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I

La familia Compositae es la m&s abundante -

dentro de las Fanerfgamas y una de las mejor distribuidas

en la Tierra. Esta familia est§ mis diversificada y mejor
representada en el norte y en el centro de la Repfiblica Me
xicana que en el sur y sureste de su territorio. Esta dife
rencia estd ligada, sobre todo, con factores ecolégicos, -
pues el clima himedo y caliente es el menos favorable para
este grupo de plantas, que en cambio alcanza su méxima re-
presentacibén en sitios secos y en lugares mds frescos de -
las regiones montanosas. Tal distribucibn, en México, con-
firma en términos generales lo encontrado por Bentham1 pa-
ra la superficie terrestre, aunque cabe enfatizar que en -
nuestro pais, ademds de los matorrales xer6filos y de los
pastizales, también los bosques de P.inus, de Abies y de --
Quencus ofrecen poblaciones muy ricos en miembros de esta
familia.?

En México, al igual que en la mayor parte -
del continente americano, la tribu Heliantheae forma el --
grupo dominante de la familia. Esta tribu ha sido enrique-
cida con la incorporacién de varias subtribus de la Heleni

eae,3 la cual ha desaparecido como tribu, apoyédndose entre



otros argumentos en el hecho de que representaba un grupo
artificial o polifilético®’>.

Las plantas de la familia Compositae contie
nen gran cantidad de aceites esenciales, compuestos aceti-
lénicos, compuestos flavonoides y lactonas sesquiterpéni--
cas6. Aunque ninguno de estos metabolitos secundarios son
caracteristicos de la familia, la mayoria de las numerosas
lactonas sesquiterpénicas hasta ahora conocidas, se han --
aislado de especies pertenecientes a esta familia7.

Las lactonas sesquiterpénicas se forman bio
genéticamente a partir del trans, trans pirofosfato de far
nesilo, el cual inicialmente se cicliza para dar un anillo
de diez miembros que por medio de oxidaciones sucesivas --
produce un anillo lactbénico cuya fusibén puede ser c{s O --
thans.

Los principales tipos de lactonas sesquiter
pénicas son el resultado de ciclizaciones enzimdticas de -
tres unidades isoprénicas, clasificédndose de acuerdo a su
esqueleto en: germacranblidas, eudesmanblidas, guaianbli--
das, pseudoguaianblidas y xantanélidasa.

Las relaciones biogenéticas propuestas para

las lactonas sesquiterpénicas se muestran en la figura 1.
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Figura 1. 1. Germacranblidas. 2. Elemandlidas. 3. Eudesma-
nblidas. 4. Cadinandlidas. 5. Guayanflidas. 6. Seco-germa-
cranb6lidas. 7. Seco-eudesmanSlidas. 8. Eremofilanflidas. -
9.Ambrosandlidas. 10. Xantanflidas. 1l. HelenanSlidas. 12.
Crymoranbélidas. 13. Bakkendlidas. 14. Seco-ambrosandlidas.
15. Sseco-helenandlidas.



Las pesudoguaianflidas estén constituidas -
por un sistema biciclico de cinco y siete miembros con fu-
sibn trans, dicho esqueleto presenta un grupo metilo en --
C-5 y se subdivide en dos gruposgz

Ambrosanblidas(A), el grupo metilo en C-10 presen
ta configuraci6n beta; el cierre de la fusibén lactona es -
generalmente en C-6 y la funcibn oxigenada unida a este --
carbono es beta.

Helenanblidas(B), el grupo metilo en C-10 es siem
pre alfa; el cierre de la lactona es principalmente en C-8
y la funcibén oxigenada unida a este carbono presenta confi

guracibén alfa o beta.

---x

Ambrosanblidas (A) Helenan6lidas (B)

Las lactonas sesquiterpénicas del subgrupo
de las ambrosandlidas se han encontrado en la subtribu Am-

brosiinae, mientras que las helenandlidas se han aislado -



principalmente en la subtribu Gaillardiinae, ambas subtri-

bus pertenecen a la tribu Heliantheae.

La presencia de lactonas sesquiterpénicas -
en la familia Compositae, se encuentra asociada con un sa-
bor amargo, que probablemente funcione como medida de pro-
teccidn de las plantas en contra de los herbivoros y paré&-

sitoslo.

Un gran nmero de estos productos naturales
han mostrado actividad bioldgica importante, como por ejem
plo: actividad citotbxica, antitumoral, insecticida, anti-
microbiana, dermatitica, alelopética y téxicall.

Los metabolitos secundarios de la familia -
Compositae, tales como las lactonas sesquiterpénicas y los
compuestos flavonoides no s6lo tienen interés desde el pun
to de vista biol6gico, sino también quimiotaxonémicolz, ya
que la determinacidén estructural de los diferentes compo--
nentes de la planta, proporciona una gran ayuda a la clasi
ficacibén boténica, ya que ha permitido diferenciar tribus,
géneros y afin especies de esta familial3» 14,

Continuando con el estudio del género Hele-
nium, con el cual se inicié la investigacibén de las lacto-

nas sesquiterpénicas en México, se llevd a cabo el estudio

quimico del Helendium integrifofLium. La razbén principal que



nos indujo a investigar quimicamente esta especie de Hele-
ndium, 20 afos después de terminados los estudios de H. me-
xicanum, fue el envenenamiento que sufren los borregos que
pastan en las regiones en donde esta planta es endémica. -
Se realizaron pruebas biolSgicas preliminares y se estable
cieron relaciones quimiotaxonfémicas como parte de las apor

taciones del presente trabajo.
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El Hefendium integrhifofium (H.B.K.) Benth. &
Hook., es una planta herbdcea que crece en sitios hfimedos
en las estribaciones de las altas montanas que forman par-
te de la cadena montafiosa denominada Coordillera Neovolcé-
nica.

El H. 4integrnifofium pertenece a la subtribu
Gaillardiinaels, tribu Heliantheae de la familia Composi--
tae. La planta se recolectd en septiembre de 1978, en el -
lugar denominado Puerta las Trancas, en el Parque Nacional
Cumbres del Ajusco, D. F.

