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1. Antecedentes

1. ANTECEDENTES DE LA FAMILIA EUPHORBIACEAE

La familia Euphorbiaceae esta constituida por méas de 7 000 especies, las
cuales estdn incluidas en aproximadamente 280 géneros, mismos que se
encuentran distribuidos en todo el mundo (Ponsinet y Ourisson, 1965). Los
géneros mas numerosos de esta familia se muestran en el Cuadro 1 (Evans y
Taylor, 1983).

Cuadro 1. Principales géneros de la familia Euphorbiaceae.

GENERO No. DE ESPECIES
Euphorbia 1600
Crolort 700
Phyllanthus 480
Acalypha 430
Glochidon 280
Macaranga 240
Manihot 160
Jalropha 150
Tragia 140

Muchas de estas especies han sido objeto de estudios fitoquimicos, los
cuales han mostrado que esta familia se caracteriza por la presencia de latex
(Ponsinet y Ourisson, 1965), asi como también, de un gran nimero de
compuestos bioactivos, entre los cuales se encuentran: alcaloides (Bhakuni ef
al., 1970), terpernoides (Monte et al.,, 1984; Chavez ef al., 1982; Burke ef al.,
1981), lignanos (Pieters et al, 1990), cumarinas (Craveiro et al, 1982),
flavonoides (Wagner ef al., 1970), etc.

A continuacién se hace una breve revisidn de los tipos de metabolitos
aislados de esta familia (Rizk, 1987).

Pagina 2



14 d

TRITERPENOIDES Y COMPUESTOS RELACIONADOS

Dentro de la familia, se han aislado e identificado méas de 55
triterpenoides (tetra y pentaciclicos), tanto del latex como de diferentes partes
de la planta (corteza, flores, hojas, raices y tallos) (Rizk y El-Missiri. 1986).
Algunos de estos triterpernoides (como las a— y p-amirinas}), se han encontrado
en forma libre o como sus ésteres (acetatos), mientras que otros, como la
geniculatina, se encuentran presentes como glicdsidos (Tipathi y Tiwari, 1980).
En la Figura 1 se musstran algunos ejemplos de triterpenoides descritos en la
familia.

Por otra pare, en diferentes especies de Euphorbiaceas se ha
identificado el p-sitosterol, ademas de ofros estercles que se encuentran en
cantidades relativamente pequefias, como estigmasterol, campesterol,
dihidrobrasicasterol y colesterol (Rizk y El-Missiry, 1986).

ACIDOS GRASOS

La composicién y caracterizacién de acidos grasos ha sido reportada
para relativamente pocas especies de las Euphorbiaceas. Ademds de los acidos
grasos saturados e insaturados mas comunes, se han obtenido algunos otros de
aceites de semillas, por ejemplo, el dcido ricinoleico (C1aH3403) (Vickery y
Vickery, 1979) y el 4cido a-sleostedrico (C18H3002) (Sarkar y Chakrabarty,
1956a).

HO'
Gloquidinot !

Tirucalol

Figura 1. Ejemplos de triterpenoides aislados de la familia Euphorbiaceae.
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1 Antecedentes

H Cicloilenol

Geniculatina

OH OH

Figura 1. Ejemplos de triterpenoides aislados de la familia Euphorbiaceae
{continuacién).
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I Antecedentes

FLAVONOIDES

La familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides, particularmante flavonas,
flavonoles y flavanonas, siendo el camperof y la quercetina (asi como sus
glicésidos), los flavonoides mas ampliamente distribuidos en los diferentes
géneros de la familia (Rizk y El-Missiry, 1986; Rizk ef al,, 1980a, b; Sahai et al.,
1981; Rizk et al., 1976; Rizk et al., 1979; Rizk et al., 1982; Chen et al., 1979, Poh!
et al., 1975; Ismail et al,, 1977). En la Figura 2 se muestran algunos ejemplos de
flavonoides aislados de la familia.

HO. 0.
1 OH
OH O HO.
Apigenina l OH
OH
OH O
HO 0. Camperol
OH
OH
OH © HyCO. o
Naringenina |
OH
OH O
Ramnetina

Figura 2. Flavonoides aislados de fa familia Euphorbiaceae.
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CUMARINAS

Estos compusstos han sido aislados de un nimero relativamente pequefio
de plantas de esta familia. En la Figura 3 se presentan algunos de ellos (Dutta ef
al., 1972; Dutta et al., 1975; Shang et al., 1979).

HO
HO 07" N
OH
o~ 0 OH
Euforbetina Isosuforbetina

H {I)H 0
B0
HO 0 0 0

Maoyancaosu

Figura 3. Ejemplos de cumarinas aisladas de Euphorbiaceas.

LIGNANOS

Los lignanos han sido identificados tinicamente en los géneros Jatropha y
Phyllantus, en los cuales se han encontrado metabolitos como 2-piperonilideno-3-
veratril-3-R-v-butirolactona (Chatterjee ef al., 1981), gadaina (Banerji ef al., 1984),
filantina e hipofilantina (Rizk y El-Missiry, 1986). Las estructuras de estos
compuestos se muestran en la Figura 4,
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Hipofilantina 2-piperonilidenc-3-veratril-
3-R-v -butirolactona

Figura 4, Algunos lignanos aistados de la familia Euphorbiaceae.

TANINOS
Se han detectado taninos hidrolizables en diversas especies de las

Euphorbiaceas (Rizk y El-Missiry, 1986), algunos de los cuales se muestran en
la Figura 5.
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0 COOH
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\C -0 OH
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HO OH
HO 0—C=0 OH
Aclido elégico Acido gélico
CHZO—(If OH OH
o]
R 0—¢ OH
OR [0}
RO or OH
OH
1
R= —C OH
OH
Acido tanico

Figura 5. Compuestos fenélicos aislados de la familia Euphorbiaceas.

FENANTRENOS Y QUINONAS

En algunas especies de esta familia han sido identificados fenantrenos
tales como fos micrandroles E y F (de Alvarenga et al., 1976). Por ofra parte,
también se han aislado quinonas como la 2-metilantraquincna (Talapatra et a/
1981) y diversas ubiquinonas (Law et al. 1970). Las estructuras de estos

metabolitos se muestran en la Figura 6.
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Micrandrol E Micrandrol F 2-Metilantraguinona
o]
H3CO. CH, Ubiquinona-8: n=8
Ubiquinona9: n=9
H,CO RN H Ubiquinona-10: n=10
o n

Figura 6. Fenanirenos y quinonas aislados de la familia Euphorbiaceae.

ALCALOIDES

En ciertos géneros de esta familia, estdn presentes diversas ciases de
alcaloides, entre los cuales se pueden mencionar, alcaloides de tipo
imidazélicos (Jhons y Lamberton, 1967), pirimidinicos (Hart et a/., 1969, 1970),
pirrolidinicos (Ponsinet y Ourisson, 1965), piridinicos (Rizk y El-Missiry, 1986),
piperidinicos (Manskse, 1968), quinolizidinicos (Ponsinet y Ourisson, 1965; Rizk
y El-Missiry, 1986), quinazolidinicos (Ponsinet y Ourisson, 1965),
isoquinolinicos (Ponsinet y Ourisson, 1965, Bhakuni ef al, 1970),
morfinandienonas (Yamaguchi, 1970), inddlicos (Ponsinet y Qurisson, 1965),
guanidinicos (Hart et al., 1970), entre otros. En la Figura 7 se presentan algunos
ejemplos de estos metabolitos.
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N

U hcocr >Cr o
) ~,
NHCO(CH,)CO(CH,);CH, ‘2‘ CH,
N-4'-oxodecanoil-histamina Alcomina
fI :
Y GH,
CH, N. N
Ricinina Astrocasina Norsecurinina
Vasicina ; Esparsifiorina | Crotonosina
|
CH, CH,
Fisostigmina

Figura 7. Alcaloides de la familia Euphorbiaceas
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GLUCOSIDOS CIANOGENETICOS

Varias especies de Euphorbiaceas se han reportadoe como cianoféricas,
sin embargo, relativamente pocos glucésidos cianogenéticas se han identificado
de las mismas (Nahrstedt et al., 1982; Valen, 1978; Rizk y El-Missiry, 1986). En
la Figura B se muestran algunos ejemplos de estos compuestos.

