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INTRODUCCION

Las plantas son de gran impartancia para e! hombre, ya que
estas constituyen fuentes primordiales de alimentos, materiales
para' construceidén, fibras Cpapel, algoeddn, etc.d y productos
quimices Cingecticidas, antfioxidantes, feromonas, plgmentos,
anl;’nas. saborizantes, fragancias y farmacos, entre otrosd. Por
lo tanto, no es sorprendente gque desde tiempos prehiglédrices hasta
nuestros dias el hombre ha tratado siempre de encontrar beneficios
de las mismas, principalmente de aquellas que gozan da prestigio
como agentes terapéuticos en la medicina alopatica y en 1la
medicina tradicional (Verpoorte, R., 1880).

Es importante enfatizar la xmporLincxa de las plantas desde
el puntoc de wvista de la medlicina tradiclonal, ya que estas
proporcionan un medio para atenuar numerosos problemas de salud de
los paises en vias de desarrollo, principalmente en las zonas
rurales, donde el acceso a la medicina oficial es practicamente
inexdstente. Adictonalmente, la tencialidad de las plantas
modicinales de usoe folclérico como fuentes Importantes de
sustancias biocactivas es un hecho bien documentado CFarnsworth,
1077; Farkas, 1099; Fairbairn, 1‘090; Salemink, 1080; {inter aliad.

En México, existen 58 grupos étnices distribuidos en el
Lorritol"io naciocnal, ¥ la mayoria de estos grupes hacen uso de leos
abundantes recurcos naturales a su alcance para la cura do cuc
anfermedades. segun SUS necesidades. conocimentos y techologlas.
Es entonces evidente que las plantas medicinales constituyen una

alternativa wiable para resolver los problemas de salud en



México., de manera complementaria con la medicina oficial.

Sin embargo. en México el estudio de las plantas medicinales
tiene poco desarrollo y tradicién. Se estima gque hay
iprox.lmadamcn!.e unas 3000 especies modicina.los reglstradas, y que
tan £6lc ¢l 10% ha sido objeto do invectigacidn cliontifica.

En consecuencia, el estudio de las Elant.as medicinales,bien
se¢a orientado. a la busqueda de principios bloactives © a 1la
valldacién farmacoldgica del uso popular de las mismas, constituye
un irea d;r investigacién féertil en nuestro pais.

Con base en los seflalamientos anteriores. el presente trabajo
tiene como propédsito el estudio quimice y biolédgico de las

especies Podonaea viscosa (L.3 Jacq dSapindaceae) y Celaenodendron

mexicanum Standl C(Euphorbiaceaa). Ambas plantas son utilizadas en
la medicina popular mexicana como agentes ant.i—‘l nfectivos, Cabe
hacer nv-:at.ar que @1 estudio de ambas pl_an!.as forman parte de un
estudio sistemitico de plantas mexicanas utilizadas en medicina
tradicional, cuyos objetivos generales son: €i> obtener en lo
posible principlos activos de la flora medicinal nacional y Ciid
contibulr al coneocimiente de la :omposiclén quimica de la flora
medicinal mexicana CGarcia, 1087; Calzada, ,1688; Camachoe, 1080;
Rojas, 1090; Cruz, 1091; inter aliad.

Cabe mencionar que en el casoc de obtener sustancias activas,
este proyectc podria constituir una aportacidn vallesa para la
validacién cientifica de la medicina tradiciconal y en consecuencia

para la resolucién de problemas de salud pdblica nacional.



CAPITULO 1

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE UN NUEVO ENT-LABDANO DE

LA Dodonaea viscosa (L.) Jacq (Sapindaceaed

1.1 ANTECEDENTES SOBRE LA Dodonaea viscosa C(L.D Jacq..

El génerco pPodonaea C(L.D perternece a la familia
Sapindaceae y comprende mis de 150 especies., la mayoria de las
cuales se encuentran distribuidas en Australis. La unica

especle descrita en México es la Dodonaea wviscosa CL.Y> Jacq

CRzedowski, et al., 319685,

Desde el punto de vista filtoquimico algunas especies del
génerc han sido investigadas. Estos estudios han permitide
el alslamiente y caracterizacion de numerosos diterpencides

CDawson., et al, 1968; Hsu, et al,1Q71; Jefferies, etal., 1073,

Payne, et al., 1973), flavoncides C(Dawson, et pl.. 1066;
Dreyer, ot al.. 1978; Naar, et al., 1078; Payne, et al.,1873;
Rene, et al., 1970; Sachdev, et al., 1982, 1983; Sastry, et

al..1968; Trotin, et al., 1072D, cumarinas CEl-Tawil, et al.,

1883), triterpenocides C(Dimbi, et al., 168%5; El Tawil, et al.,
1073; Ghisalberti, et pl.. 1073; Venkateswara, gt al., 10623,
saponinas (Dimbi, et al. ., 1G85; Wagner, et al., 1887,
taninos CSarin, et al., 1983; TrolLin, e% al.. 1972 y varios
acelites esenciales (Subbarac, et al., 10835,

Algunas especies de Qo__dgr#:_ej_ son usadas en la medicina

tradicional en diversas regicones del munde como agentes



antiespasmédicos, antiinfectivos, sedantes, hipotensives,
antiresumiticos, antipiréticos, diaforeticos y antigotosos
CDominguez, et al., 1980; Trotin. et pl., 1962; Sukkawala, et
al., 1962; Wagner, et a}., 1087).

La Dodonaea vigcosa (L.D Jacq es un arbusto de L a 8 m
de altura. de flores amarillas y frutes capsulares; se’
encuentra ampliamente distribuida en zonas tropicales y
subtropicales del globo terrestre (Rzedowski, et al.., 1085).
En Méxdco la D. vigcosa se conoce popularmente con los nombres
de chapuliztle, cuerno de cabra, granadina, hierba de la
cucaracha, Jarilla, jirimi, ocotillo y wvaral. Numerosas
propiedades curativas se le atribuyen a la D. viscosa en la
modicina popul ar mexicana, como son sus bondades
antipiréticas, antiespasmddicas, antisdépticas, astringentes,
antigotosos y para el tratamiento de malestares vendreos.

Desde ®1 puntc de vista biolégico, se ha demostrado que
los extractos m'.anélico.s de la D wascosa inducen la
fagocitosis y presentan actividades mclusquicida Yy
antiexudativa CWagner, et al., 1087). Finalmente, cabe hacer
menci6n que Subbarao y colaboradores (16852 'demoerarcn que el
aceite esenclial de la pPlanta posee propiedades
antibacterianas.

Los diversos estudios quimices realizades sobre esta
espocie wmedicinal han resultado en el aislamiento y
caracterizacién de varios flavancles y flavanonas (Sastry, st

al., 10685, Nair, et al., 1075; Dreyer. et 3al.. 1078;



Sachdev, gt al., 1983, - dos diterpencides del.'!.lpo clercedano
CHsu, et al.. 10971), cuatro triterpenocides derivados de la
-amirina CDimbi, et al.. 1985; Wagner, et al., 1987) y dos
esteroles (Venkateswara, et al., 109623,

Una investigacién preliminar del contenido metabsdlice de
D. ¥iscosa, mismo que constituye un antecedente experimantal
al presente trabajo, condujo al alslamiento de dos flavonoides
adicionales, el acido hatriwaico , dos esteroles y un éster
derivado del Acido cinimico. Los flavonoides se identificaron
conc la S.4'-dihidroxi-7- met.oxi-flavanona (= 3} y la
5,6,4°-trihidrox -3,7-dimetoxiflavona <240, Los esteroles

correspandieron al fi-sitosterol C21) y el [I-glucositosterol

caad. Los compuestos (1) y (22> hablan sido previamente
descritos en la planta CHsu, et al., 1971; Venkateswara, et
al., 1962>, en tantoe que los flavonoides (€23> y (24>

representan nuevos canstituyentes de 1a especie.

La estructura del éster derivado del acide cindmco se
caracterizéd cons el l-para-cumaril, S5-0-motil, G-acetil-L-myo-
inositol (262, el cual representd un nuevo producto natural.
El aislamiento de este producto constituye una contribucién
impsrtante al conecimiente de la quimica del género Dodonaea
'y de la familia Sapindaceae, Yya que previamente no se hablan
descrito este tipo de compuestos en la familia. \L‘as
estructuras de los constituyentes previamente aislados de la
Dodoraea viscosa se ilustran en 1la Figura 1.

Adicionalmente, - se detectd en las fracciones



cromatograficas da mediana polaridad un compuasto
aparentemente inestable, de acuerdo a su comportamiento
cromatografico (el analisis mediante ccd realizade en varias
oportunidades. demostré la inestabilidad del compuesto); este
producto tenfia la particularidad de originar un cromnédforo de
color café en las cromatoplacas de; gel de s{lice, cuando se
utilizaba comc agente cromégenc un solucion acida de sulfato

cérico CCrisanto, 18990; Tontreras, 1690D.
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Figura 1. Constitu.yenr.es quimicos' de Dodonaea viscosa.
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Figura 1. Constituyentes quimicos de E. viscosa(continuacifn) .
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1.2 OBJETIVOS.

los objetives planteados para el prasente éétudio son los
sigulentes: ) : . 7
1.2.2% Separar mediante métodos Titoquimicos convencionales el
croméforo inestable detectado en las fracciones cde mediana
polaridad deol oxtracte cleoroformo-metansdlico de Dodongea

visgosa.

1.2.2 Delerminar la estructura molecular del producte

utilizando metodos quimicos y especlroscopicos.

1.2.3 Determinar la actividad antimicrobiana potencial del
extracto total, de las fracciones de mediana polaridad y dol

compuesto aislado.

10



. 1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Material vegetlal.

El material vegetal Chojas v taileo de D. viscosa) se
recolectd en Oaxaca on el kilémetro 18.7 de la carretera a
Jayacatlan y fué {dentificade por ol Bléloge Alejandro
Cisneros de la Universidad Auténoma Benito Juirez de Oaxaca.
Una muestra do referencia se depositéd en el Herbarioc de la
misma Universidad (Voucher: <isneros 388). ‘

La planta fué secada a temperatura amblente y se

fragmentd en un molino de cuchillas, modelo Wiley 4.

1.3.2 Exlraccidén y fraccionamiento preliminar.

El material wvegetal (3 Kg) se extrajo via maceracion,
utilizando 7.5 litros de una mazcla CHC13-Me0H €1:1), siete
veces por periodos de dos dias en cada ocasioén; después de
concentrar in vacuo s obtuvieron 157 g de aextracto.

El extracto cloroformeo-matandlico se fracciond mediante
cromatografia en columna, utilizando como adsorbente gel de
silice (1.5 Kg silica gel Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm)
desactivada al 10% con agua destilada. El proceso de elucidn

se efectud con hexano, Yy mezclas de hexance-cloroformo,

cloroformo-acetona, Yy acetona-metanol en diferentes
proporciohes. Se obtuvieron un total de 286 fracciones do 1
litro cada una, uniéndose aquellas cromatograficamente

similares. Las bropor:xonas de eluyentes utilizados fuercon

11



las siguientes: hexano, hexano-cloroforms C(80:20, .60:40,
B0: 50, 40:60 y 20:80), clorofermo, cloroformo-acetona €90:10,
80: 20, 70: 30, 60: 40, 50: 80 ¥ 30: 700, acetona y

acetona-metanol (50:%50).