Del extracto clorofbérmico de la parte aérea
de la planta, se aislaron tres sustancias cristalinas, cu-
ya determinacibén estructural se describe a continuacidn:

De las fracciones de menor polaridad del --
cromatograma se aisl6é un compuesto cristalino ligeramente
amarillo con p.f. de 224°-6° y cuyo peso molecular determi
nado por espectrometria de masas fue de 314.

En el espectro de UV (espectro 1), se apre-
cian tres miximos de absorcién en 217 nm (e 32572), 279 nm
(e 20515) y 334 nm (e 23027) que son caracteristicos de un

compuesto flavonoide.
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El espectro de IR (espectro 2), indica que

la molécula posee grupo oxhidrilo por la vibracién en 3490

1. En 1660 cm-1 aparece una banda que representa a un

grupo carbonilo doblemente conjugado; las de 1620 cm'1 y

cm

1580 cm'1 corresponden a la vibracién de doble ligadura a-
romética.

En el espectro de RMP-100 MHz (espectro 3),
se aprecia un sistema tipico A2B2 de un anillo bencénico -
p-sustituido, en forma de dos dobletes centrados en 7.84 -
ppm (J= 9 Hz) para los protones H-2' y H-6' y en 7.00 ppm
(J= 9 Hz) para los protones H-3' y H-5'. Dos singuletes --
que integran para un protén cada uno y aparecen en 6.65 -
ppm y 6.52 ppm, se asignan a los protones H-3 y H-8 respec
tivamente. La senal simple en 3.86 ppm indica la existen--
cia de dos grupos metoxilos en la molécula ya que integra
para seils protones.

Las constantes fisicas y espectroscépicas -
de esta molécula son muy semejantes con las reportadas pa-
ra la pectolinarigenina (5,7-dihidroxi-6,4'-dimetoxiflavo-

na) I, flavona aislada anteriormente de Iva nevadenéin16,

I. nevadensis M.E. Jones17

, 1. frutescens L. ssp. oraria
(Bartlett) Jackson18 y de Hymenoxys rusbyi (Gray) Cocklll?

El producto obtenido de la metilacién exha-
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ustiva con MelI de esta molécula, resulta idéntico con la -
tetrametilescutelareina (5,6,7,4'-tetrametoxiflavona), que

dando asi plenamente identificada la sustancia como I.

El compuesto de polaridad intermedia del --
cromatograma presenta un p.f. 139°-41°, [a|§0= +66.66° —---
(CHC13). El peso molecular obtenido por espectrometria de
masas (M+ m/z 408), coincide al igual que el andlisis ele-
mental con una férmula molecular CZLHZSOS'

El espectro de IR (espectro 4) de esta molé
cula, muestra una banda en 1752 cm'1 que representa al car
bonilo de una y-lactona y otra en 1740 cm-1 correspondien-
te a carbonilo de acetato.

En el espectro de RMP-270 MHz (espectro 5)
de esta sustancia, se observa un par de dobletes centrados
en 6.26 ppm (J= 2.8 Hz) y 5.59 ppm (J= 2.8 Hz), caracteris
ticos de los protones vinilicos de un metileno exociclico
conjugado con el carbonilo de la lactona, los que se encu-
entran acoplados con el protémn alilico de H-7, cuya sefial
aparece como multiplete a 3.26 ppm.

El hidrb6geno base de la lactona se localiza
a 4.78 ppm como ddd (J= 3,8,12 Hz), ya que al irradiar H-7

H-13a y H-13b se transforman en singuletes y simultaneamen
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te la base de la lactona se simplifica. La lactona debe es
tar cerrada hacia C-8 como lo indica su multiplicidad ddd,
pues si hubiese estado cerrada hacia C-6, hubiese apareci-
do como doblete.

Las sefiales simples que aparecen en 2.13 --
ppm, 2.06 ppm y 2.03 ppm son asignados a los metilos de a-
cetato. Las sefales en 5.32 ppm (dd, J= 7,9 Hz), 5.14 ppm
(d, J= 7 Hz) y 5.02 ppm (t, J= 9 Hz) se asignan a los pro-
tones base de acetato, H-3, H-4 y H-2 respectivamente. Se
comprueba esta asignacibén de los protones de la siguiente
manera: al irradiar el protén base de acetato H-3, la se--
flal de H-4 se transforma a singulete. Inversamente, al i--
rradiar H-4 la senal de H-3 se simplifica a doblete.

El doblete centrado en 1.08 ppm (J= 7 Hz) y
el singulete en 1.03 ppm, integran para tres protones cada
uno, indicando la presencia de los metilos en C-10 y C-5 -
respectivamente.

La comparacidn directa de los datos espec--
-troscopicos (IR, RMP-270 MHz) indican que esta sustancia
es idéntica con la acetilhymenograndina (II), goma aislada
anteriormente de Hymenoxys Ainsignis (Gray ex Wats) Cockll20
a pesar de la diferencia del estado fisico. La estructura

y estereoquimica de esta molécula se han establecido por -
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andlisis de Rayos X de la hymenograndina.

La confirmacién de esta identidad se obtie-
tiene al preparar el dihidroderivado, que resulta idéntico
con el hymenolano, cuya estructura y estereoquimica se es-

tablecieron tambié&n por andlisis de Rayos x21,

El tercer componente, el de mayor polaridad
aislado de H. 4integrnifofium tiene p.f. 166°-8° y peso mole
cular 266, determinado por espectrometria de masas.

Esta sustancia presenta en su espectro de -
IR (espectro 6) una banda ancha en 3390 cm_1 que indica la
presencia de grupo oxhidrilo. La banda intensa en 1750 cm-1
representa al carbonilo de y-lactona y la sefial en 1660 --
cm"1 corresponde a la vibracién de doble ligadura carbono-
carbono.

