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LINTRODUCCION

1. ANTECEDENTES DE LA Ratibida mexicana.

El género Ratibida Richards pertenece a la familia Asteraceae {tribu
Heliantheae) e incluye seis especies. Las especies Ratibida latipalearis
Richards y Ratibida mexicana se utilizan ampliamente en la medicina
tradicional Tarahumara {(Watson), {(W.M. Sharp). La primera se emplea en el
tratamiento de heridas de la piel, inflamaciones y dolores de cabeza. Las
raices de la segunda se utilizan para el tratamiento de des6rdenes
gastrointestinales, resfriados, reumatismo, inflamaciones de la piel y como
agente antiséptico. Por otra parte, las hojas de ésta se utilizan para los
dolores de cabeza (Richards, 1969).

La Ratibida mexicana (sin.: Lepachis mexicana Watson) es una hierba
perenne, endémica del estado de Chihuahua, donde los indios tarahumaras,
le denominan "Howinowa" (Richards, 1969) y "6nawa” (Bye 1992,
comunicacién personal). La especie se localiza principalmente en los
bosques de pinos y en los prados de la Sierra Madre Occidental, Chihuahua,
donde crece de manera aislada. Esta observacidn sugiere que la especie
contiene metabolitos secundarios de importancia ecol6gica (Bye 1993,
comunicacién personal).

Los estudios qulmicos acerca del género Ratibida son recientes y
unicamente se han investigado las especies R. columnifera, R. peduncularis
y R. latipalearis. Las investigaciones sobre R. columnifera y R. peduncularis
condujeron al aislamiento e identificacién de wveintiseis lactonas
sesquiterpénicas de los tipos xantandlidas (Ellmauerer et al., 1987, Herz et

al., 1988), ratibidanélidas {Herz et al., 1985}, elemandlidas (Herz et al.,



1986}, y eudesmandlidas {Herz et a/., 1985, Elimauerer et al.,, 1987); tres
flavonas {Herz et al., 1985 Ellmauerer et al, 1987), un fenilpropanoide
(Ellmauerer et al., 1987), tres acetilenos (Herz et al., 1985, Ellmauerer et
al., 1987) y dos sesquiterpenos simples (Herz et al., 1985).

Por otra parte, el estudio quimico biodirigido de R. /latipalearis
mediante la determinacion de la toxicidad para A. salina y del efecto sobre
el crecimiento de bacterias y una levadura permitié el aislamiento e
identificacién de dos lactonas sesquiterpénicas citotéxicas y dos flavonoides
antimicrobianos; las lactonas se caracterizaron como la ratibinélida | y la
ratibindlida 1l; y los flavonoides como la hispidulina y la pedalitina. De
manera adicional, se obtuvo un glicésido inactive del tipo germacrandlida el
cual se caracteriz6 como la 2a-f-D-glucopiranosil-A10.45igermaciadien-
6a,7B,11p-6lida (Rojas, 1990 y Jiménez, 1992).

Por (ltimo, en un trabajo reciente se demostr6 que el extracto
metandlico de R. mexicana tiene propiedades citotdxicas, antifungicas e
inhibitorias del crecimiento vegetal, Sin embargo, e! extracto resultd inactivo
en contra de bacterias Gram (+) y Gram () y de la levadura Candida

albicans (Cocoletzi, 1993).

2. LACTONAS SESQUITERPENICAS COMO AGENTES ALELOPATICOS.

Los organismos vivos de los reinos animal, vegetal y protista
interaccionan con su medio ambiente inmediato por medio de moléculas
quimicas, estas moléculas son conocidas como semioquimicos (sefialadores
quimicos).

Los semioquimicos son sustancias que un organismo puede detectar

en su medio ambiente y que pueden modificar su comportamiento o



fisiologfa. Es decir, éstas son sustancias que transmiten mensajes qulmicos
Y que regulan las interacciones entre dos organismos, {os cuales pueden ser
de la misma (intraespecifico) o de diferente especie (interespecifico).

Whittaker y Feeny (1971} clasificaron a los agentes semioquimicos
considerando la naturaleza inter o intraespecifica de la relacién, y por otra
parte, si los efectos resultantes de la interaccién constituyen una ventaja en
el proceso evolutivo de las especies participantes. Esta clasificacién se
resume en el Cuadro 1.

A los agentes semioquimicos que participan en las interacciones
planta-planta y planta-microorganismo se les ha denominado de manera
tradicional como agentes alelopdticos. La mayorfla de los agentes
alelopaticos descritos a la fecha forman parte de los denominados
metabolitos secundarios y practicamente casi todas las categorfas
estructurales de metabolitos secundarios incluyen ejemplos de #éstos
sermioquimicos. Uno de los grupos de metabolitos secundarios que han sido
mas estudiados como agentes alelopéticos son las lactonas sesquiterpénicas
(Fischer et al.,, 1986, 1991; Picman, 1986; Elakovich, 1988; inter alia).