1.3.3 Anidlisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos en capa finha se efectuaron
siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de
vidrie recubjertas con gel de sflice Csilica gel 60 GFESA’
Merck); como agente revelador seo empled sulfato cérice CStahl,

1969,

1.3.4 Alslamiento y purificacién de 27.

Lag fracciones OB-123 (28.0 g) de la columna original
eluidas con hexano-cloroformo 40:680 se recromatografiaron en
una columna empacada con 285 g de gel de si{lice Cdesactivada
al 10% con agua destilada). La elucién se efectud con hexano,
y mezclas de hexano—cloroformo y cloroformo-acetato de etilo y
acetato de otile en diferentes proporciones. Se recogieron un
total de 307 fracciones de 200 ml cada una: cada fraccldn se
analizé por cromatografia en capa fina combinande aquellas
cromatograficamente similares. En el Cuadro 1 se resumen leos
sistemas de eluyentes empleados y el numero de fracciones
elutdas con cada uno do ellos. .

El conjunto de las fraccicones 181-268 (Cuadro 1) se

trataren con carbén activado, La mezcla anterior se resolvio

12



on sus componentes,

13

medi ante una cromatografia preparativa en

capa delgada, empleando el sistema hexano-acetato de etilo

40:860. Se utilizaron 15 cromatoplacas de gel de silice y sobre

cada una S@ sembraron 30 mg de la muestra.

Luego de eluir las

placas, éstas se procesaron de la manera habitual. Do esta

manera, se obtuvieron 405 mg

€273, soluble en CHCXS.

de un aceite de color amarille

Cuadro . Fracclionamiento mediante cromatografia en columna de

los eluatos 98-123,

Eluyente

Hexano
Hexano-cioroformo
Hexano-clorof ormo
Hexano-cloroformo
Hexano-cloroformo
Hexano-cloroformo
Hexano-cloroforme
Hexano-cloroformo
Hexano-cloroformo
Cloroforme
Cloroformo~ ACOEL

AcDEL

Proporcién

100
90:10
80: 20

'70: 30

60: 40
50: 50
40: 60
30: 70
20: 80
100

05: 5

100

Numero de

fracciones

1- 30
40- 65
88-86
B7-192

103-124
125-141
142-222
223-240
241-273
272-260
200306

307

obtenidos de la columna original.

Observaciones

Desechada
Desechada
Desechada
Desechada
Desechada
Desechada
Recromatografia
de las fracciones
181 -2658

Desechada
Desechada

Desechada



1.3.5 “Caracterizacién del compuesto aislado.

1.3.8,1 ) Detorminacfén de constantes fisicas = |y
espectroécéplcas.

Los ‘espectros de UV fueron reglistrados en un instrumento
Beckman DU-7; los espectros de IR fueron obtenides en un
espectrofotémetro Perkin Elmer S090B; los espectros de PMN
fuereon registrades en un aparato Varian VXR-3005 utilizando
como disol vente CDCI3 y como referencia interna TMS.

La rotacién optica fué medida con un polarimetro digital
JASCO DIP 380; los espectros de masas fueron determinades en
un espoectrémetro Hewlett-Packard S09S-B. £l espectro de
dicroisme circular- fue obtenido en el Departamento de

Farmacognosia, Universidad de Illinois, Chicago, USA.

1.3.5.2 Obtencidén del derivado acetilade de Z22.

Para formar el derivado acetilado de 27 se empled 1 ml
do anhidrido acético y 1 ml de piridina por cada 100 mg de
producto. La mezcla de reaccién se dejoé por 12 horas a
temperatura amblente y al cabo del tiempo sefalado se procesé
de mahera adecuada. Se acetilaren 85 mg de 27, obteniéndoso
76 mg del derivado come un liquido aceitoso, el cual se

purificd mediante cromatografia en capa delgada.

1.3.5.3 Oxidacidén de 27 con Reactivo de Collins.

1068 mg del compuo;tb 27 en 1.5 ml de piridina, se
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Lrataron con una solucion de t:r-C)3 €112 mg de <:rO3 on 1.8 ml de
piridina) a temperaturs ambiente., con agitacién durante 18
horas. Al cabo de este tiempo. el crudo de la reaccién, se
procesd de la manera convencional. El producto oxidado se
purificé por c.c.d., obteniéndose 31.5 mg de un s6lido amorfo

C27bd, scluble en CHC13.

1.3.6 Determinacién de la toxicidad para Artemia galina

Leach.

1.3.6.1 Preparacidn de las muestras.
A 20 mg de Jlas muestras C(extracte total, fracciédn
combinada 181 -288 y el compuesto 270 se le adicionan 2 ml de

CHC) Posteriormente, se transfieren a frascos viales 5, SO

3
y S00 ul de esta solucién, cada una por triplicado, dejando
evapor ar el disolvente en cada vial., Finalmente se¢ afora a S

ml con medio salimo artificial, para obtener concentraciones

de 10, 100 y 1000 ppm respectivamente.

1.3.6.2 Biocensayo.

Los hueves de A, galina previamente desarrollades an un
modio galino artificial durante 48 horas, son transferidos 10
de ellos a cada uno de los viales conteniendo la muestra a

evaluar. Transcurridas 24 horas se procede a realizar la

cuenta de organismos sobrevivientes. El resultado fimal se

axpresa on porciento de.mortalidad de los crustaceos o bien se
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calcula la Dl.so

1.3.7 Evaluacién cualitativa de la actividad antimicrobiana.
1.3.7.1 Microorganismos de prueba.

Para la evaluacién biolégica se emplearon bacterias
_Gram positivo, Gram negativo y una levadura. A continuacioén
se enlistan los microorganismos. de prueba utilizados;
indicando ademas las cepas correspondientaes.

gram positivas: Staphylogoccus aureus CATCC 15008>
Bacillus subtilis CATCC 686833

gram negativas: Pseudomona aeruginosa CATCC 14207)
Escherichia coli CATCC 25022

levadura: Candida albicans CATCC 1023)

1.3.7.2 Preparacién de las muestras de pruoeba.

El extracto total se evalud como una suspension al 10% en
agua-Tween 80, a una concentracién de 20 mg-ml.
El compuesto g7 se evalud a una concentracion de 1 mg-ml.
Como controles positivos, se propararon soluciones de
estreptomicina €1 mg-/ml) para las bacterfas y de nistatina (3

mg/ml) para la levadura.

1.3.7.3 Preparacién de. los indculos de los microorganismos de
prueba.

Las bacterias se desarrollaron en caldo nutritivo (Merck)
¥ se incubaron durante un periodo de 24 heras a 37°C.

La levadura se sembrd en caldo glucosa @% Sabourand
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CMerckd y s@ incubé por 48 horas a 28°¢C. -

Una vez desarrolliados los microorganismos, fué necesario
estandarizar suU nimeroc a una concentracion vnprmdmadn de 1.5 x
10% carulas/m empleando los patrones de turbidez de McFarland
CBarley, 10863, mediante la discluecién de caldo nutritive,
inoculando una solucién salina isotdédnica.
1.3.7.4 Siembra de microorganismos.

Con el fin do lograr una mejor distribucidn de los
microorganismos, so eligid el método de vertido en placa, en
el cual se colocd en cajas de Petri es&ér119§ i1 mt de las
soluciocnes estandarizadas de microorganismos Caproximadamente
1.5 x 106 células). Posteriormente se agregd a cada caja de
prueba, 20 ml de agar fundido, homogeneizande con una
agi tacién cuidadosa. El agar empleado para las bacterias fué
@l agar No. 1 para antibidticos de Merck y en el caso de la
levadura se utilizéd agar-glucosa 4% Sabourand C(Merck2. Una vez
solidificade el agar, se procedid a hacer 3 horadaciones
convenientemente distribuidas en cada placa, utilizando un
horadador cilindrico de 10 mm de diametiro. Posteriormente, se
adicionan a cada pozo 100 y SO ul de la solucidn problema y
100 1l del control positivo. Finalmente, se incubaron las
placas por 24 horas a 37° en el casc de las bacterias y 48

horas en 28° en el caso de la levadura.

1.3.7.5 Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

Al cabo del tiempo de incubacién se evaluc la actlividad



antimicrobiana de la fraccion y el Eompu-sto 27, midiendo el
dismetro la zona de inhibicion,

Las pruebas se realizaron por duplicado y todo el
procedimiento se efectud en una campana de flujo laminar bajo

condiciones de esterilidad.
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1.4 RESWLTADOS

El extracto cloroformo-metandlico de la Dedopaea viscosa
te sometid a un fraccionamiento cromatografico mediante ta
Locr;lca de columna abierta utilizando gel do silice coms fase
estacionaria. El conjunto de fracciones combinadas ©8-123
obtenidas por #ste procedimiento fuercnh recromatografiadas en
una columna de ge! de silice, originando las fracclones
secundarias indicadas en el Cuadro 1 C(seccidn experimental).
El tratamiento con carbdn activado y posterior purificacién
mediante cromatografia en capa delgada de las fracciones
secundarias 181-288 (Cuadro 1), permitid el aislamiento del
producte 27, el cual se cbhtuvo como un aceite de celor
amarillo, opticamente activo, soluble en cloroformo.
El producto natural fué¢ sometido a varias reacciones quimicas
durante su proceso de caracterizacién y los resultados fueron
los sigulentes: .
a) El tratamientc del producto natural con anhidrido acético y
piridina origind el derivado moncacetilado 27x.
b) El "tratamiente de 27 con reactivo de Collins permitid la
obtencién de la cetona 27b.

En los Cuadros 2, 3 ¥ 4 se resumen las constantes fisicas
y wspectroscopicas de 27,27a y 27b respectivamante.

El extracto original, las fracciones primarias combinadas

08-123 y ol producto natural 27 fueron evaluados

biolégicamente, Los onsayos realizados fuoron la

determinacién de la toxicidad para Artemia salina C(Meyer, el
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20
al., 1982 y la ’ actividad antimicroblana cualitativa

mediante ol métodc de difusisén en agar CHufford, et al. 1875),

Los resultados obtenidos se indican en el Cuadro 8.
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Cuadro g. Constantes flsicas y especiroscopicas de 27.

Férmula molecular

lad

UV (MeOHD> nm
CEspectro 12

IR CKBrd em t

CEspectro 2

RMN'H ppm
(CDCla. 300 MHzD

CEspectro 32

CaoMa2C3

—4.16 C(MeOH>

3480, 2050, 2875, 1500. 14680, 1385, 1280,
1160, 1110, 1050, 1020, 1000, ©30, B7S,
780

0.76, €s, H-18), 0.82 Cs, H-20, 0.93. (m.
H-5), 0.99 (s, H-18), 1.00 Cm, H=QO,

1.15 (m, H-1a», 1.168 (s, H-17>, 1.37

Cm . H~6ax>, 1.42 Cm, H-7ax>, 1.53 C(m, H-11D,
1.64 ¢m, H-22, 1.70 Cm, H-Beq>, 1.75 C(m,
H-7eq), 2.52 (t, H-12), 3.20 (dd., J=11,85,
H, H-3>. 6.38, 7.20 (s, H-14, H—16)-a

7.40 Ct, J=1.8Hz, H-15)
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Cuadro g. Constantes fisica y espectroscépicas de 27.
CContinuaciond.

