5 fracciones (8A-8E). De la fraccion 8B (41.3 mg) se aislaron cristales
blancos con Rf 0.6 (acetona: MeOH 7:3) que corresponde a a-D-glucopiranosa (41) y B-

D-glucopiranosa (42).

En la fraccion 14 (426.8 mg), se aisl6 un so6lido ligeramente café (160.2 mg). Dicho sélido
fue separado mediante Sefadex LH-20 empleando MeOH. Se colectaron 45 eluatos de
10ml que fueron reunidos en 5 fracciones conforme a su similitud por CCF (14A-14E).
En la fraccion 14B (140.2 mg) se aisl6 un cristal blanco con Rf 0.4 (acetona: MeOH 7:3)

que corresponde a sacarosa (43).%

Tabla 3. Fracciones del extracto metandlico de la primera colecta que contenian productos
naturales.

Eluatos Fracciones Fase movil Compuesto

(25mL cl/u) Aislado

Nombre Peso (mg)

1 1 116.7 AcOEt: Hex (7:3) (4)
97 8 104.7 Acetona (41) y (42)
114 14 423.9 MeOH (43)
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6.4. Segunda colecta

En la segunda colecta, a partir de 5.7 kg de material fresco se obtuvieron 567 g de
material vegetal seco y molido. En esta ocasidn, considerando los resultados de la
primera colecta, se decidio realizar un extracto total CH2Cl,: MeOH (1:1). El material fue
extraido mediante maceracién durante tres dias con la mezcla de disolventes
mencionada. Se concentrd el sobrenadante a presion reducida cada 24 h, de los cuales
se obtuvieron 52.4 g de residuo. El extracto CH.Cl,: MeOH 1:1 (52.4 g) se adsorbié en
silice (70-230) en una relacion 1:1 hasta la obtencién de una mezcla homogénea, la cual
se aplicé a una columna de 13 cm y 32 centimetros de longitud. Se utilizaron mezclas
hexano: acetato de etilo en orden creciente de polaridad, posteriormente se eluy6 con
mezclas de acetato de etilo: metanol hasta concluir en metanol. Se colectaron 311
eluatos de 500 ml, que fueron reunidos en 41 fracciones. Las fracciones se reunieron
con el siguiente orden y relacion de disolventes: A’1-A’7 (100:0), B1-B3 (90:10), C1
(85:15), D1-D2 (85:15), E1-E4 (85:15), F1 (80:20), G1-G2 (80:20), H1-H5 (70:30), I1
(50:50), J1-J2 (50:50), K1-K2 (50:50), L1-L4 (30-70), M1-M4 (AcOEt), N1-N2
(AcOEt:MeOH (70:30)), O1 (MeOH).

Se realiz6 la separacion de la fraccion A’5 (93.9 mg) del extracto CH2Cl:MeOH (1:1)
mediante Sefadex LH-20 empleando mezclas CH:Cl,:MeOH en orden creciente de
polaridad. Se colectaron 25 eluatos de 10 ml que fueron reunidos en 5 fracciones (A’5A-
A’5E). La fraccion A’5C (823.5 mg) fue separada nuevamente usando cromatografia
flash con hexano:acetato de etilo 9:1, del cual se obtuvieron 49 eluatos reunidos en 11
fracciones (A’5C1-A’5C11).

Las fracciones A’5C6 a la A’'5C9 se reunieron para dar lugar a la fraccion A’5C6-9 (137.1
mg) que fue separada nuevamente con silice quimicamente modificada (C1g) utilizando
como fase movil acetonitrilo. Se obtuvieron 109 eluatos de 2 ml que fueron reunidos en
5 fracciones (A’5C6-9A — A’5C6-9E). De la fraccion A’5C6-9D (1.8 mg) se aisld un solido
blanco Rf 0.55 (hexano: acetato de etilo 8:2) soluble en CHCIs; que corresponde a

germanicol (35).

