1%

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“ESTUDIO QUIMICO Y BIOLOGICO PRELIMINAR
DE LA ESPECIE Epidendrum boothii Lindley
(ORCHIDACEAE)”.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QuiIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

JAQUELINE LSO/SA CLIMACO

MEXICO, D. F.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

-




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADOQ ASIGNADO

PRESIDENTE: Prof. Yolanda Caballero Arroyo -
VOCAL: Prof. Rachel Mata Essayag
SECRETARIO: Prof. Rogelio Gregorio Pereda Miranda
PRIMER SUPLENTE: Prof. Perla Carolina Castaiieda Lopez
SEGUNDO SUPLENTE: Prof. Jose Fausto Rivero Cruz

Sitio donde se desarrolld el tema:
Laboratorio 6, Unidad de Investigacién en Plantas Medicinales del

Instituto de Quimica de ta Universidad Nacional Auténoma de México.

Asesor:

/Xa / /7# a(;ﬁ‘m//

Dra. Rachél Mata Ess ag.

Sustentante:

ﬁqueline Sosa Climaco.




AGRADECIMIENTOS.

El trabajo experimental de esta tesis se realiz6 mediante el apoyo
econdmico otorgado a través de los proyectos DGAPA IN205197 (Direccion
General de Asuntos de Personal Académico)} y CONACYT (Convenio 400313-5-
2576 PM).

También se agradece a las siguientes personas e instiluciones por
facilitar de alguna forma e! desarrollo del siguiente trabajo:

Al SNI (Sistema Nacional de Investigadores), por la beca de ayudante de
investigador nacional.

Al bidlogo Gustavo Carmona Diaz, por la colecta e identificacion del
material vegetal utilizado en el presente trabajo.

A la Q.F.B. Rocio Patifio del Laboratorio de Espectroscopia de IR del
Instituto de Quimica de la UNAM, por el registro de los espectros en el IR.

A las M. en C. Isabel Chavez y Beatriz Quiroz, al Q. Hector Rios y Rubén
Gabifio de los Laboratorios de RMN del Instituto de Quimica de la UNAM, por el
registro de los espectros de RMN.

Al 1.O. Luis Velasco y al M. en C. Javier Pérez de! Laboratorio de
Espectroscopia de Masas del Instituto de Quimica de la UNAM, por el registro
de los espectros de masas.

Al M. en C. José Luis Gallegos Pérez de la USAI (Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion), de la Facultad de Quimica, por realizar los andlisis de
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.

Al M. en C. Rubén Toscano del Laboratorio de Rayos X del Instituto de
Quimica de la UNAM, por el analisis de difraccién de Rayos X de la nidemina.

A la Dra. Rachel Mata, por sus valiosos comentarios durante el proceso
de revisién de este trabajo.

A la M. en C. Laura Acevedo, por su valiosa asesoria técnica y a la Dra.
Perta C. Castafieda y a la M. en C. Susana Rojas, por su cooperacion durante la
revision del manuscrito de tesis.

A mis compafieros de laboratorio, en especial a Mitzi, Maricarmen, y
Fausto por sus valiosos consejos.




DEDICATORIAS.

A mis padres:

Crisé6foro Sosa y Francisca Climaco.

Por que sin su apoyo no habria logrado ser lo que soy y porque
gracias a su esfuerzo y dedicacién hoy hago realidad uno de mis

mayores anhelos.




A mis hermanos:

Alvaro
Pedro
Enrique
Reyna

Adrian

Por que cada dia me dan un ejemplo de superacion y por el carifio

que siempre me han brindado.

A mis sobrinos:

Por que cada uno de elfos es un nuevo estimulo para lograr mis

objetivos.




Por ser lo que son y sobre todo por su amistad a:

Claudia
Mariana
Norma
Emma

Magdalena.

gracias.




Muy especialmente agradezco a la Dra. Rachel Mata, por su confianza, por

dedicarme parte de su tiempo y sus conocimientos y por darme la

opurtunidad de pertenecer a su equipo de trabajo.

A la Universidad Nacional Autonoma de México por que me permitié

formar parte de sus aulas.

A todas las personas que han formado parte de mi desarrollo personal y

profesional.




Hay hombres que luchan un dia
y son buenos,
hay otros gque luchan un afio
y 500 mejores,
hay quienes luchan muchos afios
v son muy buenos,
pero hay quienes luchan toda la vida

esos son los imprescindibles.

Bertolt Brecht,




iNDICE

LISTA DE CUADROS.

LISTA DE TABLAS.

LISTA DE FIGURAS.

LISTA DE GRAFICAS.

LISTA DE ESPECTROS.

LISTA DE ESQUEMAS.

LISTA DE CROMATOGRAMAS.
LISTA DE ABREVIATURAS.

CONTENIDO

l. INTRODUCCION
1.1 Generalidades sobre ta familia Orchidaceae.
1.2 Generalidades acerca de Epidendrum boothii (Lindley) Schitr.

Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Ill. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Matenal vegetal.
3.2 Procedimientos generales.

3.2.1 Andlisis cromatograficos.

3.2.2 Determinacién de as constantes fisicas, espectroscopicas
y espectrométricas de los productos naturales y sus derivados.

3.2.3 Analisis mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas.
3.3 Evaluaciones bioldgicas.

3.3.1 Determinacion de la actividad fitoinhibidora.

3.3.1.1 Método en caja Petri.
3.3.1.2 Método bioautografico.

3.3.2 Determinacion de la toxicidad para el crusticeo Arfemia
salina.
3.4 Extraccion de la planta entera Epidendrum boothii.
3.5 Fraccionamiento preliminar del extracto total.
3.6 Aislamiento y purificacién de los productos de la fracciones
primarias de Epidendrum boothii,

3.6.1 Aislamiento y purificacion del estigmasterol (23) de la
fraccién primaria NB-E.

3.6.2 Aislamiento y purificacion del triterpenoide nidemina (20)
de la fraccién secundaria NB-B5.

Pagina

I
]
]
v

Vi
Vil

Pdgina

L
14

18
18
18
18

20

21
21
21
21
23

23
24
23
27

27
27




3.6.3 Aislamiento y purificacion de la mezcla del 24-metil-5a-
lanosta-9-(11),25-dien-3p-of (21) y del 24,24-dimetil-5c-lanosta-9-
{11),25-dien-3p-ol (22), de la fraccion secundaria NB-D8 bajo la forma
de sus derivados acetilados 21a y 22a respectivamente.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Determinacién del potencial fitotéxico de Epidendrum boothii.
4.2 Aislamiento y caracterizacion de los triterpenoides del extracto
integro de Epidendrum boothii.
4.3 Caracterizacion de los constituyenies aislados.

4.3.1 Caracterizacién de la nidemina (20).

4.3.2 Caracterizacion del 24,24-dimetil-5o-lanosta-9(11),25-
dien-3B-ol {22) bajo la forma de su derivado monoacetilado 22a.

4.3.3 Caraclerizacién del 24-metil-5-lanosta-9(11),25-dien-30-
ol (21} bajo la forma de su derivado monoacetilado 21a.

4.3.4 Caracterizacién del estigmasterol (23).

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

VI. BIBLIOGRAFIA

28

33
33

35
41
42
65

81
85

N

92




Cuadro 1

Cuadro 2

Cuadro 3

Cuadro 4

Cuadro 5

Cuadro 6

Cuadro 7

LISTA DE CUADROS

Ejemplos selectos de metabolitos secundarios
aislados de la familia Orchidaceae.

Sistemas de elucién utilizados para los analisis
cualitativos en capa fina.

Cromégenos  utitizados para los  andlisis
cromatogréficos en capa fina.

Fraccionamiento preliminar via cromatografia en
columna abierta del extracto crudo de la planta
entera Epidendrum boothii,

Resumen del fraccionamiento secundario via
cromatografia en columna abierta de la fraccion NB-
B de Epidendrum boothii.

Resumen del fraccionamiento secundario via
cromatografia en columna abierta de la fraccion NB-
D de Epidendrum boothii.

Metabolitos secundarios aislados de la especie

Epidendrum boothii.

Pagina

3

19

26

28

30




Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla7

Tabla 8

Tabla 9

LISTA DE TABLAS

Evaluacién del potencial fitotéxico de las fracciones
primarias derivadas del extracto MeOH-CHCl; (1:1) de
Epidendrum boothil.

Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas
de la nidemina (20).

Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCls} de la nidemina
(20).

Datos de RMN-C (125 MHz, CDCls) de la nidemina
(20).

Constantes fisicas, espectroscipicas y espectrométricas
del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3f-cl (21) y del
24 24-dimetil-5a-lanosta-g(11),25-dien-3[-of (22).
Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas
del 24 24-dimetil-5a-lanosta-9{11),25-dien-3f-acetoxi
(22a).

Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas
del 24-metil-5a-lanosta-9(11},25-dien-3p-acetoxi (21a).
Datos de RMN-'H (300 MHz, CDCls) de la mezcla del
24-metil-5o-lanosta-9(11),25-dien-3f-ol (21) y del 24,24-
dimetil-5a-lanosta-8(11),25-dien-3p-ol {22), del 24-metil-
Sa-lanosta-9{11),25-dien-33-acetoxi (21a) y del 24,24-
dimetil-5a-lanosta-9(11},25-dien-3p-acetoxi (22a).

Datos de RMN-"C (75 MHz, CDCl,) de la mezcla del 24-
metil-So-lanosta-9(11),25-dien-3f-ol (21) y del 24.24-
dimetil-5o-lanosta-9(11),25-dien-3p-cl (22), del 24-metil-
Sa-fanosta-9(11),25-dien-3p-acetoxi {21a) y del 24,24-
dimetil-5a-lanosta-9(1 1},25-dien-3p-acetoxi (22a).

Pagina
38

43

44

45

66

67

82

83

84




Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figqura 4
Figura 5
Figura 6

Figura?7

Gréfica 1

Grafica 2

Gréfica 3

LISTA DE FIGURAS

Epidendrum boothii Lindley {Orchidaceae).
Nucleos de triterpenos tetraciclicos mas comunes.
Especiro de HMBC de la nidemina (20).

Espectro de HMBC de la nidemina (20).

Espectro de HMBC de la nidemina {20).

Espectro de HMBC de [a nidemina (20).

Vista estereoscépica de la nidemina (20).

LISTA DE GRAFICAS

Inhibicion  del  crecimiento  radicular de A
hypochondriacus y E. crusgalli inducido por el extracto
total de la orquidea Epidendrum boothii.