EMIE wm7/z
CEspectro 42

rt® ppm
cecpel 3" IO0OMHZD

CEspectro 5>

320

287,

1.% 208 (18.57),

tMco. 41, 302
[M-HO-18, (3.7)}. 289 (M-2H,0

[M-HEO €8.121,

207 11>, 100

2Dy, 178 C403, 147 (301,138 <207, 95
C42>, 94 (S8), 81 (1003, 71 C41.6)

142,
12S.

cc-3,

62 (C-15, d>,

138.87 (C-18, dd,
44 CC-13, =, 110.05 (C-14, o), 78.86,

o>, 73.85 CC-8, sD

. 61 €C-9, o,

54,9 CC-5, dd., 44.33 (C-7, 3, 38.74
0, s)., 38.74 (C-4, =),
28.04 (C-18, @, 27.9 C(C-12, 1O, 26.96
€C-17), @, 2B.97,

€Cc-1

cc-2, o, 23.73
C-11, t>, 20.14 CC-6,

Q.

15,30 CC-19, Q.

L),

37.85 .(C-1, tO,

18. 48 Cc-20,
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Cuadro 3. Constantes
derivado acetilado 27a.

IR CKBr Cam 13
CEspectro 10)

PMN’H ppm
CCoCl 3 B0O0MHz)

CEspectro 100

EMIE m-z
CEspectro 12>

RHN" 3(: Ppm
CCRCl . 300MHZD

CEspectreo 132

32

fizsicas y espectroscépicas del

3430, 2050, 2870. 1720, 1450, 1370, 1280,
1115, 10680, 1010, 735

O.84 (6H, =%, H-12 y H-20), O.B8 (s,
H~183, 1.18 (g, H-17), 2.04 (s, CH3-C0—J

4.84 Ca, J=1t, 4.5 H-2, H-3), 6.20,

7.23, Cbrs, H=-14 y H-185)>, 7.3% (i,
J=1.8H, H-15)>

382 (M, C1>), 300 [(M-80 CS)]. 285 C13,
©5 ¢403, B4 (353, 81 €707, 43 1003

142.75 €C-18, d>, 138.81 (C-16, 4,
12%.38 (C~13, s>, 110.89 (C~14, o>, BO.57

CC-3a, d>, 73.79 (C-8, s), BO.BY (C-9, dJ.
88,07 (-5, dd, 44.35 (C-7, L), 38.70
CC-10, s>, 37.71 (C-4, s>, 3I7?. S8 CC-1,
t), 28.03 (C-18, q, &7.81 (C-i2, tJ,
28.04 CC-11, ¢3, 23.75 (C~17, g, 23.35
cc-2, >, 20.08 (C-8, t>, 16.44 (CC-190,
Q. 15.62 (C-20, Q.
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Cuadro 4. Constantes fisicas y espectroscépicas de la cetona

&Zb.

IR CXBrd em ! 3460, 2935, 2898, 1703,.1501, 1455, 138G,

CCDCla) 1287, 1123, 1079, 1022, 925, 873, 789
CEspectro 18

RMN*H ppm 0.068 Cs, H-20>, $1.02 Cs, H-1D), 1.10 Cs,
€CDCl,. 300MHZY H-17), 1,22 (s, H-18>, 6.30, 7.24 y 7.36
CEspectro 172 Cbrs, H-14, H-16 y H-139 respectivamented
EMIE m/z 219 (M €0.521. 303 (M-15, <101, 300
CEspectro 18 (M -H O, (3], 285 (2), 206 (10>, 205

C11), 1.30 (30), OB (55, OS5 (46>, 0O4
100>, 81 CO7), 43 (67

CD AE nm "0.08 <260, -0.168 (2700, -0.271 <(a80),
Ce O.05,. MeOH> -0.310 (287>, -0.1810 (3000 & 308, +0.08
CEspectro 19> €320>, +0.02 (310>
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Cuadro 4. Ceonstantes fisicas y espectroscépicas de la celona

27b. CContinuaciond.

RMN" 3(‘.‘ PPm

CCDC13. 300MHzZD

. CEspectro 20

216.5 CC-3. s>, 142.75 CC~15, d>, 138.78
€C-16, dd, 125.26 (C-13, =), 110.04

cc-14, dd, 73.72 CC-8. €3, 60.02 CC-@,
d), 54.06 CC-S, d>, 47.43 ¢C-4, =), 43.87
cc-7, >, 38.28 (C-10, =), 38.51 CC-1,
td, 33.85 CC-2, tI, 27.71 <C-12, g,
26.27 CG-18, g, 28.20 CC-1i, t), 23.65
¢C-17, qd, 21.20 (C-6, td, 21.30 Cc-iQ,
g3, 14.87 CC-20, q>.
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Cuadro'5.

Estreptomicina
100 g

Extracto total
100 ug
50 g

ent-labdano
500 ug
250 ug

Nistatina
100 g

Extracto total
100 wg
50 ug

ent-labdano
500 ug
250 g

Potencial antimicrobiano del extracto total y del ent-labdano.

Bacillus
subtilis

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

Staphyloccocus  Escherichia Pseudomona

aureus coli aeruginosa
12 9 7
6.5 - 5
- 3.5
6.5 - ==
3.5 - ==

candida
albicans

Ly



1.5 DISCUSION

El anidlisis de las evidencias quimicas y espectroscépicas que
permitieron determinar la westructura del nuevo producto
natural obtenido del extracto de cloroformo~-metarnol de BD.
vigcosa se discute a continuacidén.

El producto 27 se aisld como un aceite de color amarillo
soluble en cloroformo, oépticamente .ncuvo‘ Su formula
molecular se establecid como Caoﬂaao3 por espectrometria de
masas. El espectro de IR (Cuadro 2, Espectro 2), presentéd
bandas de absorcion caracteristicas para hidroxilo C 3450
cm-l). C~H (2950 y 2875 cm—iJ. gem-dimetilo C1385 cm_ia Yy para
anille furdnico €875  em 1) (Savona., et al, 1077>. La
presencia de este nucleo aromiticoc se obtuvo también por los
espectros de UV CEspectro 1) y de masas (Espectro 4. En el
primero so observéd un miximo de absorcidén a A 282 nm (Kaplan,
R., et al.. 1988) y en ¢l segundo fragmentos de masa a m-z
81,04 y 95; el crigen de estos fragmentos se detalla en la
Figura 2 (Savona, G.. et al , 1977).

Por tratamiento con anhidride acético y piridina se
obtuve el derivado monocacetilado 27a, y por tratamiento con
Cr-o3 la coetona g7b. De esta manera, se confirmd quimicamente
la presencia de un alcohol secundario en la molécula.

En los espectros de IR de ambos derivados 27a y 27b se

apreciaron las bandas caracteristicas para acetato €1720 cm_‘l‘

Espectro 10> Yy cotona 1703 cm-1 . CEspectro 16

respectivamente. Cabe seoflalar que en ambos espectros



Pragment de 27.
a 2. Fragm os mds importantes observados en el espectro
Figur. =
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persistié la absorcidn para el grupo hidroxilo, lo cual
sugeria en primera instancia la presencia de un alcohol
terciario en las moleculas de 27a ¥y 27b.

Los datos de ta RMN para 27 y sus derivados, permitieron
establecer que e) producto natural era un diol diterpénico del
tipo labdano, con un anilloc furanico (i-sustituido. Los
sspoctros de RMN'H para el producto natural y sus derivados
CEspectros 4. 10 y 18) fueron muy similareos. En todos los
casos se observaron seflales atribulbles a un anilleo furdnico
f=sustituido CCuadre 8) y para cuatre grupos metilo unidos a
centros cuaternarios CCuadro ad>. EL desplazamiento
paramagnético observado para uno de los metilos €6 1.16 en 27
¥ 6 1.15 en 27a) era consistente con la presencia de un metilo
geminal a wuna funcidn carbindlica terciaria. De manera
adicional, el espectro del compuesto 27 (Espectro 3) presentd
un doblete de dobletes (6 3.2, ;:11.5 Hzd), asignable a un
hidrégeno en un anillo de seis miembros, geminal a un grupo
hidroxilo en disposicion axial. Esta seflal como era de

esperarse, se desplazé paramagnéticamente en el derivado 27a

€6 4.48, J=11, 4.8 Hz, Espectro 113 y desaparecié en la
cetona 27b C(Espectro 17). Por ultimo, el espectro de 27a

mostré ademas el singulete tipico de un metilo .de acetato a &
‘2. 04.

El analisis detallado de los espectros de kMN"ac de 27,
£7a y 27b, y la conparacién con modelos adecuados Rreviamente

deseritos en la literatura CFernindez, et al., 1986; Savona,
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at al. 2977), confirmaron inequivocamente e] esqueleto base
del diterpencide. En todos los casos, se observaron sefiales
para cuatro ntt'lds unidos a cuatro centros cuaternarios (ver
Cuadro 6>, un anillo fursnico, tres énrbono: cuaternarios Cuno
de los cuales estaba unido una funcidn oxigenada), seis
metilencs y trec metinos, en 27b una de estos sefMales seo
encontraba sustituida por una abso?cxén para cetona en anille
de 8 miembros a & 218.5,

Al igual que en el caso de los espectros de RMN'H, [ 2%
desplazamllonto observado para uno de¢ los grupos metilo en &
83.73 en g7, 6 23 75 en Z7a y 6 23.65 en g7b indicaren la
presencia de un hidroxile terciario en C-8.

Las diferencias mis importantes entre los espectros de
RMNlac de 27 y sus derivados fuercon los siguientes.

La variacioén ocbservada on la magnitud de los
desplazamientos quimicos para los metilos en C-4 C(Cuadro 83,
era congistente con la presencia do la funeidén carbindlica
secundaria en C-3 en el producto natural 27. Las diferencias
doe los desplazamiontos quimicos de 1o=. motilos en C-4 deo log
compuos!.o:.. fueron del mieme orden do magnitud que leos
descritos previamente para varios terponoides eon estructuras
similares on el anillo A CFernandez C., et al., 1988).

b> Las resonanclas de C-2 y (-4 se encontraban
desplazadas paramagnéticamente en los compuestes 27a y e7b
Cver Cuadre 8). Los desplazamientos paramagnéuvcos‘ a y 3

causados per la acetilacion on 27a y la oxidacidén en 27b
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Cuadro 8. Datos ospoctrqscéplcO‘s der RMN13C de los compuestos

27,872 y &7b.

Car bono
1 37.
2 z6.
E) 78.
4 38
5. 54,
] 20.
ST 44,
s 73.
‘o’ &L,
10 38,
11 25
e a7
",13' T s,
':iké; 110.
D NPV
e 138,
. : 26
23
bm‘ L s,

120 S,

85(+)
8L+

60C =)

LT4C D

°0C ->
14C+>
33C+D
85C +)
00<C -2

74C 4D

. Q7C+)

L8O+

44C-2
0S¢ -

7a

37.
23.
80.
37.
55,
20.
44.
73.
&0,
3s.
25,
a7.
125,
110.
142,

138,

88C+)

IS+

857C=>

71C+2

07¢-2 .

