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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DEL Xanthocephalum
gymnospermolides (A. Gray) Benth & Hook var eradiatum. Lane (Asteraceae).

El génerc Xanthocephalum Willd, de la familia Asteraceae (tribu Astereae, subtribu
Solidaginae) incluye ocho especies y tres variedades distribuidas principaimente en
México y en la parte sur de los Estados Unidos de Norteamérica (Lane, 1983). En el
Cuadro 1 se enlistan las especies y variadades del género y en las Figuras 2 y 3 se
indica la distribucién geografica de algunos de estos taxones.

Filogenéticamente Xanthocephalum se encuentra estrechamente relacionado con los

géneros Olivaceas, Gutierreziay Grindelia (Lane, 1983).

Cuadro 1. Especies y variedades que conforman el género Xanthocephalum.

ESPECIE VARIEDAD
X. centauroides Wilid
X, durangense M. A. Lane
X. humile (Kunth) Benth

X. benthamianum Hemsley
X. gymnospermoides (A. Gray) Benth

gymnospermeides
intermedium
eradiatum

X. wrightii (A. Gray)
X, seriocaipum (A. Gray)
X. megalocephalum Fernald




Xanthocephalum gymnospermoides (A. Gray) Benth. & Hook. var eradialum Lane os
una planta anual endémica de la sierra Tarahumara, estado de Chihuahua. Los
individuos de esta variedad son arbustos de 1 a 1.5 m de altura, con tallos rectos y
flores amarillas (Figura 1). Posiblemente este laxon deriva de la especie
X. gymnospermoidas (A. Gray) Benth y la diferencia mas importante entre esta variedad
y los olros miembros del género es la carencia de pélalos florales rayados
{Lane, 1983).

Generalmente la planta crece a una altitud entre 2000 y 2400 m de altura bien sea en
zonas silvestres formando poblaciones densas o en los bordes de campos cullivados
de los valles montaihosos de la Sierra Tarahumara. La especie es dominante en su
habitat e inhibe el crecimiento de otras plantas anuales como especies de Amaranthus,
Bidens y Chenopodium. Esta observacion sugiere que X. gymnospeimoides
var eradialum puede contener aleloquimicos de utilidad para el descubrimiento de
agentes herbicidas potenciales. Los Indios Tarahumaras reconocen a esta planta con el
nombre de "URISO” y la utilizan medicinaimente para ia cura de dolores cutdneos y el

iavado de heridas (Bye, 1996).

1.2 ESTUDIOS QUIMICOS SOBRE EL GENERO Xanthocephalum.

Las especies X. benthamianum, X. centauroides, X. humile, X. seriocarpum, X. wrightii
y la variedad X. gymnospermoides var gymnospermoides han sido investigadas desde
el punto de vista quimico. Los melabolitos secundarios aislados y caracterizados en
estos estudios incluyen diterpenoides de tipo labdano, poliacetilenos, triterpenoides del

tipo friedelano y bacarano, fenilpropanoides y flavonoides de los tipos flavona vy



flavonoles (Bohlmann, 1979). En el Cuadro 2 se ilustran las estructuras de los
compuestos aislados de los distintos taxones investigados. Cabe destacar que Lane
detectd mediante procedimientos cromatogréficos la presencia de flavonoides en
X. gymnospermoides var eradiatum. De manera adicional, el autor observé que la
cantidad de estos metabofitos era cansiderablemente menor que las detectadas en
X. gymnospermoides, X. gymnospermoides var gymnosparmoides y X. benthamianum
(Lane, 1983; Lane, 1989).
| La literatura quimica describe también estudios det contenido metabdlico secundario de
X. sericcampum y X. wrightii , sin embargo, estas especies fueron taxonémicamente

reclasificadas en el género Gutierrezia (Lane, 1983).

Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum,

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

Me(CH=CH),0=CCH=CHCH,0R

X. benthamianum

X. centauroides R=Ac (1)

X. conoideum Bohlmann et al,, 1979
X. gymnospermoides R=COC(Me)=CHMe (2)

X. wrlghtii

X. humile




ymnospermoides var eradiatum. (Bye, 1996)

Figura 1. Xanthocephalum q



e var. gymnospermoides
* var, intermedium

A var, eradiatum

W X benthamjanum

Figura 2. Distribucion de los taxones anuales de Xanthocephalum.



* X. centauroides (Durango, sureste de Guanajuato y cd. de México)

W X. durangense (Durango)

@ X. humile {(Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y valle de México)

Figura 3. Distribucién de las especies perennes de Xanthocephalum.



Cuadro 2 Metabolitos secundarios aislados de! género Xanthocephalum

(Continuacién)

X. benthamianum
X. centauroides
X. wrightii

X=0(3)
X =0H, H (4)

Bohlmann et al., 1979

X. benthamianum
X. conoideum
X. megalocephalum

0
HO—-(: :>——\ |
N-"SoR

R=(CH2)1gMe (5)
R=(CHy)a1Me (6)

Bohlmann et al, 1979

X, megalocaphalum

Bohimann et al,, 1979




Cuadro 2.Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum.
(Continuacion)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

X. linearifolium Bohlmann et al., 1979

X. linearifolium Bohlmann et al,, 1979

. H
R R
R=Me ; R' = CH20H (9)

R=CH0H ; R' = Me (10)

X. linearifolium Bohlmann et al., 1979

(1)




Cuadro 2. Melabolilos secundarios aislados de! género Xanthocephalum.

(Continuacién)
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
on,
OR,

0 P Sanggong Yu

X.gymnospermoides OR etal, 1987.

var gymnospermoides A,
H
Rt Ra PRy npy Rg
Me H OMe H Me (12)
Me Me OH Me H (13)
H H O H Me (14
Ry
OH

R,0. O A

X.gymnospermoides Sanggong Yu

var gymnospermoides oR, et al, 1987.
H

Ry Ry Ra
Me H OMe (15)
Me Me OH (16)
H H OH (n
Me H H (18)




il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La busqueda de principios bioactivos a partir de vegetales terrestres es un hecho
bien documentado (Hamburger, 1991, Ghisalberi, 1993; Hosttelman &
Marston,1990; Kinghorn et al., 1995; inler alia), y aunque recientemente se ha
observado un creciente interés por la investigacién de otras fuentes naturales
alternas como los organismos marinos, fingicos y protistas, las plantas contindan
siendo una fuente potencial muy valiosa de productos naturales de interés para el
desarrollo de agentes medicinales y pesticidas. En este sentido, la gran
biodiversidad de la flora de México ofrece numerosas posibilidades para la
busqueda de produclos naturales tanto de importancia medicinal como agroquimica.
Cabe enfatizar también, que muchas de esas especies vegetales se encuentran en
peligro de extincién, de tal suerte que para evitar la pérdida de datos cientificos
valiosos, y quizas irrecuperables, las investigaciones sobre estas especies deben
estar enfocadas no sdlo a la conservacion de las mismas, sino también a la
investigacion quimica de su metabolismo secundario y al establecimiento de su
potencialidad como fuentes de principios bioactivos.

En general la preseleccién de las materias primas ideales para la obtencion de
principios activos (tanto pesticidas como medicinales) se realiza con base en
numerosos criterios, entre los que destacan por su importancia el etnomédico, el
quimiotaxonémico y el ecoldgico. El criterio quimiotaxonémico considera las
semejanzas del metabolismo secundario entre las especies filogenéticamente

relacionadas. E! criterio elnomédico se basa en la seleccién de las plantas de
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reconccido uso medicinal. El aspecto mas importante de este criterio de seleccion
es el hecho de que las plantas medicinales contienen sustancias bioaclivas
relacienadas o no con las bondades medicinales que se le atribuyen a esas
especies en la medicina popular.

Por Ultimo, el criterio ecoldgico se basa en la observacion de los efectos de las
interacciones, a veces complejas, entre dos organismos, los cuales pueden ser de la
misma o de diferentes especies. En particular, la observacién de las interacciones
planta-planta (alelopatia), en su mayoria mediadas por metabolitos secundarios
(aleloquimicos), es de gran utilidad para la seleccién de especies vegetales idéneas
para el descubrimiento de "herbicidas verdes” (Rice, 1984).

En este Ultimo contexto la especie Xanthocephalum gymnospermoides var
eradiatum puede constituir un candidato ideal para obtener pesticidas verdes, ya
que las observaciones de campo {criterio ecoldgico) durante la recoleccién de la
especie indicaron que esta es dominante en su habitat y que inhibe el crecimionto
de otras plantas anuales pertenecientes a los géneros Amaranthus, Bidens y
Chenopodium (Bye, 1996). Estas observaciones sugieren que la planta puede
contener agentes quimicos (aleloquimicos) de importancia alelopética y por lo tanto
de interés para el descubrimiento y desarollo de nuevos agentes herbicidas de
origen natural (Rice, 1984).

Los herbicidas de origen natural tienen la ventaja de ser menos téxicos, presentar
mecanismos de accion mas especificos y, mas importante adn son biodegradables.
En contraste, los herbicidas sintéticos son téxicos y en general tienen un mayor

grado de persistencia. En consecuencia, la investigacion de productos naturales
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para la obtencion de agentes herbicidas se encuentra plenamente justificada.
Afortunadamente para la realizacion de estos estudios se cuenta con bioensayos
sencillos y de facil implementacion, Entre los mds utilizados se encuentran los
ensayos de germinacion de semillas y de crecimiento radicular (Anaya et al, 1990;
Ghisalberti, 1993). Estas evaluaciones aunque bastante preliminares permiten
detectar compuestos y exlractos apropiados para el desarmollo de agentes
herbicidas (Ghisalberti, 1993).

Con base en las consideraciones anteriores y como parte de un estudio sistemalico
de plantas mexicanas como fuentes polenciales de agentes herbicidas, se considerd
cenveniente realizar la investigacién quimica y bioldgica de la especie

Xanthocephalum gymnospermoides var eradiatum.

Los objetivos generales planteados para el desarrollo del presente trabajo son los
siguientes:

1. Determinar el potencial fitoloxico del extracto integro de la variedad
Xanthocephalum gymnospermoides var eradiatum.

2. Aislar y caracterizar los constituyentes fitotéxicos de la planta con la finalidad de
obtener produclos nalurales de utilidad para el desarrollo de nueves agentes
herbicidas,

3. Contribuir al conocimiento del contenido metabélico secundario - de
X. gymnospermoides var eradiatum.

4. Contribuir al conocimiento y a los estudios de cardcter multidisciplinario de la flora

medicinal mexicana.
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Los objetivos particulares considerados para la implementacion del proyeclo se
indican a continuacién:

1. Preparar el extracto vegetal de la variedad X, gymnospermoides var eradiatum,
mediante un proceso de maceracion.

2. Determinar la fitotoxicidad del extracto total mediante la evaluacién de sus efectos
sobre el crecimiento radicular de semillas de Amaranthus hypochondriacus y
Physalis ixocarpa.

3. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto activo.

4. Separar y purificar los principios fitotdxicos presentes en las fracciones activas
mediante el empleo de las técnicas cromatograficas convencionales.

5. Determinar la fitotoxicidad de las fracciones y compuestos puros, mediante el
empleo del bioensayo de crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y
Physalis ixocarpa.