Inhibicién  del  crecimiento  radicular de @ A.
hypochondriacus inducido por las fracciones primarias
de Epidendrum boothii.

inhibicién del crecimiento radicular de E. crusgalfi
inducido por fas fracciones primarias de Epidendrum

boothii.

Pdgina
13
48
50
51
52
54

55

Pagina

34

36

37




Espectro 1
Espectro 2
Espectro 3
Espectro 4

Espectro 5
Espectro 6
Espectro 7
Espectro 8
Espectro 9
Espectro 10
Espectro 11

Espectro 12

Espectro 13

Espectro 14

Espectro 15

LISTA DE ESPECTROS

Espectro en el IR de la nidemina (20).

Espectro de EMIE de la nidemina {20).

Espectro de RMN-"3C de Ia nidemina (20).

Espectro de AMN-"C modalidad DEPT de Ia
nidemina (20).

Espectro de RMN-"H de la nidemina (20).

Espectro COSY de la nidemina {20).

Espectro NOESY de la nidemina {20).

Espectro HMQC de la nidemina (20).

Espectro HMBC de la nidemina (20).

Espectrc en el IR de la mezcla del 24-metil-S5a-
lanosta-9(11),25-dien-3p-of {21} y del 24,24-dimetil-
5a-lanosta-9(11),25-dien-38-o! (22).

Espectro de EMIE del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-
dien-3pB-ol (21).

Espectro de EMIE del
9(11),25-dien-3B-ol (22).
Espectro de RMN-'°C de la mezcla del 24-metil-50-
lanosta-9(11),25-dien-3p-cl (21) y del 24,24-dimetil-
S5a-lanosta-9(11),25-dien-3p-of (22).

Espectro de RMN-"°C modalidad DEPT de la mezcla
del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3p-o) (21) y del
24,24-dimetil-50-lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22).

24,24-dimetil-5o-lanosta-

. Espectro de RMN-'H de la mezcla del 24-metil-50-

lanosta-9{11),25-dien-3p-ol (21} y del 24,24-dimetil-
Sa-lanosta-8{11},25-dien-3p-ol (22).

Pagina
56
57
58

59
60
61
62
63
64

70

71

72

73

74

75




Espectro 16 Espectro en el IR del 24,24-dimetil-5a-lanosta-

9(11),25-dien-3p-acetoxi (22a). 76
Espectro 17 Espectro de EMIE del 24,24-dimetil-5a-lanosta-
9(11),25-dien-3f-acetoxi (22a). 77
Espectro 18  Especlro de RMN-"°C del 24,24-dimetil-5o-lanosta-
9{11),25-dien-3B-acetoxi {22a). 78
Espectro 19  Espectro de RMN-°C modalidad DEPT del 24,24
dimetil-50-lanosta-9(11),25-dien-3p-acetoxi (22a). 79
Espectro 20 Espectro de RMN-'H del 24,24-dimetil-5c-lanosta-
9(11),25-dien-3f-acetoxi (22a). 80
Espectfo 21  Espectro en el IR del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-
dien-38-acetoxi (21a). 86
Espectro 22 Espectro de EMIE del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-
dien-3p-acetoxi (21a). _ Y
" Espectro23  Espectro de RMN-'’C del 24,24-dimetil-5o-lanosta-
9(11),25-dien-3p-acetoxi {(22a). 88
Espectro 24  Espectro de RMN-""C modalidad DEPT del 24,24-
dimetil-5¢-lanosta-9(11),25-dien-3f-acetoxi (22a). 89
Espectro 25 Espectro de RMN-'H del 24,24-dimetil-So-lanosta-
9(11),25-dien-3p-acetoxi (22a). 90
LISTA DE ESQUEMAS
. Pagina

Esquema1 Proceso de extraccion de la planta entera Epidendrum

boothii. 25




Cromatograma 1

Cromatograma 2

LISTA DE CROMATOGRAMAS

Cromatograma de CG-EM de la mezcla del 24 -
metil-Sa-lanosta-9(11),25-dien-38-ol (21) y del
24,24-dimetil-5a-lanosta-g(11),25-dien-3-ol
(22).

Cromatograma de CG-EM de la mezcla del 24 -
metil-Sa-lanosta-9(11),25-dien-3p-acetoxi (21a)
y del 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11},25-dien-3p-
acetoxi (22).

Vi

Pigina

31

32




AcOE!
2,4-D
cm
cm®
Clso
Clso

J
COsY
HETCOR
ccf
CG-EM
DEPT
5

dd

d
EMIE
°C

g

Hex
HMBC
HMQC
IR

Int rel
L

MHz
mg

mL

m

m3

LISTA DE ABREVIATURAS

Acetato de etilo

Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Centimetro

Centimetro cibico
Concentracién inhibitoria 50
Concentracion letal 50
Constante de acoplamiento
Correlated spectroscopy
Heteronuclear correlation
Cromatografia en capa fina
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Distortionless Enhancement Polarization Transfer

Desplazamiento quimico

Doblete de doblete

Doblete

Espectrometria de masas por impacto electronico
Grados centigrados

Gramos

Hexano

Heteronuclear Multiple-bond Connectivity
Heteronuclear Multiple-quantum Coherence
Infrarrojo

Intensidad relativa

Litro

Megahertz

Miligramo

Mililitro

Multiplete

Metros cubicos

Vil




NOESY
ppm

p.f.
RMN-"°C
RMN-'H

sa
TMS

uma

LISTA DE ABREVIATURAS (Continuacién).

Nuclear Qverhauser Effect Spectroscopy
Partes por millén

Punto de fusidén

Resonancia magnética nuclear de carbono 13
Resonancia magnética nuclear protonica
Singulete

Singulete ancho

. Tetrametilsilano

Unidades de masa atémica.

Vil




Introduccion

I. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA ORCHIDACEAE.

La familia Orchidaceae incluye alrededor de 35 000 especies agrupadas en
750 géneros, 5 subfamitias y 19 tribus (Dressler, 1983). La mayoria de las
orquideas son epifitas (73%) y las restantes son terrestres; su crecimiento
vegetativo puede ser monopoidal o simpoidal. En general, presentan raices
adventicias, fibrosas o camosas y algunas veces tuberosas: el rizoma o tallo
primario es generalmente reducido; las hojas son radiales enteras y la mayoria de
las veces son alternadas, presentando una gran variabilidad en su forma, espesor
y arreglo; la inflorescencia termina en espiga o en racimo; las flores son
bilateralmente simétricas, presentan un ovario inferior con uno o tres I0bulos y, en
la flor pedicelada, el pedicelo aparentemente incluye un pedicelo como tal y un
ovario no desarrollado (Dressler, 1993).

Las orquideas son una familia cosmopolita, se alinean desde el norte de
Suecia y Alaska, a Tierra de! fuego y la isla Macquarie. Las orquideas epifitas
estan limitadas a ambientes tropicaies y subtropicales, al igual que otras epifitas
vasculares de otras familias de plantas. Las orquideas son muy escasas en
ambientes desérticos, aunque pueden encontrarse en los oasis y en los cafncnes
desérticos (Dressler, 1981).

Las orquideas son mucho mas diversas en el cinturdn tropical que en el
norte o sur de éste, aunque dentro de los tropicos las especies no se encuentran
distribu‘idas uniformemente. Asi mismo, las orquideas son mas abundantes y

diversas en hdabitats que sobrepasan mas de 2.5 m® de lWuvia anual, en




Introduccion

consecuencia, estas plantas son muy escasas en los bosques secos (Holttum,
1960). Los paises de América, que poseen la mayor diversidad de orquideas son
Venezusla, México, Panama y Brasil. En América Central, las orquideas se
encuentran principalmente en fos bosques premontanos himedos o en bosques
himedos de 1000 a 2000 m de elevacion {Dressler, 1981).

Desde el punto de vista quimico, los estudios que se han realizado sobre
varias especies de esta familia han permitido el aislamiento y la caracterizacién
de compuestos de tipo estilbencide (bibencilos y fenantrénicos), piranos (Gorham,
1989; Baxter, 1995; Leong et al, 1997), terpenoides de la mas diversa naturaleza,
(Holmand y Heimermann, 1973; Kadota ef af, 1987; Majumder y Pal, 1990,
Majumder y Kar, 1989}, compuestos aromaticos simples {Kaiser, 1893; Whitten y
Williams, 1993; Bergstrom ef al., 1992), lignanos, cromanos (Bai ef al, 1997)
aldehidos y alcoholes alifaticos, carotenoides (Stoess! et al., 198{4; Bergstrom
1992; Hausen, 1984) y alcaloides, principalmente de naturaleza picrotoxano,
aungue también se han encontrado alguncs de los tipos pirrazolidinicos {Luning,
1964, Slator, 1977), indélicos, isoquinofinicos y fenilalquilaminas (Mailie et al.,
1974; Hardegger et al., 1963a, 1963b; Urech et a/, 1963). En el Cuadro 1 se
muestran ejemplos representativos de los metabolitos secundarios aislados de
especies selectas de orquideas.

La importancia econdmica de la mayoria de las orquideas se encuentra
dirigida principalmente a la industria floral. Una excepcién a esta situacion es la
Vanilla planifolia, la cual es de gran importancia econdmica ¢omo un condimento

alimenticio y en la industria de la perfumeria. En consecuencia, esta planta
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la

familia Orchidaceae.

ALCALOIDES

FUENTE NATURAL

COMPUESTO

REFERENCIA

Dendrobium nobile

Dendrobina {1)

Slayter, 1977

Dendrobium wardianum

m\/\f/*h%
P

Dendrowardina (2)

Blomgyvist et al., 1972

4

CHy—N
Dendrobium lohohense 0 Inubushi ef al., 1964,
1968
0
Shihunina (3}
3
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la

familia Orchidaceae {continuacion).

ALCALOIDES
FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA
Dendrobium Elander et af.,
crepidatum 1973

Dendrobium nobile

6-hidroxincbilonina (6)

Yamamura y Hirata,
1964
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la

familia Orchidaceae (continuacién).

ALCALOIDES
FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA
NH;
Catleya sp. Mazille ef af., 1974
H
Tiramina (7)

COMPUESTOS DEL TIPO ESTILBENOIDE

Oroglossurm hircinum

Urech ef af.,

1963

Dendrobium pierardii

Flavinidina (9)

Majumder et ai.,

1982
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aistados de la

familia Orchidaceae (continuacién).

COMPUESTOS DEL TIPO ESTILBENCIDE

FUENTE NATURAL

COMPUESTO

REFERENCIA

Qrechis mifitaris

&y

Orcinol (10}

e

Bevan et al.,1965

Cypripedium calceolus

H

L
™

0

Med

Cipripedina {11)

Schmalle y Hausen,

1979

Dendrobium densiflorum

OH

©

Batatasina Il {12}

Veeraju, 1989
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Cuadro 1. Ejempios selectos de metabolitos secundarios aislados de la

familia Orchidaceae (continuacién).