08C+>
35C+)
7eC+D
89C >
70 +>
Q4Cc+>
81C+D
38 -2
QO -
780 -)

B1C~)>

L7SC-D
L, 03¢~
. 4403

8202

'A7>-7;
- 0.27
—3.81
+1.84
-1.03
+0.17
-0. 06
+0. 02
-0. 06
-0.11
-0.04
-0.03
.._o' og
~0.08
+0. 04
+0.13
+0. 24
-2.98
-0.01
+1.14

+0.14

70
38.51C+H
33.85C+>

2168.5 C+)>
47.43C+>
$54.068C -2
21.30C+>
43.87C+)
73.72C+>
80, 02¢-)
38, 28C +)
28.20C+)
27.71C+D

125.25C-2
110.94C~)

142.78C->

138.78C-)

23.65C -
26.27C -3
21.30C~>

14.87C~)

A7-7b
+0, 88
+8.80
+137.0
+8. 60
+0. 06
+1.186
-0. 48
-0.13
-0. 98
-0. 46
+0.23
~-0.19
-0.19
-0.01
+0.13
+0.21
-3.08
-1.77
+68

-0.81

 “El.signo entre paréntesis indica resonancia (+) & (-) en los

. ESpﬁétrqs APT
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propercionaron una evidencia adicional para la ubicacidn del
hidroxilo secundarioc en C-3,

Cabe sefalar que las asignaciones de las seNales en los

espeoctros de RHNlac se confirmaron con el ansligics de los
espectras APT, HETCOR y DEPT. CEspectros 6, 8 vy ©
respectivamented . Especi{ficamente, el espectro HETCOR permitisé

comprobar que las asignaciones previamente realizadase por Savona y
col aboradores para C-11 y C-12 de varios compuestos similares eran
incorrectas Los autores antes mencicnades asignaron en tedos los
casos el triplete que aparecia en el rango comprendido entre &
18.2 y 21 a C-12, y el triplete observade entre & 292 y 32.4 lo
atribuian a C-11. El espectro -do HETCOR del producto natural 27,
indica claramonte que las asignaciones de Savona y colaboradores

deben invertirse.

Los espectros de masas de 27, 27a y £7b presentaron iones
moleculares a ms/z 320, 362 y 318, respectivamente, mismos que son
congruentes con las f(érmulas moleculares. Ademis de los
fragmentos cbservados para el anillo furanico Cm/z 81, G4 y OSD,
el espectro de 7 mostré fragmentos consistentes con la ubicacién
del‘ hidroxilo en C-3 a mr/z t53, '140, 130 y 135 Cver Figura 2O,

Finalmonte, con el objetive de determinar la configuracioén
absoluta del labdanc, se determin® ol especire de dicroismo
circular del derivado 27b C(Espectro 100, El efecto Cotton
noga!.l..va (AE287,= -0.31> indicd la naturaleza ent-labdénica para el
derivado oxigenado 27b (Witz, et al, 1Q63D.

Con base en lag evidencias presentadas, la estructura del
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producto natural 27 se establecit como el gnt-15.16-epoxi ~SoH-labda
=13(16).14-dien-33,8a-dicl (g7). el cual constituye un nuevo
metabolito secundario.

Lozs resultados de las evaluaciones biolégicas indicaron que
@] extracto total, las fraccliones 08-123 y e! labdano no eran
téxicos para @l c¢rusticeo Artemia salipa.

La pot.onclal..ldad antimicrobiana del extracto de D. viscosa
quedéd demostrado contra Bacjllus subtilis y Staphvloccocus aureus.
Sin embargo el ent-labdano resultéd inaclivo como posible agente

antimicrobianc.
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1.6 CONCLUSTONES.

1.6.1 El estudio realizado de las fracciones de mediana polaridad
del extracto cloroformo-melandlico de la Dodoniea Yisgoga CL.D
Jacq, permitié el aiclamiento de un nusve diterpencide. Esteo
constituyente £e caracterizéd come gpt-1%5,18-epoxi -OaH-labda-13-
ClG).lt-dl.n-!ﬂ.Ba-d.lol,Cﬂ). El compuesto representa el primer

labdano sustituido en C-3 aislado del género Dodonaea.

1.0.2 El extracto, la fraccién ©8-123 y el compuesto g7 no

presentaron toxicidad para el crustécec A galina CLC_.> 1000

50
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1.6.3 El extracto de D. Yviscoga presentd moderada actividad
ant.imicrobiapl contra B. subtilis y S_ aureus, en tanto que el
ent-labdano resulté inactivo como agente antimicrobiano. La
actividad antimicrobiana obtenida para el extracto permite validar
el uzo popular que como agente anti-infective se le atribuye a la

planta.
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CAPITULO X1

ESTUDIO QUIMICO ¥ BIOLOGICO DR Cola.nodondronv mexcanum
Stand! CEuphorbiaceaed

2.1 GENERALIDADES DE (Celaencdendron pexicanum.

El génerc Gelaenodendreon pertenece a la familia Euphorblaceae
CSubfamilia Oldfieldioideae, Tribu Hyaenancheae, Subtribu
Paivaousinae) (Webster, 1973) y es endémico de México. Este
género fué descrito por Standley en 1927 con base en un material
colectado en el estado de Sinaloca y su nombre es una traduccién al-
griego del nombre mexicano palo prieto. El género esta
representado on ol herbario Kew por una }sola especio
Celagnodendron mexicapum Stand! (Jury, 1987), que sSe encuentra
distribuida en los estados de Sinaloa y Jaligco CHartinez, 1087).

Esta especie monotipica se conoce popularmente con e! nombre
de pale prieto, y la corteza es utilizada principalmente para la
construccion de casas. debido a su alta resistencia que ofrece al
ataque de insectos y microorganismos. La planta ademis tiene lLla
particularidad de crecer en selvas caducifelias, formando bosques,
y en su habitat no se observa el crocimlen,.o de otras especies
CMartijena, comunicaciédn personal, 10003.

Desde el punto de vista quimico y bioldgico. esta planta no ha
sido objeto de estudios previos.

Segin una revisidn reciente acerca de la quimica de 1la
familia CRizk, 1987), los .metabolitos secundarios mas

car"acter.ls!.icos de la familia Euphorbiaceae, incluyen sustancias
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terpencides, compuestos aromati cc.>s ’ esteroles, acidosgrasos,

polfacetilenos, polialquencs, alcaloides, glucosidos

clanogéneticos y glucosinolatos. En el Cuadro 7 se resume el

porfil quimico de la familia.
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Cuadro Z. Perfil Quimico de la Familia Euphorbiaceae. .

1.

w

a

e

N

TERPENOI DES
Triterpencides Coleananos, wursanos. lupanos, cleloartanos,
dammaranos, eufanes, friedelancs, hopanos y taraxanos).
Diterpencides Cpimarancs e isopimaranocs).
Sesquiterpencides Cearifofilanos, elomanos, farnesanos,
germacranos, humulanos, copancs, cadinanos y guayanos).
Meonoterpencol des Cpinanos, tujanes, bornanes, linalol,

derivados del geraniol, etc.D.

COMPUESTOS AROMATICOS

Flavonoides {(flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas,
chalconas, antocianidinas ’
Cumarinas.
Lignanos.
Taninos.
Qui n.or:as‘
Fenantrenos.

Compuestos aromiticos simples (CB—C’_. Cs—.ca y CG-Ca)

ESTEROLES
Sitostaeroles simples.

Glucosidos cardioténicos.
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Cuadro Z.

-

gos wop

Z Perfil Quimico de la Familia Euphorbiaceae.

CContinuaciénd,

ACIDOS GRASOS, POLIACETILENOS Y POLIALQUENOS

ALCALOIDES
Imidazoles.
Piridinas y pirimidinas.
Pirrolizidinas y piperidinas.
Quinazolidinas.
Isoquinolinas CAporfinas y pro-aporfinasd.
Morfinanos.
Indocles.

Otros Calquilaminas, etc.?

GLUCOSI DOS CIANOGENETICOS Y GLUCGSINOLATOS



2.2 OBJETIVOS.
Con base en los antecedentes descritos, los objetivos

planteados para el estudio de esta planta son los siguientes:

2.2.1° Separar mediante métodos fitoquimicos convencionales el

mayor numero de constituyentes del extracto abtenido de las

' partes aéreas de Celaensdendron mexicanum Standl.

2.2.2 Determinar la estructura molecular de los productos,

utilizando métodos quimicos y espectroscopicos,

2,23 Determinar la actividad antimicrobiana y alelopatica

potencial del extracto total y de los compuestos aislados.
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL.
2.3.1 Matertales y métodos.

2.3.1.1 Material Vegetal.

El material vegetal (parteé aéreas) utilizado en este
estudio fué recolectado en el Km. S9 de la carretera Barra de
Navidad-Puerteo Vallarta, Municipioc La Huerta, Jalisco, por la
Bi¢loga Nora Marti jena en enero de 1000.

Las hojas fueren secadas a temperatura ambiente y
posteriormente se molieron en un molino de cuchillas, Modelo

Wiley 4.

2.3.1.2 Anilisis Cromatograficos.
Los anadlisis cromatogrificos en capa fina se efectuaron
de la misma manera especificada en el inciso 1.3.3 CCapitule

I>.

2.3.1.3 Métodos de extraccicn y fraccionamiento.

El material vegetal €4.1202 " Kg> se, tratd segun el
procedimiento mostrado en ol Esquema 1,

Una parte del extracto (210 @) se fracciond mediante una
cromatografi{ia en columna usando come adsorbente gel de silice
€1300 g de sflica gel G-60 Merck, 0.2-0.5 mm de tamafic de
particulad.

El proceso de’ elucidn se efeclud con hexano,
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hexano~cloroformo, cloroformo y cloroformo-metanol en diferentes
proporcicnes; se obtuvieron un total de 708 fraccicnes de 300
ml cada una, uniéndose aquellas cromatograficamente similares.

En e! Cuadro 8 se resumen los sistemas de eluyentes
empleados, @l nimero de fracciones eluidas con cada uno de

ellos y las fraccionoes combinadas.
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Material vegetal pulverizado A~

15 Extraccioén con cloroformo-metancl
1:1 B~/
2> Filtrar

3> Concentrar in vacuo

Extracto cloroférmico-metandlico &~ Residuo vegetal

Cantidad de material vegetal 4.1202 Kg

%

B- Extraccidén via maceracion (5 veces por periodos de 48 hs, cada
vez coh tin volumen aproximado de 20 litrosd

Cr GCantidad de extracto total 30?70 g

Esquema 1. Preparacién del extracto cloroformo-metanédlico de l_as

partes adéreas de Celaenodendron mexicanum.



64

Cuadro 8. Reciimen del fraccionamiento mediante cromatografia en

columna

Cel aenodendron mexicanum.