6. Realizar la elucidacién estructural de los compusestos activos mediante el empleo

de métodos quimicos, especiroscépicos y espectrométricos,
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I.PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal (planta entera) utilizado en el presente estudio fue recolectado
en el Municipio de Guachochic, Chihuahua, en el mes de Septiembre de 1994, La
clasificacién bolanica de la especie esluvo a cargo-del Dr. Robert Bye, director del
Jardin Botanico, Instituto de Biologia, UNAM. Un ejemplar de referencia (Voucher:
Bye 19286) se deposité en la coleccidn etnobotdnica del Herbario Nacional
(MEXU), del Jardin Botdnico, Institute de Biclogia, UNAM,

El proceso de desecacidn del material vegetal se realizé a temperatura ambiente,

y la fragmentacion del mismo se lievd a cabo en un molino Willey Modelo 4.

3.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES

3.2.1 ANALISIS CROMATCGRAFICOS

Los andlisis cromatograficos en columna abierta se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales, en columnas de vidrio empacadas con gel de sflice
Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5 a 7.0 ASTM. Para los analisis
cromatogralicos cualitatives y preparalivos en capa fina se emplearon placas de
aluminio con un espesor de 0.25 mm (Silica gel 60 Fas4 Merck) y placas de vidrio
(20X20 cm) recubiertas de gel de sflice de 2 6 0.25 mm de espesor (Silica gel 60
Fasa Merck), respectivamente. En ambos casos se utilizaron diversos sistemas de
elucién y agentes cromogenos, los cuales se resumen en los Cuadros 3 y 4,

respectivamente.
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Cuadro 3. Sistemas de elucion utilizados para los andlisis cualitalivos en

capa fina.
SISTEMA DE COMPQOSICION PROPORCION
ELUYENTES
A Hexano- CHCl; -MeOH Diversas
B Benceno-AcOE!L Diversas
C Hexano-AcOEt Diversas
D Benceno- CHCh Diversas
E CHCl3-MeOH Diversas

Cuadro 4. Agentes cromégenos utllizados para los andlisis cromatograficos

en capa fina.

REACTIVO

AGENTE CROMOGENQ

REFERENGIA

Sulfato cérico

12.0 g de sulfato cérico
222 ml de d4c. sulfdrico
concentrado

350 g de hielo picado

Lowery et al., 1993

Anisaldehido

0.5 mi de anisaldehido

9 mi de EtOH

0.5 mi de dac. sulltirico
concentrado

1 ml de a¢.acético

Touchstone, J. C.1992

3.2.2 Caracterizacién de los productos naturales y sus derivados

De manera general la caraclerizacion de los productos aislados o sus derivados

se realizé por métodos espectroscdpicos y espectrométricos.

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 5890,
serig ll, con un voltaje de 70V para el registro. La Espectrometria de Masas en su
modalidad de Bombardeo RApido de Atomos (FAB), se registro en un aparato Jeol

DX 300 con un sistema IMA-3500, utilizando Xenén como elemento para el

bombardeo con 6 KeV, y NBA como disolvente.
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Los espectros de RMN se registraron en un aparato Varian VXR-3005 utilizando
como disolventes CDCla y como referencia interna TMS. Estos ultimos y los
espectros de masas se determinaron en el Instituto de Quimica , UNAM.

Las rolaciones dpticas se midieron en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los
espectros de IR fueron registrados en un espectrofotomelro de rejilla Perkin-

Elmer, modelo 599, en pelicula y en pastilla de KBr.

3.3 Preparacion de los derivados de los compuestos aislados.

3.3.1 Obtencion de los derivados metilados.

Para oblener los derivados metitados de los compueslos se ulilizd una solucion
etérea de diazometano, preparada con hidréxido de potasio (5.0 g en 7.5 ml de
agua), 25 ml de metanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida
(Diazald, Aldrich) en 45 ml de éter etilico. Por cada 100 mg del producto a metilar
se utilizaron 20 ml de la solucién etérea de diazometano. El producto a metilar se
disolvid en metanol o éter elilico y la mezcla de reaccion se dejoé a lemperatura

ambiente durante 24 horas (Pavia, 1995),

3.3.2 Obtencidn de los derlvados acetilados.

Para obtener los derivados acetilados de los compuestos, se utilizaron 1 ml de
piridina y 1 m! de anhidrido acético por cada 100 mg de muestra, La mezcla de
reaccion se dajé en reposo durante 24 horas y al término de este tiempo los

produclos acetilados fueron separados de la manera convencional (Pavia, 1995).



3.3.3 Obtencion de los derivados epoxidados.

Para obtener los derivados epoxidados de los compuestos, se utilizaron 1 mg de
acido meta-cloroperbenzoico por cada mg de muestra. La mezcla de reaccion se
agité durante 24 horas y al término de este tiempo se aislo el producto epoxidado

de acuerdo a la metodologla convencional (Pavia, 1995).

3.4 Determinacion de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal.

3.4.1 Método de la caja de petri.

La determninacion de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal de los
extractos y compueslos puros se realizé midiendo et efecto sobre el crecimiento
radicular de Amaranthus  hypochondriacus  (Amarantaceae) 'y Fhysalis
ixocarpa(Solanaceag) de acuerdo a la melodologia previarente descrita en la
literatura (Anaya et al., 1990).

Los bioensayos se realizaron en cajas de petri de 10 ¢m de didmetro intemo.
Cada una de las muestras de prueba se disolvié en CHCly o en CHCI3-MeOH (1:1)
y se prepararon soluciones a diferentes concentraciones (1000, 100, & pg/ml);
un ml de cada una de eslas soluciones se verlieron en las cajas de petri sobre un
disco de papel filtro (Whatman No. 1) y el disolvente se evaporé mediante una
corriente de aire.

Posteriormente , se inicid la germinacidn de 10 semillas de cada una de las dos
especies vegetales de prueba, humedeciendo el papel filtro con 3 ml de agua

destilada . El mismo procedimiento se ulilizd para los controles conteniendo
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Gnicamente disolvente, agua y el control positivo 2,4-diclorofenoxiacélico (2,4-D,
Sigma).

Las cajas de pelri se mantuvieron en la oscuridad a 30 °C y Ia actividad fitotéxica
se registrd midiendo la longitud de las radiculas después de 24 horas para
A. hypochondriacus y 72 horas para P. ixocarpa. En todos los casos se efectuaron
cuatro réplicas.

Los resultados obtenidos, se analizaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA, (p<0.05). Los valores de la Concentracion Inhibidora media (Clsg) se

determinaron mediante un analisis Probit a partir de los porcentajes de inhibicion.

3.4.2 Método bioautografico,

El metodo bioautografico se realizd sobre placas cromalogréficas de 5x20 cm
recublertas con gel de sflice. En cada placa se sembraron 5 mg del extraclo;
posteriormente se efectud la elucion utilizando CHCly-MeOH (1:1). Al cabo del
proceso de elucién se evapord el disolvente y las cromatoplacas se cubrieron con
20 ml de una suspensién de agar al 1%. Se realizaron dos réplicas en todos‘ los
casos, Paralelamente dos placas sin muestra problema se eluyeron con
CHCl3-MeOH (1:1). Estas se utilizaron como testigo.

Posteriormente, cada una de las placas cromatogréficas se cubrié completamente
con las semillas de A. hypochondriacus y P. ixocarpa. Las placas con las semillas
fueron incubadas a 28 °C durante 24 horas (A. hypochondriacus)

6 72 horas (P. ixocarpa) en una atmdsfera huimeda.
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Transcurrido el tiempo de incubacién se obseivé la zona de inhibicion
(Inoue, 1992). Esle dltimo procedimiento se realizé por comparacién con una
placa conteniendo la muestra, eluida en las mismas condiciones y revelada con el

agente cromdgeno apropiado.

3.5 Extraccion de ia planta entera Xanthocephalum gymnospermoides var
eradiatum.

El material seco y malido (2.09 kg) se extrajo mediante un proceso de maceracién
con 24 litros de una mezcla de CHCL-MeOH (1:1). En el Esquema 1 se resume el
procedimiento empleado. Este proceso permilid la obtencién de 142.0 ¢ de

extracto crudo.

3.6 Fraccionamlento preliminar del extracto totai.
El extracto total (142.0 g) se fracciond en una columna cromatografica abietta,
utilizando como adsorbente 900 g de ge! de sflice inactivdandola a! 10 %. El

proceso de elucion se efectud con hexano, hexano-CHCly en diferentes

proporciones, y MeOH. Se colectaron 178 fracciones de 1 It cada una. Cada una
de las fracciones fué analizada por cromatografia en capa fina y se combinaron
lodas aquellas que resultaron similares. Este proceso gener6 un total de 14
tracciones primarias. En el Cuadro 5 se resume el fraccionamiento mediante
cromatografia en columna del extracto total de la planta entera

X. gymnospermoides var eradiatum.
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Cuadro 5. Fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta

del extracto crudo de la planta entera X. gymnospermoides var eradiatum.

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones | Clave Peso
(%) combinadas (9)
Hexano 100 1-13 1-31 XG-A 4.24
Hex-CHCly 90-10 14-29 32-41 XG-B 1.96
80-20 30-44 42-44 XG-C 0.63
70-30 45.70 45-50 XG-D* 2.91
60-40 71-74 51-55 XG-E* 3.1
50-50 75-85 56-60 XG-F 6.43
40-60 86-98 61-83 XG-G* 6.62

30-70 99-102
20-80 103-106

CHCly 100 107-117 | 84-112 XG-H- | 9.04
CHCl;MeOH |  99-1 118-126 | 113-125 XGHl 6.16
955 127-133 | 126-130 XG-J 157
90-10 | 134-146 | 1314133 | XG-K 2,50
80-20 | 147-161 | 134135 | XG-L 3.01

70-30 162-163 136-149 XG-M 5.56
60-40 164-165
50-50 166-176
MeOH 100 177-178 150-178 XG-N 24.40

*Fracciones fitotdxicas de acuerdo al ensayo bioautografico.
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MATERIAL VEGETAL

1) Extraccion con CHCl3.MeOH (1:1)
via maceracién dos veces por 72 horas.

2) Filtrar y concentrar al vacio.

EXTRACTO CHCl3-Me OH RESIDUO VEGETAL

PESO TOTAL DEL EXTRACTO 1424.

VOLUMEN TOTAL DE CHCl3-MeOH (1:1) 24 litros.

Esquema 1. Proceso de extraccion de la planta entera X. gymnospermoides

var eradiatum,
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3.7 Aislamiento y purificacion de los productos de las fracciones activas.
3.7.1 Alslamiento y purificacion del acetato de lupeol (19) de la fraccién

primaria activa XG-C.

Sucesivas cromatografias preparativas de la fraccion primaria activa XG-C
0.6352 g, utilizando como eluyente una mezcla de benceno-CHCl; (8:2),
permitieron el aislamiento de 5.8 mg del producto bajo la forma de un polvo
blanco, el cual fue caracterizado como acetato de lupeol (19) por comparacion con
una muestra auténtica aislada de la Guarea grandifolia (Meliaceas)

(Viliarreal, 1996).