Posteriormente, se realiz6 la separacion de la fraccidon A’7 mediante Sefadex LH-20
empleando gradiente de mezclas de CH,Cl, y MeOH. Se colectaron 25 eluatos de 10 ml
que fueron reunidos en 9 fracciones (A’7A-A’71). Posteriormente, la subfraccion A’7C

(48.4 mg) se sometié a una CC flash isocratica con hexano:acetato de etilo (95:5), de la
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cual se aisl6 un sélido blanco que se identific6 como la mezcla de ferulatos de n-alquilo
(36).%¢

A continuacion, se procedio6 a reunir las fracciones B1-B3 dando lugar a la fraccién B1-
3. La fraccion B1-3 se separé mediante Sefadex LH-20 empleando mezclas
CHCl,:MeOH en orden creciente de polaridad. Se colectaron 21 eluatos de 10 ml que
fueron reunidos en 5 fracciones (B1-3A- B1-3E). De la fracciéon B1-3D (25.9 mg) eluida
con hexano:acetato de etilo 8:2, se aislé un sélido blanco en forma de agujas con Rf
0.41 (hexano: acetato de etilo 8:2), que fue recristalizado con mezclas acetona: hexano

cuya identidad corresponde a la mezcla B-sitosterol (37) y estigmasterol (38).37:38

Seguidamente, se realiz6 una separacion de la fraccion E3 mediante Sefadex LH-20
empleando mezclas CH>Cl,:MeOH en orden creciente de polaridad. Se colectaron 25
eluatos de 10 ml que fueron reunidos en 10 fracciones (E3A-E3J). Seguidamente, a
partir de la subfraccion E3J (10.6 mg) se realizd una CC de silice gel, utilizando como
fase movil hexano:acetato de etilo (7:3), de la cual se aislé un solido blanco que se

identificé como 9,10-dihidro-2,5-dimetoxifenantreno-1,7-diol (39).40-42

La fraccion F1 se separ6 mediante Sefadex LH-20 empleando mezclas CH2Cl,:MeOH
en orden creciente de polaridad. Se colectaron 25 eluatos de 10 ml que fueron reunidos
en 12 fracciones (F1A-F1L). La fraccion F1L (1.0811 g) fue separada nuevamente
usando cromatografia flash isocratica con hexano:acetato de etilo (6:4), del cual se

obtuvieron 53 eluatos reunidos en 12 fracciones (F1L1-F1L12).

De la fraccion F1L2 (680.9 mg), mediante una columna de silice de lecho abierto, eluida
con éter de petroleo: acetato de etilo (9:1), se obtuvo gigantol (4) como un aceite

ligeramente amarillo soluble en CHCls.

Posteriormente, se realiz6 la separacion de la fraccion 11 mediante Sefadex LH-20
empleando mezclas CH>Cl,:MeOH en orden creciente de polaridad. Se colectaron 36
eluatos de 10 ml que fueron reunidos en 11 fracciones (11A-11K). La fraccion 11J (254.4
mg) fue separada mediante cromatografia flash con CH.Cl,:MeOH (9:1), de la cual se

obtuvieron 35 eluatos reunidos en 14 fracciones (I11J1-11J14).
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La fraccion 11J6 (246.7 mg) fue separada nuevamente mediante una columna silice de

lecho abierto eluida con éter de petroleo: acetato de etilo (3:1) obteniendo 5 fracciones

11J6A-11J6D.

Finalmente, la fraccion 11J6C fue recristalizada utilizando hexano:CH.Cl; para obtener

un solido blanco en forma de agujas con Rf 0.46 (CH.Cl,:MeOH 9:1), que corresponde

a la tristina (40).47:48

Tabla 4. Fracciones reunidas del extracto CH2Cl2:MeOH (1:1) de la segunda colecta que

presentaron productos naturales.

Eluatos Fracciones Fase movil Compuesto
(500 mL c/u) aislado
Nombre Peso (g)
78-86 A’5 5.5947 Hex (35)
194-104 A7 5.5947 Hex (36)
105-125 B1-3 2.1632  Hex: AcOEt (9:1)  (37)y (38)
169-176 E3 0.5759  Hex: AcOEt (85:15) (39)
183-193 F1 1.3658 Hex: AcOEt (80:10) (4)
233-236 11 0.9131  Hex: AcOEt (50:50) (40)

6.5.