ELUYENTE

Hexano
Hexano-cloroformo

Hexano-cloroforma

-Hexano-cloroformo

Hexano-cloroformo

Hexano-cloroformo
Cloroformo
Cloreformo-metancl
Clorof or mo-metanol

Cloroformo-metanol

Cloroformo-metanol
Cloroformo-metanol

Cloroformo-metanol

del

PROPORCION

100
90: 10
80: 20

70: 30

00: 40
80: 50

25: 7%
100
o0: 1
95: 3

Q0:10

80: 20
70: 30

60: 40

extracto

NUMERC DE

FRACCIONES

1-7
72- 03
Q4-142

143-304

05-318

319-461

462-509
510-833
S34-545

S46-500

501 =607

8068-623
B24-840

641 -682

cloroformo-metandlico de

FRACCIONES
COMBINADAS

1-8, 7-89

80-03, ©4-100
101-112, 113-130,
140-182, 153-223,
224-303

302-318

317-354, 355-364
365-384, 385-443
444-45;

452-483, 484-510
511524

525-551

5S2-568

560-580, $81~590
501 -502, 503-808
607-814, B15-820
B3I0-844

645-848, 649-854

B855-668



65

Cuadro 8. Res{.lmen del fraccionamienlo mediante cromatografia en

columna del extracto cloroformo-metandlico de C.
mexicanum. CContinuacidénd.
ELUYENTE PROPORCION NUMERO DE FRACCIONES
FRACCIONES COMBINADAS
Cloroforme-metanol 80; 50 &663-6892 660671, 872-682

Metanol 100 : 893-708

683-888, 680-608

689-700, 701-708



2.3.2 Aislamiento y purificacién de los compuestos.

2.3.2.1 Alslamiento de la friedelina (20).
De las fracciones 119-131, de la columna original <Cuadro
8) se obtuvieron 2685 mg de un sdélido blanco,

amorfo, cromatograficamente puro, con un p.f. 243-246°C.

a3.2.2 Aislamiento de la maytensifolina B €293, del
3fi-hidroxi~16-oxo~D: A friedelane C30) y del fi-sitosterol (31).

De las fracclones 224-2856.eluidas con hexano-cleroformo
70:30, se obtuvieron 2.8584 g de una mezcla constituida por
tres compuestos. La mezela anterior geo reseclviéd on sus
componentes individuales, mediante st_.lcosivas cromatografias
preparativas en capa delgada de gel de silice, empleando como
eluyente I\t:OEZ!.—CHC].3 en una proporcidén 00:10. Se realizaron
186 placas preparativas con 25 mg de muestra cada una. Luego
de elulr y procesar las placas ::‘Ie la manera habitual se
obtuvieron:

a) 103 mg de 20, como up sélido blanco., amorfo, soluble
en cloroformo, con un p.f. >280°C.

b) 80 mg de 30, como un sélido amorfo, blanco, soluble
en cloroformo, con un p.f. 112-118°C,

c) 52 mg de 31, como un sélido amorfo, blanco, soluble en

cloroforme, con un p.f. 122-125°C.

2.3.2.3 Alslamiento de la ginkgetina €323, la bllobetina €33



v la amentoflavona (34).

De las fracciocnes .5‘51-590 eluidas con cioroformo-metanol
©95:5, se obtuvieron 3.260 g de un sdélido a:maril}..o, amerfo,
constituido tambidn por traes compénentes. Dicha mezcla se
separd mediante cromatogralia de capa delgada de gel de
si{lice, empleandc come eluyente CHClaMoOH on una proporcién
8: 2. Se realizaron 25 placas preparativas con 30 mg de
muestra cada una. Luego de eluir y procesar las placas se
obtuvieron:

a) 313 mg de 32, come un s6lido amarillo, ameorfo,
soluble en CHCl3 y acetona, con p.f. 1968-200°C.

bd 210 mg de 33, como un sbélido amarillo, amorfo. soluble
on acetona, con p.f. 213-215°C,

cd 183 mg de 34, como un s6lido amarillo, amorfo, soluble

en acetona y metanol, con p.f. 223-224°C.
2.3.3 Caracterizaciédn do los compuestos aislados.

2,.3.3.1 Determinacidén de las constantes fisicas y
espectroscodpicas. ’
Se utilizaron los mismas instrumentos que en el Capitule

I Cseceidédn 1.3.8.1D.

2.3.3.2 Oblencidn de los derivados metilados de 32, 33 y 34.
Para obtener los derivados metilades, se utilizé una

solucisdn etérea de diazometano, el cual se generd con una

67
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solucidn de KOH (S5 g en 7.5 ml de "30)' 25 ml de MeOH, 15 ml de
éter etilico y 21.5 ¢ de N-metil-N-nitroso-p-toluil sulfonamida,
por cada 100 mg de muestra. La mezcla de roacclén £e mantuvo en
agitacién continua a una temperatura de 5°C; ‘tr;nscurridos s
minutos el dlazometano etéreo se’destiléd Utilizando un bafo marfa
¢58-80°C), y se recolectd en un balo de hielo. Por ualtimo se
adiclonaron los productos a metilar disueltos en metancl 6 eter.

La mezcla se dejé reoaccionar a temperatura ambiente durante 12 hs.

2.3.3.3 Oxidacidén de 30 con reactivo de Collins.

10 mg del compuesto 30 en 0.2 ml de piridina, se trataron
con una solucidén de Cr'Ct3 Ci12 mg de CrO3 en 0.2 ml de
piridinad a temperatura ambiente, con agitacién durante 18 hs.
Al cabo de este tiempo, se proceséd el crudo de la reaceidn,

obteniéndose 3.5 mg de un sélido amorfo, soluble en CHC13

2.3.3.4 Ceterminacién de la actividad del extracto total y de
los compuesto; alslades contra hongos fitopatdgencs.

La determi nacl én de la actividad contra hongos
fitopatégenos del extracto total y de los compuestos aislados,
se realizd on el Instituto de Figioclogia Celular, utilizando
la misma metodologia que se describid en el Capitulo I,

seccidn 1.3.7.
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Las cepas empleadas para dicha evaluacion biclégica,
fueron las siguientes: Alternaria, Eusarium Y

. hos m.

2.3.3.5 Determinacidn de la actividad potencial alelopatica

de ©l extracto total y deo los compuostos aielados,

Procedimiento general de los biocensayos.
El potencial alelcpitico de C. mexicanum y de los compuestes
aislados fuyé probade sobre el crecimiente radicular de

Amaranthus leucocarpus y Echinochloa crussaalli: en el caso

del material vegetal ‘se probaron lixiviados acuosos y los

extractos organicos.

Estos ensayos blolégicos fueron realizados por la Dra.
Ana Luisa Anaya del Instituto de Fisiologfia Celular de la
UMAM. La metodologia seguida es la descrita por Anaya y

Colaboradores C1990) para este tipo de evaluaciones.



2.4 RESULTADOS.

El extracto cloroformo metandlico de las partes adreas de
Celaencdendreon mpexicanum Standl fué sometido a un
fraccionamiento mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice, obteniéndose un total de 705 fracciones. Las
fracciones combinadas especificadas en el Cuadro 8 Csaeccidén
experimental 2.3.1.3) fueron sometidas a diferentes proceses
cromatograficos y, <eme resultadeo glebal se aislaren siete
metabolitos secundarios: la friodelina caad, 1a
maytonsifolina B (290, 3f-hidroxi-18-oxc-D:A friedelano (30),
el fi-sitosterol (310, la amentoflavona (32>, la bilobetina
C33 y la ginkgetina <340,

En el cuadro 8 se indican las fraccionos de la columna
original de donde fuesron oblenidos los compuestos antes
menclonados, tipo de proceso empleado para su alslamiento y
sus rendimientos correspondientes.

De manera general., los compuestos fueron caracterizados
mediante méltodos quimicos ¥y espectroscéplcos. En losz Cuadros

10, 1. 12, 13, 14 y 15 se especifican los datos fisicos y

espectroscéopicos utilizados para la caracterizacién de los
i sSmos.

Durante el proceso de caracterizacién. de 1los tres
flavonolides (32, 33 y 34>, fuercn sometidos a una reaccidén de
;r»etslactbn por tratamiento prolongado con diazometano,

obteniéndose eon todos los casos el mismo derivade permetilado

C35), cuyas constantds fisicas y espectroscépicas se resumen
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en el Cuadro 16.

En la identificacién del compuesto €305, la dnica
reaccion quimica utilizada fué una oxidacién, y para ello el
producto natural fué tratado con el reactivo de Collins y ol
derivade obtenido resultéd idéntico en todes sus aspectes al
producto natural C20.

En relacién con los ensayos blolégicos. el axtracte total
y los compuestos alslades fueron evaluados ceme posibles

agentes alelopAticos sobre las especies Amaranthus leucocarpus

y Echinoghloa crussgalili. Los resultados obtenidos se resumen
en las graficas 1-3,

Tamblén se evaluaron como ageniles antimicédticos sobre
especies de los géneros Helminthosporium, Alternaria vy
Fusarium. Los resultados se ilustran en las graficas 4-7.

Finalmente se determiné la toxicidad de los extractos y
de los compuestos alslados para Artemia salina CMeyer, et al,
19820, En todos los casos la DLSO calculada mediante el

método estadistico PROBIT fueron mayores a 1000 ppm.
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Cuadro ©. Rendimientos de los compuestos aislados dol extracto

cloroforme-metandlico de G, naxdicanum.

Fracciones Procesc Compuaesto Rendimiento

combinadas eromatografico (e}
191-131 c.c. 28 0, 0060
224-288 ced ‘20 0. 0025
224-288 ced -] 0.002
224-286 ced 31 0.0012
551 ~590 ced 32 0.0075
551 -590 ced a3 0.005
8551 ~-5Q0 cecd 34 0. 0044
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Cuadro 10.  Constantes fisicas y espectroscédpicas de g28.

Férmula molecular

" PF..

IR CKBrd em™t
CEspectro 230

RMN'H ppm
CDC].3

CEspectros 24>

rut3c ppm
opel

CEspectros 25, 26> .

243-248°C

2040, 2880, 1720, 1460, 1300

0.72 (s, 3H>,0.86 Cd, 3H, H-23), 0.87 (s,
3H>, 0.5 Cs, 3H), 0.99 (s, BH), 1.04 (s,

3H>, 1.17 Cz, 3HD, 2.10 C(m. 3HD

213.1 (s, C-3), S9.46 <d, C-10>, SB.21
Cs, C-4>, B3.1 Cd, C-8), 42.7 Cd4, C18),

42.15 Cs, C-5), 41.53 Ct, C-2>, 41.29 Ct,
c-8), 39.7 (s, C-14), 39.26 <L, C-220,
28.3 (s, C-13), 37.4 (s, C-03, 38.01 Ct,
c-16>, 35.63 Ct, €-11), 35.34 Ct, C-1@),
3s.04 Cq, C-30d, 32.78 Ct, C-21>, 32,42
¢t, e¢-12>, 32.1 Cq, C-28>, 31.7 (q.
c-2o), 30.52 (L, C-15>, 30.0 (s, C-17),
28.18 (s, C-20), 22.3 Ct, C-1), 20.2 Cq.
c-27), 1B.69 (g, C-26)>, 18.26 (L, C-7),
17.96 Cq, C-25). 14.67 C(q. C-24>, 6.88
€q, c-23>
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Cuadro §1. Constantes fisicas y espectroscédplicas de 29,

Formula molecular

PF,

KBr -1
Igmax em
CEspectro 27>

[nlD

RMN'H ppm
cepcl o

(Espectro 280

RMN 1 3C: PEm
<ol 33

CEspectros 20,

EMIE mrz C2O
CEspectro 32>

30>

C30M¢a2

>280°C

2020, 2880, 1700, 1880, 1440, 1380, 1210,
1170, 1100, 970

=21.7 CCHCl 3)

0.73 €8s, C-240, 0.88 Cd, H-23), 0.80 (s,
H-25>, 0.90 (s, H-28), 0.8 (s. H-262,

1.04 Cs, H-27), 1.19 Cs, H-28), 1.2Q (s,
H-30), 1.4-2.5 (m

210.1 ¢s, C-18), 212.8 (s, C~-33, 50.1 Cd.
c-10>, 58.01 cd, C-4>, s52.2 ¢(d, C-8),

50.08 Ct, C-15), 45.1 (s, C-17), 43.7 Cd,
C-18), 42.0 (s, C-5), 41.3 Ct, C-2, 40.€
Ct, C-8), 40.3 (s, C-14), 38.0 (s, C-13),
37.5 Cs, C-QO, 36.3 (L, C-11d, 35.2 C(q,
C-300, 35.17 C(t, C-19), 31.46 Ct, C-21D,
30.97 Ct., C-22), 30.83 (t, C-12). 28.95
Cq, C-20), 27.40 (=, C-203, 27.26 (q,
c-28), 22.13 (t, C-1>, 20.17 (q, C-285,
18.40 (t, C-7), 17.28 (q. C-253, 16.11
Cqe C=27>, 14.5 €q, C-24>, 8.74 Cq, C-23

440 IM", (2001, 425 (M~15 (C31)), 355
C17)., 273.C6>, 124 €20, 81 (82), 55

C100>, 41 (64D,
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Cuadro 12. Constantes fisicas y espectroscédpicas de 320,

Férmula molecular

PF.