En el espectro de RMP-100 MHz (espectro 7),
se muestra un par de dobletes a campo bajo, centrados en -
6.29 ppm (J= 2 Hz) y 5.61 ppm (J= 2 Hz) correspondientes a
los protones del metileno exociclico conjugado con el car-
bonilo de la lactona. La sefial que integra para un protdén
centrado en 4.78 ppm corresponde al protén base de lactona

la que debe estar cerrada hacia C-8, ya que aparece como -

multiplete.
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El singulete que integra para dos protones
en 3.85 ppm debe corresponder a los hidrégenos hidroxili--
cos de la molécula, puesto que desaparece al equilibrarse
la solucibn con 6xido de deuterio. El multiplete y el do--
blete centrados en 4.00 ppm y 3.56 ppm (J= 7 Hz) se asig--
nan a los protones base de alcohol H-3 y H-4 respectivamen
te.

El doblete centrado en 0.99 ppm (J= 7 Hz) y
el singulete en 0.82 ppm que aparecen a campo alto e inte-
gran para tres protones cada uno, se asignan al metilo se-
cundario y terciario respectivamente.

Los datos fisicos y espectroscbpicos de es-
ta molécula resultan idénticos con los correspondientes a
la hymenoratina (III), pseudoguaianflida aislada anterior-
mente de Hymenoxys odorata c.?? y Baifeya pauciradiata -
Harv. and Gray23

La identidad de esta molécula se comprueba

al preparar el producto acetilado correspondiente.



Hymenoratina (III)

15.



III. EspecTros.

l6.



e e e ==
= =
= -

WAVELENGTH (MILLIMICRONS)

sampie__ L0 ¥C CURVE NO. 403/ SCAN SPEED__S OPERATOR 1% Care
CcoNC. 6'-753;/.-‘/ sur Zrwgy pate_Z S PF
oReN___ & - S CELL PATH P et REMARKS AL ecunes (F> g 15miffor”
SOLVENT, Lol REFERENCE Attt (D 023 M T naprie
PERKIN-ELMER

ESPECTRO 1

LT



MICRONS 150 200 250
0.¢

0 MICRONS 50 6.0
L 1

N
(=]

ABSORBANCE
w
o

'Y
o

10[7
4000 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400
THCOUINGY ICM Y
P SR curve wo. ey  _Trewsnn o _Jowearor, -]
CONC. - 1n . -3
ongm. < - [CRIL PATH, - reanr .. D
[ L . —— 1] P— 2 g
Pant NO. 37-1200 PERKIN ELMER "

“8T

ESPECTRO 2



—

N\
§—8—¢—8§

-

ESPECTRO 3

‘6T



. . : L
oy apven py =TT

25 3.0 3;5 4.0 MILKUNS 50 6.0 805 'so0 9.0 10.0 MICKONS 150 200
: ' - N . 3

P el
: !

PRUGUINGY (€ ')

ot 228 oo 24T |scansmio_£Z__ jomaton
cont £ e pan 7
PR RS P> V- R, e > W -
P 2 S, [T p— /' = e e "
art w0 471207 PERKIN-ELMER ~ ACQ 'i' :
\

*0¢

ESPECTRO 4



if

H
if
i
|

AcQ i I:‘

I

AcO--

fenpe
le lm{ri!:

{Ij
"“!i AT

Ac

H-Us n-x
T

/ﬁ ) ' “ =7
— s {/TMMLW:

+— T b e mm e

ESPECTRO 5

"TC



ABSORBANCE

MICRONS

»N
o

I}

1300 1200 noo 1000 900

800

Pe1ouTCY tem

700

--X

saume__A-s8¢_

—— ‘nu'vne’:_lown'm Helrvo
. Dam

0

ESPECTRO b

PERKIN-ELMER *

°ee



-

3.
L R N 4

T

H-13a H-13b

ESPECTRO 7

“€C



IV. RELACIONES QUIMIOTAXONOMICAS.

24.



25.

IV, RELACIONES QUIMIOTAXONOMI

El género Helendium L. (Compositae, Helian--
theae) pertenece a la subtribu Gaillardiinae y consta de -
40 especies, las cuales son hierbas anuales o perenne524.

Su distribucién geogrdfica natural abarca -
desde el sureste de Canadd hasta Sudamérica, aunque se ha
naturalizado en muchas partes del mundo debido a su gran -
adaptabilidad.

Frecuentemente estas especies se localizan
en un habitat relativamente hiimedo, como en las orillas de
los arroyos, estanques, lagos y en las zanjas de los cami-
nos.

La mayoria de las especies de Helenium se -
encuentran en Norteamérica, constituidas por 23 especies -
divididan en cinco secciones de acuerdo con la revisidn bo

ténica realizada por Bierner?3.

6

Algunos autores como Ryd-berg2 y Rock27 -

han estudiado el género desde el punto de vista bot&nico -
exclusivamente. Bierner28 ha establecido algunas relacio--
nes quimiotaxondmicas basidndose en los metabolitos secunda

29 30 31

rios aislados. Herz“”, Romo y Romo de Vivar han reali-

zado investigaciones enfocadas principalmente al aislamien
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to y elucidacibén estructural de los constituyentes de Hele
nium.

Los resultados quimicos obtenidos hasta aho
ra sobre lactonas sesquiterpénicas aisladas de Helendium se
muestran en la tabla I.

De acuerdo con los resultados obtenidos del
Helenium integnifolium se observa una variante notable en
la funcionalizacién de las lactonas sesquiterpénicas si se
compara con los tipicos de Helenium.

El aspecto del H. {integrifofium es un poco
diferente al de sus congéneres, lo mismo sucede con sus --
propiedades, ya que es bien conocido que los Helenium tie-
nen cierta toxicidad32, sin embargo este Helenium es el --
que tiene mis fama como planta tbxica, estas propiedades -
indeseables lo asemejan a las especies de Hymenoxys. Su --
composicibén quimica también lo asemeja, ya que contiene a-
cetilhymenogrnadina e hymenoratina sustancias que, como se
describe en la primera parte de este trabajo, fueron aisla
das anteriormente de Hymenoxys Linsignis y de Hymenoxys odo
rata respectivamente.