Resumen de productos naturales aislados

Los materiales vegetales que fueron sujetos de este estudio poseen diferencias en los

factores que se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Diferencias entre la primera y la segunda colecta

Primera colecta

Segunda colecta

Cantidad de planta seca

186 g

5.7 kg

Lugar y forma de colecta

Proveniente de las
decoraciones en Semana
Santa en Zaachila, Oaxaca

Recolectados de arboles
de encino del municipio
San Pedro y San Pablo
Teposcolula, Oaxaca

Mes y estacion del afio

Marzo

Noviembre

Secado de la planta

Calor a conveccién hasta
peso constante

Secado a la sombra

Extractos

Hexano, acetona y
metanol

CH2Cl2:MeOH
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Estas diferencias hacen que se describa Unicamente la presencia o ausencia de un
producto natural y su rendimiento en funcién de la masa vegetal seca, como se

menciona en la Tabla 6.

Tabla 6. Resumen de los productos naturales aislados en ambas colectas y su
rendimiento.

Primera colecta Segunda colecta
Periodo de Periodo de
floracion crecimiento
vegetativo
Marzo Noviembre
Rendimiento en Rendimiento en
planta seca (%) planta seca (%)
Germanicol (35) 1,13x10° 4,39 x 10°
Ferulatos de n-alquilo (36) 7,37 x 10
p-Sitosterol (37) y estigmasterol 1,00 x 102 3,61x10*
(38)
9,10-Dihro- 7,72 x10°
2,5dimetoxifentantreno-1,7-ol (39)

_Gigantol (4) 3,92x103 4,56 x 103
Tristina (40) 2,47 x 1073 8,86 x 10
a-D-Glucopiranosa (41) y B-D- 2,22 x107?

_glucopiranosa (42)

Sacarosa (43) 3,79 x107?

6.6. Caracteristicas fisicas y espectroscépicas de los productos aislados
6.6.1. Germanicol (35)

Se informan los datos espectroscopicos de germanicol (35) los cuales fueron

comparados con los descritos en la literatura.?’-

RMN "H (700 MHz, CDCls) 81 4.85 (s, 1H, H19), 3.21 (dd, J = 11.6, 4.8 Hz, 1H, H3),
1.08 (s, 3H, H25), 1.02 (s, 3H, H28), 0.97 (s, 3H, H23), 0.94 (d, J = 2.2 Hz, 6H, H30),
0.88 (s, 3H, H26), 0.77 (s, 3H, H24), 0.74 (s, 3H, H27).

RMN "3C (176 MHz, CDCls) 5c 142.9 (C18), 129.9 (C19), 79.2 (C3), 55.7 (C5), 51.4
(C9), 43.5 (C14), 40.9 (C8), 39.1 (C13), 39.1 (C), 38.6 (C1), 37.9 (C16), 37.5 (C22),
37.4 (C10), 34.8 (C7), 34.5 (C17), 33.5 (C21), 32.5 (C20), 29.8 (C29), 29.4 (C30),
28.1(C23), 27.7 (C15), 27.6 (C2), 26.4 (C12), 25.4 (C28), 21.3 (C11), 18.4 (C6), 16.9
(C26), 16.3 (C25), 15.6 (C24), 14.7 (C27).
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6.4.2 Ferulatos de n-alquilo (36)

Se informan los datos espectroscopicos de la mezcla de ferulatos de n-alquilo (36) los

cuales fueron comparados con los descritos en la literatura.®

RMN "H (700 MHz, CDCls) 8 7.61 (d, J = 15.9 Hz, 1H, H3), 7.07 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz,
1H, H6), 7.03 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H9), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H5), 6.29 (d, J = 15.9 Hz,
1H, H2), 5.83 (s, 1H, OH-C1), 4.19 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H1’), 3.93 (s, 3H, CH30-C8), 1.71
(t, J = 1.9 Hz, 2H, H2'), 1.25 (s, 39H, (CH2),), 0.88 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHa(n+4)).