K8r -1
I Rmax cm

{Espectro 33>

[alD

RMN'H ppm
CCDCL 3)

{Espectros 34>

RMN t 3C ppm

<epct 3)

CEspectros 35, 38>

EMIE mrz
CEspectro 38)

Ca0H50%2

112-118°C

3460, 2020, 2880, 1680, 1440, 1380, 1230,

1190

+10.9 CCHCL

0.84 (s, H-24>, 0.88 (s, H-25), 0.82 (s,
H-28), ©.08 Cd, H-233, 1.04 (s, H=-28),

1.17 ¢s, H-27), 1.2% Cs, H-29), 1.28 (s,
H-30), 1.3-2.4 (md, 3.74 C(m, H-3D.

219.3 (s, C-i6d, 72.5 ¢d. Cc-3>, 61.0
cd, C-4), S2.3 Cd, C-8), 50.07 Ct, C-15,

49.03 d(d, C~-10), 45.2 (s, C-17), 43.8
cd, c-18>, 41.3 Cs, C-5), 40.3 Ct. C-2),
3e.1 (v, C-B, 37.8 (s, C-14d, 37.2 (s,
C-13, 35.3 (s, C-&, 3IS.2 t, C-11d,
35.08 (q, €-30), 3.5 <L, C-19), 31.04
ct, 'C=21), 30.7 (=, C=22), 20.6 (i,
C~12), 28.14 Cq, C-2a, 27.8 (s, C-20),
27.3 ¢q, C-28>, 20.1 (g, C-26>, 17.80 Ct,
Cc-7), 17.8 Ct, C-1), 16.3 Cq, C-255, 16.1
Cq, C-27>, 15.8 Cq, C-24>, 11.6 Cq. C-23>

440 (M (20)), 425 [(M-15 C31>1, 355 C17),
273 (63, 124 C29), 81 (64>, 55 (100>, 39
[4: 35 8



44,78+
T

8.96

—it 38

Espectro 33

4000

T
3800

3000

2500

2000

T
em-l 500

98



- -
L |

L8

“Espectro 34



M“"'—""MM'
180 160 140 120 100 80 60 40 20 L
.-
Eapectro 35 @




- TN
on
o

Q
(3,

° o

(3]

(4]

o
satoaaagst oty alaaaabaaaadaaasdaars basaila

89

3

Q

o

@

LA ILEL B0 S B ILZL RN I N B AC AL B LS SILRLEN SLAL AL S AN 00 B LSRR BA RS S

4.0

3.5

3.0

2.5

F1

2.0

1.5

{ppm)

1.0 0.5

Eapectro 37

0.0




(1]
(1]
”
(L]
0
an
{1}
b}

34 CIN.JNT mied of MATRY.O

SCALED

Espectro 38

80



91

Cuadro 13. Constantes fisicas y espoctroscédpicas de 32..

Fermula molecular

PF.

[a)D

UV CMoOHD nm
CEspectre 39D

IR CKBrd em *
CEspectro 41>

RMN'H ppm

[qois os 3)

CEspectros 41, 42>

H,

2210

C32
198-200°

+31.0 CCHCL ,3)

271

3200, 1880, 1610, 1580, 1480, 1420, 1340,
1280, 1220, 1140, 8OO

3.78 (s, 3H, OCHBD, 3.82 Cs, 3H, OCHa),

6.34 (d. H-B, I)., 6.42 (s, H-6, II), B8.75

<d, H-8, IJ, B6.89 (s, H-3, I>, 6.01 (s,
H-3, IID, 6.92 <(d, H-3',8', IIJ), 7.16 (d,
H-5', I), 7.87 (d, H-2",6", II), 8,03 (s,
H-8', I>, B.05 (s, H-2', ID, 10.3 Cm, 2H.
Ofd, 12.96 (s, OH-S, ID, 13.07 Cs, OH-5,
11



Cuadro 13.

RMNY ac pPpm
[ oin e 3)

CEspoctros 43>

Constantes fisicas y espectroscopl
C(Continuacidnd,

92

cas de 32.

182.04 (s. C-4, IID>, 18Bi.83 (s, C-4, IO,
185.01 Cs, C-2, I), 163.068 (s, C-7, IO,
183.09 ¢=, C-2, II>, 182.12 (=, C-7, IIJ,
181.03 ¢s, C-5, I>, 181.03 (s, C=-4*, II>,
180.48 (s, C-5, I1), 150.86 Cs, C-4', 1D,
157.21 ¢s, C-0, I>, 1854.48 (s, C-9, IID,
131.34 ¢d, C-5', II>, i27.@ ¢d, C-2', 1>,
127.8 (d. ¢-a*, I>, 187.9 Cd, C-6*', 1II2,
i22.89 (s, C-3', 1), 120.78 (s, C-1"', ID.
110.00 ¢s, C-1', IID. 118.17 Cs, C-5',I>,
114.43 ¢d, €-B8', I>, 114.43 ¢(d, C-3',ID,
103.6 C¢s, C-8, II>, 103.19 (s, C-1Q, IJ,
103.19 Cs, C-10, IId>, 103.00 Cd, C-3, 1),
103.09 ¢d, €-3, II>, 98.67 (d, C-6, I>,
88.01 Cd, C-8, II>, ©92.61 <(d, C-8, 1),

S6.01 (s. 3H, OCHSJ.

55.49 (s. 3H, OCHa).
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Cuadro 1 4. Constantes fisicas y espectroscépicas de 33.

Formula molecular

PF.

(u]D

Uy CMeOHY nm
CEspactro 45>

IR CKBrd em
CEspectiro 462

RMKN*Hppm
ccecl
CEspectros 47, 46D

213-215°%

=3. 0> Cacetonad

271

3150, 1840, 1600, 1460, 1420, 1380, 1270,
1220, 1150, 1020, B20

3.76 Cs, OCH,, 4'-13, ©&.2 Cd, H-6, I>,
6. 43 (s, H-6, 1I>, 6.48 (d, H-8, 1), 6.84

Cs, H-3, I>, ©.80 (s, H-3, IID, 6.93 Cd,
H-3',5°', II>, 7.17 C4, H-8', ID, 7.68 (d,
H-2*',6', 1I>, 8,01 Cs, H-B', ID>, B8.03 (s,
H-2'., 1), 10.35 C(m, 3H, OH), 12.99 (s,
H-5, 1>, 13.00 ¢=s, H-S, II>.
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Cuadro 14. Constantes fisicas y espectroscédpicas de 33,
CContinuacidnd.

RN e ppm

<cpCl 3)

CEspectros 4Q.

503

Ha

182.04 Cs, C-4, IID, 181.684 (s, C-4. DD,
iB4 Cx, C-2, I>, 163.680 (s, C-2, 11>,

163.1 (s, C-7, 1>, 162.08 Cs, C-7), IID,
161.93 (s, C-5, ID>, 161.35 (s, C-4', 11D,
180.45 Cg, C-5, II1), 150.45 Cs, C-4¢', IO,
187.27 Cs, C-0, I, 154.43 Cs. C-0, 11D,
131.20 Cd, C-6', I>, 127.87 Cd, cCc-2'. 1,
IId, 127.74¢ <d, C-6'. II), 122.89 (s,
C-3*, I3, 120.01 Cs, C-1', I). 116.80 (s,
c~-1*, II>, 1186.08 (d, C-5°', I>, 116.00
Cd . €-3*, Ifd, 314.37 <(d, <-5*, II>,
103.91 (s, C-8, IX>, 103.62 (s, C10,II)D,
103.80 Cs, C-10, I>, 103.13 <d, C-3, 1),
102. 62 ¢d, €-3, 1I>, ©8.73 <d, C-B. I3,
e8.61 (d, C-G, II>, 93.93 Cd, C-8, I),
55.4 (q. mHs).
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Cuadro |S. Constantes rl:icns.y espectroscépicas de 4.

Férmula melecul ar

PF.

(a)D

UV. CMeOHD nm
CEspectlro 820

IR CKBrd em™!
CEspectro 533

RMN'H ppm
¢epel 3>

CEspectros 54, 55

223-224°C

+11.0 CMeOH

271

3200, 16680, 1620, 1560, 1480, 1420, 1340,
1270, 1220, 1140, 800

8.20 ¢d., H-8, I>, 8.39 g, H-6, IId>/
6.47 (d, H-8, I>, 6.72 (d, H-3°*,5*, II>,

6.8 Cs, H-3, Id, ®.85 Cs, H-3, IID, 7.14
d, H-8", I), 7.8 Cd, H-2',8°, IID, B.02

‘Cd, H-8', I>, 8.08 Cd, H-2', I'D, 10.8

Cm, 4H, OHd, 13.0 (s, OH-5, I>, 13.1 (s,
CH-5, II> .
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Cuadro 1%, Constantes fisicas y espectroscopicas de 324¢.
CContinuaciond,

rRMNY3C ppm 182.01 Cs, C-4, IID>, 101.6 Cs, C-4, 15,
cenal 184.05 Cs, C-2, 1>, 163.8 Cs, -7, I3,

163,85 (s, C-2, II>, 182.8(Cs, C-7, 11D,
161.3 (s, C-5, Id>, 1680.@ (s, C-4', IID>
180.4 (s, C-5, II>., 150.0Q Cs. C=4', IO,
187.3 (s, C-0. I>, 154.4 (s, €-Q. II),
131.3 cd, c-6*, I>, 128.1 cd, C-8*', II),
i27.6 <d, C-2*, I, II>, 121.4 Cs, C-3',
I>, 120.8 Cs, C-1', IJ, 120.2 (s, C-1°,
IId, 118.4 Cd, C-3'. II), 115.7 ¢d, c-8*
¥, II>, 3104.2 (s, C-8, II1>, 102.8 (s,
C-10, IJ, 103.4 (s, C-10, II>, 102.8 (d.
c-3, IId, 102.5 (d, C-3, I>. ©8.8 (d.
c-6, Il>, ©8.83 Cd, C-8, 1>, ©4.01 (d.

c-8, 12,

CEspectros 58, %70
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Cuadro 18. Constantes fisicas y espectroscopicas de 35.