3.7.2 Aislamiento y purificacién del 4,5-epoxi-B-cariofileno (20) de la fraccidn

primaria activa XG-D.

La fraccién primaria activa XG-D 2.9131 g, se recromatografié en una columna
abierta de gel de sflice (27.5 g). E! proceso de elucién se llevo a cabe con hexano,
hexano-acetato de etilo en diferentes proporciones, y acetato de etilo. Se colecté
un total de 238 fraccienes de 15 ml cada una y se analizaron por cromatografia en

capa fina combindndose aquellas que presentaron homogeneidad cromatografica,

Este proceso generd un total de tres grupos de Iracciones secundarias.

En el Cuadro 6 se resume este proceso cromatografico.
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccion activa

XG-D.
ELUYENTE | PROPORCION | NUMERODE |FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) FRACCIONES |COMBINADAS (9)
Hexano 100 1-21 1-28 XG-D1{ 0.07
Hexano- 99-1 22-65 29-47 | XG-D2| 0.21
AcOE! 97-3 66-100 48-244 | XG-D3| 1.10
96-4 101-155
95-5 156-195
90-10 196-204
80-20 205-240
70-30 241
60-40 242
50-50 243
AcOEt 100 244

Sucesivas cromatograffas preparativas de la fraccidn activa secundaria XG-D2
(Cuadro 6), utiizando como eluyente una mezcla de benceno-CHCly (7:3),
permitieron el aislamiento de 22.4 mg de 4,5-epoxi-p-cariofileno (20). Este
producto se obtuvo como un sdlido cristalino de punto de fusién 79-82 °C,
caracterizado por comparacion con una muestra auténtica aislada de Conyza

filaginoides (Asteraceae) (Acevedo y Eslrada, 1995).



3.7.3 Aislamiento de la i- amirina (21) de la fraccidn primaria activa XG-D.

De la fraccion primaria acliva XG-D 2.9131 g (Cuadro 5), cristalizaron de manera
espontanea 5.6 mg de un sdlido cristalino blanco, con punto de fusion de
190-193 °C, idéntico en todos sus aspectos a una muestra auténtica de {} amirina
(21), obtenida también de la  especie  Conyza  flaginoides

(Asteraceae) (Acevedo y Estrada, 1995).

3.7.4 Aislamiento y purificacién del grindelato de metilo (22) de Ia fraccién

primaria activa XG-E.

La fraccién activa primaria XG-E 3.11 g (Cuadro 5), se recromatografié en una
columna abierta de gel de sfilice (30.0 g). El proceso de elucion se llevo a cabo
con benceno, benceno-AcOEt en diferentes proporciones, y AcOEL Se colectaron
un total de 66 fracciones de 20 ml cada una y se analizaron por cromatografia en
capa fina combindndose aquellas que presentaron caracteristicas cromatogrdficas
similares. Este proceso generdé dos grupos de fracciones secundarias. En el
Cuadro 7 se resume el proceso cromatografico anterior.

Sucesivas placas preparativasv de la fraccién acliva secundaria XG-E1 (Cuadro 7),
utilizando como eluyente bencenc-AcOEl (9:1), permitieron el aislamiento de

11.9 mg del grindeiato de metilo {22} como un sélido vitreo de color amarillo claro,
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Cuadro 7. Fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccion activa

XG-E.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS (@)

Benceno 100 1-53 1-26 XG-E1| 1.41

Benceno- 90-10 54-61 2766 | XGE2| 028

AcOE! 80-20 62-63

AcOE! 100 64-66

3.7.5 Aislamiento del a-espinasterol (23) de la fraccién primaria XG-F.

Con la finalidad de separar el producto mayorilario de la fraccidn primaria inactiva
XG-F 6.43 g (Cuadro 5), se procedio a recromalografiar la fraccion en una
columna abierta de gel de silice (60.0 g). El proceso de elucion se llevd a cabo
con h?.xano, hexano-AcOEt en diferentes proporciones, y AcOEt. Se colectaron un
lotal de 77 fracciones de 30 ml cada una. De nueva cuenta el analisis por
cromatografia en capa delgada de todas las fracciones permitio la combinacion de
aquellas similares. Este proceso cromatografico se resume en e} Cuadro 8.

De la fraccidn secundaria XG-F2 (Cuadro 8), cristalizaron de manera espontanea
40.0 mg de un sdlido cristalino de color blanco con un punto de fusién de
159-160 °C. Este producto se caracterizd por comparacion con una muestra
auténtica de «-espinasterol, previamente aislada de Conyza filaginoides

(Asteraceae) (Acevedo y Esltrada, 1995).
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Cuadro 8. Fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccién XG-F.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES [FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS (9)
Hexano 100 1-11 1-25 XG-F1| 160
Hexano- 95-5 12-24 26-38 XG-F2 | 0.73
AcOE! 80-10 25-42 39-77 XG-F3 | 1.07
80-20 43-60
70-30 61-72
50-50 77-76
AcOE! 100 77

3.7.6 Aislamiento y purificacion del 8,13-p-epoxilabdano-145,15 diol (24) y del

dcido grindélico (25) de la fraccidn activa XG-H.

La fraccion activa primaria XG-H 9.04 g (Cuadro 5), se recromatografio en una
columna abierta de gel de sflice (180.0 g ). El proceso de elucion se llevd a cabo
con banceno, benceno-AcOEL en diferentes proporciones, y AcOEL Se colectaron
un total de 238 fracciones de 50 ml cada una y se analizaron por cromatografia en
capa fina combinandose aquellas que presentaron caraclerfslicas cromatograficas
similares. En el Cuadro 9 se resume el fraccionamiento secundario de la fraccién

activa XG- H.

Sucesivas cromatograffas preparativas en placa delgada ufilizando como sistema
de elucién benceno-AcOEt (8:2) de la fraccion activa secundara XG-H2

(Cuadro 9), pemitieran aislar y purificar 145.30 mg del producto {25) como un
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solido vitreo de color amarillo claro. La metilacion de este producto (100 mg) de
acuerdo a la metodalogia indicada en el inciso 3.3.1 generé 115.69 mg del

producto (22).

La fraccidn secundaria activa XG-H3 (Cuadro 9), contenia una mezcla de dos
componentes mayoritarios, uno de los cuales correspondfa al dcido grindélico
(25), en consecuencia para facilitar la separacion del otro constituyente la mezcla
se metild por tratamiento con diazometano. Para eilo, a 100 mg de la mezcla
disueltos en 5 ml de metanol se le adicionaron 20 ml de una solucidn etérea de
diazometano. La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante
24 horas y como resultado de esta reaccién se obtuvieron 116.4 mg de una
mezcla de dos constituyentes mayoritarios pero con distinto valor de factor de
retencion; de acuerdo al analisis por cromatografia en capa delgada. La mezcla
anterior se resolvié mediante una crdmatografia en columna abierta, utilizdndose
como adsorbente 15.0 g de gel de silice. El proceso de elucion se llevo a cabo con
benceno, benceno-AcOEt en diferentes proporciones, AcOEt y AcOEt-MeCH en
diferentes proporciones. Se colectaron un total de 29 fracclones de 15 ml cada
una, las cudles se analizaron por cromatografia en capa fina combindndose
aquellas que presentaron caracteristicas cromatogréficas similares como en los
casos anteriores. Este proceso generd un total de tres grupos de fracciones

terciarias (Cuadro 10).
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Cuadro 9. Fraccionamiento secundario de la fraccion activa XG-H.

ELUYENTE | PROPORCION | NUMERODE | FRACCIONES | CLAVE |PESO
(%) FRACCIONES | COMBINADAS (@
Benceno 100 1-36 1-66 XG-H1 | 065
Benceno- 99-1 37-52 67-112 XG-H2 | 0.19
AcOEt 95-5 53-68 113-130 XG-H3 | 0.14
90-10 69-168 131-238 XG-H4 [ 0.19
80-20 169-208
70-30 209-228
60-40 229-230
50-50 231-232
30-70 233-236
AcOE! 100 237-238

Cuadro 10. Fraccionamiento terciario biodirigido de la fraccidn secundaria

XG-H3.

ELUYENTE [PROPORCION | FRACCIONES|FRACCIONES | CLAVE | PESO

(%) COMBINADAS ()
Benceno 100 1-22 1-25 XG-H3-A {0.0036
Benceno- 90-10 23-24 26-28 XG-H3-B | 0.03
AcOEt 70-30 25

50-50 26
AcOEt 100 27
AcOEl- 50-50 28-29 29 XG-H3-C | 0.04
MeOH

De la fraccion terciaria XG-H3-B (Cuadro 10), precipitaron de manera espontédnea

25.0 mg de unos cristales blancos, con un punto de fusion de 59-61 °C, este
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producto correspondia al diol (24). La acetilacién de 10.0 mg del diol (24) generd
el diacetil derivado {15.8 ng) (24a).

Por otra parte, de la fraccion secundaria XG-H3-A (Cuadro 10) se aislaron
cantidades adicionales de! 4cido grindélico (25), bajo la forma del grindelato de
metilo (22). Este producto resulto ser idéntico al producto natural aislado de la
fraccion XG-E. A su vez, el tratamiento de 2 mg del producto (22) con 4cido meta-

cloroperbenzoico generd 2.5 mg del epéxido (26a).

3.7.7 Aislamiento y purificacién del acido 7a, 8o -epoxigrindélico (26) bajo la

forma de éster metfiico de la fraccién primaria XG-I.

6.16 g (Cuadro 5) de la fraccion primaria XG-l, se metilaron por tratamiento con un
exceso de diazometano. La fraccién metilada fue recromatografiada en una
columna abierta de gel de silice (60.0 g), y el proceso de elucion se llevé a cabo
con benceno, benceno-AcOE! en diferentes proporciones, y AcOEt, Se colactaron
un total de 94 fracciones de 20 ml cada una y se combinaron aquellas que
presentaban caracteristicas cromatogréficas similares. Ei proceso generd un total
de tres grupos de fracciones secundarias. En el Cuadro 11 se resume el proceso
antes descrito.

Sucesivas cromatografias preparativas en capa fina de la fraccién secundaria
XG-12 (Cuadro 11), utilizando como eluyente benceno-AcOEt (9:1), permitieron el
aislamisnto de 16.2 mg del éster metilico del producto (26) como un sélido vitreo

de color amarillo,
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Cuadro 11, Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XG-L,

ELUYENTE | PROPORCION]FRACCIONES | FRACCIONES | GLAVE | PESO
(%) COMBINADAS (@

Benceno 100 1-61 1-63 | XG-11 | 0.02

Benceno- 99-1 62-66 B4-80 | XG-2 | 0.04

AcOE! 97-3 67-93

AcOE! 100 94 81-94 | XG-13 | 027

3.7.8 Aisfamiento y purificacion del dcido 7a-hidroxi-8(17) deshidrogrindélico

(27) bajo Ia forma de su éster metilico de {a fraccidn inactiva primaria XG-L..