RMN "C (176 MHz, CDCls) &c 167.4 (C1), 147.9 (C7), 146.7 (C8), 144.6 (C3),
127.1(C4), 123.1 (C5), 115.7 (C8), 114.7 (C2), 109.3 (C9), 64.6 (C1’), 55.9 (OCHa),
31.9(Cn+2), 31.6 (C2’), 29.7 ( (CH2)n), 28.8 (Cn+4), 26.0 (C3’), 22.7 (Cn+3) , 141
(Cn+4).

6.4.3 B-Sitosterol (37) y estigmasterol (38)

Solido blanco en forma de agujas finas. Pf 132-134°C Rf 0.41 (hexano:acetato de etilo
8:2).

A continuacién se detallan los datos espectroscépicos de B-sitosterol (37) los cuales

fueron comparados con la literatura.®":3

Rf 0.41 (Hexano:acetato de etilo 8:2).

RMN "H (300 MHz, CDCl3) 3+ 5.36 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6), 3.54 (tt, J = 10.9, 4.7 Hz, 1H-
H3), 1.02 (s, 3H, H19), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H21), 0.69 (s, 3H, H18).

RMN *3C (300 MHz, CDCls) 8¢ 140.9 (C5), 121.9 (C6) 72.0 (C3), 56.9 (C14), 56.2 (C17),
50.3 (C9), 46.0 (C24), 42.4 (C4), 39.9 (C12), 37.4 (C1), 36.6 (C10), 36.3 (C20), 34.1
(C22), 32.0 (C8), 31.78 (C7), 29.3 (C25), 28.4 (C16), 26.2 (C23), 24.5 (C15), 23.2 (C28),
21.2 (C11), 20.0 (C26), 19.5 (C19), 19.2 (C27), 18.9 (C21), 12.1 (C29), 12.0 (C18).

A continuacién se detallan los datos espectroscépicos de estigmasterol (38) los cuales

fueron comparados con los descritos en la literatura.3":38
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RMN 'H (300 MHz, CDCls) &1 5.36 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6), 5.16 (J = 15.18, 8.48 Hz,
H22)y o1 5.02 (J =15.19, 8.62 Hz, H23), 3.54 (it, J = 10.9, 4.7 Hz, 1H, H3).

RMN *C (300 MHz, CDCI3) 5¢ 140.9 (C5), 138.5 (C22), 129.40 (C23), 121.88 (C6),
72.0 (C3), 56.9 (C14), 56.2 (C17), 51.6 (C24), 50.3 (C9), 42.4 (C4), 40.6 (C20), 39.9
(C12), 37.4 (C1), 36.6 (C10), 32.0 (C7, C8, C25), 31.8 (C2), 29.3 (C25), 24.5 (C15), 21.4
(C26), 21.2 (C11, C21), 19.5 (C19), 19.2 (C27), 12.1 (C29), 12.0 (C18).

6.4.4 9,10-Dihidro-2,5-dimetoxifenatreno-1,7-diol (39)

A continuacién, se detallan los datos espectroscopicos de 9,10-dihidro-2,5-
dimetoxifenatreno-1,7-diol (39) los cuales fueron comparados con los descritos en la

literatura.*0-42

RMN "H (400 MHz, C,DsCO) 81 8.29 (s, 1H, OH-C7), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4), 7.24
(s, 1H, OH-C1), 6.78 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H3), 6.45 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H6), 6.38 (d, J =
2.4 Hz, 1H, H8), 3.85 (s, 3H, CHs0-C2), 3.82 (s, 3H, CH30-C5), 2.74 (m, 2H, H10), 2.61
(m, 2H, H9).

RMN *3C (100 MHz, C2D6CO) 8¢ 159.1 (C5), 157.6 (C7), 146.0 (C2), 143.0 (C1), 141.6
(C14), 127.6 (C12), 124.8 (C11), 120.2 (C4), 116.3 (C13), 109.0 (C3), 108.2 (C8), 99.1
(C6), 56.2 (CH30-C2), 55.70 (CH30-C5), 30.98 (C9), 22.17 (C10).