Este hallazgo es de gran relevancia ya que
por primera vez se aislan de Hefenium, lactonas sesquiter-

pénicas tipicas de Hymenoxys. Por lo que convierte a esta



TABLA I.

LACTONAS SESQUITERPENICAS AISLADAS EN

EL GENERO Helendum.

ESPECIE: DISTRIBUCION COMPUESTO: REFERENCIA:
GEOGRAFICA:
H. alterndifolium (Spreng.) Sudamérica Tenulina (1) 41
Cabrera Linifolina A (2) 41
Brevilina (3) 41
Alternilina (4) 41
H. aromaticum (Hook.) L. H. Sudamérica Helenalina (5) 42,43%*
Bailey Polonia* Mexicanina I (6) 42
Aromatina (7) 42
Aromaticina (8) 42
Linifolina A (2) 42
H. plantagineum (DC.) Mac Sudamérica Linifolina A (2) 44
Bride Mexicanina I (6) 44
H. bLoomquistii Rock México Tenulina (1) 45
H. virginicum Blake Canad& Virginflida (9) 46
H. Aintegrifolium (H.B.K.) México Acetilhymenograndina
Benth. & Hook. (II) ++
Hymenoratina (III) ++ N

* Espécimen cultivado.
++ Presente trabajo.



ESPECIE: DISTRIBUCION COMPUESTO: REFERENCIA:
GEOGRAFICA:
Seccibn Hecubea (DC.) Gray
H. scorzoneraefolium (DC.) México Isbmero de Helenalina 45
Gray Helenalina (5) 47
Linifolina A (2) 47
Seccibn Leptopoda (Nutt.) Wood
H. brevifolium (Nutt.) Wood E. U. Brevilina A (3) 48
H. campesdtnrne Small E. U. Helenalina (5) 49
H. drummondii Rock E. U. 45
H. {§Lexuosum Raf. E. U. Flexuosina A (10) 48,49,50
Flexuosina B (11) 49,50
H. pinnatifidum (Nutt.) Rydb. E. U. Pinnatifidina (12) 48,51
H. vernale Walt. E. U. Helenalina (5) 48
Seccibn Tetrodus (Cass) DC.
H. arndizonicum Blake E. U. Isotenulina (13) 45
H. bigelovii Gray E. U. Bigelovina (14) 52
Tenulina (1) 52
Isotenulina (13) 52
Desacetilisotenulina P
(15) 52 )



ESPECIE:

DISTRIBUCION

GEOGRAFICA:

COMPUESTO:

REFERENCIA:

b= o

elegans DC. var.

=

elegans DC. var.
(Gray) Bierner

H. Lacindlatum Gray
Lindfolium Rybd.

=

H. mex{icanum H.B.K.

elegans
amphibolum

H. microcephalum DC. var.

microcephalum

** Poseen la misma esturctura,
constantes fisicas y espectroscdpicas.

México, E.
México, E.

México, E.

E. U.

México, C.

México, E.

U.
u.

U.

con diferentes

Tenulina (1)
Tenulina (1)

Mexicanina
Helenalina

I (6)
(5)

Tenulina (1)
Linifolina A (2)

Linifolina
Helenalina

B (16)
(5)

Neohelenalina (17)

Mexicanina
Mexicanina
Mexicanina
Mexicanina
Mexicanina
Mexicanina
Helenalina

Mexicanina

A (18)
B

Cc (19)

E (20)

H (21)**
I (6)

(5)

E (20)

Isohelenalina (22)

Microhelenina A (23) **
Microhelenina B (24)

53,54
47,54

47

45

45

45

45
47,55,56

47,55,56,57,58

47,55,56,57
55,56
55,56,58
56,59

56,60

61

53,62,63,64,65

66
67,68
65,66b
66

“6¢C



ESPECIE:

DISTRIBUCION

GEOGRAFICA:

COMPUESTO:

REFERENCIA:

H. microcephalum DC. var.
microcephalum

H. microcephafum DC. var.
ooclinium (Gray) Bierner
H. puberulum DC.

H. quadridentatum Labill.

H. thurberi Gray

Seccibén Amarum Bierner
H. amarum (Raf.) Rock

* Espécimen cultivado.

México, E.

México, E.

México, E.
Cuba

México, E.

E. U., Cuba
Polonia*

u.

u.

U.

Microhelenina C (25)
Microlenina (26a)
Acetilmicrolenina
(26b)

Isohelenol (27)
Neohelenalina (17)
Mexicanina E (20)
Puber6lida (28)
Desacetilisobigelo-
vina (29)
Helenalina (5)
Mexicanina I (6)
Aromatina (7)
Carabrona (30)
Tenulina (1)
Thurberilina (31)

Tenulina (1)

Helenalina (5)

66
64,69

66b
67
45
45
70

70
54,71,72
72
72
72
73
73

53,74,75%76,77

w
78 o
75%



ESPECIE: DISTRIBUCION COMPUESTO: REFERENCIA:
GEOGRAFICA:

H. amarum (Raf.) Rock Mexicanina I (6) 75%*,76
Aromatina (7) 78
Aromaticina (8) 74,76
Isotenulina (13) 79
Amarilina (32) 74,76
Heleniamarina (33) 76,80

H. badium (Gray) Greene E. U. Tenulina (1) 53

Seccibn Helenium
H. autumnale L. E. U., Canad§, Tenulina (1) 81
Japbn* Mexicanina I (6) 81,82

Flexuosina A (10) 81
Helenalina (5). 82,83,84,85,86
2-Metoxidihidrohe-
lenalina (34) 85
2-Acetilflexuosina
A (35) 87
Dihidromexicanina E
(36) 88 w
Automndlida (37) 82,87,89 .