La fraccion inactiva primaria XG-L. 3.0 g (Cuadro §), se recromatografio en una
columna abierta de gel de silice (38.0 g). El proceso de elucion se llevo a cabo
con CHCly, CHCl3-MeOH en diferentes proporcianes, y MeOH. Por este
procedimiento se colectaron un total de 258 lracciones de 20 ml cada una,
mismas que se analizaron por cromatogratia en capa fina combinandose aquellas
que presentaron homogeneidad cromatografica. Este proceso generd un tolal de
tres grupos de fracciones secundarias y los resullados se resumen en el
Cuadro 12.

La fraccion XG-L2 (Cuadro 12) se melilé por tratamiento con un exceso de
diazometano. Posterionnente sucesivas cromatografias preparativas de la fraccion
melilada, utilizando como eluyente una mezcla de hexano-CHCly (7:3), se aislaron
33.0 mg det éster metilico det dcido 7« -hidroxi-8 (17) deshidrogrindélico (27a) el

cual se obtuvo bajo Ja forma de un sdlido vitreo de color amarillo.
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Cuadro 12. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XG-L,

ELUYENTE | PROPORGION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE [PESO
%) COMBINADAS (@)
CHCly 100 1-105 1-113 XGL1 | 036
CHCl3. 9911 106-227 114-164 XG-L2 | 0.34
MeOH 95:5 228-247 165-256 XG-L3 | 0.73
90:10 248-249
80:20 250-251
70:30 052-253
60:40 254-255
60:50 256-257
MeOH 100 258

3.7.9 Aislamiento y purificacién de los &dcidos 17-hidroxigrindélico (28) y

6, 18-dihidroxigrindélico (29) bajo la forma de sus ésteres metilicos da la

fraccion inactiva primaria XG-M.

La fraccion primaria inacliva XG-M 5.6 g (Cuadro 5), se recromatogralié en una
columna abierta de gel de silice (60.0 g), el proceso que se llavé a cabo mediante
la elucion con CHCly, CHCl;-MeQOH en diferentes proporciones, y MeOH, De este
fraccionamiento se recolectaron un total de 225 fracciones de 20 mi cada una, que
fueron combinadas de acuerdo a su similitud en composicion mediante el andlisis

por cromatografia en capa delgada. E! proceso cromatografico se resume en ei

Cuadro 13.
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Cuadro 13. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XG-M.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES] CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS )
CHCly 100 1-34 158 XG-M1| 0.59
CHCly- 99:1 35-161 5975 | XGM2| 029
MeOH 97:3 162-231 76-142 | XGM3| 099
90:10 232 143-236 | XG-Ma| 128
80:20 233
50:50 234
MeOH 100 235236

La fraccion secundaria XG-M2 (Cuadro 13) se sometié al procedimiento de
metilacién y el producto mayoritario de la reaccion se purificd por sucesivas
cromalografias preparativas de la fraccién secundaria XG-M2 metilada, utilizando
como eluyente una mezcla de hexano-CHCly (1:1), lo que permitié e! aislamiento
de 6.0 mg del éster metilico del acido 17-hidroxigrindélico (28a). Este producto se
obtuvo como un sélido vitreo de color amarillo.

Por otra parte, de la fraccion secundaria XG-M3 (Cuadro 13) metilada cristalizaron

de manera espontdnea 7.4 mg del éster metflico del acido 6, 18-dihidroxigrindélico

{29a), como un sélido cristalino blanco.

32




3.7.10 Aislamiento del 3, 6-dimetil éter del camperol (30) de fas fracciones

inactivas primarias XG-L y XG-M

De las fracciones inactivas primarias XG-L y XG-M (Cuadro 5), cristalizé
aspontdneamente un sdlido ctistalino de color amarillo con un punto de fusion de
229-230 °C, y cuyo faclor de retencion en ambos casos fue el mismo, que se

identificé como el compuesto (30).

3.7.11 Aislamiento del pB-D-glucositosterol (31) de la fraccién inactiva

primaria XG-L..

De la misma fraccion primaria inactiva XG-L (Cuadro 5), cristalizaron
espontaneamente 90 myg de un sdlido cristalino de color blanco, con un punto de
tusion de 274-276 °C, que fue identificado como el p-D-glucositosterol (31) por

comparacion con una muestra auténtica.

3.7.12 Aislamiento de la sacarosa (32) de la fraccién inactiva primaria XG-N.
De la fraccién primaria inactiva XG-N (Cuadro 5), cristalizaron 80.0 mg de un
sdlido cristalino en forma de prismas de color blanco con un punto de fusién de

165-180 °C, que fue identificado como sacarosa por comparacién con una

muestra auténtica.
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iV. RESULTADOS Y DISCUSION

4,1 Obtencién de los compuestos inhibidores del crecimiento vegetal de

X. gymnospermoides var eradiatum.

La oblencién de los constiluyentss activos a partir de la especie Xanthocephalum
gymnospermoides var eradiaturn, se realiz6 medianie un estudio fitoquimico biodirigido.
Este lipo de estudio ha demostrado en diversas ocasiones ser el mds eficiente para la
obtencién de metabolitos secundarios bioactives, tanto de interés medicinal como
agroquimico {Hamburger, 1991, Ghisalberl, 1993; Hosttetman & Marston, 1990;
Kinghorn et al, 1995; inler alia).

La estralegia de trabajo implementada en el presente esludio abarcé las elapas
sigulentes:

1. Preseleccion e identificacion taxondmica del material vegetal,

2. Seleccién del material mediante la evaluacion bioldgica preliminar del extracto
integro de la planta.

3. Preparacion del extracto total a mayor escala.

4, Fraccionamiento biodirigido del extracto crudo.

5. Separacidn y purificacidn de los constituyentes prasentes en las fracciones aclivas,
6. Caracterizacidn de los constituyentes bioactivos.

7. Evaluaciones biofdgicas de los compuestos puros o sus derivados.
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La preseleccidn de la planta X. gymnospermoides var eradiatum se realizd
fundamentalmente con base en dos de los criterios mas utilizados para la deteccion de
fuentes potenciales de principios bioactivos: el quimiotaxondmico y el ecologico. El
primero se basd en los antecedentes de la familia de las Asteraceae como fuente
valiosa de compuestos filotoxicos (Fischer, 1986, Fischer, 1991). El segundo, se
fundamento en las observaciones de campo realizadas por el botanico colector de la
planta. Estas observaciones indicaban en primer lugar que la variedad es dominante en
su habitat y en segundo lugar que impide el crecimiento de otras hierbas anuales, de
ahi su uso frecuente como cultivo de cobertura (Bye, 1996).

La identificacion y recoleccion de la especie, asi como, las observaciones de campe
fueron réalizadas por el Dr. Bye, director de! Jardin Botanico, Instituto de Biologia,
UNAM.

Posteriormente se delermind el efecto inhibidor del crecimiento vegetal del extracto
integro de la planta midiendo su efecto sobre el crecimiento radicular de
A. hypochondriacus y P. ixocarpa. Los resultados de esta determinacion se ilustran en
la Gréfica 1, de los cuales se infiere que el extracto de la planta inhibié de manera
significativa el crecimiento radicular de la maleza A, hypochondriacus,
Clso de 185.92 ng/iml. Al realizarse el ensayo sobre P. ixocarpa el resultado fue
contrario al anterior, ya que hubo estimulacion del crecimiento radicular encontrandose

en este caso una Cls; mayor a 1000 pg/mil.
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Grafica 1. Porcentajes de inhibicion del extracto integro de X. gymnospermoides var eradiatum sobre el
radicular de Amaranthus hypochondriacus y Physalis ixocarpa.
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La preparacion del extracto en gran escala se realizd mediante un procedimiento de
maceracion tal como se indico en la seccion experimental. A continuacion, el extracto
fitotdxico se fracciond mediante el uso de una columna cromatografica abiena, usando
gel de silice como fase estacionaria. Este proceso generd un total de 14 fracciones

primarias XG-A-XG-N (Cuadro 5, seccién experimental).

Para realizar el analisis de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal se ulilizé un
procedimiento bioautogréfico {Inoue,1992; seccidn experimental inciso 3.4.2). De esta
manera se evaluaron tanto el extracto Integro como las fracciones primarias,
encontrandose que la actividad de las Gltimas coincidia con la zonas de inhibicion
detectadas en el extracto original. De acuerdo a los resultados derivados de estas
evaluaciones la actividad inhibidora del crecimiento vegetal se concentraba en las

fracciones XG-D, XG-E, XG-G y XG-H.

El aislamiento y la purificacion de los compuestos presentes en las fracciones activas e
inactivas se realizd mediante el empleo de técnicas cromatograficas y procedimientos
quimicos. Gabe destacar que aunque los métodos quimicos no son aconsejables para
la separacién de productos bioaclivos, en el caso del estudio de la fraccidn activa
XG-l no qued6 otra alternativa, debido a la complejidad de la misma y a la poca
resolucién obtenida en los diferentes sistemas cromatogrdficos de prueba. En el
Cuadro 14 se resumen los metabolitos secundarios aislados de la especie

X. gymnospermoides var eradiatum y los rendimientos correspondientes.
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Cuadro 14. Metaholitos secundarios aislados de la especie X. gymnospermoides

var eradiatum.

COMPUESTO RENDIMIENTO (%)
N 0.000036
AcO
Acelalo de lupeol (19)
0.00065
0
H " H 13
4,5-epoxi-B-cariofileno (20)
: 0.00016
B-amirina (21)
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Cuadro 14, Metabolitos secundarios aislados de la especie X. gymnospermoides

var eradiatum (Contlnuacion).

COMPUESTO AENDIMIENTO (%)
0.00037

» 0.00257

27

0.00230

8,13-f-epoxilabdano-145,15 diol (24)

39



Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de la especle X, gymnospermoides

var eradiatum (Continuacidon).

COMPUESTO RENDIMIENTO (%)
0.01311
0.00010
0.00099
195" e
7o-hidroxi-8(17) deshidrogrindelato de metilo (27a)
0.00034
17-hidroxigrindelato de matilo (28a)
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Cuadro 14. Metabolitos secundarios aistados de la especie X, gymnospermoides

var eradiatum (Continuacién).

COMPUESTO RENDIMIENTQ (%)
0.00041
0.00300
3,6-dimetif éter del camperol (30)

0.00270

CHOH o
OH 0
St
OH
3-D-glucositosterol (31)
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Cuadro 14. Metabolitos secundarios aislados de la especie X, gymnospeimoides

var eradiatum (Continuacion).

COMPUESTO RENDIMIENTO (%)
CH.OH 0.01920

-0
CH,OH
/O
-0~ (% '
OH —
CH,0OH
OH "

Sacarosa (32)

4.2 CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES ACTIVOS.

La caracterizacion de los compueslos aislados se realizé mediante el empleo de
técnicas espectroscapicas y espectrométricas convencionales, y mediante el empleo de
algunos procedimientos quimicos.

4.2.1 CARACTERIZACION DEL 8,13 -EPOXILABDANO-14S, 15-DIOL (24) DE LA
FRACCION ACTIVA XG-H.

El 8,13 B-epoxilabdano-148,15 diot (24) se obluvo mediante sucesivas cromatogratfias
preparativas en capa delgada de la fraccién primaria XG-H. Las constantes fisicas,
espectroscépicas y espectrométricas del producto natural se resumen en la

Tabla 1.
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El espectro de IR (Espectro 1) presentd una absorcion intensa para grupo hidroxilo en
3417 cm’. La acelilacion del producto natural con AcQ/ pitidina generd el diacetato
24a conlinmdndose quimicamente la naturaleza dicarbindlica del producto natural.