6.4.5 Gigantol (4)

A continuacion, se informan los datos espectroscépicos de gigantol (4) los cuales fueron

comparados con los descritos en la literatura.*>45

RMN "H (400 MHz, CDCls) 5 6.85 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5”), 6.68 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz,
1H, H6”), 6.64 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H2"), 6.34 — 6.32 (m, 1H, H4’), 6.29 — 6.27 (m, 2H, HE’
y 2'), 5.29 (s, 1H), 3.83 (s, 3H, CH30-C3”), 3.74 (s, 3H, CH30-C5’), 2.80 (h, J = 3.1 Hz,
4H, H1 y H2).
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RMN *3C (100 MHz, CDCls) 8¢ 160.8 (C5'), 156.8 (C3'), 146.4 (C4”), 144.6 (C1’), 143.6
(C3”), 133.9 (C1”), 121.1 (C6”), 114.4 (C5”), 111.4 (C2”), 108.3 (C2’), 106.8 (C6’), 99.2
(C4"), 56.0 (CHs0-C3”), 55.4 (CH30-C5’), 38.3 (C1), 37.3 (C2).

6.4.6 Tristina (40)

Solido blanco en forma de agujas finas. Rf 0.46 (CHxCl;: MeOH 9:1).

A continuacion, se detallan los datos espectroscépicos de tristina (40) los cuales fueron

comparados con los descritos en la literatura.*”48

RMN 'H (400 MHz, C,DsCO), 81 8.19 (s, 2H, OH-C5’ y OH-C3'), 7.37 (s, 1H, OH-C4”),
6.79 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H2"), 6.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5”), 6.65 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H,
H6"), 6.25 (d, J = 2.1 Hz, 2H, H2’ y H6"), 6.23 (t, J = 2.02 Hz, H4’), 3.78 (s, CHsO-C3"),
2.84 —2.68 (m, 4H, H1y H2)

RMN "3C (100 MHz, C,DsCO), 8¢ 159.1 (C5' y C3'), 148.0 (C3”), 145.3 (C4”), 145.1
(C1"), 134.1 (C1”), 121.5 (C6”), 115.5 (C5”), 112.8 (C2”), 107.8 (C6’ y C2’), 101.0 (C4"),
56.1 (CHs0-C3"), 38.9 (C1), 37.9 (C2).

6.4.7 o-D-Glucopiranosa (41) y B-D-glucopiranosa (42)

Solido blanco. Rf 0.6 (acetona: MeOH 7:3).

A continuacion, se detallan los datos espectroscépicos de la mezcla a-D-glucopiranosa
(41) y B-D-glucopiranosa (42) los cuales fueron comparados con los descritos en la

literatura.®®

RMN "H (300 MHz, D20) 4 5.24 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H1a), 4.65 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H1
B), 3.91 (dd, J = 12.3, 2.0 Hz, 2H, H2a, H2B), 3.54 (dd, J = 9.9, 3.7 Hz, 2H, H4q, H4p),
3.25 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 2H, H5a, H5B).

RMN "3C (75 MHz, D;0) 8¢ 96.6 (C1B), 92.8 (C1a), 76.6 (C5B), 76.4 (C3B), 74.8 (C2B),
73.4 (C3a), 72.1 (C2a), 72.1 (C5a), 70.3 (C4a), 70.3 (C4B), 61.4 (C6B), 61.3 (C6a).
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6.4.8 Sacarosa (43)

Solido blanco. Rf 0.4 (acetona: MeOH 7:3).

A continuacioén, se detallan los datos espectroscépicos de la sacarosa (43) los cuales

fueron comparados con los descritos en la literatura.!

RMN "H (300 MHz, D,0) &4 5.39 (d, J = 3.6 Hz, 1H, Hg1), 4.19 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Hf3),
4.03 (t, J = 8.4 Hz, 1H, Hf4), 3.90 — 3.82 (m, 2H, Hg5 y Hf5), 3.82 — 3.78 (m, 4H, CH,0OH-
g6 y CH,OH 16), 3.77 (dd, J = 9.20, 1H, Hg4), 3.65 (s, 2H, Hf1), 3.53 (dd, J = 9.9, 3.6 Hz,
2H, Hg2 y Hg2’ ), 3.44 (dd, J = 9.2 Hz, 1H, Hg3).