OH_ OH HOH,
H P~LO~Licpon  HC, O ot
CN *
OH
07N oo o=
CHy
Acalifina Linamarina
HOHZC HOH,G
o]
H, 0. OH
HeC - C=N
Lotaustralina Taxifilina
HOH,C
= 0
HoOC C(CN)—O. OSH
HOOC: OH
Trigloquinina

Figura 8. Glucésidos cianogenéticos de Euphorbiaceas.
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GLUCOSINOLATOS

Se ha identificado s6lo un pequeiio nimero de glucosinolatos en algunas
especies de esta familia (Kjaer y Friis, 1962; Rizk y El-Missiry, 1986). En la
Figura 9 se muestran algunos de estos metabolitos.

HOH,G S0,0- HOH,C
HO [* HO~ Y
(0] 0 0
HO. s ,)q HO. s
W e SR S=N—GH—CH,-CHy
GHe 0,80 CH,
C
CHy” 6;CHZCH3
Glucocleomina Glucococlearina
HOH,G
HO o
HO. s
SH \C=N—-(|>H—CH3
"0450 CHy

Glucoputranjlvina

Figura 9. Glucosinolatos aistados de la familia Euphorbiaceae.
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2. ANTECEDENTES DE Chamaesyce prostrata

La especie Charnaesyce prosirata (Ait.} Millsp. (Sinonimia: Euphorbia
prostrata), pertenece a la familia de las Euphorbiaceas, y es conocida
popularmente en México con los nombres de “golondrina”, “hierba de la
golondrina" y “cilidonia” (Bye y Linares, 1994) (Figura 10).

Esta planta se encuentra distribuida en el valle de México, San Luis
Potosi, Durango, Guanajuato, Veracruz, Sonora y Jalisco.

Es una hierba que alcanza a lo sumo 45 cm, de altura, de tallos erectos,
muy ramosos y vellosos; hojas redondeadas, opuestas, de aproximadamente un
centimetro de largo, con peciolos coros, de borde entero, lampinas en la cara
superior y con pelos en la inferior; semillas ovaladas, de cuatro angulos y
rugosas; florece de julio a agosto (Martinez, 19889).

En la medicina tradicional mexicana, se le atribuyen numerosas
propiedades medicinales. Asi por ejemplo, |a hierba seca o fresca, combinada
con cabello de elote, lante, hoja de chayote y hoja de nispero, se prepara como
té y se toma como agua de tiempo durante un mes, para tratar el mal
funcionamiento renal (Azpiri, 1973; Lépez e Hinojosa, 1988; Souza, 1843).

La infusién de la planta entera se toma para aliviar la diarrea (Azpiri,
1973; Lopez e Hinojosa, 1988, Souza, 1943), especialmente si estd
acompanada por cdlicos (Martinez, 1979) o enteritis aguda (Martinez, 1990).

Popuiarmente se le atribuyen propiedades diuréticas a la infusion de la
hierba, asi como al latex (Azpiri, 1973; Pulido y Serralta, 1993; Souza, 1943), lo
cual explica su uso en afecciones de las vias urinarias.

Adicionalmente, el latex y !a infusidn se emplean para el tratamiento de
furdneculos, heridas, erupciones, decoloraciones de la piel y para el
ennubecimiento de fa cornea (Ldpez e Hinojosa, 1988; Martinez, 1990; Souza,
1943).

Por ofra parte, se describe el uso de la planta para el alivio de la
constipacién, asi como sus propiedades astringentes (Souza, 1943).

En Sonora, los indigenas Mayo, Opata y Yaqui, tratan las picaduras de
escorpién y las mordeduras de serpientes con una infusién basada en esta
hierba (Lépez e Hinojosa, 1988).
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Figura 10. Hierba de la golondrina (Chamaesyce prostrata) (Martinez, 1989).

Pigina 14



L Antecedentes

Desde el punto de vista fitoquimico, son escasos los estudios que se han
realizado sobre la especie Chamaesyce prostrata. Las diferentes
investigaciones han permitido el aislamiento e identificacion de flavonoides
[camperol (1), 3-O-galactosil-ramnetina (2), quercetina (3), 3-O-ramnosil-
quercetina (4), 7-O-glucosil-apigenina (5)], diversos hidrocarburos (El-Missiry et
al., 1977), esteroles (B-sitosterol, estigmasterol), ésteres metilicos de &cidos
grasos de 30 y 32 4tomos de carbono, amino acidos (alanina, isoleucina, acido
2-amino-N-butirico, omitina, trecnina) (Singla y Pathak, 1991), cumarinas y
terpenos [cicloart-23-en-33,25-diol (6)] (Rizk et al, 1986, Singla y Pathak,
1991). En la Figura 11 se muestran algunos de los metabolitos mencionados.

Cabe destacar, que en estudios realizados recientemente de las partes
aéreas de esta especie, se aislaron las prostratinas A (7), B (9) y C (8), ademds
del glicésido de un flavonoide (11), siete monémeros de taninos hidrolizables {la
1,2,3-O-galoil-p-D-glucosa (12), las telimagrandinas | (13) y 1l (14), las
rugosinas A (15} y B (16), corilagina (17) y geraniina (18)), dos dimeros [las
rugosinas D (19) y E (20)] y un trimero [la rugosina G (10)] (Yoshida ef al.,
1880). En la Figura 12 se muestran las estructuras de estos compuestos.

Finalmente, es importante hacer mencién que no hay estudios previos
concernientes a la actividad biolégica de esta planta.

HO. 0.

Figura 11. Metabolitos aislados de Chamaesyce prostrata.
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Figura 11. Metabolitos aislados de Chamaesyce prostrata (continuacién).
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Figura 12. Compuestos aislados recientemente de Chamaesyce prostrata.
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Figura 12. Compuestos aislados recientemente de C. prostrata (continuacion).
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Figura 12. Compusstos aislados recientemente de C. prostrata (continuacién).
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Figura 12. Compusstos aislados recientemente de Chamaesyce prostrata
(continuacidn).
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Figura 12. Compuestos aislados recientements de Chaniaesyce prostrata
(continuacion).
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Figura 12. Compuestos aislados recientemente de Chamaesyce prostrata
(continuacion).
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IL Justificacion y objetivos

En las uitimas décadas, el interés por la bisqueda de nuevos principios
activos a partir de materias primas vegetales ha sido notable. La seleccion de
las mismas utilizando como criterio el uso en la medicina tradicional, es un
hecho bien documentado, que ha permitido el hallazgo de farmacos importantes
(Klayman, 1985; Balandrin et al., 1985; Tyler, 1986; Farnsworth, 1990; Balick,
1990; Cox, 1990; Blechert y Guénard, 1990; Voge!, 1991; Huang ef al,, 1992;
Guénard et al., 1993, inter alia). En este sentido, 1a flora medicinal mexicana
representa una fuente potencial valiosisima para la busqueda de principios
activos. El conocido uso tradicional de la misma, asi como la gran riqueza y
diversidad son sus principales caracteristicas.

Entre las plantas mexicanas que son utilizadas como agentes
terapéuticos en la medicina popular y que potencialmente podrian constituir
fuentes de principios activos, se encuentra Chamaesyce prostrata, la cual, como
se menciond previamente, es utilizada como agente antidiarreico y antiséptico,
para quitar manchas de la piel y cdmea, para aliviar picaduras de alacran y
mordeduras de serpientes, asi como para el mal funcionamiento renal.

Con base en lo antes expussto y considerando que no existe ningln
reporte previo de dicha planta en México, se consideré pertinente realizar el
estudio fitoquimico de dicha especie, como parte de un estudio sistematico de
plantas usadas en la medicina tradicional, con la finalidad de obtener en lo
posible constituyentes bioactivos de esta especie medicinal, asi como contribuir
al conocimiento integral de la flora mexicana. Indudablemente, en el caso de
obtener sustancias activas, este proyecto podria constituir una aportacién para
la resolucién de problemas de salud piiblica nacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos planteados para el presente trabajo son los
siguientes:

1. Recopilar la informacién bibliogréfica acerca de los ‘aspectos
biolégicos, fitoquimicos, etnobotdnicos y taxondmicos de Chamaesyce
prostrata.

2, Efectuar las operaciones preliminares propias de la preparacién de
extractos vegetales.
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3, Preparar el extracto de la planta (hojas, tallos y raices) de acuerdo a la
metodologia convencional y fraccionarlo mediante los métodos adecuados.

4. Separar y purificar el mayor nimero de canstituyentes posibles de las
diferentes fracciones obtenidas.

§. {dentificar mediante métodos gquimicos y espectroscopicos los
productos aisfados.

6. Preparar algunos derivados semisintéticos de los compuestos aislados
con la finalidad de establocer de mansra inequivoca la astructura de los
mismos.

7. Determinar fa loxicidad del extracto, fracciones y/o compuestos
aislados para Artemia salina Leach, considerando que este bioensayo permite
detectar de forma preliminar actividades bioldgicas més complejas.