Las constantes fisicas, espectioscdpicas y espectrométricas del derivado 24a se
fesumen en la Tabla 2.

El ion molecular de 310 uma observado en el espectro de masas del producto natural
(Espactro 2) corresponde a la formula Cyy Hsg0s, 1a cual permite cinco insaluraciones.
Esta formula sugirio que el producto (24) era un diterpendiol. Qlios picos importantes
se observaron en m/z 293 (M*-15), 279 (M*-31), 263 (M*-15-31-H), 245 (M'-15-18-31-
H), 189, 163, 137, 123, 81, 69 y 43. El pico intenso en m/z 245 (pico base) se genera
medianta una pérdida de dieciocho unidades de masa a partir del fragmento 263,

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas y el andlisis de los

espectros de RMN-"3C (Espectro 4, 4a y 5) del producto (24) permitieron comprobar

que el producto era un diterpendiol con un ntcleo del tips 8,13 B-epoxilabdano
[Figura 4] (Valverde et al, 1977, Von Carstenn ¢t al, 1975; Fernandez., 1986,

inter alia).

e
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Figura 4. Nucleo base del 8,13 f-epoxilalbidano,



Cabe destacar que la estructura base propuesta satistacia el numero de insaturaciones
requeridas por la formula molecular,

£l espectro de RMN-'3c (Espectro 4) mostro sefiales para veinte atomos de carbono y
el analisis del espectro de RMN-"C en su modalidad DEPT (Espectro 4a) indico
claramente que las rﬁismas correspondfan a cinco metilos, ocho metilenos, tras metinos
y a cualro carbonos cuatemarios. De acuerdo a la teorfa del desplazamiento quimico,
. uno de los metinos (8¢ 75.77) y uno de los metilenos (8¢ 63.56) se encontraban unidos
a funciones oxigenadas. Estas sefales eran congruentes con la presencia en la
molécula de un alcohol primario y ofro secundario. Por ofra parte, los carbonos
cuaternarios en 8¢ 76.57 y 77.40 también se encontraban unidos a una funcion
oxigenada y eran asignables a los cabonos C-8 y C-13 del nicieo baso,
respectivamente.

Los espectros de RMH-'H del producto natural y de su derivado (Espectros 3 y 3b)
presentaron sefiales para:

1. Cinco metilos unidos a carbonos cuaternarios en 64 1.28 (H-16}, &y 1.13 (H-17),
81 0.86 (H-20) y 84 0.80 (H-18 y H-19) en el caso del producto natural y en &y 1.26,
8y 1.22, 8 0.86 y &y 0.79 en el derivado acetilado.

2, Un sistema ABX en 8 3.75 (d, J=11.4 y 6.0 Hz); 4 3.60 (m) y 8y 3.48 (m) el cual se
desplazé paramagnéticamente en el derivado acslilado (24a) [64 4.08, 64 4.46 vy
5 5.03). Las senales del sistema ABX correlacionaban en el espectro de corrslacion
heteronuclear (HETCOR) con el metino en & 75.77 (C-14} y el melileno en

8¢ 63.56 (C-15). Cabe destacar que el conjunto de estas sefiales era congruente con la
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presencia de un diol vecinal unido a un centro terciario en el producto natural. En
consecuencia esta porcién de la estructura solo se podia encontrar ubicado sobre el
C-13 del nicleo base.

3. Un multiplete centrado en & 2.14. Esta sefial correlacionaba con el metileno en
8c 29.36 en el espectro de correlacion heteronuclear HETCOR (Espectro 5).
Este multiplete se desplazé a campo mas bajo en el espectro de RMH-'H del derivado
diacetilado (24a), donde se observa sobrepuesto con olras sefiales en la region de los
metilenos.

4, Dos grupos hidroxilo 64 2.89 (d, J=5.40 y 2.77 Hz) que desaparecen al equilibrar el
especlro con agua deulerada.

Los espectros de RMN-'H del producto (24) resultaron ser idénticos a los descritos para
el barbatol, un entlabdano previamente aislado de Sideritis arborescens Salzm.
(Lamiaceae). Sin embargo, el signo de la rotacién éplica fué contrario, por lo que se
propone que el producto nalural (24) aislado de X. gymnospermoides var eradiatum
corresponde al barbatol de la serie normal (8,13-B-epoxilabdano-148,15 diol), y
representa un nuevo producto natural.

El espectro de RMN-'*C para el isémero ent n§ se encuentra descrito en la literatura,
En el presente trabajo las sefales se asignaron mediante el empleo de modelos

adecuados (Ferndndez et al, 1986) y el andlisis del espectro HETCOR.
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Tabla 1, Conslantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del 8,13 p-

epoxilabdano-145,15 diol (24).

IR ,vmax (pelicula) cm-' 3417, 2938, 2869 y 1099,
(Espectro 1)
EMIE, m/z (int rel) (Espectro 2): 310 [M* (0.18)), 293 (0.18), 263 (28.6),

245 (100.0), 229 (0.18), 189 (3.27),
163 (5.7), 137 (28.6), 123 (12.3), 81
(13.1),69 (14.7) y 43 (17.2).

RMN-'H & (300 MHz, CDCl), ppm|3.75 [dd, J=11.4 y J=6.0(H-154)], 3.60
{Espectro 3): (m,H-155), 3.48 {m, H-14x), 2.89 [d,
J=5.4(0H-14)}, 2.77 (m, OH-15), 2.14
(m,H-124), "1.28 (sH-16), 1.13 (s,
H-17), 0.86 (s,H-20) y 0.80 [s,(H-18 y

H-19)1,
RMN-PC § (75 MHz, CDCly), ppm|38.92 (C-1), 18.41 (C-2), 43.75 (C-3),
(Especro 4): 33.17 (C-4), 53.66 (C-5), 20.01 (C-6),

41.97 (C-7), 76.57 (C-8), 56.43 (C-9),
37.11 (C-10), 1435 (C-11), 29.36
(C-12), 77.40 (C-13), 75.77 (C-14),
63.56 (C-15), 2527 (C-16), 25.21
(C-17), 33.30 (C-18), 21.33 (C-19) y
15.1 (C-20).

Iﬂ D +20°

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz
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Tabla 2. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del derivado

acetilado del 8,13 f-epoxilabdano-145,15 diol (24a).

IR ,vmax (pelicula) cm-'
{Espectro 3a):

2930, 2860, 1745, 1458, 1373, 1242,
1043 y 993.

RMN-'H § (300 Mhz, CDClL), ppm
(Espectro 3b):

5.03 [dd, J=8.85 y J=2.60(H-15,)], 4.46
(dd, J=12.0 y J=2.70 (H-14g)}, 4.08 [dd,
J=11.85 y J=8.6 (H-144)], 2.10 (s,
OMe), 2.02 (s, OMe), 1.20 (s, H-16 ©
H-17), 1.19 (s, H-17 6 H-16), 0.86 (s,
H-20) v 0.80 (s, H-18 y H-19).

EMIE, m/z (int rel) (Especiro 3c):

273 [M'(0.10)), 263 (98.6), 245
(100.0), 205 (8.18), 189 (9.27), 163
(25.7), 137 (686), 123 (29.3), 81
(25.1), 60 (24.7) y 43 (53.2).

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz
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4,2.2 CARACTERIZACION DEL GRINDELATO DE METILO (22) Y COMPUESTOS
RELACIONADOS

4.2.2,1 Grindelato de metilo (22) y acido grindélico (25).

Ei grindelato de metilo (22) se obtuvo por sucesivas cromatografias preparativas en
capa delgada de la fraccion secundaria fitotdxica XG-E1. Las constantes fisicas,
espactroscdpicas y espectrométricas del producto se resumen en la Tabla 3.

El espectro de IR (Espectro 6) presentdé absorciones caracleristicas para enlaces C-H
(2962, 2920 cm’") y, para funciones éster (1740, 1224 cm™)y éter (1103 cm’™").

La informacion proporcionada por ia espectroscopla de masas vy ei andlisis del espactro
de RMN-"3C (Espectro 9) del producto (22) permitieron comprobar que el producto era
un diterpencide con un nicleo 9, 13 epoxilabdano [Figura 5) (Guerreiro et al, 1980,

Timmermann et al.,, 1985; Adinolti et al., 1988; Gonzélez et al, 1984, inter alia).

Figura 5. Nicleo base del 9, 13 epoxilabdano.,
Ei ion molecular observado en el espectro de masas (Espectro 7) mostré una relacion
m/z de 334 uma y correspondid a la férmula CpiH3403. Esta fédrmula permite cinco
insaturaciones. Otros picos importantes en el espectro de masas (Espectro 7) se
observaron en m/z 210 (M*-124, pico base), 187, 178, 149, 136 (M'-124 -74), 109, 82,

69, 55, 43 y 41. El pico intenso en m/z 210 (pico base) se genera mediante una
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fragmentacion de RetroDiels-Alder (RDA), sequida de una pérdida de 124 unidades de
masa a partir del ion molecular. Este fragmento es caracteristico para los derivados de!
acido grindélico. En la Figura 7 se muestra el patrén de fragmentacion del compuesto

(22) (Timmermann et al., 1985).

El espectio de RMN-"JC {Espectro 9) mostrd sefales para 21 atomos de carbono. £l
andlisis de! espectro de RMN-"°C en su modalidad DEPT (Espectro 9a) indico
claramente que las sefiales correspondian a seis metilos, siete metilenos y dos
metinos; en consecuencia la molécula presenta seis carbonos cuaternarios.

De acuerdo a la teorfa del desplazamiento quimico, dos de los carbonos cuaternarios
{3 90.56 (C-9) y 81.60 (C-13)] se encontraban unidos a una funcién oxigenada, otro
correspondia al grupo carbonilo de la funcidn éster, el cuarto era de naturaleza olefinica
{8c 134.38) y los dos tltimos, de caracter alifdtico y fdcilmente asignables a los C-4
(8¢ 33.20) y C-10 (8¢ 40.64) del niicleo base. El resto de tas sefales incluyendo el
metoxilo en 8¢ 51.41 fueron asignadas ulilizando como modelos una serie de
diterpenos derivados del acido grindélico (Guerreiro ef al., 1980),

De manera adicional el espectro de RMN-'H (Espectro 8) pemitio evidenciar vy

comprobar fa siguiente informacion:

1. La presencia de cinco metilos unidos a centros cualerarios en 8y 1.76 (H-17),
1.33 (H-16), 0.90 (H-19), 0.87 (H-18) y 0.81 (H-20) y de un grupo metoxilo (8 3.65).
El desplazamiento en 3y 1.76 indico la presencia de un metilo sobre doble ligadura.

La correlacion observada en el espectro homonuclear COSY entre esta sefial (Figura 6)

y la vinilica en 8y 5.51, conlirmd esta propuesta.
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La asignacién de las senales de los matilos se realizd mediante las correlaciones

observadas en el espectro HETCOR (Espectro 10).