RMN "3C (75 MHz, D,0) 8¢ 103.71 (Cf2), 92.18 (Cg1), 81.38(Cf5), 76.37 (Cf3), 73.99
(Cf4), 72.58 (Cg3), 72.41 (Cg5), 71.09 (Cg2), 69.24 (Cgd), 62.40 (Cf6), 61.35(Cf1),
60.14 (Cgs).

6.7. Actividades bioldgicas

6.7.1. Evaluacion de la inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa.

Los extractos de ambas colectas y los productos naturales aislados gigantol (4) y tristina
(40) se evaluaron mediante protocolos establecidos para la inhibicion de esta enzima,
utilizando soluciones con DMSO al 50% en concentraciones de 25 uL. El tiempo de

reaccion para generar el 4-nitrofenilo fue de 15 minutos.

Tabla 7. Efecto de los extractos de ambas colectas y metabolitos secundarios aislados de P. karwinskii
sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa de levadura y rata.

Sustancia Concentracion a-glucosidasa de a-glucosidasa de
ng/mL (Ext) levadura rata
uM D.0.405 Inhibicion D.O. Inhibicién
(Sustancias nm (%) 405 (%)
puras) nm
Glucosidasa 100
% 2,015 0,846
Extracto 1 2,047 SA 0,838 0,87
hexanico (1era 10 1,581 21,57 0,831 1,69
colecta) 100 0,003 99,87 0,839 0,79
Extracto 1 2,021 SA 0,840 0,71
acetonico (1era 10 2,054 SA 0,859 SA
colecta) 100 1,270 36,98 0,828 2,05
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Extracto 1 2,083 SA 0,820 3,00

metanolico (1era 10 2,106 SA 0,851 SA
colecta) 100 1,928 4,35 0,840 0,67
Extracto 1 1,912 5,14 0,826 2,29
CH2CI2:MeOH 10 1,910 5,21 0,860 SA
(1:1) (2da 0,840 0,67
colecta) 100 0,316 84,30
Gigantol (4) 1 1,601 20,58 0,844 0,20
10 1,810 10,21 0,831 1,69
100 1,646 18,33 0,822 2,76
Tristina (37) 1 1,816 9,91 0,841 0,59
10 1,747 13,31 0,831 1,77
100 1,618 19,70 0,801 5,32
Acarbosa 1 1,428 18,43 0,629 25,66
10 1,522 13,05 0474 43,99
100 1,577 9,90 0,372 55,97
Quercetina (44) 1 0,579 66.94
10 0,053 96,97
100 0,051 97,07
6.7.2. Inhibicion del crecimiento de lineas celulares cancerosas humanas

Los compuestos aislados gigantol (4) y tristina (40) en concentraciones de 25 uyM y
usando como vehiculo DMSO fueron ponderadas en un cribado preliminar para evaluar
su potencial inhibitorio del crecimiento de las siguientes lineas celulares: U251= glia de
sistema nervioso central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7=
mama, SKLU= pulmén, MES-SA= sarcoma uterino humano, COS-7: linea celular de

rindbn de mono (no cancerosa).

En la Tabla 8 se muestran los porcentajes de inhibicion, la notacién SA significa que los

componentes analizados no tuvieron actividad en esa linea celular.
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Tabla 8. Evaluacion de actividad inhibitoria de la proliferacion celular de los compuestos gigantol (4) y

tristina (40).