* Espécimen cultivado. Picrohelenina (38) 90



DISTRIBUCION

ESPECIE: COMPUESTO: REFERENCIA:
GEOGRAFICA:

H. autumnale L. Plenolina (39) 66b,83,91
Sulferalina (40) 92
4-0-Tigloil-11,13-di-
hidroautumnélida (41) 93,95
Carolenina (42) 94.95
Carolenalina (43) 94.95
Carolenalona (44) 95,96
Florilenalina (45) 97
Dihidroflorilenalina (46) 98
Halshalina (47) 92
Akihalina (48) 92
Helenium lactona (49) 99*
3-0-Tigloilcarolenalina
(50) 95
11,13-dehidrocarolenali-
na (51) 95
4-0-8-D-Glucésidocarole-
nalina (52) 95
3-0-Tigloilcarolenalona w
(53) 95 >

* Espécimen cultivado.



DISTRIBUCION

ESPECIE: COMPUESTO: REFERENCIA:
GEOGRAFICA:
H. autumnale L. 3-0-Angeloilcarolenalona
(54) 95
Carolenalol (55) 95
Microhelenina C (25) 95
11,13-dihidroarnifolina
(56) 95

‘€€
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(1) Tenulina (2) Linifolina A; R = Ac

(6) Mexicanina I; R =H

HO

(3) Brevilina A; R = Ang (4) Alternilina; R1= Ac, R2= H

(19) Mexicanina C; R =H (10) Flexuosina A; R1= H, R2= Ac

(35) 2-Acetilflexuosina A;

R1= Ac, R2= Ac



(5) Helenalina

(8) Aromaticina

(7) Aromatina

(9) Virginélida

35.
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H

(11) Flexuosina B (12) Pinnatifidina

(13) Isotenulina; R = Ac
(15) Desacetilisotenuli- (14) Bigelovina
na; R=H

(31) Thurberilina; R = Ang



(16) Linifolina B

OH

(18) Mexicanina A

(17) Neohelenalina

37.

(20) Mexicanina E



-.-I

(21) Mexicanina H

(23) Microhelenina A

OR

(24) Microhelenina B;
R = 2-Mebut

(25) Microhelenina C;

(39) Plenolina; R = H

(22) Isohelenina

..-i

OH

H,OH

(27) Isohelenol

38.
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(26a) Microlenina; R =H

(26b) Acetilmicrolenina; R = Ac

(28) Puberdblida

(29)

Desacetilisobigelo-

vina
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I.....-

(30) Carabrona (32) Amarilina

(33) Heleniamarina (34) 2-Metoxidihidro-
helenalina
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(36) Dihidromexicanina E (37) Autumnblida

(38) Picrohelenina (40) Sulferalina



OH

(41) 4-0-Tigloil-11,13-di-
hidroautumnélida

42.

(42)
(43)
(50)

(52)

(44)

Carolenalona; R = H

(53) 3-0-Tigloilcarolena-

lona; R = Tig

(54) 3-0O-Angeloilcarolena-

lona; R = Ang

Carolenina; Rl= Ang, R,= H

2

R2= H

3-0-Tigloilcarolenalina;

R;= Tig, R,= H

4-0-B-D-Glucbésidocarolena-
= H, Ry= B-D-Gluco

Carolenalina; R1= H,

lina; Rl

sido

(45) Florilenalina
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H

(46) Dihidroflorilenalina (47) Halshalina; R = OH

(49) Helenium lactona; R= H

(48) Akihalina (51) 11,13-dehidrocarolenalina



44.

(55) Carolenalol (56) 11,13-Dihidroarnifolina
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planta en inica en su género.

El Helenium integrnifolium habia sido identi
ficada por varios autores como Dugaldia integrifolia, es -
decir, se consideraba una sinonimia e identidad entre am--
bas33.

De estudios de los compuestos flavonoides -
de los géneros Helfenium y Dugafdia se ha derivado la obser
vacibén de que cada uno de ellos contiene flavonoides carac
teristicos, esto ha permitido su diferenciacifn. Los flavo

noles son tipicas en Dugai’.di.a?’4

lo son en Hetenium35.

, mientras que las flavonas

De Helenium integhifofium se aisld como se
describe en 'la primera parte del presente trabajo, una fla
vona que fue identificada como la 5,7-dihidroxi-6,4'-dime-
toxiflavona (pectolinarigenina), lo que indica que este es
pécimen pertenece efectivamente al género Helendium.

Por otro lado, Bierner reporta la existen--
cia de flavonoles en Dugaldia Lintegrifolfia, colectada en -
Norteamérica. Siendo por lo tanto, ambos géneros diferen--

ciables quimicamente.



V. PRUEBAS BIOLOGICAS PRELIMINARES.
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V. PRUEBAS BIOLOGICAS PRELIMIMARES.

De las diversas plantas agrupadas en la tri
bu Heliantheae de la familia Compositae, se han aislado --
productos naturales que presentan gran actividad fisiolbgi
ca, siendo ésta generalmente nociva para animales superio-
res, tal es la razbén por el cual las plantas de esta tribu
raramente se usan en la dieta humana o como forraje para -
los animales.36

Desde el punto de vista de la relacibén es--
tructura-actividad, se ha encontrado que la actividad bio-
16gica de las lactonas sesquiterpénicas puede deberse en -
gran parte a la doble ligadura exociclica conjugada con el
carbonilo de la lactona, o al menos es un requisito esen--
cial para dicha actividad, ademés, la presencia de una ci-
clopentenona o,f8 -insaturada, cuya doble ligadura no debe
estar sustiutida en B también participa en la actividad --
biologica de las sustancias que la contienen.37

El mecanismo mediante el cual se explica la
actividad biolégica, consiste en el ataque nucleofilico, -
de los grupos sulfhidrilo o amino de biomoléculas esencia-

les, a la doble ligadura exociclica y/o a la ciclopenteno-

na, provocando una alteracidn en el sistema considerado.
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La ingestifn de plantas que contienen lacto
nas sesquiterpénicas es causa frecuente de envenenamiento
en el ganado. Varias especies del género Hefenium son re--
portadas como tbxicas para el mismo.32

El H. integrifolium aparentemente es una --
de las mids tb6xicas ya que causa considerables pérdidas, al
ocasionar la muerte a los borregos que pastan en oraderas
himedas entre los 2700 m y 3400 m sobre el nivel del mar.