TERPENOIDES

FUENTE NATURAL

COMPUESTO

REFERENCIA

Ophrys splendida

Citronelal (13)

Karin ef al., 1986

Nervilia purpurea

Cicloeucalenol {14}

Kikuchi et af., 1985

Coelogina uniflora

Uniflorina (15}

Majumder y Pal, 1980

Eria convalarioides

Erianol (16)

Majumder y Kar, 1983
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la

familia Orchidaceae {continuacion).

LIGNANOS
FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA
Pleione buihocodioides CHJCUOHC LHOCOCT Bai et af., 1997

A

Sanjidina B {17)

H

CROMANOS

0
S8 \g )
Qs

Pleione bulbocodioides 00 Bai et al., 1997

Plaionina {18)

COMPUESTOS AROMATICOS SIMPLES

CH)
Vanilla planifoliia OCHy Hausen, 1984
(H
Vanilina {19}
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se cultiva y se procesa en grandes cantidades para estos propositos (Hausen,
1984). Cabe mencionar que la propiedad saborizante de las capsulas de Vanilla
planifofia se conoce desde épocas antiguas (Jackson, 1875, Busse, 1899).
Durante la cosacha, las capsulas de V. planifolia no son fragantes, debido a que
los compuestos aromaéticos presentes en ella se encuentran bajo la forma de
glucdsidos. Después de un proceso de fermentacién, se generan compuestos
como la vanilina (un aldehido) (19), el alcohol vanilinico, y algunos ésteres
aromaticos {Arana, 1944; Garros-Patin y Hahn, 1954; Arctander, 1969}.

La vanilina (19), obtenida sintéticamente o de fuentes naturales, se utiliza
como un agente saborizante en la industria alimentaria, principalmente en la
industria del chocolate y del helado. También se emplea en perfumeria para ia
elaboracion de jabones, cremas y fociones. Por Ultimo, cabe hacer notar el uso de
este aldehido (19), como un agente enmascarante de olores en productos
industriales tales como el rubor y el aztcar dietética (Arctander, 1969).

Muchas especies de orquideas son de interés en algunos lugares del
mundo como remedios populares para aliviar dolores de cabeza y dentales, para
el tratamiento de la diarrea y como agentes vermifugos, tdnicos, analgésicas y
antipiréticos (Hausen, 1984). Asi por ejemplo, Nervilia purpurea se usa en
medicina tradicional para el tratamiento de heridas e hipertension (Kikuchi ef al.,
1985). Nervilia aragoana, se utiliza para la cura de enfermedades viscerales e
hipertensién (Kikuchi ef af., 1985). Cypripedium reginae y probablemente

" Cypripedium calceolus, se utilizan en América det Norte por sus propiedades
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tranquilizantes. La droga cruda se conoce comunmente como valeriana americana
{MacDougal, 1985).

La orquidea Dendrobium nobile, se ha utilizado en China como un ténico y
un agente antipirético. La planta originalmente se denomind con los nombres de
Chin-Shih-hu y Sekkoku en China y en Japén, respectivamente. Estudios
posteriores demostraron que sélo uno de los alcaloides aislados de la especie. la
dendrobina {1), es la responsable de las propiedades medicinales de la planta
(Chen, 1935a, 1935b). Este alcaloide produce también una moderada
hiperglicemia y disminuye ia actividad cardiaca; cuando se administra en grandes
dosis, |la presién sanguinea disminuye y se suprime la respiracion; también puede
producir convulsiones (Chen and Rose, 1936).

De la familia Orchidaceae se han aislado numerosas fitoalexinas de tipo
fenantrénico. Las fitoalexinas son sustancias antifingicas (Arditti, 1966; Bernard,
1909a, 1909b, 1811; Fisch ef al., 1972), que se producen de novo en las plantas
cuando se presenta alguna infeccidon por especies fangicas (Miller y Bérger,
1840). El primero de estos compuestos, obtenido de una orquidea, fue el orcinol
(10), sustancia cristalina biosintetizada por Orchis militaris (Boller et al., 1957). La
segunda fitoalexina de mayor impaortancia, por la concentracién en que se genera,
es el loroglosol obtenido de L oroglossum hircinum {Hardegger et al., 1963).

Muchas orquideas producen efectos tdxicos, asi por ejemplo, se ha
descritc que las personas expuestas a una especie de Aracchnis sufren una
inflamacion severa en los ojos (conjuntivilis). Esta reaccidbn se desarrolla

aproximadamente a la hora de la exposicién y desaparece dos dias después.
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Posiblemente, esta irritacion es debida a alguna sustancia no conocida, la cual,
puede actuar como fungicida o insecticida en la orquidea (Hausen, 1984).

La especie Corymborchis longifiora, utilizada en la India y la Peninsula
Malaya, causa vomitos y envenenamiento cuando se mastica y cuando se deglute
el jugo (Miller, 1959).

De igual modo, la especie Vanifla planifolia produce dermatitis severas,
{Layet, 1883). Esla dermatitis se presenta en los trabajadores que manejan las
capsulas dg la planta durante el cultivo, la cosecha y la fermentacidn. A esta
intoxicacion se le llama vanilismo (Hitchinson, 1892/93; Drevon, 1899). También
se han detectado casos de reacciones alérgicas inmediatas como rinitis alérgica,
asma bronquial, complicaciones gastrointestinales y urticaria. EI consumo de la
vainilla en helados, pasteles, licuados y otras bebidas, ha causado erupciones e
inflamaciones en las manos y la cara, o bien, malestar generalizado, dolor de
cabeza y nauseas en personas sensibles (Millan, 1936).

Afortunadamente, la exposicién a especies ornamentales consideradas
como toxicas, asi como su distribucion y venta, se encuentran restringidas

(Hausen, 1884).

1.2 GENERALIDADES ACERCA DE Epidendrum boothii (Lindley) Schitr. (Sin.
Nidema boothii).
El género Epidendrum, es el género neotropical de orquideas con el mayor

numero de especies. Se encuentra distribuido desde el suroeste de Carolina del
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Norte, al ceste de Lousiana en las costas del Gotfo, atravesando México, America
Central hasta Argentina (Ames y Correll, 1952).

Epidendrum boothii es una planta epifita que habita en los arboles del
bosque tropical denso de 1350 m de elevacion. Se encuentra distribuida desde
México hasta Panama; también es posible encontrarla en Cuba y la Guayana
Holandesa (Ames y Correll, 1952}.

En las practicas medicinales populares de la region de los Tuxtlas, la
especie E. boothii, se utiliza para el tratamiento de colicos estomacales. Desde el
punto de vista quimico esta especie no ha sido objeto de estudio alguno.

En.el libro epifitas de Veracruz, se hace la siguienie descripcion de la
planta: “Rizoma rastrero, corto, plantas viejas formando agrupaciones grandes y
densas con cientos de tallos, pseudolobulos elipsoides cilindricos, algo
comprimidos, 2-4 cm de largo, 1.5-2.5 cm de ancho, 1 6 2 hojas en el apice. Hojas
lineares {lanceoladas) de t0-20 cm de largo, aproximadamente 1 cm de ancho,
lamina delgada. Inmunofluorescencia de 7-15 cm de largo con pocas flores.
Flores blanquecinas, sépalos y pétalos lanceolados acuminados, sépalos de
aproximadamente 15-20 mm, pélalos de 13 mm de largo y 3-4 mm de ancho.”

En la figura 1 se muestra una fotografia de la planta descrita.

12




Figura 1. Epidendrum boothii Lindiey (Orchidaceae).
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1I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las orquideas constituyen un recurso terapéutico muy valioso en diversas
regiones del mundo (Kikuchi et al., 1986; MacDougal, 1985; Chen y Rose, 1936;
Baxter y Harborne, 1995; Harborne, 1994). Sin embargo, los estudios realizados
conducentes a la obtencidn de agentes pesticidas y farmacos con interés
comercial a partir de estos vegetales, son escasos.

Por tal motivo, en fechas recientes se inicié un proyecto de naturaleza
multidisciplinaria, cuyo objetivo primordial es determinar el potencial
espasmolitico y alelopético de diversas especies de orquideas mexicanas y asi,
contribuir al descubrimienio de nuevos agentes Utiles para e! desarrollo de
agentes medicinales y agroquimicos, respectivamente.

En este sentido, cabe destacar que la variedad y abundancia de las
orquideas mexicanas ofrecen un marco ideal para el desarrolio de este tipo de
proyectos.

Un estudio etnobotanico reciente, realizado en la regidn de los Tuxtlas,
Estado de Veracruz, zona de gran concentracidon de orguideas dentro del territorio
nacional, permitid la preseleccidon de varias especies medicinales de orquideas,
las cuales podrian constituir una fuente valiosa de principios activos. Una de las
especies preseleccionadas fue Epidendrum boothii (Lindley) Schitr; {sin. Nidema
boothii), crquidea utilizada para el tratamiento de colicos estomacales (Carmona,

1996).
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Posteriormente, durante la realizacion de ensayos biologicos de seleccion,
se comprobd que esta plan{a contiene principios activos capaces de modificar la
" contractilidad del ileon aislado de rata (Estrada, 1998). Sin embargo, a la fecha no
se han realizado los estudios conducentes a determinar la potencialidad herbicida
de esta especie vegetal. Por otra parte, tampoco se ha realizado el
fraccionamiento biodirigido del extracto espasmolitico, para determinar cuales
fracciones son las responsables de la artividad antiespasmolitica previamente
demostrada, de tal forma, gue posteriormente puedan aislarse los principios
activos espasmoliticos. La determinacién de la aclividad espasmolitica de las
fracciones resultantes y el aislamiento de los principios activos correspondientes,
seran objeto de otra propuesta de tesis, la cual, se esta desarrollando de manera
paralela al presente estudio (Estrada, 1998).

Con relacion al primer punto, es importante mencionar, que el interés por la
busqueda de herbicidas naturales se ha incrementado en las Ultimas décadas,
debido a los dafios ocasionados por el uso frecuente de los herbicidas sintéticos.
En contraste con los herbicidas de origen sintético de mayor uso en |a actualidad,
los productos naturales ofrecen {as siguientes ventajas:

a) Son menos toxicos para el hombre y los animales.

b) Presentan una mayor selectividad, dafiando sélo a las malezas que
provocan pérdidas en los cultivos de mayor importancia econdmica.

c) Su tiempo de permanencia en el ambiente es menor, es decir, son
biodegradables y por lo tanto ocasionan un menor dafio en los distintos

ecosistemas,
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d) Por dltimo, pueden servir como prototipos estructurales para la sintesis de
compuestos gue actien como inhibidores y/o reguladores del desarrallo, de
olras especies vegetales (Duke, 1991).