FF:

IR CKBr> cm *
CEspectro S92

RMN'H ppm
CCDCla)
CEspoctro 803

RHN1 3C ppm
ccoc 3)

CEspectro 615

> grs°c

3400, 2020, 1660, 1800, 1500, 1430, 1370,
1330, 1250, 1200, 1180, 1180, 1120, 1020

3.74 Cs, OCHE). 3.78 (s, OCHa). 3.81 Cs,

OCH33. 3.82 (s, OCH3>. 6.3 Cd, H-8, ID,

6.685 Cs, H-8, 11>, 8.70 ¢4, H-8, Id>, 8.0
Cd, H-3',5', IId>, 8.02 (s, H-3, I.,IID,
7.36 Cd, H-B5°*, I), 7.8 <d, H-2",B8°, II),

. 8.0t Cs, H-B6", I>, 8.1 Cs, H~-2', ID, 12.8

€s, OH-5, I3, 13.1 (s. OH-5, IID

182.18 Cs, C-4, II>, i161.83 Cs, C-4, ID,
165.03 (s, C-2, I>, 183.42 (s, C-2, IIS,

163.33 (s, C-7, ID. 162.48 (s, C-7. II),
1e2.18 (s, C-5, I>, 161.42 Cs, C-4°, IIO,
161.08 Cs, C-5, II). 160.33 (s, C-4°, I,
187.21 (s, C-9, I>. 153.38 (s, C-9, . II),
130.87 ¢d, C-6*, I>, 128.34 (d, cCc-2°,
I.1I>, 127.78 (d, C-6°', II>, i22.62 (s,
c-3', 1>, 122,43 (s, C-1', ID>, 121.10 Cs,
c-1°*, 11>, 114.41 <d, C-5*. I>, 111.68
¢d, <-3°, 11>, 104.72 ¢d, C-5°*, IID,
104.51 (s, C-8, II>., 104.06 (s, C-10,
I15. 103.85 ¢s, €-10, I)>, 103.12 (d, C-3,
1,I1I>, @7.98 ¢d, C-6, I>, 95.44 C(d, C-O,
II>, ©2.58 (d, C-8. 1), S56.41 Cq, 00133.

55.03 Cq. OCHp. $5.91 (q, OCHy, 55.42
€q. OCH.
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Lixi acuo de Celaenodendron (H. secas)

sobre Amaranto y Echinochloa
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Gr&fica 1. Efecto del lixiviado acuoso de C. mexicanun
sobre Amaranthus y Echinochloa.




122
- Extractos clorof—-‘met de Celaenodendron

sobre Echinochloa

A

-

Extractos clorof-met de Celaenodendron

sobre Amaranto
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Grifica 3. Efecto de los compuestos aislados de C.
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Ext. clor—met de Celaenodendron
sobre Helminthosporium (3 dias)

Ext. rames

D

Ext, hojas

Ext. hojas
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Ext. clor—met de Celaenodendron

sobre Helminthosporium (8 dias)

Ext. ramas

Ext. hojas
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Tratamlentos (ppm)

C. mexicanum sobre

GrSfica 4. Efecto del extracto orgdnico de

Helminthosporium (3 y 8 dfas).



Ex’f Clor—met de Celaenodendron

~sobre Alternaria (8 dias)
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Grifica 5. Efecto del extracte ordénico de C. mexicanum sobre

e

Alternaria (B8 y 3 afas).
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Ext. clor—met de Celaenodendron
' sobre Fusarium (3 dias)

Ext. rarnas

100

(8 dias)

100
Trotamientos (ppm)
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Compuestos de Celaenodendron
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2.5 DISCUSION.

Suceci vas cromatografias en columna y en capa delgada
del extracto cloroformo-metansdliceo ébtenldo de las partes
aéreas de Celaencdendron mexicanum Standl., permitioron el
aislamiento de tres triterpencides, uno de los éuales
representd un nuevo producto natural, tres biflavonas y el
comin fi-sitosterol.

La discusién de 1la elucidacién estructural de estos

compuestos serid el objetivo.princtipal de esta seccion.
2.8.1 Identificacioén de loc triterpenocides.

2.5.1.1 Identificacioén de la maytensifolina B (29 y. del
" 3f-hidroxi —18-oxo-D:; A friedelanc C3QD.

El producto (20), se aigld come un sélide blanco, amorfo,
con p.f. >280°¢, épticamente active, Su férmula molecular se
ocstabloci s como C30”48°2 por andlioeic olomnantal ¥
espoctrometria de masas.

El espoctro de IR (Cuadro 11, Espeetro 27) presentd
bandas de absorcién caracteristicas para C-H (2020, 2860 cm—")
y carbonile C1700, 1680 em 1 de catona.

Los espectros de RMN presentarcon el perfil tipico de un
triterpencide del tipo friedelanc (Patra, et al., 1087;
Nozaki, et al., 1886; Gunatilaka,et al., 1979, 1883, Betancor,

et al., 1980; Sengupta. et al., 1968; Kikuchi, et al.. 1073,

£n el espectro de RMN'H CEspectro 28), se observaron sefales

entre 0.5 y 2.5 ppm; en ese rango destacaban <claramente
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seNales para ocho metilos (6 0.73, 0.88, 0.89, 0.90. 0.96,

1,04, 1.10 y 1.2Q), wuno de los cuales debido a su

multiplicidad (5 0.88, d CJ=7.8 Hz) era fAcle.om.o asignable
al metilo en C-4 del esqueleto base. Adiclional mente, la
presencia de wvarios multipletes entre & 1.5 y 2.5 eran
consistentes con la presencia de metilenos vecinales a grupos
carbonilos, los cuales habfan sido ya claramente evidenciados
on el espectro de IR.

13 CEspectros 26 y 30> presento

El espectro de RMN
seffales para 30 Atomos de carbono, en congruencia con 1a
féormul a molecular establecida por espectrometria de masas. De
esas 30 seffales las dos a campo mids bajo (& 218.1 y 212.8 ) se
asignaron a dos grupos carboniles. De las 12 seffales negativas
observadas en el espectre de APT CEspectro 30> ocho (6 35.2,
28.095, 27.26, 20.17. 17.26, 16.11, 14.5 y 6.74> se asignaron a

los grupes moetilos ya establecidos por RMN'H, y las otras

cuatre a grupos motinos 85 59.1, 58.01, 52.2 y 43.7.

Finalmente, a fin de satisfacer los requerimientos de la
férmula molecular, las 18 sefflalos restantes eran atri{buibles a
diez grupos metilenos & 50,06, 41.3, 40.8, 35.3, 35.17.
31.48, 30.07, 30.83, 22.13 y 18.40) y a seis carbonos
cuaternarios €& 45.1, 42.0, 40.3, 38.9, 37.5 y 27.49.

Los datos espectroscépicos analizados hasta el momento,
eran consistentes con los de una dicetona de un triterpenoide
del tipo friedelanc, El desplazamiento quimico observado en

el espectro de RMN13C (Espectro 29) para el metilo en 5
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B.47, indicaba claramente que unoe de los grupos ceto o
ancontraba en C-3. En este sentido,cabe hacer notar gque segin
varies modelos desceritos en la literatura (Gunatilaka, L., et
al., 1Qa3; CPatra, A., ot al.. 1987>). cuando un friedelano
presenta sustituyente - en C-3, o) matilo en C-4 =&
desplaza diamagnéticamente. En cambio que cuando en C-3 no
exizte sustituyente o es de otra naturaleza, o] desplazamdento
para C-22, %o observa a campo mas bajo. En la Flgura 3, se
proporcionan ejemplos especifices que llustran 1o antes

maencionade.

R= O ReH, R=0O ReH, RmO

c-23 6.8 138 70 136 638

Figura 3. Dosplazamiento quimico observade para C-23 en varios

Friedelanos descritos previamente.



La presencia en el espectro de masas de los fragmentos a
m/z 388 y 273 generados por las rt;pf.uras A y B ilustradas en
la Figura 4., eran consistentes con la presencia de uno de los
grupos ceto en C-3 y con la lusoncia del segundo carbonilo en
los anilles B & C respectivamente. Adicionalmaente la ausencia
en el espectro de un idn a mrsz 139 Catribuible al fragmento I
indicade en la Figura 4) descrite para varios friedelanos céan
un grupo ceto en el anillo E, C(Courthey, J.L., et al.. 1083,
Hirota, H.. et al., 1975; Shannon, J.S., et al., 1683
{ndicaba a prior{ que la segunda cetona debfa encontrarse en
el anillo D, en C-15 & C-18. Para determinar la disposicidn
del carbonilo, la comparacién de los desplazamientos quimicos
de los carbonos de los anillos D y E observados para el
producto natural con los valeres calculados para compuestos
presentando el grupo ceto en C-15 y C-~16 fué de gran utilidad.
Coma se pusde apreciar en la Figura 8, los valores
experiment.ales guardaban bastante similitud con les valores
caleulados para ol compuesto con un grupe ceto en C-18. En
consecuencia el segundo carbonilo se ubicd en C-18,

Con base en la discusidn anterior el producto natural
fué identificado como la maytensifolina-B, la cual habia

sido proviamente aislada de Maylenus diversifolia por Nosaki y

colaboradares en 1986,
El producto 3Q fué aislado como un sélide blanco,

amorfo, con p.f. 250-254°C. Su  férmula molecular seo

establecié como C3OH5.002 mediante espectrometria de masas y
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Figura 4. Fragmentos de masas observados para 29.
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anslisis elemental..

Las constantes espectroscépicas y espectrométricas de
este producto fuercon muy s.lm“.a!;es s las del compuesto (29D,
di ferenciindose fundamentalmente en los sigulentes aspectos:

1) el espectro de EMN'H CEspectro 34) presentd una seffal
atribuible al hidrégenoc geminal de un grupo hidroxloe
socundario (6 3.740 y en .la zona entre 6 2.0 y 2.5 , era
menor la complejidad que en el espectro del compuesto C29).

11> En el espectro de RMN'3C (Espectros 38 y 375 se
observd solamente una sefal para grupo carbonilo en & 210.3.
La seffal a & 212.8 observada en el espectro del compuesto 20,
se encontraba ausente y en su lugar, aparecia un metino
asignable al carbono base de un alcoho! secundariec (& 72.5).
Finalmente, en la zona donde resuenan los metilos no se
observé la resonancia a & 6.73, y en su lugar se observaba una
sefal atribuible a un grupo metilo en & 11.7. ‘Esta ultima
diferencia indicaba en primera instancia que el grupo ceto en
C-3 del compuesto 28 se encontraba sustituide por un grupo
hidroxilo en el compuesto 30.

ii1JE]l espectro de masas (Espectro 38) mostré el i6n
molecular a m/z 440, y presentd un fragmento M-18. El reste
de los picos presentes fueron idénticos a los del compuesto
previamente descrito (293,

Las diferencias y similitudes antes mencionadas,

indicaron que este producto diferia del primero en el estado



de oxidacién de C-3, es decir e! grupo ceto en C-3 del
compuesto 20, se encontraba sustituido por un hidroxilo en 30.
Para comprobar esta hipétesis se decidid correlacionar
quimicamente ambos compuestos medfante >e!. tratamiento del

preducte 30 con piridina y trioxido de cromo CFigura &),

Cr0,= Piridina
e bttt Y.

Figura 8. Correlacidn quimica de los productos (29> y C30).