Los casos de envenenamiento se presentan --
con mayor frecuencia en los meses de invierno que coinci--
den con la época de sequia.

La distribucibn geogrédfica de la especie en
la Repfiblica Mexicana no est& bien establecida, pero se ha
encontrado en los parques nacionales de Cofre de Perote, -
Ver., Zoquiapan, Edo. de Méx. y Cumbres del Ajusco, D. F.
En esta Gltima regidn, la planta se conoce con el nombre
de cuatezona.

De acuerdo con los datos facilitados por --
los pastores, los animales afectados por la ingestibén de -
la planta, se apartan del rebafio, dejan de comer, pierden
peso, sufren vémito y finalmente mueren.

Esta especie no provoca estornudos en los -

animales, en cambio tanto el ptialismo como el timpanismo
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se presentan en forma muy marcada.

Estudios experimentales, mostraron que cuan
do se administraron al animal por via oral, 56 g de hoja -
seca y molida por kg de peso, dividida en varias dosis, --
causd la muerte a los borregos. Los resultados de éste es-
tudio indicaron la presencia de una sustancia fuertemente

hepatotéxica.38

Para identificar cual de las lactonas ses--
quiterpénicas aisladas en el Helenium integrifolium era la
responsable de la mencionada toxicidad, se realizaron bio-
ensayos preliminares en peces.

Estas pruebas se llevaron a cabo con helena
lina, acetilhymenograndina e hymenoratina. Existe un gran
nmero de pruebas biol6gicas llevadas a cabo con helenali-

na.39 En particular se han hecho ensayos similares de su -

toxicidad en peces,40 de modo que es posible comparar la -
actividad de la acetilhymenograndina e hymenoratina con --
respecto a ésta sustancia.

Los productos se disolvieron en metanol----
agua, a una concentracidn especifica, suministrando dosis
progresivas de la sustancia a los peces y midiendo el lap-

so en que los animales mueren. .De esta manera se puede pre

decir que a mayor dosis suministrada de la sustancia a pro
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bar, se reduce el tiempo de vida. Asimismo mediante este -
ensayo, es posible comparar la actividad de las sustancias
ya que la mis tb6xica manifestard su actividad a igual con-
centracién en un menor tiempo relativo.

Los resultados obtenidos se ilustran en la
tabla II, y al trazar la concentracién (ug/ml) contra el -
tiempo (min), se obtiene la grdfica 1, en donde se observa
que la acetilhymenograndina es la mis activa de las tres -
sustancias que se compararon, por un factor de 2 con res--
pecto a la helenalina y de 6.65 con respecto a la hymenora
tina.

La hymenoratina muestra en este ensayo una
actividad menor que la acetilhymenograndina y la helenali-
na. Por otro lado, la hymenoratina muestra actividad cito-
téxica en el sistema KB y no hay resultados en la prueba -

de p-3882%3

, mientras que la acetilhymenograndina que en --
nuestro estudio resultb6 mds activa, no se le han aplicado
los ensayos mencionados por lo tanto es conveniente reali-
zarlos.

De esta manera se deduce que de los compo--
nentes aislados del #. integrifofium, la acetilhymenogran-

dina es el principal responsable de la alta toxicidad que

presenta esta planta.
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Tabla II. Resultados de las pruebas de toxicidad en peces.

Compuesto: Concentracibn Tiempo de vida
(ug/ml) (min)
Helenalina 476.2 120
" 285.7 240
" 208.3 386
Acetilhymenograndina 400.0 9
" 200.0 95
" 142.8 220
" 114.3 390
Hymenoratina 847.4 225
" 719.4 600
Grafica 1.
ug/ml
80 NORATINA
700+
600
500
4007
3009 ELENALINA
200 .
LHYMENOGRANDINA
1007
T 1 T >
150 300 450 600 min
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VI, RESUME! S

Del estudio fitoquimico del Helendium inte--
grigofium (H.B.K.) Benth. & Hook. se aislaron e identifica
ron dos lactonas sesquiterpénicas: acetilhymenograndina e
hymenoratina, ademis de la flavona, pectolinarigenina (5,-
7-dihidroxi-6,4'-dimetoxiflavona) .

El aislamiento de estas helenan6lidas pre--
senta cierta relevancia, ya que por primera vez se aisla--
ron de Helenium, pseudoguaianblidas tipicas de Hymenoxys,
siendo por lo tanto este espécimen finico en su género, en
cuanto a su composicibn de lactonas sesquiterpénicas.

Acorde con estudios quimiotaxonfmicos ante-
riores, el aislamiento de la pectolinarigenina permite es-
tablecer con certeza que la identidad de esta planta es f.
integnifolium.

Dado que la planta es t6xica para los borre
gos, se realizaron pruebas biol6gicas preliminares para de
terminar cual de las sustancias es la responsable de la to
xicidad. Los bioensayos realizados en peces muestran que -
la acetilhymenograndina es el principal constituyente téxi

co aislado de esta planta.



VII. PARTE EXPERIMENTAL.
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El espécimen analizado fué identificado por
el Dr. Jerzy Rzedowski del Departamento de Botdnica de 1la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del I.P.N., a quien
expresamos nuestro agradecimiento. El1 espécimen se encuen--
tra deﬁositado en el Herbario Nacionmal, Instituto de Biolo-
gia, U.N.A.M. Hefenium integrifofium (H.B.K.) Benth. & Hook.
Voucher: ARV 0048, Nimero de registro: 304950.

Los puntos de fusidn se determinaron en un
aparato Fischer-Jones y no estdn corregidos. Las cromatogra
fias en columna se efectuaron en silica-gel 60 Merck (70---
-230 mesh ASTM). La pureza de los productos y el desarrollo
de las reacciones se siguid por cromatoplaca de silica-gel
Merck F-254, usando como revelador sulfato cérico al 1% en

dcido sulfdrico 2 N.