Con base en las consideraciones anteriores, el presente proyecto tiene
comao objetivos primordiales:

1. Determinar el potencial herbicida de la especie Epidendrum boothii, con la
finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos agentes herbicidas.

2. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto espasmolitico, con la
ﬁnalidadr de determinar posteriormente, qué fracciones concentran los
compuestos con esta actividad biclégica.

3. Realizar el estudio quimico de las fracciones no espasmoliticas, con el
propésito de contribuir al conocimiento del metabolismo secundario de esta
especie medicinal.

Para el cumplimiento de los objetivos generales, se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

e Preparar el exiracto de la planta Epidendrum boothii, empleando como
disolvente de extraccidn una mezcla de CHCIl;-MeOH (1:1).

« Determinar la potencialidad fitotoxica del extracto, mediante la evaluacion de
su efecto, sobre el crecimiento radicular y la germinacion de semillas de dos
especies vegetales Amaranthus hypochondriacus (Amarantaceae) y
Echinochloa crusgalli (Gramineae), mediante el método en caja de Petri.

« Realizar el fraccionamiento del extracto total, mediante un proceso de

cromatografia en columna abierta.
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Determinar el potencial fitotdxico de cada una de las fracciones resultantes.
Separar y purificar los principios de las fracciones primarias fitotoxicas yfo no
espasmoliticas.

Identificar los compuestos aistados mediante el emplec de métodos quimicos,

espectroscépicos y espectrométricos.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal (planta entera) utilizado en el presente estudio, se
recolecté en el Rancho Et Naraniillo, Catemaco, Estado de Veracruz, México, en
el mes de Octubre de 1996. La recoleccién y clasificacion botanica de esta

especie, estuvo a cargo del Bidlogo Gustavo Carmona Diaz. Un ejempiar de

referencia se depositd en el herbario del instituto de Ecologia AC. {XAL), Jalapa,
Veracruz.

El proceso de desecacion del material vegetal, se realizd a temperatura
ambiente, y la fragmentacién del mismo se lievé a cabo en un molino Willey

Modeio 4.

3.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES
3.2.1 Anélisis cromatograficos.

Los andlisis cromatograficos en columna abierta, se efectuaron siguiendo
las técnicas convencionales, en columnas de vidrio de diferentes capacidades
empacadas con gel de silice Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5 a 7.0
ASTM. Para los analisis cromatograficos cualitativos en capa fina, se emplearon
placas de aluminio con un espesor de 0.25 mm (Silica gel 60 Fass Merck). Se
utilizaron diversos sistemas de elucidn y agentes cromogenos, los cuales se

resumen en los Cuadros 2 y 3, respectivamente.

18




Parte experimental

Cuadro 2. Sistemas de eluciéon utilizados para los analisis

cualitativos en capa fina.

SISTEMA DE
ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
A Hexano-Eter Diversas
B Hexano-CHCly Diversas
c Hexano-AcOEt Diversas
D Hexano-Benceno Diversas
E Benceno-CHCl, Diversas
F CHCly-Eter Diversas
G CHCI;-AcOEL Diversas
H CHCl5-MeOH Diversas
| AcOEt-MeOH Diversas

Cuadro 3. Agentes cromégenos utilizados para los analisis cromatograficos

en capa fina.

REACTIVO AGENTE CROMOGENO REFERENCIA

12.0 g de sulfato cérico
Sulfato cérico*A 22.2 mL de acido Lowery et al., 1993
sulfarico concentrado

350 g de hielo picado

Acido sulfirico® 90mL de agua destilada Bevan et al., 1965
10 mL de H2S04 (conc)

* En todos los casos antes de revelar con el cromdgeno A, se procedié a visualiizar las
placas con luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365 nm); para el desarrolio del color
fue necesario calentar por dos minutos a 110°C aproximadamente.
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3.2.2 Determinacién de !as constantes fisicas, espectroscopicas ¥
espectrométricas de los productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos. Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotdometro
de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599-B o en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla
de KBr o en pelicula.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-1H) y de
Carbono-13 (RMN-13C), se generaron en un aparato Varian VXR-3008, el cual se
operd a una frecuencia de 300 & 500 MHz, respectivamente. Los espectros se

obtuvieron utilizando como disolvente CDCl3 y los desplazamientos quimicos se
asignaron en unidades & (ppm), referidos al tetrametilsilanc (TMS) como

referencia interna. Se utilizaron secuencias de pulso estandares Varian para el
registro de los espectros de RMN bidimensional homonuclear (1H-tH COS8Y) y
heteronuclear (HETCOR).
" Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard

5890-B mediante introduccion directa a 70 eV.

El analisis de difraccion de rayos X se realizd en un difractémetro Siems
P4/PC,

Todos los andlisis antes indicados se efectuaron en el Instituto de Quimica

de la UN.AM

20




Parfe expenimental

1.2.3 Analisis mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas.

Los anallisis mediante cromatografia de gases (CG-EM), se realizaron en
un cromatégrafo de gases HP acoplado a un espectro de masas modelo Jeol
JMS-AX505HA, mediante la inyeccion de 0.2 ul de cada una de las muestras de
prueba en una columna capilar PAS-1701-Tested Silicone HP. Se utilizé helio
como gas acarreador, a una presion manométrica de 0.6 Kg/cm’ y con un flujo de
2 mi/min. La temperatura del inyector se mantuvo en 260 °C; ta temperatura
inicial fue de 150 °C y se programé para alcanzar una temperatura de 260 °C con
un calentamiento gradual de 10 °C/min.

Para los registros de los espectros de masas, se utilizaron como
condiciones experimentales las siguientes: un voltaje de 70 eV para el impacto
electrénico. Cada uno de los espectros se registrd con un barrido de 33 a 630
unidades de masalcarga (m/z} por segundo.

Los analisis por CG-EM se efectuaron en la Unidad de Servicios en Apoyo

a la Investigacién (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

3.3 EVALUACIONES BIOLOGICAS.
3.3.1 Determinacion de la actividad fitoinhibidora.
3.3.1.1 Método en caja de Petri.
La actividad fitotdxica de! extracto y de las fracciones de Epidendrum
boothii, se evalud midiendo el efecto sobre el crecimiento radicular de semillas de

Amaranthus  hypochondriacus  (Amarantaceae) y Echinochloa crusgalli
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{Gramineae} de acuerdo a la metodologia previamente descrita en la literatura
{Anaya et al., 1990; Castarieda ef al,, 1992).

Los bioensayos, se realizaron en cajas de Pefri de 10 cm de didmetro
interno. De las muestras de prueba (extracto o fraccicnes) se prepararon

disoluciones con CHCly-MeOH (1:1), de forma tal de obtener concentraciones
finales de 1000, 100, y 10 pg/mL; 1 mL de cada una de estas disoluciones se

vertieron en las cajas de Petri sobre un disco de papel filiro (Whatman N° 1); el
disolvente se evapord mediante una corriente de aire. Posteriormente, se inicié la
germinacién de 10 semillas de la especie vegetal de prueba, humedeciendo el
papel filtro con 3 mL de agua destilada. £l mismo procedimiento se utilizd para los
controles negativos que contenian dnicamente el disolvente y agua destilada y
para el control positivo, el acido 2,4-diclorofenoxiacética (2,4-D, Sigma). l:as cajas
de Petri se mantuvieron en |a oscuridad a 30 °C y la actividad fitotoxica se registré
midiendo la inhibicion de la germinacién y la longitud de las radiculas después de
24 horas de incubacién, en el caso de A. hypochondriacus y 48 horas después en
el caso de E. crusgalfi. Se trabajaron tres réplicas por tratamiento de las muestras
de prueba y de los controles.

Los resultados obtenidos, se analizaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA (p<0.05). Los valores de la concentracién inhibitoria media (Cly,), se

determinaron mediante un analisis Probit a partir de los porcentajes de inhibicién

calculados.
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3.3.1.2 Método bioautogréafico.

El método bicautogréfico se realizéd sobre placas cromatograficas de 5x20
cm recubiertas con gel de silice. En cada placa se sembraron 5 mg del extracto;
posteriormente, se efectué la elucién utilizando un sistema apropiado de
disolventes. Al cabo del proceso de elucidn, se evapord el disclvente y las
cromatoplacas se cubrieron con 20 mL de una suspensidn de agar al 1%; para
todos los casos se realizaron dos réplicas. Paralelamente, dos placas sin muestra
problema se eluyeron con el sistema de elucion correspondiente; estas se
utilizaron como un control negativo. Posteriormente, cada una de las placas
cromatograficas se cubrid0 completamente con la semilla de Amaranthus
hypochondriacus ylo Physalis ixocarpa. Las placas con la semilla se incubaron a
28 °C durante 24 horas en una atmdésfera himeda.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se observé la zona de inhibicidn
(Inoue, 1992). Este uitimo procedimiento se realizd por comparaciéon con una
placa conteniendoe fa muestra, eluida en las mismas condiciones y revelada con el

agente cromaégeno apropiado.

3.3.2 Determinacidn de la toxicidad para el crustaceo Artemia salina L.

La determinacion de la toxicidad para Arfemia salina del extraclo, se realizd
mediante la metodologia convencional {Anderson ef al., 1991).

Se pesaron 20 mg del extracto, y se disolvieron en 2 mbL del disolvente
apropiado. Se transfirieron a tres viales de manera independiente 500, 50, y 5 L,

de estas disoluciones; los volumenes transferidos correspondieron a
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concentracionss de 1000, 100, y 10 ug/mL, respectivamente; posteriormente, el
disolvente se evaporo a sequedad.

Después de haber desarrollado los crustaceos en un medio salino artificial
durante 48 horas, se transfirieron diez crusticeos a cada uno de los viales,
aforandc posteriormente a 5 mbL con agua salada; 24 horas después,‘ se
registraron el nimero de organismos sobrevivientes para caicular de este modo el
% de mortalidad. Los resultados se procesaron mediante un andlisis pl:obit, para
calcutar la concentracion letal cincuenta (CLso). £l ensayo se realizo por triplicado

para cada concentracién de prueba.

3.4 EXTRACCION DE LA PLANTA ENTERA Epidendrum boothii.

El material seco y molido (1.760 Kg), se extrajo mediante un proceso de
maceracion con 20 litros de una mezcla de CHCI3-MeOH (1:1); este proceso
permitié la obtencién de 174.5 g de extracto crudo. En el Esquema 1, se resume

el procedimiento empleado.