8. Determinar e} efecto del extracto totat, asi como de aigunos de los
compuestos puros aistados sobre el crecimiento radicular de Echinochloa crus-
galliy Amaranthus hypochondniacus.

9. Determinar la actividad antifiingica potencial del extracto total y de
algunos de los compuestos puros sobre las especies Pythium sp., Fusanum
oxysporumy Helminthosporium sp.
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111, Parte experimental

1. MATERIAL VEGETAL

E! material vegetal (hojas, tallos y raices) de Chamaesyce prostrata, se
recolectd en Cuautla, Morelos, en junio de 1992 y fue identificada por el Dr.
Rabert Bye, del Jardin Botanico del Instituto de Biologia, UNAM.

Una muestra de referencia se depositd en la coleccién etnobotdnica del
Herbario Nacional (Voucher, E. Linares y R. Bye 269).

La planta se sec a temperatura ambiente y se fragmenté en un molino de
cuchillas, modelo Wiley 4.

2. METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR

EI material vegetal molido (2.2 kg), se extrajo ocho veces con un volumen
total de 15 litros de una mezcla de CHCI3-MeOH 1:1, dejando entre cada
extraccion un periodo de 48 hrs., al término de cada una de las cuales se filtré y
se concentré al vacio, obteniéndose finalmente un total de 160 g de extracto seco.

El extracto obtenido, se fracciond mediante cromatografia en columna
abierta utilizando como adsorbente gel de silice (1.6 kg de Silica Gel G-60 Merck,
grénulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). El proceso de elucién se efectué con
hexano, hexano-cloroformo, cloroformo y cloroformo-metanol en diferentes
proporciones, obtenidndose un total de 170 fracciones de un litro cada una,
combinandose aquellas que presentaron caracteristicas cromatograficas
similares.

En el Cuadro 2 se resumen los sistemas de elucién empleados y las
fracciones combinadas.
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Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna
del extracto cloroformo-metantlico de Chamaesyce prostrata.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA
% COMBINADAS FRACCION
COMBINADA
Hexano 100 1-2 |
34 ]
5-10 1l
Hex/CHCI3 90:10 11-19 [\
20-23 \')
Hex/CHCI3 80:20 24-41 Vi
Hex/CHCI3 60:40 42-46 Vil
Hex/CHCI3 50:50 47-56 vl
Hex/CHCI3 30:70 57-64 1X
65-66 X
67-90 X!
CHCI3 100 91-95 Xil
96-110 X
CHCl3/MeOH 98:2 111-116 XV,
CHCl3MeOH 96:4 117-118 XV
118-125 Xvi
CHClaMeOH 90:10 126-127 Xvii
128-137 XVt
CHClaMeOH 80:20 138-144 XIX
145 XX
CHCI3/MeOH 70:30 146-160 XXI
CHCIa/MeOH 50:50 161-170 XXI
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3. ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Los andlisis cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice
(silica gel 80 GF254 Merck), varios sistemas de eluyentes y diferentes agentes
cromogénicos. Los sistemas de elucién y los reactivos reveladores empleados se
resumen en fos Cuadros 3 y 4, respectivamente.

Cuadro 3. Sistemas de elucién empleados para los andlisis cromatogréficos en
capa fina.

SIST. DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
A Hex/CHCI3 Diversas
B CHCla/MeOH Diversas
C CHCla 100
D 1sopOH/ACOEVH20 83:11:6

Cuadro 4. Agentes cromdgenos utilizados para los analisis cromatograficos en

capa fina.
REACTIVO COMPOSICION REFERENCIA
Sulfato cérico* | Sulfato cérico 120g
Acido sulfurico conc. 222ml
Hielo 350.04g
Acido sulfurico | Acido sulfdrico conc. 10.0ml Sthal, 1969
10 %* Agua destilada 90.0ml|
Anisaldehido* | Anisaldehido 0.5ml
Etanol 9.0mi
Acido sulfirico conc. 0.5ml
Acido acético 1.0ml

*Para el desarollo de color es necesario calentar por dos minutos
aproximadamente a 110°C.
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4, ENSAYOS BIOLOGICOS
4.1 Daterminacion de la toxicidad para e! crustdceo Artemia salina L.each.

Para determinar la toxicidad para A. salina se utiliz6 el método descrito por
Meyer y colaboradores (1982), El procedimiento se describe a continuacidn:

4.1.1 Preparacién de las muestras.

Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o extractos) se prepararon
disolviendo 20 mg del material en 2 ml de! disolvente apropiado. De esta solucion
se transfirieron 500, 50 y 5 ul a fres frascos viales, dejandose evaporar el
disolvente a temperatura ambiente o al vacio; cada concentracién se preparé por
triplicado.

4.1.2 Incubacién de los huevecillos de Arfemia salina.

Los huevos de Arternia salina se incubaron en un medio salino artificial
durante un periodo de 48 hrs.

4.1.3 Bioensayo.

Se transfirieron 10 crustdceos a cada uno de los viales que contenian las
muestras a evaluar y se aford a 5 ml con medio salino artificial, obteniéndose una
concentracion final de 1000, 100 y 10 ug/ml. Los viales se mantuvieron con
iluminacion durante 24 hrs.; transcurrido ese tiempo se procedid a contar el
nimero de microorganismos sobrevivientes, para caicular la CL5p o el porcentaje
de mortalidad. En el primer caso se utilizo el programa de andlisis de probabilidad
de Finney.

Cabe mencionar que para que un extracto o fraccién se considere activo la
ClLgg debe ser menor a 1000 ug/ml, y en el caso de un compuesto puro la ClLsg
debe ser menor a 200 ug/m1 (Anderson et al., 1991).
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4.2 Determinacion de la actividad alelopética y antifingica del material
vegetal, del extracto total y de algunos de los compuestos puros.

El potencial alelopatico del exiracto, asi como el de algunos dé los
compuestos puros, se determind midiendo el efecto sobre el crecimiento radicular
de Amaranthus hypochondriacus y Echinochioa crus-galli; en el caso del material
vegetal la evaluacion se realiz6 sobre un lixiviado acuoso.

Con respecto a la determinacién de la actividad antiflingica los ensayos se
realizaron sobre hongos fitopatégenos de los géneros Fusarium,
Helminthosporium y Pythium. En todos los casos se determind el efecto sobre el
crecimiento radial.

Estas evaluaciones fueron realizadas en el |aboratorio de la Dra, Ana Luisa
Anaya del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, por la Bidloga Blanca
Heméndez. Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita
para este tipo de bioensayos (Anaya et al., 1990; Castafieda et al., 1992).

5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS
5.1 Obtencion del acetil derivado del lanostan-25-en-3p-ol (21a).

La fraccién X (Cuadro 2), fue sometida a un fraccionamiento secundario
mediante cromatrografia en columna abierta, empleéndose 2.35 g de muestra y
70 g de gel de silice. Se obtuvieron un total de 92 fracciones de 20 ml cada una,
utilizando como eluyentes hexano y hexano-acetato de etilo en diferentes
proporciones, Cada fraccibn se analizd por cromatografia en capa fina,
combindndose aquellas que resuitaron similares. En el Cuadro 5 se resumen los
sistemas de elucidn empleados, asi como las fracciones combinadas.

De la fraccion secundaria XXVl (Cuadro 5), se aislaron 212 mg de un
solido amorfo, de color blanco, scluble en CHCI3. La cromatografia en capa fina
de este sélido mostré una mezcla de compuestos, por lo que, a fin de separarlo
en sus componentes individuales, se procedié a la acetilacién del mismo (120 mg
de muestra). La mezcla acetilada se someti6 a una cromatografia preparativa en
capa delgada, empleando como sistema de elucién, Hex-AcOEt (98:2). Se
emplearon un total de 9 cromatoplacas de gel de silice (0.25 mm de espesor),
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impregnadas con una solucidn de AgNO3 al 10%, con 10 mg de muestra cada
una y eluidas tres veces.

Como resultado del procaso anterior, se obtuvieron 5 bandas, de las cuales
Unicamente se separd la que representaba al compuesto mayoritario. De esta
manera, se obtuvieron 10 mg del compuesto (21a), como un sélido cristalino, en
forma de agujas, soluble en CHCI3 y con pf =175 °C,

Cuadro 5. Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccién X
{Cuadro 2).