Los espectros de UV se determinaron en un es
pectrofotdmetro Perkin-Elmer, Modélo 202. Las rotaciones dp
ticas se efectuaron en un polarimetro digital Perkin-Elmer,
Modelo 241. Los espectros de IR se determinaron en un espec
trofotdmetro Perkin-Elmer, Modelo 337, utilizando las té&cni
cas de pastillas de KBr 6 soluciones clorofdrmicas. Los es-
pectros de masas se determinaron en un espectrdometro Hita--
chi Perkin-Elmer, RMU 6D de doble foco. Lo§ espectros de --
RMN'H se determinaron en los aparatos HA-100, FT-80A y FT--
-270 Varian.Los desplazamientos quimicos estdn dados en ppm

referidos al tetrametilsilano como referencia interna.

El andlisis elemental fué efectuado por el

Dr. Franz Pascher, en Bonn, Repiiblica Federal de Alemania.
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VII. PARTE EXPERIMENTAL.

El Hlelenium integrifofium (H.B.K.) Benth. &
Hook., fue colectado en septiembre de 1978 al oeste del --
volcan Ajusco, D.F. (19° 12' 16" latitud norte y 99° 16' -
28" longitud oeste).

De la parte aérea de la planta seca, 2020 g
se extrajeron tres veces consecutivas con hexano a reflujo
durante una hora, obteniéndose 61.8 g de residuo. Poste---
riormente se repitié el procedimiento con cloroformo, obte
niéndose 71.1 g de extracto clorof6rmico. Este iltimo ex--
tracto se analiz6 por cromatografia en columna de vidrio,
usando como soporte gel de silice, en una relacién de 1:30
con respecto al extracto. La columna se eluyd inicialmente
con benceno, aumentando la polaridad con mezclas de bence-
no-acetato de etilo, hasta llegar a 100% de este fltimo.

De las fracciones eluidas con benceno-aceta
to de etilo (9:1) cristaliz6 la pectolinarigenina (5,7-di-
hidroxi-6,4'-dimetoxiflavona), 250.7 mg (0.012%), p.f. 219
-21°. Se recristaliz6 varias veces de metanol hasta p.f. -
constante, 224°-6°. —

* U.V. (MeOH) (espectro 1): WMEOH

MeOH MeOH
(e 32572), Améx 279 nm (e 20515), Amﬁx 334 nm (e 23027).

217 nm, -
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* I.R. (CHCl;) (espectro 2): 3490 cm-l(gru—
po oxhidrilo), 1660 cm™ ! (carbonilo conjugado en anillo), -

1 1

1620 cm = y 1580 cm =~ (doble ligadura arom&tica).

*RMP-100 MHz (CDC13-DMSO) (espectro 3): ---
7.84 ppm (2H, d, J= 9 Hz) H-2', H-6'; 7.00 ppm (2H, 4, J=
9 Hz) H-3', H-5'; 6.55 ppm (1H, s) H-3; 6.52 ppm (1H, s) -
H-8; 3.86 ppm (6H, s) metilo de los metoxilos.

*E.M.: m/z 314 (M, C17H1406+, 100%), m/z -
296 (M'-18, 54.5%), m/z 271 (M'-43, 55.7%), m/z 69 (M'-245

91.7%).

De las fracciones eluidas con benceno-aceta
to de etilo (4:1) se aisl6 la acetilhymenograndina, una --
sustancia cristalina, 535.6 mg (0.026%) con p.f. 137°=9°.
La muestra analitica de esta sustancia se obtuvd por re---
cristalizaciones sucesivas de acetona-éter isopropilico, -

p.f. 139°-41°.

20
D

* U.V. (MeOH): X_._ 215 nm (€ 8478).
max

* o], = +66.66° (c 0.111, CHC1,).

* I.R. (CHC1l,) (espectro 4): 1752 em™ ! (car
bonilo de y-lactona), 1740 cm_1 (carbonilo de acetato).

* RMP-270 MHz (CDC13) (espectro 5): 6.26 --

ppm (1H, 4, J= 2.8 Hz) H-13a; 5.59 ppm (1H, 4, J= 2.8 Hz)
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H-13b; 5.32 ppm (1H, 44, J= 7,9 Hz) H-3; 5.14 ppm (1H, 4,
J= 7 Hz) H-4; 5.02 ppm (1H, t, J= 9Hz) H-2: 4.78 ppm (1H,
ddd, J= 3,8,12 Hz) H-8; 3.26 ppm (1H, m) H-7; 2.13 ppm (3H
s), 2.06 ppm (3H, s) y 2.03 ppm (3H, s) metilo de los ace-
tatos; 1.08 ppm (3H, d, J= 7 Hz) metilo en C-10; 1.03 ppm

(3H, s) metilo en C-5.

* igi .
An4dlisis elemental para: C21H2808
Calculado: C =61.75%, H = 6.91%, O = 31.34%
Encontrado: C =61.50%, H = 6.90%, O = 31.96%

En las fracciones eluidas con benceno-aceta
to de etilo (1:1), cristalizb 1.2982 g (0.064%) de hymeno-
ratina, p.f. 157°-9°. Por recristalizaciones sucesivas de
acetona-éter isopropilico presentd p.f. 166°-8°.

* I.R. (CHCl,) (espectro 6): 3390 em™ !

1

(gru

po oxhidrilo), 1750 cm

em™! (doble ligadura).

(carbonilo de y-lactona), 1660 —--

* RMP-100 MHz (CDC13) (espectro 7): 6.29 --
ppm (1H, 4, J= 2 Hz) H-13a; 5.61 ppm (1H, 4, J= 2 Hz) H---
13b; 4.78 ppm (1H, m) H-8; 4.00 ppm ( 1H, m) H-3; 3.56 ppm
(1, 4, J= 7 Hz) H-4; 3.20 ppm (1H, m) H-7; 0.99 ppm (3H,
d, J= 7 Hz) metilo en C-10; 0.82 ppm (3H, s) metilo en C-5

* EM: m/z 266 (MT, C H,,0,r 4.558), m/z —-

15
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248 (M'-18, 11.55%), m/z 230 M'-36, 28%), m/z 107 (Mt-159
100%) .