3.5 FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO TOTAL.

El extracto total (174.5 g), se fraccioné en una columna cromatografica
abierta, utilizando como adsorbente BOO g de gel de silice. El proceso de elucion
se efectuéd con hexano, mezcla de hexano-acetato de etilo (diversas
proporciones), acetato de etilo y mezcla de acetato de etilo-metanol (diversas
proporciones). Se recolectaron 554 fracciones de 500 mL cada una. Cada

fraccion se analizé por cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas
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fraccion se analizé por cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas
que resultaron cromatograficamente similares; este proceso genero un total de 17
fracciones primarias. En el Cuadro 4, se resume el fraccionamiento mediante
cromatogr_afia en columna del extracto total de la planta entera de Epidendrum
boothii, Cada una de las fracciones resultantes se evalué mediante [os

bioensayos indicados en el inciso 3.3.

MATERIAL VEGETAL
Epidendrum boothii
{1.760 Kg.}

1) Extraccion con CHCly-MeOH (1:1)
(20 L), via maceracién, dos veces
durante 72 horas

2} Filtrar y concentrar al vacio.

EXTRACTO CHCI;-MeOH
{(174.5 qg)

RESIDUO VEGETAL

Esquema 1. Proceso de extraccion de la planta entera Epidendrum boothii.
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Cuadro 4. Fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta

del extracto crudo de la planta entera Epidendrum boothii.

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%) combinadas (9)

Hexano 100 117 1-22 NB-A 0.2784
95-05 18-47 23-26 NB-B 5,5996
92-08 48-53 27-44 NB-C 4.5693
90-10 54-134 45-74 NB-D 2.2518
B5-15 135171 75-84 NB-E 0.9925
80-20 172-210 85-160 NB-F 1.4359
75-25 211-233 161-182 NB-G 1.2364

Hex-AcOEt 70-30 234-263 183-219 NB-H 4.4870
65-35 264-274 220-250 NB-I 0.1211
6040 275-286 251-282 NB-J 2.4876
50-50 287-321 283-300 NB-K 7.4796
45-55 322-336 301-399 NB-L 13.1359
40-60 337-351 400-429 NB-M 2.8630
30-70 352412
20-80 413423

AcOQEt 100 424-450 430-464 NB-N 10.0914
90-10 451-535 465-519 NB-O 30.5980

AcOEt-MeOH 85-15 536-543 520-548 NB-P 41.1030
75-25 544-548 549-554 NB-Q 11.3915
50-50 549-554
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3.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE LAS
FRACCIONES PRIMARIAS DE Epidendrum boothii.
3.6.1 Aislamiento y purificacién del estigmasterol (23) de 1a fraccién primaria
NB-E.

De ia fraccion primaria NB-E, cristalizaron espontaneamente 1.2 g de un
sélido cristalino de color blanco, con punto de fusion 149-150 °C, el cual se

identifico como el estigmasterol por comparacion con una muestra auténtica. -

1.6.2 Aislamiento y purificacién del triterpenoide nidemina (20) de la fraccion
secundaria NB-B5.

La fraccion primaria NB-B (5.5996 g) (Cuadro 4 ), se recromatografic en
una columna abierta, utilizando como adsorbente 72 g de gel de silice. El proceso
de elucion se efectud con hexano, hexano-CHCI; (diversas proporciones), CHCls
y acetato de etilo. Se recolectaron un total de 198 fracciones de 30 mL cada una.
Cada fraccidén se analizd por cromatografia en capa fina, combinandose todas
aquellas que resuitaron cromatograficamente similares. Este proceso generd un
total de siete fracciones secundarias; en el Cuadro 5 se resume este
procedimiento.

De la fraccidon secundaria NB-B5 (Cuadro 5), precipité un sélido blanco; el
producto se purificé por sucesivas recristalizaciones en AcOEt generando 0.6859

g de un sélido cristalino, con un punto de fusién de 127-1 29 °C.
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en

columna abierta de ta fraccién NB-B de Epidendrum boothii

Eluyente Proporcidn | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%) combinadas (g)

Hexano 100 1-14 1-11 NB-B1 0.3312
95-05 15-46 12-22 NB-B2 0.0505
90-10 47-131 2341 NB-B3 0.0200
80-20 132-156 42-47 NB-B4 0.0643
75-25 157-168 48-168 NB-B5 1.8074 -

Hex-CHCI, 70-30 169-175

CHCl, 100 176-190 169-190 NB-B& 0.8940

AcOEt 100 191-198 191-198 NB-B7 1.0358

3.6.3 Aislamiento y purificacién de la mezcla del 24-metil-5a-lanosta-9(11),
25-dien-3p-ol {21) y del 24,24-dimetil-5a-1anosta-9(11),25-dien-3p-of {22), de 1a
fraccién secundaria NB-D8, bajo la forma de sus derivados acetilados 21a y
22a.

La fraccién primaria NB-D {2.2518 g) (Cuadro 4 ), se recromatografié en
una columna abierta utilizando como adscrbente 96 g de gel de silice. El proceso
de elucion se efectud con hexano, hexano-CHCl, {diversas proporciones), CHCI,-
acetato de etilo (diversas proporciones) y acetato de etilo. Se recolectaron un
total de 285 fracciones de 50 mL cada una. Cada fraccion se analizd por
cromatografia en capa fina y se combinaron todas aquellas que resultaron
cromatograficamente similares. Este procedimiento generd un total de 23

fracciones secundarias; en el Cuadro 6 se resume este proceso.
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De las fracciones secundarias NB-D8 (Cuadro 6), precipité un solido
blanco; el producto se purificd por sucesivas recristalizaciones con CHCI,, Al cabo
del proceso de purificacion, se obtuvieron 0.2985 g de un sélido cristalino, con un
punto de fusion de 207-208 °C.

De acuerdo al analisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, el polvo estaba constituido por una mezcla (M-} de dos
productos (Cromatograma 1). Para separarlos se procedié a preparar los
derivados acetilados.

Para obtener el derivado acetilado de los compuestos 24-metil-5a-lanosta-
9(11),25-dien-3p-of (21), y 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11}),25-dien-3p-ol (22),
presentes en la mezcla M-l se utilizé 1 mL de piridina y 1mL de anhidrido acético
por cada 100 mg de muestra. La mezcla de reaccién se dejé en reposo durante 24
horas y al término de este tiempo los productos acetilados se separaron de la
manera convencional {Pavia et al.,, 1995; Shriner ef a/., 1980). De nueva cuenta,
el analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(Cromatograma 2), indicé que el producto de acetilacion estaba constituido por
dos productos. La separacién de cada uno de los constituyentes, s ogro por
sucesivas cromatografias en capa delgada sobre gel de silice impregnado con
AgNO,. La fase movil utilizada fue benceno-hexano (1:5). Este proceso permitié la

obtencion de 70.4 mg y 211.2 mg de los productos 21a y 22a respectivamente.
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Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en

columna abierta de la fraccién NB-D de Epidendrum boothii

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%) combinadas (9)
Hexano 100 1-10 1-56 NB-D1 0.0323
91-10 11-22 57-62 NB-D2 0.0031
80-20 23-33 63-84 NB-D3 0.0127
70-30 34-43 85-90 NB-D4 0.0034
60-40 44-53 91-85 NB-D5 0.0073
50-50 54-84 96-98 NB-D& 0.0152
4060 85-92 99-104 NB-D7 0.0865
30-70 93-196 105-110 NB-D8 0.3185

2080 | 197210 | 111-115 | NB-D9 | 00770
10-90 | 211258 | 116-122 | NB-D10 | 0.0515
Hex-CHCls 123128 | NB-D11 | 0.0569
120134 | NB-D12 | 0.0023
135-146 | NB-D13 | 0.2383
147158 | NB-D14 | 0.1034
153-188 | NB-D15 | 0.0946
189-206 | NB-D16 | 0.1500
207218 | NB-D17 | 06531
219230 | NB-D18 | 0.0244
231-254
255258

CHCI, 100 259-265 259-263 NB-D19 0.0057

90-10 266-274 264-266 NB-D20 0.0391
CHCI,-AcOEt 50-50 275-282 267-274 NB-D21 0.0835
275-279 NB-D22 0.0398

AcOEt 100 283-285 280-285 NB-D23 0.0366
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resullados y discusion

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO DE Epidendrum boothii.

La seleccion primaria de la especie Epidendrum boothii, se realizé con
base en el criterio etnomédico, el cual ha demostrado en varias ocasiones, ser de
gran importancia para la deteccidn de especies vegetales, que constituyen una
fuente potencial de principios activos. Posteriormente, como se indicd en {a
seccion de justificacién y objetivos, durante la realizacion de los ensayos
bioldgicos preliminares conducentes a determinar el potencial espasmolitico del
extracto total, se comprobé que la especie contiene principios activos capaces de
modificar la contractilidad del mdsculo fiso (Estrada, 1998).

Con la finalidad de explorar la potencialidad herbicida del extracto de la
orquidea, en el presenle trabajo se evalud el efecto del mismo sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus Y
Echinochioa crusgalli. En la gréfica 1 se ilustran los resultados obtenidos de estas
determinaciones. De los mismos, se infiere que el extracto inhibe de manera
moderada el crecimiento radicutar y la germinacion de las dos semillas de prueba
a una concentracion de 1000 ug/mL. En el caso de A. hypochondriacus el
crecimiento radicular se inhibié en un 35%, en tanto que en el caso de E. crusgalli
la inhibicién fue de un 27%. A ia concentracién de 10 pg/mlL el extracto estimulo
el crecimiento radicular de las dos semillas de prueba, sin embargo, las

diferencias no fueron significativas con respecto al
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control. El proceso de germinacion se vié afectado de manera moderada solo en
el caso de A. hypochondriacus.

Por dltimo, se determind la toxicidad para el crustaceo Artemia salina. La
realizacion de este ensayo tiene la finalidad de predecir otras actividades
biolé.gicas potenciales tales como la citotoxica, la antihelmintica y la antipalddica,
entre otras (Anderson et al,, 1991). Muchas de las actividades antes mencionadas
han demostrado una correlacién acertada con este bioensayo. Como resuitado de
esta determinacion se encontrd una Clsy de 3.03 mg/mL; en consecuencia, el
extracto de E. boothii no es toxico para el crustacéo A, salfina.

4.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS TRITERPENOIDES DEL
EXTRACTO DE Epidendrum boothii.