2.La presencia del metileno vecinal (C-14) de la funcidn carbanilica de los derivados del

Acido grindélico, ya que las sefales en by 2.75 (d, J=14.1 Hz) y &y 2.61(d, J=14.4 Hz)

confarman el sistema AB diagndstico para este metileno.
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Figura 6. COSY 'H-'H del grindelato de metilo (22).
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Con base en el andlisis anterior la estruclura del metabolito (22) se establecié como la
del grindelato de metilo. Asi mismo, el valor (negativo} de la rotacién dptica permitid
comprobar la configuracion pormal del nicleo labdano. Los pardmetros
espectroscopicos coincidieron con los publicados para el éster del dcido grindélico
(Guerreiro et al., 1980), sin embargo cabe hacer nolar que a la fecha no se ha descrito
previamente como producto natural.

E) acido grindélico (25) se obtuvo de la fraccion secundaria activa XG-H3. lLas
constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del producto (25) se resumen
en la Tabla 4. El espectro de IR (Espectro 11) de este producto evidencio la presencia
de una funcion acida (3437, 2917 y 1707 cm’). El espectro de masas (Espactro 12),
permitié determinar su férmula molecular como CagHaQq, 1a cual permitia cinco
insaturaciones al igual que en el caso del producto (22). El ion molecular observado en
m/z 320 tenfa 14 unidades de masa menos qie el producto (22),

Los espectros de RMN (Espectros 13, 14 y 14a) resultaron muy similares a los del
producto (22), difiriendo fundamentalmente en la ausencia de las sefales para el grupo
metoxilo de la funcion éster. En su lugar en ol espectro de RMN-'H (Espectro 13) se

observo upa banda ancha en 8y 3.19 misma que desaparecia al equilibrar el espectro
con D,0. Estas observaciones, aunadas a la diferencia de 14 unidades de masa en el

EM permitian inferir que el producto (25) era e! acido grindélico.
La metilacion del producto (25) por tratamiento con  diazometano confirmé
quimicamente la presencia de la funcion acida. Esta reaccién también permitié la

correlacion quimica entre los productos (22) y (25).
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Tabla 3. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométiicas del grindelato

de metilo {22},
2 16
11 4
n 14
1 ,,,,,;0/17
2 ™" COOCH,
[° 15
3 e
nd N
IR ,ymax (pelicula) cm-' 2962, 2920, 1740, 1470,1443 y 994
{Espectro 1):

EMIE, mvz (int rel) (Espectro 2): 334 [M' (2.5)], 319 (0.8), 261 (5.0), 210
(100), 187 (4.1), 149 (13.3), 136 (24.2),
109 (32.5), 82 (13.39), 69 (10), 43
(11.67) y 41 (10.8),

RMN-'H & (300 MHz, CDCly), ppm|5.51 (m, H-7), 3.65 (s, OCH3), 2.75 (4,

(Espectro 3): J=14.1 (H-14p)), 2.61 [d, J=14.4 (H-14g)],
1.76 (sa, H-17), 1.33 (s, H-16), 0.90 (s,

H-18), 0.87 (s, H-18) y 0.81 (s, H-20).

RMN-"C 5 (75 MHz, CDCL,), ppm|38.18 (C-1), 18.72 (C-2), 41.97 (C-3),
{Espectro 4): 33.20 (C-4), 42.68 (C-5), 32.80 (C-5),

126.55 (C-7), 134.88 (C-8), 90.56 (C-9),
40.84 (C-10), 24.16 (C-11), 24.50 (C-12),
81.60 (C-13), 33.20 (C-14), 171.9 (C-15),
27.33 (C-16), 21.30 (C-17), 32.90 (C-18),
2238 (C-19), 1672 (C-20) y 51.41
(OMe).

f g
[oo -83
J= Constants de acoplamiento expresada en Hz
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Tabla 4. Constantes fisicas, espectroscéplcas y espectrométricas del acido

grindelico (25).

IR ,ymax (pelicula) cm- 3437, 2917, 2868, 1707, 1463, 1380,
(Espectro 11); 1018 y 992,

EMIE, m/z (intrel) (Espectro 12); 1334 [M*(1.6)}, 320 (2.5), 318 (1.6), 245
(4.2), 212 (11.7), 196 (100.0),183 (8.3),
163 (6.7), 137 (7.5), 136 (11.7), 109
(19.2), 95 (10.5), 82 (10.8}, 69 (10.8), 43
(15.8) y 41 (10.0).

RMN-TH 5 (300 MHz, CDCL), ppm|5.62 (m, H-7), 3.19 (sa, OH), 2.59 (s,

(Espectro 13): H-14), 1.77 (sa, H-17), 1.25 (s, H-16),
0.91 (s, H-19), 0.88 (s, H-18) y 0.83 (s,
H-20).

RMN-°C 5 (75 MHz, CDCl), ppm|37.54 (C-1), 18.38 (C-2), 41.72 (C-3),
(Espectro 14): 33.20 (C-4), 37.23 (C-5), 31.85 (C-6),
- |61.71 (C-7), 130.88 (C-8), 88.38 (C-9),
39.81 (C-10), 22.96 (C-11), 29.23 (C-12),
81.55 (C-13), 47.20 (C-14), 172.04 (C-
15), 26.60 (C-16), 23.18 (C-17), 32.62
(C-18), 22.65 (C-19) y 16.62 (C-20).

J= Constante de acoplamiento éxpresada en Hz.
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£l producto de metilacién del compuesto (25) fue idéntico en todos sus aspeclos al
producto naturaf (22).

4222 Acidos 7u8c-epoxigrindélico (26), 17-hidroxigrindélico (28) vy
6,18-dihidroxigrindéiico (29), bajo la forma de sus ésteres metilicos

Da la fracciones primarias XG-t y XG-M se aislaron los productos (26) y (28) y (29), baje
la forma de sus ésteras melilicos (26a, 28a y 29a, respeclivamente). Las constantes
{Isicas, espectroscopicas y espectrométricas de los ésteres se resumen en las Tablas 5,
6 y 7, respectivamente,

La elucidacion estructural de estos produclos se realizd mediante el analisis
comparativo de sus espectros de RMN y da masas con aquellos del compuesto (22),
debido ala gran similitud existente entre todos astos comptiestos.

El producto (26a) en su especlro de AMN-'H (Espectra 17) presentd las sefales
diagndsticas para una funcién epdxido (8 3.08; ¢ 61.71 y 8¢ 130.88) y para un metilo
sobre una funcién cuaternaria oXigenada (8y 1.43 y 8¢ 23.18) en lugar de las sefales
para el metilo C-17 y para la doble ligadura entre C-7 y C-8, del compuesto (22).

Eslas observaciones permitieron inferir que el producto (26) era el &cido 7o,8c-
epoxigrindélico. La configuracién o del epéxido era evidente por la apariencia de la
senal en 5y 3.03 (H-7) como un singulete ancho en el especiro de RMN-'H.

Una evidencia adicional de la presencia de la funcién epoxfdica en el compuesto (26a)
se obluvo mediante el espectro de masas (Espactro 16) en el cual el pico base se

abservd en miz 226 en lugar de mvz de 210, como en el caso de! compuesto (22).
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La epoxidacion del producto (22) por tratamiento con acido meta-cloroperbenzoico
generé un producto idéntico en todos sus aspectos al éster metilico del producto natural
(26). Esta correlacién quimica confirmo la estructura molecular del compuesto (26),
como el dcido 70,80-epoxigrindélico (26).

Con respecto al produclo (28a) las principales diferencias observadas en los espectros
de RMN-'H (Espectros 8 y 21) en comparacién con el producto (22), fueron las
siguientes: en lugar de la seiial asignable al metilo en C-17 {8 1.76), se observo la
presencia de un sistema AB (84 2.74, d, J=14.1Hz ; & 2.64, d, J=14.1Hz) y de una
banda en 8y 4,15, que desaparecia al equilibrar el espectro con Dp0. Estas sefiales
eran atribuibles a una funcién alcohdlica primaria de tipo alilico; en consecuencia fa
estructura del compuesto (28) debia corresponder al acido 17-hidroxigrindélico.

Por dltimo, el espectro de RMN-'H (Espectro 24) del producto (29a) fue muy similar al
del grindelato de metilo (22). En lugar de las sefiales para el metilo en C-18 y para el
metileno alilico en C-6, observados en ele espectro de RMN-'H del compuesto (22), el
espactro del compuesto (29a) presentd un sistema AB (8 3.38, d, J=11.6 Hz; 84 3.20,
d, J=12.0 Hz) atribuible a un grupo hidroximetileno en C-18 y una sefial para una
funcién carbindlica secundaria o orientada en C-6 (8y 4.03). De nueva cuenla la
ubicacién de la funcién carbindlica en C-6 se realizé con base en la magnitud del
desplazamiento quimico observado para el hidrégenc geminal (64 4.03), el cual era
asignable a un metino carbindlico de naturaleza alilica. La estereoquimica o se asignd

con base a la apariencia como singulete ancho de la sefial. Con base en el andlisis
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anterior la estructura del compuesto (29) fue establecida como el acido 6,18
dihidroxigrindélico, el cual constituye un nuevo praducto natural.

4.2.2.3 Acido 7g-hidroxi-8(17) deshidrogrindélico (27).

Sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de la fraccion secundaria
XG-L2 metilada (Cuadro 12, seccion experimental) permitieron el aislamiento del
praducto (27a) el cual fue caraclerizado comao el éster metilico del 4cido 7-hidroxi,8(17)
deshidrogrindélico (27a). Las constanles Hisicas,espectroscépicas y espectrométiicas
se rasumen en la Tabla 8.

Su espectro de IR (Espectro 26) presentd sefales para enlaces C-H (2933, 2869 cm").
para OH (3496 cm") y para carbonilo (1739 y 1093 cm"), El ion molecular observado
en el espectro de masas (Espectro 27), mostré una relacion de m/z 350 uma y
correspondid a Ia férmuta Cp4Ha4O4. Esta formula permite cinco insaturaciones.

Los espectros de RMN (Espectros 28, 29 y 29a) también mostraron una gran similitud
con los del compuesto (22) sugiriendo que este producto era también un derivado del
acido grindélico (Guerreiro et al,, 1980).

El espectro de AMN-'3C (Espectro 29) mostrd sefales para 21 atomos de carbano; el
andlisis del espectro de AMN-2C (Espectro 29a) en su modalidad DEPT indicd que las
sefales del Espectro 29 correspondian a dos metinas ( igual que el compuesto 22),
cince metilos (uno menos que el compuesto 22), acho metilenos (uno més que el

compuesto 22} y seis carbonos cualernarios.
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Los espectros de RMN indicaron también que el producto 27a presentaba un metileno
exociclico (8y 500 y oy 4.89 6c 147.86 en C-8) en lugar del metilo sobre doble
ligadura como en et caso del compuesto 22.

De manera adicional, los espectros evidenciaron la presencia de una funcion
carbindlica secundaria e orientada en C-7 (613 4.27, dc 75.24). La ubicacién de esta
funcion en la pasicion C-7 se dedujo por la magnitud del desplazamiento quimico de ia
sefial, mismo que correspondia al de un alcohol secundario alilico. La estereoquimica
a se infirid de la apariencia de la sefal carbindlica como un singulete ancho. Si fa
disposicion del hidrégeno hubiese sido f§ la sefal se hubiese observado como un

doblete de doblete (J=10y 6 Hz).