Obtencién de la tetrametilescutelareina (5,6,7,4'-tetrame-
toxiflavona) .

A una solucibn de 44 mg de pectolinarigeni-
na (5,7-dihidroxi-6,4'-dimetoxiflavona) en 200 ml de aceto
na se adicionaron 4 ml de ioduro de metilo y 8 g de carbo-
nato de sodio anhidro. Después de 48 horas de reaccibn a -
reflujo, se filtr6, evapor6§ y se extrajo el residuo con --
agua y a continuacidn con &ter, obteniéndose del extracto
etéreo un aceite el cual fue cromatografiado en una colum-
na empacada con gel de silice (1.5 g) en benceno. De las -
fracciones eluidas con benceno-cloroformo (3:1) cristalizd
de acetona-hexano la tetrametilescutelareina, p.f. 165-6°.

* T.R. (KBr): 1640 cm 1

y 1605 cm = (doble
ligadura arom&tica).

* RMP-80 MHz (CDCl,): 7.78 ppm (2H, d, J= 9
Hz) H-2', H-6'; 6.96 ppm (2H, 4, J= 9 Hz) H-3', H-5'; 6.72
ppm (1H, s) H-3; 6.53 ppm (1H, s) H-8; 3.96 ppm (3H, s), -
3.94 ppm (3H, s), 3.88 ppm (3H, s) y 3.85 ppm (3H, s) meti

lo de los metoxilos.
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Obtencién de Hymenolano.

Se prehidrogenaron 10 mg de Pd/C al 10% en
3 ml de metanol. Cuando el catalizador dej6é de tomar hidrd
geno, se adicionaron 100.4 mg de acetilhymenograndina. La
mezcla se dej6 reaccionar hasta que dej6é de consumir hidrd
geno. El catalizador se elimin® por filtracibén sobre celi-
ta y se concentr6 a presidn reducida. El1 producto hidroge-
nado, hymenolano, cristaliz6 de acetato de etilo-éter iso-
propilico, p.f. 218°-21°.

* T.R. (CHC13): 1770 cm-1 (carbonilo de -
lactona), 1745 cm-l (carbonilo de acetato).

* RMP-80 MHz (CDC13): 5.29 ppm (1H, 44, J=
7,9 Hz) H-3; 5.14 ppm (1H, 4, J= 7 Hz) H-4; 4.98 ppm (1H,
t, J= 9 Hz) H-2; 4.67 ppm (1H, m) H-8; 2.85 ppm (1H, m) H-
7; 2.09 ppm (3H, s), 2.04 ppm (3H, s) y 1.99 ppm (3H, s) -
metilo de los acetatos; 1.11 ppm (6H, d) metilo en C-10 y

C-11; 1.05 (3H, s) metilo en C-5.

Obtencién del diacetato de hymenoratina.
89 mg de hymenoratina en 1 ml de piridina y
1 ml de anhidrido acético, se dejaron reaccionar a tempera

tura ambiente durante 8 horas. Luego se agregd agua y se -
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extraj6 con CHCl,. La solucibén orgédnica se lavdé con solu--
cibén de HCl al 10%, después con solucibdn saturada de -----
NaH.CO3 y por Gltimo con agua. Se sec6 con Na2804 anhidro y
el diacetato de hymenoratina cristaliz6 de cloroformo-hexa
no, p.f. 129°-31° {lit. (22) p.f. 132°-3°},

* I.R. (CHCl,): 1760 cm = (carbonilo de y--
lactona), 1740 cm © (carbonilo de acetato), 1650 cm * (do-
ble ligadura).

* RMP-100 MHz (CDC13): 6.23 ppm (1H, 4, J=
2 Hz) H-13a; 5.56 ppm (1H, 4, J= 2Hz) H-13b; 5.09 ppm (2H
com) H-3, H-4; 4.74 ppm (1H, m) H-8; 3.26 ppm (1H, m) H-7;
2.12 ppm (3H, s) y 2.04 ppm (3H, s) metilo de acetatos; --
1.02 ppm (3H, 4, J= 7 Hz) metilo en C-10; 0.92 ppm (3H, s)
metilo en C-5.

* EM: m/z 350 (M', C;gH,.00): m/z 308 (M'--
-42, 61.82%); m/z 290 (M'-60, 20.91%); m/z 248 (M'-102, --
100%).

Bioensayos.

Las pruebas biolégicas se llevaron a cabo -
con helenalina, acetilhymenograndina e hymenoratina, en --
grupos de 3, 4 y 2 peces, respectivamente, tomando un pez

como testigo. Los peces utilizados fueron X{phophorus he--
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LLeni Heckel (ca. 2.4 g de peso y ca. 12 cm de longitud),
manteniéndolos con aeracibén espor&dica.

La helenalina (100 mg) se disolvid en agua
(100 ml), la acetilhymenograndina (40 mg) se disolvié en -
metanol (2 ml) y agua (98 ml) y la hymenoratina (111.2 mg)
se disolvib en agua (100 ml). Al testigo se le colocd en -
una solucién de metanol (1 ml) en agua (50 ml).

Para conocer la concentracibén aproximada de
la dosis letal, se realizaron experimentos con concentra--
ciones relativamente altas de manera que los peces murie--
sen en un tiempo relativamente corto (3-4 horas), encon---
tréndose que tales concentraciones son del orden de 285 --
ug/ml, 142 pg/ml, 847 ug/ml, para la helenalina, acetilhy-
menograndina e hymenoratina respectivamente. Posteriormen-
te se procedib6 a hacer los ensayos a concentraciones meno-
res y mayores, y se observdé el tiempo de respuesta a la --
sustancia, los resultados se muestran en la tabla II.

Una observacibén notable, en los peces al su
nistrarle la sustancia, fué la pérdida de coordinacién y -
esto se considerd como un sintoma del efecto producido por
la sustancia. Cuando se presenta este sintoma, se coloca
al animal en agua libre de sustancia y se observa una recu

peracién gradual.
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