Concentracion

% de inhibicion de la proliferacion celular de
los compuestos (4) y (40)

PC- HCT- MCF- SKLU- MES-

U251 "7 K562 o T 1 sp COS7

Gigantol 25 uM SA 129 498 SA SA 46 405 SA
(4)

Tristina 25 uM 81 138 508 SA SA 34 343 SA
(40)
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7. CONCLUSIONES

El estudio quimico de los pseudobulbos de dos colectas de Prosthechea karwiskil,
contribuy6 al conocimiento referente a su contenido metabolico, mediante el aislamiento
y caracterizacion de 10 productos naturales: germanicol (35) , [B-sitosterol (37),
estigmasterol (38), mezcla de ferulatos de n-alquilo (36), 9,10-dihidro-2,5-
dimetoxifenantreno-1,7-diol (39), gigantol (4), tristina (40) , a-D-glucopiranosa (41), B-D-

glucopiranosa (42) y sacarosa (43).

Los metabolitos secundarios aislados de P. karwinskii varian en cuanto a la orquidea
del mismo género P. michuacana, siendo el gigantol (4) el unico producto natural en el
que coinciden. Ambas especies presentan triterpenos, en P. michuacana se aislaron del
tipo lanostano y en P. karwinskii del tipo oleanano. Las dos especies presentan
fenantrenos, en el caso de P. karwinskii es del tipo monomérico (9,10-dihidro-2,5-
dimetoxifenantreno-1,7-diol (39) y el de P. michuacana es dimérico (4,6,7-trihidroxi-2-
metoxi-8-(metilbut-2-enil)-fenantreno-1,1’-4’,6’,7-trihidroxi-2’-metoxi-8’-(metilbut-2’-

enil)fenantreno (18)).

En cuanto a la comparacion entre ambas colectas, el relativamente alto rendimiento a-
D-glucopiranosa y B-D-glucopiranosa (en comparacion con los otros metabolitos
secundarios) de la primera colecta (ver Tabla 6), podria correlacionarse con lo informado
en la literatura donde se menciona que los pseudobulbos constituyen una importante
fuente complementaria de carbohidratos.? En particular, se menciona que esto se debe
para satisfacer una mayor demanda de carbono de la inflorescencia en el tiempo de
floracion. Se ha sugerido que esta demanda de carbono también sucede en el periodo
de desarrollo de nuevos brotes? (periodo de latencia vegetativo de la segunda colecta),
sin embargo, en la segunda colecta estudiada no se detectaron cantidades apreciables

de los glucopiranésidos.

Mientras que, en la primera colecta, a-D-glucopiranosa, -D-glucopiranosa y sacarosa,
fueron los productos naturales con mayor rendimiento, en la segunda colecta fueron los
bibencilos gigantol (4) y tristina (40) los mas abundantes (ver Tabla 6). Se encuentra
reportado que la presencia de bibencilos y bisbibencilos poseen actividad antifungica en

las plantas, principalmente en bri6fitos, ya que son capaces de crecer en habitats
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humedos sin ser dafados por hongos,?' por lo que se recomienda realizar estudios

posteriores que relacionen dicha actividad con los bibencilos gigantol (4) y tristina (40).

En cuanto al ensayo sobre la actividad enzimatica de la a-glucosidasa de levadura (ver
Tabla 7), el alto porcentaje del extracto hexanico de la primera colecta y el extracto
CH2Clz: MeOH (1:1), permiten suponer que los metabolitos secundarios menos polares
son los responsables de dicha actividad, ya que gigantol (4) y tristina (40) no poseen
relevancia en esta bioactividad. Por lo que se recomienda un nuevo experimento, esta
vez con la presencia de germanicol (35), n-ferulatos de alquilo (36) que en esta ocasion

no fueron ensayados por su bajo rendimiento (baja disponibilidad practica).

Con respecto al experimento de actividad inhibitoria de la proliferacion celular (ver Tabla
8), la baja toxicidad de gigantol (4) (40.5%) y tristina (40) (34.35%) en MES-SA permite
deducir que si bien no pueden considerase como agentes citotoxicos como tal, podrian
ser parte de un ensayo futuro para comprobar su eficiencia como moduladores a la
resistencia de células del sarcoma uterino. Esto debido a su baja toxicidad y semejanza

estructural con el modulador resveratrol (45), un producto natural del tipo estilbeno.

OH
Hol \

OH
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