Con base en estas evidencias el éster metilico del producto natural (27) se caracterizd
como el 7e-hidroxi-B(17) deshidrogrindelato de metilo (27a).

Los productos naturales (25-28) han sido previamente descritos en olras fuentes
naturales y las constantes fisicas, especirométricas y de RMN-'H de sus ésteres
melilicos resultaron idénticas a las previamente descritas (Guerreiro et al, 1980;
Timmermann ef al, 1985, Adinolfi et a/, 1988; Gonzélez et al, 1984; inter alia).
Los productos 22 y 29 representan nuevos productos naturales.

En genéral los especlros de RMN-"3C (Espectros 17-29a) de los productos obtenidos
se asignaron por comparacion con modelos apropiados, y mediante las correlaciones
observadas en los espectros HETCOR. Cabe destacar que los espectros de RMN-"C
de los productos naturales (26-29) y de sus darivados metilados correspondientes no

han sido descritos en la literatura,
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Tabla 5. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del

70, 8o-epoxigrindelato de metllo (26a).

IR ,vmax (pelicula) cm-' 2954, 2929, 1730, 1458, 1438, y 1029,
(Espectro 15):

EMIE, m/z (it rel) (Espectro 16): | 350 [M'(27.5)], 335 ((15.8,M-15)], 319
(3.3), 277 (6.7), 265 (6.7), 236 (32.5), 226
(100.0), 200 (24.1), 184 (15.8), 165
(12.0), 149 (32.5), 123 (26.6), 109 (25.8),
95 36.0), 69 (26.6), 55 (21.6), 43 (38.3) y
41 (20.8).

RMN-'H 3 (300 MHz, CDCly), ppm | 3.65 (s, OCHq), 3.03 (m, H-7), 2.83 [d,
(Espectro 17): J=14.7 (H-142)], 2.73 [d, J=14.4 (H-14g)),
1.43 (s, H-17), 1.34 (s, H-16), 0.87 (s,
H-19), 0.86 (s, H-18) y 0.83 (s, H-20).

RMN-’C 3 (75 MHz, CDCly), ppm |37.54 (C-1), 18,38 (C-2), 41,72 (C-3),
(Espectro 18): 33.20 (C-4), 37.23 (C-5), 31.85 (C-6),
61.71 (C-7), 130.88 (C-8), 88.38 (C-9),
39.81 (C-10), 22.96 (C-11), 29.23 (C-12),
81.55 (C-13), 47.20 (C-14), 172.04
(C-15), 26,60 (C-16), 23.18 (C-17), 32.62
(C-18), 2265 (C-19), 16.62 (C-20),
51.38(0OMe).

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz.
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Tabla 6. Constantes fisicas,

17-hidroxigrindelato de metilo (28a).

espectroscépicas y

espectrométricas

IR ,vmax (pelicula) cm-’
{Espectro 19):

3437, 2051, 2923, 2869, 1739, 1456,
1436, 1093, 1008 y 991,

EMIE, m/z (int rel) (Espectro 20):

350 [M*(14.17)]j, 236 (100), 194 (12.5),
163 (13.33), 138 (25.10), 109 (20.90),
95 (16.70), 69 (22.10), 55 (22.0), 43
(19.20) y 41 (16.0).

RMN-'H & (300 MHz, CDCls), ppm
(Espectro 21):

5.88 (m, H-7), 4.15 (m, H-17), 3.65 (s,
OMe), 2.74 [d, J=14.1 (H-144)}, 2.64
[d, J=14.1 (H-14g)], 1.40 (s, H-16);
0.90 (s, H-19), 0.88 (s, H-18) y 0.80 (s,
H-20)

RMN-"C & (75 MHz, CDCly), ppm
(Espectro 22):

38.52 (C-1), 18.72 (C-2), 41.97 (C-3),
2967 (C-4), 42.21 (C-5), 32.58 (C-6),
130.18 (C-7), 13943 (C-8), 89.82
(C9), 40.80 (C-10), 2422 (C-11),
27.94 (C-12), B1.86 (C-13), 47.47
(C-14), 171.91 (C-15), 27.36 (C-16),
6550 (C-17), 32.77 (C-18), 22.13
(C-19), 16.90 ( G-20) y 51.38 (OMe).

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz
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Espectro 18. IR 17-hidroxigrindelato de metilo {28a)
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Tabla 7. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 6,18-

dihidroxigrindelato de metilo (29a).

IR ,vmax (pelicula)cm - :

3450, 2938, 2870 y 1120,

EMIE, m/z (int rel):

348 [M-18 (0.3)], 332 [M-36 (20.0)],
319 (3.1), 261 (14.5), 210 (12.0), 183
(5.4), 136 (12.7), 109 (25.1), 82 (9.89),
69 (11.5), 43 (16.7) y 41 (11.5).

RMN-'H & (300 MHz, CDCl), ppm
(Espectro 23):

5.54 (m, H-7), 4.03 (m, H-6), 3.65 (s,
OCH3), 3.38 (d, J=11.6), 3.20 (d,
J=12.0), 2,50 (d, H-14), 1.80 (s, H-17);
1.28 (s, H-16), 0.95 (s, H-19) y 0.82
( s, H-20).

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz
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Tabla 8. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrometricas del éster

metilico del 7a-hidroxi-8 (17) deshidrogrindelato de metilo (27a).

IR ,vmax {pelicula) cm -' 3496, 3050, 2933, 2869, 1739, 1610,
Espectro 24) : 1456, 1436, 1093y 918

EMIE, m/z (int rel) (Espectro 25): | 350 [M'(14.17)}, 332 (11.67), 236 (100),
225 (20), 213 (31.67), 194 (12.5), 163
(13.33), 155 (15.83), 138 (25.0), 124
(20.83), 109 (20.83), 95 (16.67), 69
(21.67), 55 (21.67), 43 (19.17) y 41

(15.83).
RMN-'H 6 (300 MHz, CDCIy), ppm|5.09 (sa, H-17), 4.89 (sa, H-17), 4.55
(Espectro 26); [da, J=10, (H-OH)), 4.27 [m, (H-7))

366 [s, (OCHy)), 264 [d, J=14.1
(H-144)], 2.58 [d, J=14.1(H-14y)], 1.31
(s, H-16), 0.91 (s, H-19), 0.82 (s, H-18)
y 0.75 (s, H-20).

RMN-C 5 (75 MHz, CDCl), ppm|37.54 (C-1), 191 (C-2), 41.78 (C-3),
(Espectro 27): 3323 (C-4), 40.5(C-5), 32.1 (C-6),
75.24 (C-7), 147.86 (C-8), 93.42 (C-9),
4194 (C-10), 2576 (C-11), 31.85
(C-12), 82.41 (C-13), 46.64 (C-14),
171.36 (C-15), 26.41 (C-16), 111.14
(C-17), 33.36 (C-18), 21.95 (C-19), 16.7
(C-20) y 51.47 (OMe).

[l +857

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz.
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4.2,.3 CARACTERIZACION DEL 3,6-DIMETIL ETER DEL CAMPEROL (30) DE LAS
FRACCIONES PRIMARIAS XG-L Y XG-M.

Este producto, fue aislado como un sodlido cristalino, de color amarillo, con punto de
fusién 229-230 °C.

El espectro de IR (Espectro 30), presentd bandas de absorcidn caracteristicas para
grupos hidroxilo (3358 cm"), carbonilo de y pirona (1654 cm’) y dobles enlaces (1610,
1516, 950, 810 cm’™").

Las constantes espectroscdpicas y fisicas antes mencionadas, asi como,
consideraciones de tipo quimiotaxonémico (Sanggeng et al., 1987), permitieron sugerir
la naturaleza flavonoide del compuesto (Harborne et al., 1975, Markham et al., 1982,
Markham el al., 1985).

El analisis detallado de los espectros de RMN (Espectros 32, 32a, 33 y 33a) indicaron
que el producto (30) era un flavonol (Harborne et al., 1975, Macias el al.,1994,
Markham et al., 1982; Markham ef al., 1985).

El espectro de RMN-'H (Espectro 32) presentd las siguientes sefiales:

1. Dos singuletes (54 3.83 y 8 3.96) asignables a dos grupos metoxilos.

2. Un singulete en (8 6.52) atribuible a un hidrogeno aromatico aislado.

3. Un sistema A;B; (8 6.97, d, J=9.0 Hz; & 7.98, d, J=9.0 Hz.). Este sistema era
congruente con la presencia de un anillo aromdtico para-sustituido.

4. Tres singuletes anchos en &y 12.87, 64 94 y 84 8.75 asignables a tres grupos

hidroxilos. El primero de estos, debido a la magnitud del desplazamiento quimico

observado, debia estar quelatado con un grupo carbonilo.
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La ausencia de la sefial caracteristica para H-3 de una flavona en el espectro de
RMN-'H (Markham et al., 1982; Markham et al., 1985), sugeria que la molécula era un
flavonol, sustituido con dos grupos metoxilo y tres grupos hidroxilo, uno de los cuales
debia encontrarse en C-5, de acuerdo al desplazamiento quimico observado en &y
12.87 en el espectro de RMN-'H.

E! espectro de RMN-"*C (Espectro 33) mostré sefiales para 15 dtomos de carbono. El
analisis del espectro de RMN-"*C en su modalidad DEPT (Espectro 33a) indico que las
senales correspondian a dos metilos, tres metinos y diez carbonos cuatemarios, Con
base en la teorfa del desplazamiento qufmico, uno de los carbonos cuaternarios
(6:178.83) se asignd al grupo carbonilo de fa y pirona y las sefiales en §,159.95,
156.17, 152.38, 152.08, 137.84 y 130.08 se asignaron a carbonos cuaternarios base de
oxigeno. Por ultimo, las sefiales en §; 121.29 y 105.57, eran asignables a los restantes
carbonos cualernarios.

Asi mismo, las senales observadas en &; 130.68, 115.63 y 93.58, fueron asignadas a
los metlinos aromaticos del anilfo del flavonol, como se indica en la Tabla 9
respectivamente, Por Ultimo, las sefiales en §; 60.58 y 59.87 fueron asignadas a los
grupos metoxilos evidenciados en ef espectro de RMN-H.

En principlo las evidencias anteriores podrian ser congruentes con cualquiera de las
estructuras indicadas en la Figura 8.

Para discemir entre las estructuras A-F de la Figura 8 el andlisis del especiro de

RMN-'H (Espectro 32a) del derivado acetilado (30a) y del patron de fragmentacion
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(Figura 9) observado en el espectro de masas (Espectro 31) del producto nalural fue
de gran utilidad.