Como el producto de oxidacidn fué idéntico al primer producte
natural deserito, se pudo comprobar inegqulvocamente que el

grupe hidroxilo se erconitraba en la posicién 3 del esquelato
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base.

Una vez ubicada la disposicién del hidroxilo en C-3, el
anilisis de la multiplicidad de la sefNal centrada en 3.74 ppm
y la comparacidén con modeles descritos en la literatura
CKikuchi, T.. et sl, 1973>, permitieron establecer que la

estorecquimica dol hidrowilo era n CFigura 7).
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Me Me
H H
? 3.74 ppm « 3.20 ppm
Figura Z, Comparacién de modelos para la determinacidn de la

estereoquimica del hidroxile en C-3 (Kikuehi, . a;_..r

C1973).

Con base en las evidencias precentadas, se identificd al
compuestes como el 3f3-hidroxi-~16-oxo-D:A friedelano, el cual

- econstd iuyoun nuevo producto natural.



2.5.1.2 ldentificacisn de la Frisdelina C28).

El producto g8. fué aislado come un sélido blanco., amorfo
de p.f. 243-248°C Y se caracterizé come 1la friedelina por
comparacién con una muestra auténtica.

2.5.2 Identificacidn de fi-sitosterol €313,

‘E.l producteo 31. fué aislado como  un stlide blance,
amorfo, de p.f. 122-125°C. La comparacién directa do este
compuesto con una muestra auténtica permitid identificar al

conpuesto aiglado como el (I-sltosterol.

2.5.3 ldentificacién deo las biflavonas.

Identificacién de la ginkgetina (32), bilobetina €33) y
amenteoflavona €345, Los productos 32, 33 y 34 fuercon alslados
como sélidos amarillos, amorfes. Las constantes fisicas y
espectroscédpicas de estos compuestos fueron muy similares
CCuadros 14, 15 y 16d.

Para una mayor facilidad en el seguimiento de la
discusién relacionada con la elucidaciédn estructural de estos
compuestos, se analizarad en primer lugar la caracterizacidén de
la amentoflavona (34).

El espectro de UV (Espectro 52) mostré un miximo de
absorc¢ién a 271 nm y el Espectro de IR Cespaectro 53) mostré
bandas caracteristicas para grupo hidroxilo <3200 cm_:'J y
carboenilo <1880 cm_i). Estas caracteristicas
espectroscépicas, ‘asi como el comportamiente cromatografico

del producto natural,: indicaron la naturaleza flavonoide del
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mismo.

Los espectros RMN'H CEspectro 54 y 58) mostraron ceNales
para 12 hidrégenos en la zona comprendida entre &6 6.2 ¥y & 6.05
Y para © grupos hidroxilo, dos de los cuales debfan estar
quel atados con un grupo €=0, de acuerdc a los d-splnzamlm.ﬂ.os
quimicos observades €6 13.0 ¥ 13.1),

Las 12 resonancias observadas en Jla region aromitica
CFigura 8 se discriminaren de la siguiente manhera:

— los singuletes a 6 6.8 y & 6.85 eran asignables al H-3 de
los mondmer os de una biflavona C(Varshney et al., 1073;
Peeter, et al.. 1971; Konoshima, et al.. 1960).

~ Los dos dobletes (J=»B.8 Hz> que integraban cada uno para 2
hidrégencs, centrados en &6 B.72 y 8.02, eran atribuibles a
unsistema AaBa de un anillo aromitico p-sustituido.

— Los dos dobletes CJ=2,01 Hz) en & B6.20 y B.47
correspondientes a un sistema AB. se asignaron a un anillo
aromadtice tetrasustituide.

- El singulete a & 6.30 cox‘rospondla a un hidrégeno aromitico
alslado.

~ Finalmente, las restantes gefales (& 7.14 CJ=8.5 Hxd, &
8,02 €J=8,7 Hz) y 6 8,05 (J=2,01 Hz)) conformaban el sistema
ABX de un anillo aromitico trisustituido.

1‘3C CEspectros 58 y 57> mostraron

Los es.poc!.ros de RMN
sefflalas para 28 Atomos de carbono, lo cual indicaba la
presencia de dos pares de sefiales equivalentes y presentd la

apariencia tipica de una biflavona CChari, et al., 1977).
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De las 208 resonancias, las dos desplazadas a campo mis
bajo (6 182.01 y 181.6), correspondian a los grupos carbonilo
de la porcién y-pirona de cada uno de los mondmeros de
una biflavona; las siguientes 10 seNales C(Cuadro ]S, a
carbonos cuaternarios unidos a oxigeno, y las 10 restantes a
carbonos cuateaernarios no oxigenados.

De la informacidn porporcionada por ambos espectros, era
ovidente que la molécula era una biflavona, cuyos monomeros
tenian come estructura fundamental a la flavona apigenina .

La presencia on el espectro de RMN’H de un sistema ABX,
un sistema AEBE' un sistema AB y de un hidrogenc aromitico
alslado, indicaban claramente que los dos mondmeros se unlan
ortre 1 a través de un enlace C-C, que finvolucraba el anillo
B de una unidad y ¢l antllo B del segundo monémero. en este
sentido, eran factibles cuatro di(rorontos posibillidades CA-DD
do unién entre lez dos monﬁmm:‘p:. mismags que o pueden
apreciar en la F;igura 9.

Para discernir entre estas cuatro posibilidades, la
comparacién de los desplazamientos quimicos observados para
los carbonos de los anillo A y B de los dos mondmeros en el
aespectro de RMN13C fué de gran utilidad:

1) La presencia de un singulete a 6 121.6 era congruente
con la participacién de C-3® &6 C-5' de una de las unidades en
@! enlace C-C. Si los carbonos C-2' & C-8" de uno de los
monémeros hubiesepn estado involucrados, esta sefial se hubiese

observados a campo mi< bajo (Chari, M., et al., 1977). Este
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Pigura 9. Posibilidades de unién de los monSmeros I y IIX.



razonaniento permitiéd entonces descartar las estructuras Ay B
de 1a Figura ©. )

11> Paras diferenciar entre las dos posibilidades
restantes CC vy DO, igualmente el valor del desplazamiento
quimico de la sefial que aparscia como un singulete en & 104.2
fué decisive. La magnitud del desplazamtiento quimlco indicaba
que era o1l C-8 y no el C-2 del anillo A del monémero inferior,
el punto de unién c¢on la otra unidad. Si el carbono de enlace
hublese sido el C-60 el singulete se habria encontrado
aproxi madamente en OO ppm (Chari, et al.. 1987,

Con base on las evidencias antes presentadas., se concluybd
que la estructura de este compuesto era la correspondiente a
la amentoflavona (34>, 1la cual habla sido ya descrita
previamante en la literatura (Geiger, gt al.., 1975,

Los siguientes compuestos aislados en orden decreciente
de polaridad, fueron caracterizados como la bilobetina (3_3_) b4
la ginkgetina CQS. Sus propiedades fisicas Yy
espaclroscépicas como ya se indicd fueron muy similares a las
del compuesto previamente descrito (34D, Por otra parte, el
tratasmiente prolongado de les compuestos con diazometano,
origind el mismo derivado permetilado, 1o cual permitia
concluir que los productos naturales (323 y C33) eran también
biflavonas del mismo Lipo que la amentoflavona,

De acuerdo a la férmula molecular, el compueste (33> y
C32O presentaban 14 y 28 unidades de masa mis., respectivamente

que la amentofiavona.
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La diferencia mis importante observada en los espectros
de RMN fué la presencia de una y dos sefales para grupos

metoxilo (6 3.76 en RMH'H ¥ & 55.4 en RMN13C para 33 y 6 3.75,

3.82 en RMN'H y 6 %5.49, 56.01 en RMV'Pc para 32,
Consecuentemente, los productos 33 y 32 eran derivados mono y
dimetilade de la amentoflavona.

Para determinar la disposicién de los grupos metoxilo,
‘fué de gran importancia el anédlisis comparativo de los
desplazamientos quimicos de los hidrégenos aromaticos CFigura
10), Como la uUnica diferencia significativa observada en el
caso de la bilobetina, fué el desplazamiente paramagnétics de
uno de los hidrégenos del sistema ABX (6 7.17), se pudo
concluir que el grupo metoxile se encontraba en C-4° del
mondmers superior.

La tltima biflavona se caracterizé como la glnkgotina
C32>, mediante un analisis similar CFigura 10 ) al realizado
para la bilabetina (33>. En este caso, los grupos metoxilos
se ubicaban en las posicicnes C-4' y C-7 del mondmere I, ya
que en este caso, se vieron afectados los hidrogeneos del
sistema ABX €6 7.18 y 8.06) y del sistema AB (6 6.35 y 6.421.

Con relacién a los ensayos bioldgicos, los resultados
indicados en las grificas 1,2, evidenclaron claramente que el
extracto cleoroformo-metanclico de hojas y ramas de Celaencden-
dron mexicanum, inhibi¢é selectiva y significativamente el

crecimiento radicular de Amaranthus Jeucocarpus. Asi mismo

sobre Echinjchloa crussgalli fué estimulante; en este ultimo
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Figura 10. Regifn arom&tica de los compuestos 32, 33 y 3.



caso el efecto estimulante fué de 20%.

En elcasc de los compuestos (ver grafica 32, los efectces
observados sobre el croclﬁd.hLo radicular de ambas especies de
prueba fueron también s-lnctfvos. Los compuestos g8 y 28
mostraron un efecto inhibitorio acentuado sobre Echingchloa,.
en cambio que sobre Amaranto el efecto fué estimulante. En
consecuencia ambos triterpenocldes constituyen buenos agenles
herbicidas naturales. Por &1 contrario, las biflavonas
presentaron un efecteo estimulante sobre hin loa -
inhibitorio sobre Amaranto.

Los resultados obtenidos en los ensayos contra hongos
fitopatagenos fueron poco alentadores. ya que en ninguno deo
los casos se observd inhibicion significativa del crecimiento
de los hongos fitopatédgencs objeto de las evaluaciones

Cgraficas 4-7).
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2.8 CONCLUSIONES

2.6.1 El estudio fitoquimico convencional de las partes
aéreas de Celaenodendron sexicanum, condujo al aislamien-
to y caracterizacién de siete metabolitos : tres biflavo-
naw ¢ ginkgetina , bilobetina y amentoflavona ), el f-si-
tosterol y tres triterpenoides ( friedelina, maytensifoli-
na B y el 383-hidroxi-16 oxo-Di1A friedelano, constituyendo

®ste Gltimo un nuevo producto natural).

2.6.2 El extracto total de las partes a#reas, ramas y -
compuestos caracterizados fueron evaluados como posibles
agentes slelopaticos y contra hongos fitopatégenas. E1 -
efecto alelopAtico se determind sobre Echinochloa cryss—
galli y Amaranthus leucocarpusg, encontrandose en el caso
de ambos extractos un efecto selectivo sobre el creci ——
miento radicular de las especies de prueba tinhibitorio
en el caso de Amarapthus vy estimulante en el caso de -~
Echinochloa ). Asl mismo, los compuestos caracterizados
presentaron también efectos diferentes ;qbre las dos es-
pecies objeto de estudio. Las actividades mis relevantes
se abservaron en el casoc de la friedelina y de la amento-
flavona. -

Por otro lado, los resultados obtenidos de laz evaluacio—

nes sobre hongos fitopatéagenos no fueron muy alentadores.
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