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVEDE LA
% COMBINADAS FRACCION

COMBINADA
Hexano 100 1.22 XXilt
Hex/AcOEL 95:5 23-28 XXV
Hex/AcOEt 90:10 29-30 XXV
3132 XXVI
33-44 XXV
Hex/AcOEL 8515 45-48 XXviit
49-65 XXIX
Hex/ACOEL 80:20 66-86 XXX
Hex/AcOEt 5050 87-92 XXXI

5.2 Obtencion de B-sitosterol (22).

De la fraccién X1 (Cuadro 2), se aislaron 54.7 mg de un sélido amorfo de
color blanco, soluble en CHCI3.

5.3 Obtencitn del 3,6-éter dimstilico del campero! (23).

La fraccién primaria XVH (Cuadro 2), fue sometida a un fraccionamiento
secundario mediante cromatografia en columna abierta (3 g de muestray 105 g
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de gel de silice). Como eluyentes se emplearon hexano-cloroformo, cloroformo-
metanal y cloroformo, en diferentes proporciones. Se obtuvieron un total de 72
fracciones de 40 ml cada una, combindndose aquellas que resultaron
cromatogréficamente similares. En el Cuadro 6 se resumen los sistemas de
elucién utilizados y las fracciones combinadas.

Cuadro 6. Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccion
primaria XVIt (Cuadro 2).

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA
% COMBINADAS FRACCION

COMBINADA
Hex/CHCI3 20:80 1-15° XXX
CHCl3 100 16-24 oK
CHCI3MeOH 98:2 2533 XXV
CHCI3MeOH 96:4 3446 XXXV
CHCi3z/MeOH 92:8 47-61 XXXVI
CHCI3MeOH 90:10 62-69 XV
CHCI3MeOH 70:30 70-72 XXXV

De Ila fraccién secundaria XXXV (Cuadro 6), precipitaron 304.2 mg de un
solido amorfo de color amarillo, soluble en AcOEt y MeOH, con pf = 233 °C.

5.4 Obtencitn de B-D-glucositosterol (24).

De la fraccién XVIII (Cuadro 2) se aislaron 300 mg de un sblido blanco,
parcialmente soluble en MeOH, con pf > 300 °C.
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5.5 Obtencién del 7-O--D-glucosil-camperol (25).

La fraccién primaria XIX (Cuadro 2, 10 g de muestra), se sometié a un
fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta, sobre 220 g de
gel de silice. Se obtuvieron un total de 118 fracciones de 100 ml cada una,
utilizando como eluyentes cloroformo y cloroformo-metanol en diferentes
proporciones. Cada fraccion se analizo por cromatografia en capa fina, uniéndose
aquellas que resultaron similares. En el Cuadro 7 se muestran los sistemas de
elucién empleados y las fracciones combinadas.

Cuadro 7. Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccion XiX
{Cuadro 2).

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | CLAVEDELA
% COMBINADAS FRACCION
COMBINADA
CHCI3 100 1-3 XXXIX
46 XL
7-8 XU
9-10 Xl
11-14 XL
CHCI/MeOH 99:1 15-20 XLV
21-27 XLV
CHCl/MaOH 97:3 28-30 XLVI
31-43 XLV
CHCIMeOH 95:5 44-51 XLVl
CHCI3MeOH 90:10 52 XLIX
53-56 L
57-62 L
CHClaMeOH 80:20 63-101 Ll
CHCI3MoOH 50:50 102-118 L
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De la fraccién secundaria XL (Cuadro 7), se obtuvieron 1.5 g de un sélide
amorfo, de color café obscuro brillante, soluble en MeOH y con pf > 300 °C. El
andlisis cromatogréfico en capa fina de este sdlido mostré un compuesio
mayoritario, el cual se purificé mediante sucesivas cromatografias preparativas,
para lo cual se emplearon 8 cromatoplacas (4 placas de 2 mm y 4 placas de 0.25
mm de espesor, aplicdndose en cada una de ellas 250 mg y 10 mg de muestra,
respectivamente); como sistema de elucién se empled CHCI3-MeOH (6:4). Luego
de eluir y procesar las placas de manera convencional, se obtuvieron 12 mg de
un sélido untuoso, de color amarilto, soluble en MeOH.

6.6 Obtencién del polialcohol (26).

De la fraccion XXi (Cuadro 2) precipité espontdneamente un sdlido
cristalino (300 mg) de color café claro, soluble en agua, dpticamente activo ([a]p =
-45), con un pf = 195-198 °C.

6. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

6.1 Determinacion de las constantes fisicas y espectroscdpicas.

6.1.1 Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Johnes y se
reportan sin corregir.

6.1.2 Los espectros de IR fueron registrados en un espectrofotémetro de rejilla
Perkin-Elmer, modelo 599, en pastilla KBr.

6.1.3 Los espactros de RMN-'H y RMN-12C se determinaron en el Instituto de
Quimica de la UNAM, en un aparato Varian VXR-3005, ulilizando como
disolventes CDCI3, piridina-d5, DMSO-dg y MeOD, y como referencia interna
TMS.

6.1.4 La rotacion dptica fue medida en un polarimetro digita! Jasco Dip 360.
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6.2 Preparacion de los derivados acetilados.

Para obtener los derivados acetilados de los compuestos (21, 22 y 26) se
utilizaron 1 ml de piridina y 1 ml de anhidrido acético por cada 100 mg de
muestra. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
por 72 hrs.; al cabo de ese tiempo se procesd de la manera convencional (Shriner
et al., 1980). En el Cuadro 8 se resumen los compuestos que fueron acetilados,
asi como los rendimientos y puntos de fusién obtenidos.

Cuadro 8. Rendimiento de los derivados acetilados.

COMPUESTO PESO DEL PESO DEL PF
COMPUESTO DERIVADO {°c)
ACETILADO
21 120 mg 96 mg 154
23 30.mg 16 mg 130
26 40 mg 70mg 205

6.3 Preparacion del derivado metilado.

Para obtener el derivado metilado del producto aislado (25), se utilizé una
solucién etérea de diazometano, la cual se gener6 con una solucién de hidréxido
de polasio (5 g en 7.5 ml de agua), 25 ml de metanol, 15 ml de éter etilicoy 21.5g
de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald Aldrich), en 45 ml de éter
etilico. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién continua a una
temperatura de 5 °C; transcurridos 5§ minutos, el diazometano etéreo se destild
utilizando un bario maria (58-60 °C) y se recolecté en un recipiente introducido en
un bafio de hielo.

E! producto a metilar se disolvi6 en metanol y se le adiciond un exceso de
la solucién etérea de diazometano. La mezcla se dejé reaccionar a temperatura
ambiente por 24 hrs.
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6.4. Prusba de Molisch.

Una pequeiia cantidad de los compuestos (25 y 26) se disolvieron en 3 ml
de agua destilada y se les adicioné 1 ml de una solucién de reactivo de a-naftol
(10 % en etanol); seguidamente se adicionaron por las paredes del tubo de
ensayo dos gotas de Acido sulfdrico concentrado, observandose entonces una
coloracién violeta en la interfase de los liquidos, lo cual fue indicativo de la
presencia de carbohidratos (prusba de Molisch positiva). Paralelamente, se
utilizaron un contro! positivo y un control negativo.

6.5 Hidrdlisis cida.

A 8 mg del compuesto (25), se adicionaron 4 ml de una mezcla de HCI (2
N)-MeOH, en un proporcién 1:1. La mezcla de reaccién se mantuvo en reflujo con
agitacién constante durante 48 hrs. Transcurrido este tiempo, se procesd de
manera habitual, obteniéndose la aglicona correspondiente (6 mg) (25a).

6.6 Determinaci6n de aztcares.

La presencia de glucosa en el compuesto (25), se determind en la fase
acuosa obtenida previamente, mediante una cromatografia en capa fina en silica
gel, empleando el sistema D (Cuadro 3) y como agente cromogénico anisaldehido
(Cuadro 4). Como patrones de referencia se emplearon arabinosa, galactosa,
fructosa y glucosa.
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IV, Resultados y discusién

El extracto cloroformo-metandlico (hojas, tatlos y raices) de Chamaesyce
prostrata, asi como las fracciones obtenidas, fueron evaluados contra el
crustéceo Arfemia salina Leach, de acuerdo al procedimiento de Meyer y
colaboradores (1982), obteniéndose resultados poco satisfactorios (LCsg > 1000
ppm). Por lo tanto, se procedid a realizar e! estudio fitoquimico de manera
convencional, con el fin de contribuir al conocimiento de la composicion quimica
de la flora medicinal mexicana.

En relacién con los ensayos biolégicos, el extracto total y el lixiviado
fueron evaluados como posibles agentes alelopaticos y antiftingicos. La
actividad alelopatica se determiné midiendo el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli. Los resultados se
ilustran en el Cuadro 9 y en la Gréfica 1. En el caso del lixiviado (1 %), se
obtuvo un 76.5 % de inhibicién, para A. hypochondriacus y un 36.4 % de
inhibicién, para E. crus-galli.