La preparacién del extracto total se realizd mediante un proceso de
maceracion (inciso 3.4). Posteriormente, el extracto se fracciondé de manera
preliminar mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice
(seccion experimental 3.2.1), Este proceso permitié la obtencion de 17 fracciones
primarias (Cuadro 4).

Todas las fracciones primarias se evaluaron nuevamente para determinar
si 1a actividad fitotoxica sobre las especies A. hypochondriacus y E. crusgalli se
veia incrementada a nivel de las fracciones primarias (seccion experimental
3.3.1.1). Los resultados de estas determinaciones se resumen en las Gréficas 2 y

3y en la Tabla 1. Como se desprende de los resultados indicados, ninguna de
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Grafica 3. Inhibicion del crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli inducida por las fracciones primarias de
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Tablat, Evaluacién del potencial fitotoxico de las fracciones primarias

derivadas del extracto MeOH:CHCI, (1:1) de Epidendrum boothii.

Fraccion - % de inhibicién
Concentracion A. hypochondnacus E. crusgalli
(pg/mL)
NB-A 10 . .
1000 16.8 22.3
NB-B 10 * *
1000 2.3 -
NB-C 10 * *
1000 25 4.2
NB-D 10 » 14
1000 49.9 15.3
NB-E 10 * *
1000 59.8 655
NB-F 10 1.4 7.7
1000 78.2 33
NB-G 10 8.0 11.9
1000 451 455
NB-H 10 * *
1000 92 52.9
NB-i 10 10.5 -
1000 53 425
NB-J 10 2.8 17.4
1000 87.9 56.7
NB-K 10 - 10.3
1000 74 38.8
NB-L 10 2.2 58
1000 49.6 26.7
NB-M 10 bl 17.2
1000 58 14.8
NB-N 10 I . 1
1000 ) 0.6 73
NB-O 10 . *
' 1000 3 4.4
NB-P 10 - *
1000 * *
NB-Q 10 7.7 1.7
1000 9.9 16.5

* Estimulacion del crecimiento radicular
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las fracciones demostré una actividad inhibitoria significativa a la concentracion
de 10 pg/ml.. Sin embargo, a 1000 ug/mL las fracciones NB-E, NB-F, NB-G , NB-
H, NB-l, NB-J, NB-K, NB-L y NB-M inhiben de manera significativa el crecimiento
radicular de tas dos especies de prueba. Cabe sefialar que estas fracciones
demostraron también un efecto espasmolitico. En consecuencia, y de acuerdo a
los objetivos planteados para el presente trabajo, se procedié al estudio
fitoquimico de las fracciones no espasmoliticas de menor polaridad, con fa dnica
finalidad de contribuir al conocimiento de la quimica de esla especie medicinal. El
conocimiento del contenido metabolico de las plantas medicinales, es de
importancia para los procesos de control de calidad de las materias primas, en ef
caso de lograrse la comercializacidn de las mismas. Por otro lado, permite
establecer ia presencia o ausencia de sustancias toxicas conocidas.

Para cumplir con el objetivo antes indicado, las fracciones NB-B, NB-C, v
NB-D se sometieron a diversos procedimientos cromatograficos (inciso 3.2.1), lo
cual permitid el aislamiento de cuatro metabolitos secundarios de origen
mevalonico: el estigmasterol (23), la nidemina {20), el 24-metil-Sa-lanosta-
9(11),25-dien-3p-0l {21) y el 24,24-dimetil-Sx-lanosta-9(11),25-dien-3p-ol {22); los
compuestos (21) y {22) se aisiaron en forma pura bajo la forma de sus monoacetil
derivados (21a) y (22a), respectivamente,

Es importante mencionar que la separacion de estos compuestos como
productos naturales (bajo la forma de alcohol), no fue posible por los métodos

cromatograficos de columna abierta y capa delgada. La separacion exitosa de los
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mismos se logré bajo ia forma de sus derivados acetilados, mediante la aplicacion

de la técnica de argentacién del soporte, utilizando la cromatografia en capa

delgada.

En el Cuadro 7 se indican las estructuras de los compuestos aislados y sus

rendimientos correspondientes.

Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Epidendrum

boothii.
COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO (%}
NB-5 0.095
NB-D8 0.004

24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-
3p-acetoxi (21a)
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Epidendrum

boothii {continuacién).

COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO {%)])

NB-DB 0.012

24 24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-
dien-3p-acetoxi {22a)

NB-E 0.068

estigmasterol (23)

4.3 CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES AISLADOS.

Los compuestos aislados se caracterizaron mediante la aplicacion de
técnicas espectroscc’:pi;:as y espectrométricas convencionales, asi como por
métodos quimicos. En el caso de la nidemina (20), la estructura se confirmé

mediante un andlisis de difraccion de Rayos X.
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El estigmasterol (23}, se caracterizd por comparaciéon con una muestra
auténtica y mediante la comparacién de sus constantes fisicas y espectroscopicas

con las descritas en la literatura.

4.3.1 Caracterizacion de la nidemina (20).

La nidemina (20) se obtuvo de la fraccién secundaria NB-B5 (Cuadro 5),
como un solido cristalino blanco. Las constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrométricas del nuevo producto natural se resumen en las Tablas 2-4.

Su espectro en el infrarrojo (Espectro 1), presenta absorciones ascociadas
con la presencia de funciones éter (1007 cm™) y doble ligadura (1641 y 891 cm™).
El espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion molecular en
una relacion m/z de 454 uma {Espectro 2), correspondiente a una férmula
molecular Ca,HsO:; esta formula permite seis grados de insaturacion. Otros
fragmentos importantes se incluyen en |a Tabla 2.

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas y el analisis
detallado de los espectros de RMN del producto (20) (Espectros 3y 5) ¥ {Tablas
2-4), permiten establecer que el producto natural es un triterpencide muy similar a
los lanostanos previamente obtenidos de otras especies de orquideas {Kadota et
al., 1987; Kikuchi et al., 1986; Kikuchi et al., 1985; Majumder y Pal, 1990). El
espectro de RMN-"H (Espectro 5, Tabla 3) presenta un sistema AB asignable a
los protones de un metilenc vinilico (6un 4.66 y Sus 4.72); estas senales

correlacionan en el espectro bidimensional homonuclear
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Tabla 2. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de la

nidemina (20).

FM CxnHsiO

PM 454

p.f. 127-129°C

IR Vmax (KBr) cm” 2995, 2951, 2877, 1465, 1379, 1007,
{Espectro 1) 891

EMIE m/z (int rel) 454[M+] (8), 439 (100),425 (4), 372
(Espectro 2) (1), 355 (2), 287 (4), 273 (5), 259 (3),

163 (4), 137 (31), 95 (16), 55 (18), 41

(10)
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Tabla 3. Datos de RMN-"H (500 MHz) de [a nidemina (20).

Protén Su
H-3 3.64 (d, 5.5)
H-5 2.07 (dd, 4.5, 11)
H-18 0.84 (s)
H-19 1.28(s) T
H-21 0.87 (d6.5)
H-26 4.72 (sa)

4.66 (dd, 0.5, 2)

H-27 1.68 (sa)
H-28 0.91(s)
H-29 1.021 (s)
H-30 0.848 (s)
H-31 - 1.01 (s}
H-32 1.01 {s)

Los desplazamientos quimicos (relativos al TMS), estan dados en ppm y las constantes
de acoplamiento (en paréntesis}) en Hz. las asignaciones se realizaron por una
combinacién de COSY y HETCOR y por comparacion de los desplazamientos quimicos
con aquellos asignados a compuestos relacionados.
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Tabla 4. Datos de RMN-"*C (125 MHz) de la nidemina (20).

Carbéno S¢
C-1 34.10
C-2 26.37
C-3 82.65
C-4 44.22
C-5 54.30
C-6 20.40
C-7 30.89
C-8 44,10
C-9 35.43

C-10 81.70
C-11 22.54
C-12 34.69
C-13 45.91
C-14 48.73
C-15 33.79
C-16 31.67
C-17 50.93
C-18 15.27
C-19 35.50
C-20 36.69
C-21 18.82
C-22 27.61
C-23 37.40
C-24 38.70
C-25 152.40
C-26 109.29
Cc-27 19.38
C-28 23.40
C-29 25.16
C-30 i7.83
C-31 27.23
C-32 27.49

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron
con base en @ analisis de los espectros DEPT, HETCOR, HMBC, HMQGC y por
comparacion de los desplazamientos quimicos con aguellos asignados a compuestos

relacionados.
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COSY { Espectro 6). La presencia de estas sefiales tipo vinilico es congrusnte
con ta existencia de una doble ligadura terminal en la molécula. En el espectro de
RMN-'H {Espectro 5), se observan también: (i} ocho singuletes atribuibles a ocho
grupos metilo sobre carbonos cuatemarios, uno de los cuales debe corresponder
a un metito sobre doble ligadura, si se considera su desplazamiento quimico en &
1.68 (sa); {ii) un doblete en 8, 0.87 {J= 6.5 Hz} asignable a un metilo sobre un
carbono terciario; (iii) por ultimo, en &y 3.64 (J= 5.5) se observa un doblete
atribuible al hidrégeno geminal de una funcion oxigenada.

El espectro de RMN-'C (Espectro 3}, presenta sefales para 32 dtomos de
carbono en congruencia con la formula molecular calculada. El espectro de RMN-
3¢ en su modalidad DEPT (Espectro 4), indica que estas sefales corresponden a
nueve grupos metilo, once grupos metileno, cinco grupos metino y siete carbonos
cuaternarios. Los desplazamientos-quimicos de uno de los carbonos cuaternarios

[8c 152.41 (C-25)] y de uno de los metilenos [8c 109.30 (C-26)] presentes en el

espectro de RMN-C, p.roporcionan una evidencia adicional de la presencia de
una doble ligadura disustituida en la molécula. La ausencia en el espectro de
otras sefiales asociadas con la presencia de dables ligaduras o grupos carbonilo,
indica entonces que la molécula es de naturaleza pentaciclica. De esta forma, se
satisfacen los requerimientos de la formula molecular en cuanto al numero de
insaturaciones se refiere. Por otro lado, las sefales en §c 82.65 (C-3) y &¢ 91.70
(C-10), indican la presencia de dos carbonos unidos a funciones oxigenadas. Sin
embargo, la férmula molecular contiene sélo un oxigeno, lo cual permite inferir

que la molécula contiene un anillo heterociclico, donde el heteroatomo debe ser el
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oxigeno. De esta forma, se explica la presencia de dos carbonos unidos a
oxigeno en el espectro de RMN-C. El resto de los ciclos presentes en la
molécula son Homociclicos.