Asi, en el espectro de RMN-'H de! derivado acetilado {30a) se observo que las senales
atribuibles a la rama A; del sistema A,B, del anillo aromalico para-sustituido y ta del
proton aislado en el anilo A se encontraban desplazadas paramagnéticamente en
8y B8.09 y 7.23. La magnitud de los despiazamientos [A3.5=0.29, Ag=0.71] eran
consistentes a la disposicion de un hidroxilo en C-4' y otro en C-7. Por otro Jado, la
presencia en e} espectro de masas del fragmento en m/z en 121 (Figura 9) era
congruente lambién con la presencia de un grupo hidroxilo en C-4'. Estas
observaciones indicaban que la estructura del flavonaide aislado era la
correspondiente a la posibilidad A de la Figura 8. Esta estructura corresponde al 3,6
dimetil éter del camperol, flavonoide previamente descrilo en otras fuentes naturales
{Macias y Rojas, 1994).

4.2.4 CARACTERIZACION DEL ACETATO DE LUPEOL (19), 4,5-EPOXI--
CARIOFILENO (20), B-AMIRINA (21) y a-ESPINASTEROL (23).

De la fraccion primaria activa XG-C (Cuadro 5, seccion experimental), se aislo el
acetato de {upeol {19) mediante sucesivas cromatografias preparativas.

Este producto natural se caracterizd por comparacién de sus constantes fisicas y
aspectroscopicas con aquellas de una muestra auténtica aislada de la Guarea
grandifolia (Meliaceae)(Villarreal, 1996).

De las fracciones primarias activas XG-D y XG-F (Cuadro 5, seccién experimental) sa

obtuvieron el 4,5-gpoxi-p-cariofileno (20), la p-amirina (21) y e a-espinasteral (23).
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Estos productos naturaies se caraclerizaron por comparacion de sus constantes fisicas
y espectroscopicas con aquellas de muestras auténlicas aisladas de ia Conyza

filaginoides (Asteraceae){Acevedo y Eslrada, 1995).

4.2.5 CARACTERIZACION DE LA SACAROSA (32) Y DEL $-D-GLUCOSITOSTEROL
{31).

De la fraccion inactiva XG-N (Cuadro 6, seccién experimental), cristalizo un polvo
cristalino de color blanco con punto de fusion de 165-180 °C, que fue identificado como
sacarosa {32) por comparacién con una muestra auténtica.

De la fraccién inactiva XG-L (Cuadro 6, seccion experimental), se obtuvo un solido
cristalino blanco con punto de fusibn de 274-276 °C, que fue identificado como
B-D-glucositosterol (31} por comparacién de sus propiedades fisicas y

espectroscopicas con aquellas de una muestra auténtica.
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Figura 8, Estructuras posibles del compuesto (30).
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Figura 9. Patrén de fragmentacion del 3,6 dimetil éter del camperol (30).
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Tabla 9. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del 3,6 dimetil

éter del camperol (30).

3. _OH

]

Ho. 2_ o. 5

OF ¥
CHy0”6 310573 0CH,
OH O

IR ymax (pelicula) cm-'
(Espectro 28):

3358, 2945, 1654 y 1610,

EMIE, m/z (int rel) (Espectro 29): |330 [M'(100)], 315 (41.67), 312 (18.33),

287 (20.83), 269 (9.17), 151 (9.17), 121
(9.17), 83 (7.5), 69 (9.17), 57 (11.67) y 43
(8.33)

RMN-TH 5 (300 MHz, CDCIy), ppm |12.87 (sa, OF-5), 9.40 (sa, OH-), 8.75

(Espectro 30):

(sa, OH-), 7.98 (d, J=9.0, H-2", H-6"), 6.97
(d, J=9.0, H-3", H-5"), 6.52 (s, H-8), 3.96
(5,0CH,-6) y 3.83 (s, OCH3-3).

RMN-7C & (75 MHz, CDCl3), ppm | 152.08 (C-2), 137.84 (C-3), 178.83 (C-4),

(Espectro 31);

13068 (C-6), 156.17 (C-7), 93.58 (C-8),
15238 (C-9), 10557 (C-10), 121.29
(C-1'), 130.08 (C-2'y C-6"), 159.95 (C-4)),
11563 (C-3' y C-5), 60.58 (OCHy6)
y 59.87 (OCHa-3)

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz
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4.3. EVALUACIONES BIOLOGICAS DE LOS CONSTITUYENTES PUROS.

Ei potencial alelopatico de los productos naturales o sus derivados obtenidos del
extracto fitotoxico de X. gymnospermoides var eradiatum se determind tambien
mediante la evaluacion de la actividad inhibidora def crecimiento radicutar de
A. hypochondriacus y P. ixocarpa. Los compuestos evaluados incluyeron los siguientes:
grindelato de metilo (22), 8,13-f}-epoxilabdano-148,15 diol (24), acido grindélico (25),
7a,80-epoxigrindelato de metilo (26a) y el 17-hidroxigrindelato de metilo (28a). Cabe
destacar que los cuatro primeros se obtuvieron de fracciones fitotoxicas.

Los resultados de las evaluaciones conducidas con los productos antes seialados se
indican en las Grdficas 2 y 3. Los resultados en todos los casos se encuentran
expresados como porcentajes de inhibicién del crecimiento radicular de las especies de
prueba. Los constituyentes mds activos incluyeron a los productos naturales grindelato
de metilo (22) y dcido grindélico (25), asf como al derivado metilado del &cido
17-hidroxigrindélico (28a). El compuesto (22) inhibi6 de manera significativa el
cracimiento radicular de A. hypochondriacus y P. ixocarpa. El compuesto (25) resulté
ser menos activo que el compuesto (22) inhibiendo de manera selectiva el crecimiento
de A. hypochondriacus. P. ixocarpa fue menos sensible al producto natural.

La comparacion de la actividad inhibidora del crecimiento vegatal demostrada por estos
dos compuestos indica que la presencia del grupo éster confiere una mayor actividad
bioldgica.

Los compuestos (24, 26a y 28a) inhibieron significativamente el crecimiento radicular
de las dos especies de prueba solo a la concentracion de 1000 pg/ml. En aste casola

especie A. hypochondriacus resulté mucho mas sensible.
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Por dlimo el compuesto (27) demostrd un efecto fitotoxico significativo sobre
P. ixocarpa (87.42%), la especie A. hypochondriacus fug menos sensible con un
porciento de inhibicion de 63.71.

En un estudio previo se demostré que el 4,5-epoxi-f-cariofileno es un agente regulador
del crecimiento vegetal que ocasiona una disminucion significativa del crecimiento
radicular de A. hypochondriacus (Acevedo y Estrada, 1995), por lo tanto el efeclo
fitoldxico de la fraccion XG-D se debe a la presencia del 6xido de cariofileno.

En relacion al efecto demostrado por el 17-hidroxigrindelato de metilo (28a),
previamente Fischer y colaboradores demostraron que este compuesto reduce el
crecimie.nto radicular de Rudbeckia hita en un 41% a 120 pg/ml. El aldehido
correspondiente afectd también el crecimiento radicular y la germinacidén de
Schizachyrium scoparium y Leptochloa dubia a concentraciones de 12 y 48 pg/mi
(Fischer et al., 1986; Fischer et al,1994; Menelaou et al,, 1993). También estos autores
proponen que ios compuestos antes mencionados estan involucrados en las
iteracciones alelopaticas de la especie Chrysoma pauciflosculosa en las comunidades
de tipo matorral, del Estado de Florida, en los Estados Unidos de Norteamérica.

El efacto inhibidor del crecimiento vegetal sobre A. hypochondriacus demostrados por
el extracto y los compuestos derivados de X. gymnospermoides var eradiatum podrian
eslar correlacionados con las observaciones de campo en relacion al empleo de esta
espacie como cultivo de cobertura. También es altamente probable que jos principios
fitotoxicos detectados en esta especie participen en las interacciones alelopéaticas de

X.gymnospermoides var eradiatum.
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Gréafica 2. Efecto de los compuestos aislados de X. gymncspermoides var eradiatum sobre el crecimiento radicular de

A. hypochondriacus.
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Grafica 3. Efecto de los compuestos aislados de X. gymnospermoides var eradiatum sobre el crecimiento radicular de

P. ixocarpa.

8,13B-epoxilabdano-14S,15 diol (24).
17-hidroxigrindelato de metilo (28).
7a.8a-epoxigrindelato de metilo (26).
Acido grindélico (25).

Grindelato de metilo (22).
2,4-diclorofenoxiacético.




V. CONCLUSIONES

e En el presente estudio se demostrd el potencial alelopatico de la variedad
X. gymnospermoides var eradiatum mediante la evaluacion del efecto del extracto
CHCI;-MeOH (1:1) sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y
Physalis ixocarpa.

o El fraccionamiento biodirigido del extracto organico acliva permitid el aislamiento y
caracterizacion de los siguientes compuestos: 8,13-p-apoxilabdano-14S,15 diol (24),
grindelato de metilo (22), acido grindélico (25), acido 7« 8a-epoxigrindélico (26),
acido 7a-hidroxi-8{17) deshidrogrindélico (27), acido 17-hidroxigrindélico {28), acido
6,18-dihidroxigridélico (29), 3,6 dimelil éter del camperol {30), w-espinasterol (23),
4 5-epoxi-fi-cariofileno (20), acetato de lupeol (19) y f-amirina (21). Los diterpenos
(24) y (29) constituyen nuevos productos naturales. En el caso de los compuestos
(26-29) el aislamiento y caracterizacion se realizo bajo la forma de los ésteres
metilicos correspondientes. En general, 1a caracterizacion de los productos naturales
0 sus derivados se realizo por métudos quimicos y espectroscopicos.

+ Se determino el efecto alelopatico potencial de los productos naturales o sus
derivados, encontrandose que, el éster metilico del acido 17-hidroxigrindélico (28)
inhibia de manera significativa el crecimiento radicular de P, ixocarpa, siendo la
especie A. hypochondriacus menos sensible. Sin embargo, los productos naturales
(22) y (25) demostraron una mejor actividad contra la especie A. hypochondriacus.
Los demas productos naturales o sus derivados no demostraron un efecto fitotdxico

significativo; la actividad demostrada por el compuesto (28) y su éster metilico
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podria estar correlacionada con las observaciones de campe relacionadas con la
inhibicién del crecimiento de plantas anuales en el habitat normal de la planta. En
consecuencia estos productos constituyen protolipos estructurales novedosos para
el desarrollo de nuevos agentes herbicidas.

La presente investigacion fitoquimica constituye una contribucion adicional para el
conocimiento del contenido metabdlico secundario del género Xanthocephalum y de

la flora medicinal mexicana.

V1. PERSPECTIVAS
Completar el esludio fitoquimico de las fracciones de mayor polaridad para asi
determinar de manera integral el contenido metabolico secundario de la especie
X. gymnospermoides var eradiatum.
Determinar el efecto sobre el crecimiento vegetal de los productos naturales y
derivados utilizando otras semillas vegetales de prueba con la finalidad de ampliar el
conocimiento de estos compuestos como agentes reguladores del crecimiento
vegetal.
Establecer mediante las evaluaciones apropiadas los posibles mecanismos de
accion como agentes reguladores del crecimiento vegelal de los metabolitos
diterpenoides obtenidos en la presente investigacion.
Evaluar la potencialidad antimicrobiana del exiracto y los compuestos derivados de
X. gymnospermoides var eradiatum con la finalidad de corroborar sus propiedades

antisépticas.
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