Para la determinacidn de la actividad antifungica, se realizaron estudios
sobre las especies Pythium sp., Fusarium oxysporum y Helminthosporium sp.
Los resultados de este tltimo estudio no fueron satisfactorios en ningtin caso.

Cuadro 9. Efecto del extracto cloroformo-metandlico de Chamaesyce prostrata
sobre el crecimiento radicular de las malezas Amaranthus hypochandriacus y
Echinochloa crus-galli. '

Amaranthus hypochondriacus
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Control 100 0.0
Ext. 50 pg/mi 89.2 08
Ext. 100 pug/ml 89.2 10.8
Ext. 200 pug/m 81.4 18.6
Echinochloa crus-galll
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Control 100 0.0
Ext. 50 pgim| 92.0 8.0
Ext. 100 pg/ml 98.0 2.0
Ext. 200 pg/m 80.2 19.8
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IV, Resultados y discusion

El estudio fitoquimico convencional del extracto permitié el aislamiento de
dos esteroles (el p-sitosterol y el B-D-glucositosterol), un triterpenoide (el acetil
derivado del lanostan-25-en-3p-ol), dos flavonoides (el 3,6-éter dimetilico del
camperol y el 7-O-B-D-glucosil-camperol) y un polialcohol (26).

De manera general, los compuestos aislados fueron identificados y
caracterizados mediante sus constantes fisicas y espectroscopicas. En el
Cuadro 10 se resumen los rendimientos de los compuestos aislados.

Cuadro 10. Rendimiento de los compuestos aislados del extracte cloroformo-
metandlico de Chamaesyce prostrata.

COMPUESTO PESO DEL % EN RELACION
COMPUESTO | A PLANTA SECA

10 mg 0.000454

54.7mg 0.002486

304.2 m 0.013627
CH,O OCH; 9
OH O
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Cuadro 10. Rendimiento de los compuestos aislados del extracto cloroformo-
metandlico de Chamaesyce prostrata (continuacion).

COMPUESTO PESO DEL % EN RELACION
COMPUESTO A PLANTA SECA

350 mg 0.015909

HOH,
OH
A
" '. y e
S 1 12mg 0.000545
OH : ' . .
OH g L R .
(26) 300 mg 0.013636

La discusidn de la elucidacion estructural de estos compuestos seré el
objetivo principal de esta seccion.

1. ldentificacién del acetil derivado del lanostan-25-en-3p-o! (21a).

El producto (21a) se aisl6 al recromatografiar la fraccion X de la columna
original {Cuadros 2 y 5). Por tratamiento con anhidrido acético y piridina en
condiciones normales, y después de sucesivas recromatografias en capa fina,
se obtuvo el derivado monoacetilado, como un sélido cristalino, en forma de
agujas, con pf = 175 °C. Es importante destacar que el producto (21a) se obtuvo
bajo la forma de acetil derivado considerando que en el espectro de IR no se
observaron las sefales caracteristicas de un grupo acetato. La formula
molecular de este derivado se establecié como CgzaHs4O2 por analisis
elemental, permitiendo un indice de insaturacion de seis.
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Su espectro de IR (Cuadro 13, Espectro 1) presenté bandas de absorcion
caracteristicas para C-H (2924, 1456 cm-), grupos metilo geminaies (1368
cm+), doble ligadura (1638 cm), carbonilo de éster (1736 cm-), C-O (1244,
1166 cm*) y grupo metileno terminal (882 cm-*).

El andlisis del espectro de RMN-'H (Cuadro 13, Espectro 2) permitio
obtener a siguiente informacion:

a) En la zona comprendida entre 5 0.78-1.68, se observaron seis singuletes
atribuibles a seis grupos metilo terciarios, uno de los cuales, de acuerdo al
desplazamiento quimico que presentaba (5 1.68) debia corresponder a un metilo
sobre una doble ligadura.

b) En & 0.84, se observd un doblete (J = 5.2 Hz), asignable a un metilo
secundario.

c) En 8 2.04, se observd un singulete caracteristico para un grupo acetato,
confirmando 1a presencia en el producto natural de solamente un grupo
hidroxilo.

d) e observé un doblete dobleteado en § 4.46 (J = 10.3, 5.4 Hz) que integraba
para un hidrégeno que, de acuerdo al desplazamiento quimico observado, se
asignd al protén geminal de un grupo acetato previamente evidenciado por el
espactro de IR.

e) Finalmente, se observd la presencia de un sistema AB (5 4.57, d, J = 2.4 H;
5 468, d, J = 2.4 Hz), correspondiente a los hidrégenos olefinicos de un
metileno terminal.

Por otra parts, el espectro de RMN-13C (Cuadro 13, Espectro 4) mostré
sefiales para 32 atomos de carbono en congruencia con la férmula molecular
previamente establecida.

De estas 32 sefiales, las tres desplazadas a campo mas bajo (8 170.09,
137.7 y 109.31) se asignaron a un grupo carbonilo de éster y a dos carbonos de
un metileno terminal.

El espectro de RMN-13C modalidad DEPT (Especiro 5), mostrd 11
sefiales negativas (5 40.0, 38.3, 37.1, 35.5, 34.2, 29.8, 29.7, 27.9, 27.4, 23.7 y
20.95) atribuibles a once metilenos, 14 sefiales positivas (5 80.96, 55.3, 48.2,
428, 38,05, 27.9, 21.37, 19.3, 18.03, 16.52, 16.2, 16.00 y 14.5), seis de las
cuales debian corresponder a grupos metino y las ocho restantes a grupos
matilo, por lo cual las cuatro sefiales faltantes eran atribuibles a cuatro carbonos
cuaternarios.

Pdgina 43



IV. Resultados y discusion

Como se menciond previamente, la férmula molecular establecida
permitia un indice de insaturacién de seis. Con el andlisis espectroscdpico
realizado hasta el momento, se satisfacian dos de las seis insaturaciones, por lo
cual, las cuatro restantes podian entonces corresponder a una estructura
tetraciclica.

Las caracteristicas espectroscOpicas antes mencionadas, asi como
consideraciones de tipo quimiotaxonémico {Okstiz et al., 1993), sugirieron que
el producto aislado correspondia al derivado acetilado de un triterpenoide
tetracfclico sustituido con un grupo metileno terminal y con esqueleto eufano
{A), tirucalano (B) o lanostano (C) (Figura 13).

",
'

c

FIGURA 13, Estructuras posibles del compuesto (21a).

A fin de discriminar entre las tres posibilidades, la comparacién de los
desplazamientos quimicos observados para el darivado acetilado del producto
natural en los especiros de RMN para el C-13, C-14, C-18, C-28 y C-21, con los
previamente descritos en la literatura fueron de gran utilidad. Como se puede
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apreciar en la Figura 14, los valores experimentales mostraron una notable
similitud con los valores correspondientes para triterpenoides con esqueleto
lanostano (Knight, 1973; Gewall, ef al, 1992; de Pascual e! al, 1987; Shun et
al., 1986).

24.4 27.92

Eufano Tirucalano Lanostano

16.2
Derivado acetilado del .
producto natural

Figura 14, Comparacion de los desplazamientos quimicos observados para
nucteos de triterpencides descritos previamente y e) compuesto (21a).

Par otro lado, el desplazamiento quimico y la multiplicidad observada
para la sefial en § 4.46 en el especiro de RMN-'H y la sefial positiva en § 80.96
en el espectro de RMN-13C, asi como consideraciones de tipo biogenético
(Torssell, 1983; Manitto, 1981; Herbert, 1981), permitieron ubicar al grupo
acetoxi del derivado (grupo hidroxi en el producto natural) en la posicion C-3 del
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anillo A del esqueleto base en disposicién  tal como se indica en la Figura 15,
por comparacién con modelos descritos en la literatura (Ozkaz et al., 1993;
Knight, 1973):

Figura 15. Ubicacién del grupo B-acetoxi en el compuesto (21a).

Finalmente, la ubicacién del grupo metileno terminal en C-25 se realizd
con base al desplazamiento quimico observado en el espectro de RMN-H en §
1.68 atribuible a un metilo sobre doble ligadura, asi como por [a comparacion de
los desplazamientos quimicos de los hidrégenos del sistema AB observados
para el derivado acetilado de! producto natural con los valores descritos
previamente en la literatura (Hemandez, 1992; Laxman e al., 1986).