En general, los triterpenocides presentan en sus nacleos ocho grupos
metilo, los cuales se pueden encontrar en diferentes estados de oxidacion
(Torsell, 1983; Manitto, 1981; Herbert, 1981). En el caso del producto natural 20
aisiado de la especie Epidendrum boothi, los espectros de RMN evidencian un
total de nueve metilos. Considerando que el metileno vinilico representa un grupo
metilo transformado, el producto cuenta entonces con diez grupos metilo en totai,
es decir, contiene dos melilos mas de los que se encuentran presentes
normalmente en |os triterpenos.

En sintesis, los elementos estructurales evidenciados hasta el momento,
permiten proponer que el producto es un triterpencide con un esqueleto
hidrocarbonado tetraciclico y que contiene ademas un anillo heterociclico y dos
metilos adicionales a los del esqueleto triterpenoide base.

A fin de establecer la naturaleza del nicleo triterpencide tetraciclico, se
compararon los datos de RMN con los previamente descritos para varios
triterpenocides de los tipos tirucalano, lanostano, cicloartano, eufano y dammarano
(Figura 2) (Asakawa ef al, 1977, Pinto ef al., 1980; Das y Mahato, 1983
Fatlorusso el al., 1985; Rao et al., 1986; De Pascual Teresa et al, 1986; Guang ef

al., 1988; Grag ef al., 1988; Tori et al., 1988; Mahato ef a/., 1992).
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tirucalanc lanostano cicloartano

eufano dammarano

Figura 2. Nucieos de triterpenoides tetraciclicos.

Este estudio comparativo sugirié a priori, que el compuesto posee un
nucleo del tipo lanostano meodificado. Posteriormente, el andlisis de! espectro
HMBC permitio confirmar esta propuesta. Los aspectos mdas importantes del
andlisis cuidadoso del espectro HMBC se resumen a continuacién:

a) En primer lugar, el metino asignable a H-5 {84 2.1) correlaciona con las
sefales en 8¢ 23.4 y 8¢ 25.186, asignables a los carbonos de {os metilos en C-28

y C-29, respectivamente. Por otro lado, los hidrégenos de los metilos atribuibles

a H-28 (84 0.915) y H-29 {64 1.021), correlacionan con el carbono del oximetino
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en §¢ 82.65 (C-3). A su vez, el metino en &y 3.64, con un valor para ia constante
de acoplamiento de 5.5 Hz (H-3), correspondiente a la funcién oxigenada,
muestra una clara correlacion con el carbono cuaternario oxigenado en o; 91.7
(C-10). !

b) En segundo lugar, la correlacién observada entre los hidrogenos del
metilo en 84 1.28 (H-19) y el carbono cuaternario & 91.70 (C-10), indican que el
metilo angular, habitualmente ubicado en_C-10 del nic!ec !anostano, migra al
carbono C-9 (8¢ 35.43). Es importante destacar que los hidrogenos de este
metilo correlacionan también con el carbono asignable a C-8 (8; 44.10). Esta
uitima sefnal, a su vez, muestra una clara interaccién con los hidrégenos del
metilo en &y 0.84 (H-30). Por Gltimo, la sefial en & 0.84 (H-18) correlaciona con
el C-17 {6c 50.93). Las correlaciones antes descritas se resumen en las Figuras
3-5.

Los dos grupos de correlaciones antes descritas permitieron establecer la

estructura parcial a que se indica a continuacion:

La estructura parcial a, indica, que el anillo A del triterpeocide 2@ es un

biciclo.
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restltados y discusion

En conclusién, con base en el andlisis anterior, se establecié que el
niclec del producto 20 corresponde al de un lanostano modificade y que
ademas el anillo A se encuentra formando un biciclo de naturaleza heterociclica.

Una vez establecido el nicleo estructural del compuesto 20, el siguiente
paso consistié en determinar la estructura de la cadena lateral, la cual debia
contener la doble ligadura terminal y los dos metilos adicionales: Para ello, el
analisis del espectro HMBC (Espectro 9, Tabla 3) fue también de gran
importancia.

£n primer término, las correlaciones de los hidrégenos vinilicos en &y 4.66
(H-26) y 8w 4.72 (H-26") y del metilo en & 1.68 (H-27) con el carbono vinilico &¢
152.40 (C-25), permiten ubicar a la doble ligadura entre los carbonos C-25 y C-
26.

Por otro lado, las correlaciones observadas entre los hidrégenos en 8y
1.01 (H-31) y 84 1.01 (H-32) y el carbono cuaternario olefinico en & 152.40 (C-
25), permiten ubicar los dos metilos adicionales en la posicion C-24 (8¢ 38.70).
Las correlaciones antes sefialadas se resumen en las Figuras 3-6. Con base en
las designaciones previas, la estructura de la cadena lateral se establecié como

se indica en la estructura parcial b.

b
Es imporante mencionar que, los desplazamientos quimicos que se

observan para los carbonos de la cadena lateral en el espectro de RMN, son
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resultados y discusién

idénticos a los del 24,24-dimetil-tanosta-9(11),25-dien-3p-ol, producto natural
aislado de la especie Bridelia tormentosa Bl. (Euphorbiaceae) (Bates et al.,
1890).

Con base en el andlisis detallado presentado anteriormenle, se propone
la estructura 20 para el nuevo preducto natural aislado de Epidendruml boothil,
mismo que se designéd con el nombre trivial de nidemina (20).

Posteriormante, la estructura del compuesto 20 se comprobd mediante

un andlisis de difraccion de Rayos X. En la Figura 7 se muestra una vista

estereoscopica de la nidemina (20).

Figura 7. Vista estereoscdpica de l1a nidemina (20).
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Espectre 1.

Espectro en el IR de la nidemina {20).
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Espectro 5. Espectro de RMN-'H de la nidemina (20).
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Resuiltados y discusion

4.3.2 Caracterizacion del 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3f-ol (22)
bajo la forma de su derivado monoacetilado 22a.

El siguiente producto se caracterizé como el 24,24-dimetil-5a-lanosta-
9(11),25-dien-3B-o! (22), el cual se aisld de la fraccién secundaria NB-D8
(Cuadro 4), bajo 1a forma de su derivado acetilado 22a. Las constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas del producto 22a se resumen en las Tablas
6,8y 9,y en las Tablas 5, 8 y 9 se indican las correspondientes a la mazcla de
alcoholes 21 y 22.

El espectro en el infrarrojo (Espectro 16), presenta absorciones asociadas
con la presencia de grupos carbonilo de éster (1734, 1245 cm’™) y doble ligadura
(1641 y 890 crn"). En el caso de la mezcla original, ademds de las senales para
doble ligadura, se observa la sefal correspondiente al grupo hidroxilo (3290 cm’
1).

El espectro de masas (Espectro 17) generado por este compuesto,
permite observar el ion molecular en una relacidn m/z 496 uma, fa cual
corresponde a la férmula molecuiar C34Hs602; como era de esperarse, el ion
molecular presenta un incremento (en relacion al producto natural), asociado a
la presencia del grupo acetato. Otros picos importantes se presentan a una
relaciéon m/z de 481, 421, 355 (pico base), 316, 283, 255, 215, 175, entre olros.

La informacion proporcionada por la espectrometria de masas (Espectro
17) y el andlisis detallado de los espectros de RMN (Espectros 18 y 20) de!
produclo 22a, permiten establecer que este es un triterpencide de tipo

lanostano.
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Resuilados y discusion

Tabla 5. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 24-
metil-6a-lanosta-9(11),25-dien-3p-0ol (21) y del 24,24-dimetil-5a-lanosta-

9(11),25-dien-3p-ol {22).

R=H  (21)
R=CH; (22)

M

Compuesto 21 CaHs0

Compuesto 22 CxHsO

PM

Compuesto 21 440

Compuesto 22 454

pt. 207-208 °C

IR vmax (KBr) cm™

{Espectro 10)

3294, 2923, 2867, 1374, 1640, 1459, 1041,
892

EMIE m/z (int rel)

{Espectro 11) compuesto 21.

440 [M'] (32), 425 (100), 407 (39), 313
(68), 273(16), 259 (11), 215 (11), 187 (13),
173(18), 159 (18), 135 (18), 109 (18). 95
(26), 69 (26)

EMIE m/z {int rel)

{Espectro 12) compuesto 22.

454 [M'] (63), 439 (100), 425 (39),
341(11), 313 (95), 274 (26), 259 (11). 215
(11),187 (11), 173 (21), 159 (21), 135 (26),
109 (24), 95 (32), 83 (39) 69(24), 55(16)
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Resultados y discusion

Tabla 6. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del

derivado acetilado del 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22a).

FM CaaHssO2

PM 496

pf. 225227 °C

IR Vmax (KBr} cm” 2970, 2043, 2869, 1734, 1641, 1449,

1373, 1245, 1032, 979, 880
(Espectro 16)

EMIE m/z (int rel) 496 [M"] (34), 481 (63), 421 (60)
(Espectro 17) 355(100), 316 (24), 283 (16), 255 (13),
215 (13), 175 (18}, 119 (21), 95(26)

69(18)
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Resultados y discusion

De este modo, el espectro de RMN-C (Espectro 18) del derivado
acetilado 22a, presenta sefiales para 34 carbonos en congruencia con la formula
molecular establecida mediante la espectrometria de masas (Espectro 17). El
espectro de RMN-"°C en su modalidad DEPT (Espectro 19), indica que de las 34
seﬁ.ales, 10 corresponden a meltilos, otras 10 corresponden a metilenos, seis a
metinos y ocho a carbonos cuaternarios. Las sefiales en 8¢ 109.30, 150.19 y en &
115.18, 148.12, indican la presencia de una doble ligadura terminal y de otra
trisubstituida, respectivamente. La sefial en §c 80.88 es congruente con la
prasencia de la funcion éster en Ja molécula.

De acuerdo al espectro de RMN-'H (Espectro 20), siete de los metilos se
encuentran unidos a carbonos cuatemnarios (54 0.63, 0.87, 0.88,0.72, 1.01,1.06y
1.01), otro a una doble ligadura (&4 1.6), y el noveno a un carbono terciario (3«
0.87); por altimo, a diferencia del espectro de RMN-'H de la mezcla de alcoholes
21 y 22 (Espectro 15), este espectro presenta una sefial asociada con el grupo
funcional acetato (5. 2.04). En este espectro, lambién se observa la sefial
correspondiente al hidrégeno geminal a la funcién éster en 5y 4.48; esta
absorcion se observa como un doblete de doblete (/=4.8, 10.8 Hz), en la mezcla
de alcoholes esta sefial aparece desplazada diamagnéticamente en &y 3.22 (J=
4.8,11.0 Hz). Por Gitimo, se observan dos absorciones vinilicas asignables a una
doble ligadura terminal en 5y 471 y 4.66, ambas sefiales aparecen como

singuletes anchos.
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Resultados y discusion

En el espectro de masas del compuesto 22, al igual que en el caso de la
nidemina (20), et fragmento observado en una relacién m/Zz de 496 uma
(Espectro 17), es congruente con la presencia de dos metilos en C-24 de ia
cadena lateral.