Con base en la discusidn anterior, el compuesto (21a) fue identificado
como el acetil derivado del lanostan-25-en-3p-0l, el cual constituye un nuevo
producto natural (Figura 16),

Figura 16. Estructura del acetil derivado del lanostan-25-en-3f-ol (21a).
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Cuadro 11. Constantes espsctroscdpicas del acetil derivado del lanostan-25-

en-3f-ol (21a).

IR U max, (KBr) cm-t

2924, 1959, 1736, 1638, 1338, 1244, 1176, 882.

(Espectro 1)
RMN-'H, 6 (CDCl3) |4.86 (d, H-27', J= 2.4), 457 (d, H-27, J= 2.4), 4.46
(Espectro 2) (dd, H-3, J= 10.3, 5.4), 2.04 {s, CH3CO), 1.68 (s,

CHa), 1.25 (s, CHa), 1.02 (s, CH3), 0.93 (s, CHa),
0.84 (d, CH3-21, J= 52), 083 (s, CH3), 0.78
(s,CHs).

RMN-13C, § (CDCla)
(Espectro 4)

170.97 (CO), 137.70 (C-25), 109.31 (C-27), B80.96
(C-3), 5.3 (C-5), 50.3 (C-14), 48.2 (C-9, C-17), 42.8
(C-8), 40.08 (C-13), 40.0 (C-24), 38.39 ({C-22),
38.05 (C-20), 37.8 (C4, C-10), 35.5 (C-1), 34.2 (C-
12), 29.8 (C-15), 27.9 (C-30, C-16), 27.7 (C-23),
27.44 (C-7), 27.4 (C-2), 23.7 (C-11), 20.95 (C-6),
19.3 (C-19), 18.03 (C-21), 16.52 (C-26), 16.2 (C-28),
16.0(C-29), 14.5 (C-18).
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IV. Resultudos y discusion

2. ldentificacion del B-sitosterol (22).

El producto (22) se aisl6 de la fraccién Xi de fa columna original, como un
sélido amorfo de color blanco, soiuble en CHCia. El compuesto se identificd
como B-sitosterol mediante la comparacién de su comportamiento

cromatogréfico y sus constantes fisicas y espectroscdpicas con las de una
muestra auténtica (Espectra 8, Figura 17).

HO'

Figura 17. Estructura del p-sitosterol {22).
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3. identificacion del 3,6-éter dimetilico det camperol (23).

El producto (23), se aislé como un sélido amorfo, de color amarillo, con pf =
233 °C, épticamente activo. Su férmula molecular se establecié como Cq7H4407
por andlisis elemental,

El espectro de IR (Cuadro 14, Espectro 7}, presentd bandas de absorcion
caracteristicas para grupos hidroxilo (3386 cm), C-H (2942 cm), carbonilo de y-
pirona (1642 cm!) y anillo aromatico {1612 cmt),

Por otro lado, el espectro de UV (Cuadro 14, Espectro 8) mostrd bandas de
absorcién a 270 y 340 nm.

Las caracteristicas  espectroscopicas antes mencionadas, el
comportamiento cromatogréfico mostrado por el producto natural, asi como
consideraciones de tipo quimiotaxondmico (Ismail et al., 1977), permitieron sugerir
{a naturaleza flavonoide del compuesto (Harbome et al, 1975, Markham et
al., 1885).

El andlisis detallado del espectro de RMN-'H {Cuadro 14, Espectro 9),
indicS que el producto {23) era un flavonel, con base a las siguientes evidencias:
a) En § 3.73 y 3.76 se cbservaron dos singuletes, cada uno de ellos integrando
para tres hidrogenos, atribuibles a dos grupos metoxilo.

b) En la zona donde resuenan los protones aromaticas, se observd un singulete (5
6.53) asignable a un hidrégeno aromatico aisfado.

c¢) Dos dobletes que integraban cada uno para dos hidrégenos (5 6.93, J = 8.7 Hz;
5 7.91, J = 9.03 Hz), comespondientes a un sistema Az82 de un anillo aromético
para-sustituido.

d) Las sefales observadas en § 10.2, 10.5 y 12.76 se asignaron a tres grupos
hidroxilo, el Gitimo de fos cuales, de acuerdo al desplazamiento quimico
observado, debia estar quelatado con un grupo carboniio.

e) Finalmente, 1a ausencia de (a sefial caracteristica para H-3 de una flavona
(Markham et al., 1985), sugeria que la molécula era un flavonol, sustituldo con
dos grupos metoxilo y tres grupos hidroxito, uno de los cuales debia estar en C-5
de acuerdo at desplazamiento quimico observado en § 12.76 en el especiro de
RMN-'H.

Por ofra parte, el especiro de RMN-3C (Cuadro 14, Espectro 10) mostrd
sefiales para 15 dtomos de carbono, lo cual indicaba la presencia de dos sefiales
aquivalentes.
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1V, Resultados y discusion

De las 15 resonancias, la sefial observada en & 178.07 se asign6 al grupo
carbonilo de una y-pirona, previamente evidenciada por el espectro de IR; las
siguientes siete sefales (5 160.07, 157, 155, 152, 151, 137, 131.04) se asignaron
a carbonos cuaternarios unidos a funciones oxigenadas.

Adicionalmente, se observaron dos sefales en § 120 y 93.8, atribuibles a
dos carbonos cuaternarios no oxigenados.

Por otra parte, las sefales observadas en el espectro de RMN-13C
modalidad DEPT a § 130.06, 115.58 y 92.9 (Espectro 11), fueron asignadas a
cuatro metinos de un anillo para-sustituido y a un metino de un anillo aromético,
respectivaments.

Finalmente, las sefiales en & 59.95 y 59.6 se asignaron a dos grupos
metoxilo,

Con base a la discusidn previa, eran factibles cuatro posibles estructuras
para el producto natural (A-D, Figura 18).

CHyO o H
I
OH 0CH,
OH O
A CHO, 0 | OCH,
OH OH
OH O
B
0 0 H
CH,0 oCH,
or O CH;0 o OCH,
¢ |
oH OH
OH 0
D

Figura 18, Posibles estructuras del compuesto (23).
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A fin de discemir la disposicién de los grupos funcionales, ia obtencién del
derivado acstilado de! producto natural fue de gran utilidad.

El espectro de RMN-'H del derivado acetilado (Cuadro 13, Espectro 14)
mostré las siguientes diferencias significativas, con respecto al mostrado por el
producto natural:

a) tres sefiales caracteristicas de grupo acetato (5 2.52, 2.39 y 2.35), confirmando
la presencia de tres grupos hidroxilo, y
b) el dasplazamiento diamagnético observado para las sefiales atribuibles al
sistema AgB; del anillo aromético para-sustituido (5 8.09 y 7.26) y un protén
aromético aistado (5 7.23) (Figura 19).

‘ . Figura 19, Comparacién de los especiros de RMN-1H del compuesto (23) (a) y de
i su derivado acetilado (b).
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Este andlisis permitié descartar, en principio, las posibilidades A, B y D. Sin
embargo, a fin de confirmar fa ubicacién de los grupos metoxilo en la molécula, se
decidid realizar experimentos adicionales de NOESY y NOEDIF (Espectros 16, 18
y 20).

En el espectro NOESY, se observé la correlacién de la sefal en § 3.87 con
una rama del sistema AzB; (5 8.09), lo cual indicaba claramente la ubicacion de
un grupo metoxilo en C-3 del niicleo base.

Lo anterior fue confirmado al realizar el espectro NOEDIF, ya que éste
mostrd la exaltacién de la seial en § 8.09 al ser irradiado el singulete centrado en
5 3.87. De manera adicional, este experimento permitié ubicar el segundo grupo
metoxilo en C-6, ya que al ser irradiada la sefial en § 3.87, no se observé la
exaltacion de ninguna de las sefiales, por lo cua! este grupo debia encontrarse
ubicado en la posicidn antes mencionada.

Con base a lo antes sefalado, el compuesto (23) se identificé como el 3,6-
éter dimetilico del camperol (Figura 20), el cual ya habia sido previamente
descrito (Rosler et al, 1971). Cabe destacar sin embargo, que este estudio
constituye e! primer reporte de la presencia aste metabolito en Chamaesyce
piostrata.

CH,0 OCH,

Figura 20. Estructura del 3,6-éter dimetilico del camperol (23).
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1V, Resultados y discusiin

Cuadro 12. Constantes espectroscopicas del 3,6-éter dimetilico del camperol
(23).

IR U mex, (KBr) cm! 13386, 2924, 1642, 1612.

(Espectro 7)

UV (MeOH) nm 270, 340,

(Especttro 8)

RMN-'H, 6 (MeOD) |12.76 {s,OH-5), 10.2 (OH-7, OH4'), 7.91 (d, H-2'
(Espectro 9) H-6', J = 9.03), 6.93 (d, H-3', H-5', J = 8.7), 6.53 (s,

H-8), 3.76 (s, OCHz-8), 3.73 (s, OCHa-3).
RMN-13C, § (MeOD) [178.07 (C-4), 160.07 (C-4"), 157 (C-7), 155 (C-5),
(Espactro 10) 152 (C-9), 151 (C-2), 137 (C-3), 131.04 (C.6), 130.06
(C-2, C-6), 120 (C-1'), 115.58 (C-3', C-5"), 104.5 (C-
10), 93.9(C-8), 59.9 (OCH3-6), 59.6 (OCH3-3).
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1V. Resultados y discusion

Cuadro 13. Constantes espectroscopicas del derivado acetilado del 3,6-éter
dimetilico del camperol (23a).

CH,C00 o 00CCH,
CH;0 0CH;
CHCoO O

IR ¥ max. (KBr) cm? |2940, 1774, 1640.

(Espectro 13)
RMN-'H, 6 MeOD) 8.09 (d, H-2", H-€', J= 9), 7.26 (d, H-3', H-E', J= 9),
(Espactro 14) 7.23 (s, H-8 ), 3.87 (s, 3H, OCHa), 3.8 (s, 3H, OCH3),

2.52 (s, 3H, CH3COO), 2.39 (s, 3H, CH3COO), 2.35
{s. 3H, CH3C00).

RMN-13C, 5 (MeOD) |173.2 (C-4), 169.1 (CO), 169.0 (CO), 167.9 (CO),
(Espectro 17) 153.9 (C-4'), 152.3 (C-9), 151.5 (C-2), 148.2 (C-7),
142.2 (C-5), 141.9 (C-3), 141.3 (C6), 1297 (C-2,
C-6), 60.2 (OCH3-3), 21.1 (CH3), 21.09 (CH3), 20.75
{CHy).
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V. Resultados y discusion

-
n

{ppm

n -

w

NG ‘&
T PR TN W PN R N I PR N <
-

o

~

?..-...? -
b

L) TT 1T rvrryr.rrr Trrr Triotryrev vy LR l'l_lr‘!v
T 1 I T ] T T T T

8 7 6 5 4 3 2 1- 0

F1 (ppm}
Espectro 15

@

Pigina 71



TV. Resultados y discusiin

F2
{ppm) 4
g
! »
3+
)
e .
o4 ) '
)
B [
E '
FEENR I ) '
5 : :
1 :
1 J
. S [
A '
" ' '
4 [
d '
AL :
~ ' ______ . ;
4 B '
J . N ' N
1 : ! i
n
8] b---..-'....-.-....--...-.-.-'-
¥ l ITTTTI LI ML l LI N S § l LIS “\ v ¥ l l’ !‘l“l‘l’
B 7 6 5 4 3 ..- 2
Ft lppm)
Espectro 16

Piégina 72



£, wnlog

CH,CO0 o OCCH,

CH,0 OCH,
CH,CO0

OAc c-0
ool el

SpARA A ompadaeriiivivn MY TV Ll & Ladd Al angiibinide | 2
R R R R N i I R T S e S R T L R E R R L R R LR T SO bk i
10 160 140 190 100 80 60 ao 20 enm

Espectro 17

ugisnostp & sopoymsay ‘Al



CH,Co0 ‘ o Q 00CCH,
|

CH;0 OCH,
CHCcoO O

L R R N R R N R R N RN S e RN SRR F R R R R

w0 *00 180

#L vurdpg

Pprretpitrep ey

160 10 120 100 a0 (0] 0 »0 © pom

Espectro 18

upisnostp & soppynsay ‘Al



s¢ ouifpd

2’6"

-—
CH,COO. 0. OOCCH,
|
CH,0 OCH,8 3.804

CHcoo O \

N |

RLP e e it e B R i e U TR Bt SRR R it U o o T LB B e e e T TR TR T T T
g ] : I i i I {oow J

U
Espectro 19

ugisnastp £ sopoynsay ‘Al



9 ouiiod

387

—x

Espectro 20

| : { i i i ! 1 ron d

ugisnastp & sopmynsay ‘Al



1V. Resultados y discusidn

Cabe mencionar que se determind Ia toxicidad para el crusticeo A. salina
de este compuesto, mostrando una CLsg = 34.5 ppm.
Asf mismo, se determind la actividad como posible agente alelopatico,
obteniéndose un efecto estimulante tanto para Amaranthus hypochondriacus
como para Echinachloa crus-galli. Los resultados se ilustran en el Cuadro 14 y en

{a Gréfica 2.

Cuadro 14, Efecto de! compuesto (23) sobre el crecimiento radicular de las
malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galfi.

Amaranthus hypochondriacus
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Control 100 ) 0.0
50 pg/ml 103.6 (3.6)*
100 pg/ml 101.2 (1.2*
150 pg/m 96.3 3.7
Echinochloa crus-galli
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Controf 100 0.0
50 112.0 (12.0)*
100 1170 (17.0)*
150 112.0 (12.0)*

* Los numeros entre paréntesis indican efecto de estimulacion del crecimiento.

Finalmente, se determind la actividad antifingica sobre las especies
Pythium sp., Fusarium oxysporum y Helminthosporium sp., obteniéndose

resultados no satisfactorios.

Pdgina 77



8¢ vusSpd

Efecto del compuesto (23) sobre el crecimiento radicular de

Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.

% de crecimiento

140

. 112.0
120 103.8 101.2
100
80
60
40
20
0
50 100 150
ug/mi
. ®Amaranthus
Grafica 2 M Echinochloa

upISNISIp « SOpoINSOY ‘Af



1V, Resultados y discusiin

. 4, identificacion del B-D-glucositosterol (24).
De la fraccién primaria XV, precipité espontdneamente un sdlido
blanco, parcialmente soluble en MeOH. EI compuesto fue identificado como B-

D-glucositosterol (Figura 21) por comparacién de sus constantes fisicas y
espectroscopicas con las de una muestra auténtica (Espectro 21).

HOH,G

LAY
H

OH

Figura 21. Estructura del -D-glucositosterol (24).
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1V. Resultados y discusion

5. Identificacion del 7-0-B-D-glucosil-camperol (25).

El producto (25) se aisié como un sélido untuoso, de color amarillo,
soluble en MeOH.

Su espectro de IR (Cuadro 16, Espectro 22) mostrd bandas
caracteristicas para grupos hidroxilo (3386 cm-), C-H (2920 cm') y carbonilo de
y-lactona (1604 cm1).

La solubilidad del compuesto en disolventes polares, fas bandas
observadas en el espectro de IR, asi como una prueba positiva frente al reactivo
de Molisch, permitisron sugerir la naturaleza glicosidica del compuesto.

El espectro de RMN-'H (Cuadro 16, Espectro 23) permitié detectar en
forma clara:

a) Un doblete (5 5.04, J = 7.4 Hz) que integraba para un hidrégeno,
caracteristico del protén anomérico de una porcion sacérida en disposicién B.

b} Un sistema AB (5§ 6.02, 6.12, J = 2 Hz) asignable a dos hidrégenos
arométicos en disposicion mefa.

d) Un sistema A2B3 (5 6.84, 8.02, J = 9 Hz) correspondiente a los hidrégenos de
un anillo aromético para-sustituido.

d) Finalmente, en la zona comprendida entre § 3.3-3.7, se observé un multiplete
que debia comresponder a los hidrégenos restantes de la porcién sacérida de la
molécula.

En el espectro de RMN-3C (Cuadro 16, Especiro 25), se observaron
sefiales para 13 4tomos de carbono, de entre las cuales resaltaban, una sefal
caracteristica para un grupo carbonilo de una y-pirona (8 175.35), cuatro
carbonos aromaticos base de oxigeno (5 132.15, 162,15, 162.56, 158.9), dos
sefiales equivalentes atribuibles a los metinos de un anillo para-sustituido, y
sefiales caracteristicas de una porcién sacérida (5 102.98, 75.7, 78.32, 71.2,
75.7, 62.57) que, de acuerdo a la comparacion de los desplazamientos quimicos
observados, debian corresponder a la B-D-glucosa (Boros, 1990; Otzuka, 1990,
Markham, 1982).

De los cuatro carbonos base de oxigeno observados en este espectro, se
deriva que el producto natural debia estar sustituido con tres grupos hidroxilo,
por lo cual, el enlace glicosidico debia establecerse a través del carbono base
de oxigeno restante (5 162.63).
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Los grupos hidroxilo evidenciados, podian estar ubicados en Ias
posiciones C-3, C-5, C-7 ylo C-4' con base al anélisis espectroscépico antes
descrito, asi como consideraciones de tipo biogenético.