Las caracteristicas espectroscopicas analizadas hasta el momento,
permiten conciuir que e! producto natural es un lanostano con una doble
ligadura terminal entre las posiciones 25 y 26, una doble ligadura trisubstituida,
una funcion carbonilica secundaria y dos grupos metilo adicionales en la cadena
lateral.

La comparacién cuidadosa de los desplazamientos quimicos observados
en el espectro de RMN-'3C, con la de una serie de lanostanos aislados
previamente de la familia Orchidaceae, permitieron comprobar que la funcién
acetato del compuesto 22a se encontraba en C-3, y en consecuencia, también
la funcién alcohdlica de la mezcla M-1, constituida por los compuestos 21 y 22,

Por otro iado, este analisis permitié comprobar que {a doble ligadura
trisustituida se encontraba entre C-9 y C-11 y que los dos metilos adicionales de
la cadena lateral se encontraban en C-24, al igual que en el caso del compueslo
20.

La estereoquimica del grupo acetoxi en C-3, y por lo tanto del hidroxilo en
el producto natural 22, se determind como P con base en el patrdn de
acoplamiento observado para el hidrégeno geminal de la funcién acetoxi. Esta
sefial se observa en el espectro de RMN-'H como un doblete de doblete (J=4.8,

10.8) caracteristico de un hidrégeno axial o orientado.
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Resultados y discusion

4.3.3 Caracterizacion del 24-metil-5¢-lanosta-9{11),25 dien 3p-ol {21) bajo la
forma de su derivado monoacetilado {21a).

Ef derivade monoacetilado 21a se aislé como un sélido blanco cristalino.
Las constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del produclo 21a se
muestran en las tablas 7-9,

En general, las caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas del
preducto 21a fueron muy similares a las del producto 22a. El espectro er. e! R
(Espectro 21), presentd también absorciones asociadas con la presencia de
dobles ligaduras (1642, 890 cm™) y carbonilo de éster (1731, 1246 cm™). Ei
espectro de masas (Espectro 22), presentd un ion molecular en una relacién m/z
de 482 uma. La diferencia de 14 unidades observada entre los iones moleculares
de los productos 21a y 22a, indica que el compuesto 21a contieﬁe un grupo metilo
menos que el metabolito 22a.

El analisis comparativo de los espectros de RMN (Espectros 18, 20 y 23,
25) y del patron de fragmentacion de masas de los productos 21a y 22a, indico
‘también que el compuesto 21a presentaba un metilo menos en la cadena lateral
que el producto 22a.

Las diferencias mas importantes observadas en los espectros de RMN se
resumen a continuacion:

1. En el caso de! espectro de RMN-'H de! producto 21a, en lugar de las dos
sefales de la funcién vinilnica en &y 4.66 y 6y 4.72 (H-28), presentes en el espectro

del producto 22a (Especiro 20), sdlo se observa una sefial en &y
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Resultados y discusion

Tabla 7. Contantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del

derivado acetilado del 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-38-ol (21a).

AcO

FM CasHsiO:2

PM 482

pf. 226-227 °C

IR vmax (KBr) cm” 2941, 2870, 1642, 1443, 1372, 1246,

' 1033, 979, 880.
(Espectro 21)

EMIE m/z (int rel) 482 (43), 467 (81), 407 (84), 355(100),
(Espectro 22) 316 (14), 283 (22), 255 (14) 215 (11),

175 (19), 119 (22), 95 (30), 69 (27)
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Resuflados y discusion

. Tabla 8. Datos de RMN-'H (300 MHz) de la mezcla del 24,24-dimetil-5a-
lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22) y del 24-metil-5a- lanosta-9(11),25-dien-3p-ol
(21), del derivado acetilado del 24,24-dimetil-5c- lanosta-9(11),25-dien-3p-ol
(22a) y del derivado acetilado de! 24-metil-5a- lanosta-9(11),25-dien-3p- ol

{21a).
Protén Mezcla 21 y 22 21a 22a
H-3 3.22 (dd, 11.0,4.8) | 4.48 (dd, 4.8,10.8) | 4.48 (dd, 4.8,10.8)
H-11 5.22 {da, 6) 5.21 (da.B) 521 (da.B)
H-18 0.64 (s) 0.63 (s) 0.63 (s)
H-18 1.04 (s) 1.05 (s) 1.05 (s)
H-21 0.87 (d, 6.3) 0.87 (d, 6.5} 0.87 (d, 6.5)
H-26 4.72 (sa) 4.66 (m) 4.66 (sa)
4,66 (sa) 472 (sa)
H-27 1.68 (sa) 1.64 (s) 1.69 (d, 0.5)
1.64 {(sa)
H-28 0.86 (s) 0.85 (s) 0.85 (s)
H-29 1.015 (s) 0.88 (s) 0.88 (s)
H-30 0.73(s) 0.72 {s) 0.72 (s)
H-31 1.01 (s) 1.00 (d, 7.6) 1.01 (s}
1.00 ()
H-32 1.01 1.01 (s)
AcO 2.04 2.04

Los desplazamientos quimicos (relativos at TMS) estan dados en ppm y las constantes
de acoplamiento (en parentesis) en MHz. Las asignaciones se realizaron por una
combinacién de COSY y HETCOR y por comparacion de los desplazamientos quimicos
con aquelios asignados a compuestos relacionados.
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Resultados y discusion

Tabla 9. Datos de RMN-"C (75 MHz) de la mezcla del 24,24-dimetil-5a-
lanosta-9(11),25-dien-3f-ol (22) y del 24-metil-5a- lanosta-9{11),25-dien-3p-ol
{21), del derivado acetilado del 24,24-dimetil-5a- janosta-9{11),25-dien-3p-ol
(22a) y del derivado acetilado del 24-metil-5a- lanosta-9{11},25-dien-3p- ol
(21a).

Carbén Mezcla 21 y 22 21a 22a
C-1 36.13 35.79 35.79
c-2 27.82 24.16 24.16
C-3 78.93 80.88 B0.88
C-4 39.11 38.02 38.02
C-5 52.52 52.56 52.56
C-6 21.39 21.25 21.25
C-7 28.13 28.01 28.01
C-8 41.82 41.76 41.76
C-9 148.54 148.12 148.12
C-10 39.39 39.23 39.23
C-11 114.54 115.18 115.18
C-12 37.14 37.11 37.11
C-13 44,28 44,25 44.25
C-14 47.01 47.01 47.01
C-15 33.91 33.92 33.92
C-16 27.98 28.01 28.01
C-17 50.79, 50.91 50.89 50.75
Cc-18 14.35 14.38 14.38
Cc-19 22.26 22.29 22.29
C-20 36.62, 36.12 36.05 36.62
C-21 18.5 18.50 18.50
Cc-22 30.8, 33.91 33.92 30.79
C-23 37.33, 31.48 31.47 37.30
C-24 38.71, 41.60 41.60 38.71
C-25 152.38, 150.19 150.19 152.41
C-26 109.26, 109.35 109.30 109.30
c-27 18.39, 18.50 18.50 19.43
C-28 28.22 28.18 28.18
Cc-29 15.64 16.82 16.82
C-30 18.50 18.5 18.5
C-31 27.24, 20.16 20.17 27.27
C-32 27.84 27.54
AcO 21.36, 170.99 21.36,170.99

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron con
base en el analisis de los espectros DEPT y HETCOR y por comparacion de l0s
desplazamientos quimicos con aguelios asignados a compuestos relacionados.
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466 que integraba para dos hidrégenos. En otras palabras, en el caso del
compuesto 21a, los hidrdgenos del metileno terminal son equivalentes.
2. En lugar del singulete en 84 1.01 (H-31 y H-32) presente en el espectro de
RMN-'H del compuesto 22a (Espectro 20), el espectro equivalente del producto
21a, presenta un doblete con una constante de acoplamiento de 7 Hz en 4 1.00
{Espectro 25), asignable a H-31.
3. En el espectrodz RMN-YC del producto 21a (Espectro 23), no aparece la sefial
de! carbone cuatermnario en & 38.71 (C-24) presente en el espectro de RMN-'*C
del compuesto 22a (Espectro 18) y en su lugar ss cbserva un metino adicional en
8¢ 41.60 (C-24).
4, Por uitimo, en el espectro de RMN-"C mbdalidad DEPT del compuesto 21a
{Espectro 24), se ohserva una sefial menos en la zona de los metilos.

Con base en el analisis anterior el producto 21, se caracterizé como el 24-
metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3f3-ol.

Los compuestos 21 y 22, se han obtenido previamente de otras fuentes

naturales (Chakravarty ef al., 1996, Majumder y Kar, 1989).
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Resumen y conclusiones

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. En el presente estudio, se determiné el potencial fitotéxico del extracto total y
de las fracciones derivadas del fraccionamiento primario del extracto obtenido
de la especie Epidendrum boothii, mediante la evaluacién del efecto de los
mismos scbre 1a inhibicién del crecimiento radicular y de la germinacion de
Amaranthus hypochondriacus (Amarantaceae) y Echinochioa crusgalli
(Gramingae). Los resultados permitieron establecer que la especie
Epidendrum bothii no constituye una fuente natural apropiada para la
obtencion de herbicidas potenciales.

2. El estudio fitoquimico de las fracciones no espasmoliticas del extracto total de
esta orquidea, permitid el aislamiento y la caracterizacién de tres
triterpencides y un esterol. Dos de los triterpenoides son de tipo lanostano y

‘se caracterizaron como el 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3p-ol {22) y
como el 24-metil-Sa-lanosta-9(11),25-dien-3p-of (21); el tercero es un

lanostano modificado y constituye un nuevo producto natural; este dllimo

compuesto se designé con el nombre trivial de nidemina (20) y su estructura
se comprobé mediante un andlisis de difraccién de rayos X. Cabe sefalar que
esta es la primera descripcién de lanostanos modificados en la familia
Orchidaceae. El esterol se caracterizé como estigmasterol (23).

3. El estudio quimico de las fracciones no activas constituye una contribucion
adicional para el conocimiento del perfil metabdlico secundario de la familia

Orchidaceae, asi como de la flora medicinal mexicana.
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