La hidrélisis de una pequefia cantidad del producto natural, permitié
confirmar mediante cromatografia en capa fina, a la glucosa come nico azicar
presente en [a molécula y a un compuesto de menor polaridad que la materia
prima.

Los datos analizados hasta el momento, aunados al comportamiento
cromatografico mostrado por el compuesto, asi come la ausencia de H-3
caracteristico de flavonas (Harborne ef al., 1975; Markham, 1982), permitieron
establecer que el producto natural era el glicdsido de un fiavonol. Por lo tanto,
restaba tan sdlo por establecer la posicion de la unién de la B-D-glucosa, la cual
podia ser a través de C-3, C-5- C-7 o C-4', para lo cual la obtencién del
derivado acetilado del producto natural y e} andlisis comparativo mediante
cromatografia en capa fina con una muestra auténtica def acetil derivado del 3-
O-glucosil-camperol gentilmente proporcionado por a Dra. Lydia Rodriguez
Hahn del Instituto de Quimica, permitid descartar en principio, la union
glucosidica a través de C-3. Por otra parte, la comparacién de los
desplazamientos quimicos obtenidos para el producto natural, con los
previamente descritos en la literatura (Gavifio, 1994; Markham, 1982),
permitieron descartar la unién glucosidica a través de C-3-, C-4', debido al
desplazamiento quimico observado para el doblete correspondiente al proton
anomérico de Ja glucosa, asf como para los hidrégenos del sistema AB del anitlo
A (Cuadro 15).

Cuadro 15, Comparacidn de los desplazamientos quimicos de los protones del
producto (26} y el 6--acetil-3-gluco-camparol.

HIDROGENQ PRODUCTO NATURAL | 6-B-acetil-3-gluco-
camperol
H-2'6' 8.02,d, J=9Hz 802,d J=87Hz
H-3'5' 6.84,d,J-9Hz 6.85,d, J=8.7 Hz
H-8 6.16,d, =2 Hz 6.39, d
H-6 6.02,d, J=2Hz 6.21,d
H-1" 5.04,d J=74Hz 58,d

Pigina 82



IV. Resultados y discusidn

Para descartar fa unién entre C-5 y C-7, se prepar6 el derivado metilado
de la aglicona obtenida por hidrélisis &cida del producto natural.

Los datos observados en en el espectro de RMN-'H de este derivado
(Cuadro 17, Espectro 27) permitieron descartar a C-5 como punto de union de ta
porcion sacarida, ya que en § 12.6 se observo la sefal caracteristica para un
grupo OH quelatado.

Con base a la informacién anterior, y a la comparacién de los datos
espectroscopicos mostrados por el derivado metilado con los previamente
descritos en la literatura para el 3,4',7-éter trimetilico del camperol aislado de
Hyptis albida {Pereda, 1988), se concluyé que la aglicona correspondia al
flavonol denominado camperol.

El producto natural (25) se identifico entonces, como el 7-O-f-D-glucosil-
camperol (Figura 22), el cual ya habfa sido previamente descrito en la literatura
(Rosler et al., 1971). :

HOH,C

G
HO
HO.

OH

Figura 22, Estructura del 7-0-8-D-glucosil-camperol (25).
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Cuadro 16. Constantes espectroscépicas del 7-0-8-D-glucasil camperol (25).

HOH,C

0}
OH

OH
OH §

IR L max. (KBr) cmrt
(Espectro 22)

3386, 2920, 1604.

RMN-'H, § (CDCl3)
(Espectro 23)

8.02 (d, H-26, J= 9.0), 684 (d, H-3-6, J=0.0), 6.16
(d, H-8, J= 2.0), 6.02 (d, H-6, J=2.0), 5.04 (d, H-1",
J=7.4).

RMN-13C, § (CDCl3)
(Espectro 25)

178.86 (C4), 162.63 (C-7), 161.21 (C-5), 159.24
(C-4"), 158.16 (C-2, C-9), 135.17 (C-3), 132.06 (C-2,
C6'), 12241 (C-1), 11577 (C-3, C-5), 105.4 (C-
10), 104.42 (C-1"), 99.48 (C-B), 94.75 (C-B), 77.85
(C-3"), 7536 (C5"), 7521 (C-2", 71.0 (C4"),
64.16 (C-6").

1
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IV. Resultados y discusion

Cuadro 17. Constantes espectroscopicas del 3,4',7-éter trimetilico del camperol.

CH,0 o QOCH,

0CH,

IR U max. (KBr) o {3430, 2942, 1658, 1596,

(Espectro 27)
RMN-'H, 5 (MeOH) (12.66 (s, OH-5), 8.08 (d, J=9), 7.025 (d, H-3.5, J=
(Espectro 28) 9.20), 6.4 (d, H-8, J= 2.2), 6.35 (d, H6, J=2.4), 3.9

(s, OCH3), 3.87 (s, OCH3), 3.86 {5, OCHa).
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IV. Resultados y discusién

6. Evaluacion de la actividad bioldgica del compuesto (26).

Por lo que respecta al compuesto (26), hasta el momento tnicamente se
han realizado los ensayos biolégicos. En el caso de la evaluacion contra
Artemia salina Leach, los resultados fueron poco satisfactorios (LCsg > 1000
ppm). En las evaluaciones para la determinacién de la actividad alelopatica, el
compuesto mostré un efecto estimulante selectivo sobre Amaranthus
hypochondriacus. Los resultados se muestran en el Cuadro 18 y en la Gréfica 3.

Cuadro 18. Efecto del compuesto (26) sobre el crecimiento radicular de las
malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.

Amaranthus hypochondriacus
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Control 100 0.0
25 pg/mi 112.0 (12.0)*
50 pg/ml 110.5 (10.5)*
100 pg/ml 112.0 (12.0)*
200 pg/m 95.0 5.0
Echinochloa crus-galli
TRATAMIENTO % CRECIMIENTO % INHIBICION
Control 100 0.0
25 ug/mi 90.0 10.0
50 pg/ml 95.0 5.0
100 ug/ml 94.4 5.6
200 pg/m 87.0 13.0

*Los niimeros entre paréntesis indican un efecto de estimulacién del crecimiento,

Al igual que en los casos anteriores, la actividad antifungica de!

compuesto (26) fus nula.
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V. Resumen y conclusiones

1. El estudio fitoquimico convencional de Chamaesyce prostrata, permitio
el aislamiento y caracterizacién mediante métodos quimicos y espectroscopicos
de sels metabolitos secundarios: dos esteroles (B-sitosterol y B-D-
glucositosterol), dos flavonoides (el 3,6-éter dimetllico del camperol y el 7-0--
D-glucosil-camperol), un triterpenoide (el acetil derivado del lanostan-25-en-3f-
ol), constituyendo este Ultimo un nuevo producto natural, y un polialcohol (26),
el cual atin no ha sido caracterizado.

2. Este trabajo constituye el primer reporte de la presencia de los dos
flavonoides en la planta objeto de estudio.

3. Ef extracto total y los compuestos puros mostraron ser inactivos frente
a Artemia salina Leach (LCsp > 1000 ppm ), a excepcidon del flavonoide
caracterizado como 3,6-éter dimetilico del campero!, el cual presentd una
toxicidad significativa (LCsg = 34.5 ppm).

4. Se evalud el potencial alelopatico de extracto, lixiviado acuoso y de los
compuestos puros sobre las especies Echinochloa crus-galli y Amaranthus
hypochondrniacus, encontrdndose en el lixiviado acuoso la mayor inhibicién del
crecimiento para la maleza Amaranthus hypochondriacus (76.5%). En el caso
del extracto cloroformo-metandlico los resultados fueron poco significativos. El
3,6-6ter dimetilico del camperol presentd un efecto estimulante en ambas
malezas, a diferencia del compuesta (26), el cual presenté un efecto estimulante
selectivo sobre Amaranthus hypochondriacus.

5. La determinacién de la actividad antifingica del extracto orgénico
realizada sobre las especies Pythium sp., Fusarium oxysporum 'y
Helmithosporium sp. no mostrd resultados satisfactorios.

6. Los metabolitos secundarios encontrados en esta investigacion, no
han sido descritos previamente en la literatura como constituyentes de
Chamaesyce prostrata, con excepcién de los esteroles.
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V. Resumen y conclusiones

RECOMENDACIONES
1. Caracterizar el compuesto (26) aislado el el presente estudio.

2. Realizar evaluaciones bioldgicas adicionales del extracto, fracciones y
compuestos aislados.
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