Las lactonas sesquiterpénicas son metabolitos secundarios de arigen
mevalénico. Se encuentran distribuidas en més de 15 familias de plantas,
predominantemente en las Asteraceas, y representan uno de los grupos més
grandes de productos naturales, incluyendo cerca de 3500 compuestos
{Fischer et al., 1979; Seaman, 1982; Picmap, 1986). De manera adicional,
las lactonas sesquiterpénicas se han encontrado en las hepdticas, donde se
produce la serie enantiomérica opuesta a la biosintetizada en las plantas
superiores {Asakawa, 1982). La biogénesis de varias clases de esqueletos

de lactonas sesquiterpénicas fué revisada recientemente por Fischer {1990),



Cuadro 1. Clasificacién de los agentes semioquimicos de acuerdo con

Whittaker y Feeny (1971},

1. Efectos quimicos interespecificos (o efectos aleloquimicos).

A. Alomonas: ventaja adaptativa para el organismo que las produce.
1. Repelentes.
2. Sustancias de escape (tintas de cefalépodos, etc.).
3. Supresores (antibiéticos, etc.).
4, Venenos.
5. Inductores.
6. Neutralizantes.
7. Atractores (atraccién de la presa hacia el depredador).
B. Cairomonas: ventaja adaptativa para e! organismo gue las recibe.
1. Sefiuelos quimicos.
2, Inductores que estimulan la adaptacién,
3. Sedales que advierten al organismo que las recibe acerca de peligro o
toxicidad.
C. Depresores: Productos de desecho, etc. que inhiben o envenenan al organismo
que los recibe sin una ventaja adaptativa para quien los produce.

Il. Efectos intraespecificos.

A. Autotoxinas: productos téxicos de deseche para quien los produce sin una
ventaja para ottas especies.

B. Autoinhibidores de adaptacién: limitan los niveles de poblacién hacia su

posicién de equilibrio.
C. Feromonas:

Sexuales, sociales, de alarma y defensa y de limitacién de territorio.




El grupo funcional comin a la mayoria de las lactonas sesquiterpénicas de
origen natural es la o-metilen-y-lactona. Sin embargo, estos compuestos
pueden presentar también grupos aldehldicos y ceténicos o,B-insaturados,
ésteres y funciones epdxido. Todos estos grupos funcionales tienen
propiedades alquilantes y pueden reaccionar con nucletfilos bioldgicos, en
particular con los grupos tiol de muchas enzimas involucradas en numerosos
procesos bioquimicos. En consecuencia, !as lactonas sesquiterpénicas,
ademads de los efectos alelopéaticos y fitotéxicos ya mencionados, exhiben
un amplio espectro de actividades biolégicas {(Rodriguez et al, 1976,
Stevens, 1984}, incluyendo las siguientes: citotéxicay antitumoral (Cassady
y Suffness, 1980), antimicrobiana (Lee et al., 1977), insecticida {Smith et
al,, 1983), molusquicida (Marston y Hostettmann, 1985), antimalérica
{Klayman, 1985), e inmunoestimulante (Arlette y Mitchell, 1981), entre
otras.

En relacién a los efectos alelopéticos y fitotéxicos de las lactonas
sesquiterpénicas, se han publicado algunas revisiones entre las que
destacan las de Fischer (1986, 1991), Picman (1986) y Elakovich (1988),
La mayorfa de los estudios versan sobre los efectos de regulacién del
crecimiento y de la germinacién de plantas cultivadas y malezas. En el
Cuadro 2 se resumen las actividades demostradas por algunas lactonas
sesquiterpénicas y en el Cuadro 2a se enlistan las estructuras
correspondientes.

Como se desprende de la informacion del Cuadro 2, en la mayoria de
los casos los efectos observados sobre el crecimiento vegetal y/o la
germinacién fueron inhibitorios, encontréndose una dependencia entre la
concentracién y la actividad demostrada. Sin embargo, en otras

investigaciones, como en la realizada con la solstitdlida {12), se encontrd



que a bajas concentraciones (10-20 pg/ml) se estimulé el crecimiento
radicular de la lechuga vy, por el contrario, a altas concentaciones {mayores
de 50 pg/ml) se inhibi6 el mismo {Stevens y Merrill, 1985}, Las
pseudoguayandlidas (1) y (3), las germacrandlidas {14}, (15} y (16}, asi
como sus respectivos diepdxidos y 11,13-dihidroderivados sélo promueven
la germinacién de la maleza Striga asidtica a concentraciones de 105 a 10°
M (Fischer et al.,1990).

Por dltimo, las pseudoguayandélidas partenina {1) y coronopilina {2},
constituyentes mayoritarios de Phartenium hysterophorus, demostraron
autotoxicidad en contra de plantulas y plantas viefas (Picman y Picman,

1984; Jarvis et al., 1985).



Cuadro 2. Efectos alelopaticos de algunas lactonas sesquiterpénicas.

LACTONA SESQUITERPENICA

EFECTO DEMOSTRADO

REFERENCIA

Partenina (1).
Coronopilina (2).

Autotdxicas para plantulas y plantas viejas de
Partenium hysterophorus.

Picman y Picman, 1984.
Jarvis et al., 1985.

Peruvina (4).

Inhibe la germinacién de la lechuga y el
crecimiento de plantulas de arroz a 250 pg/mi.

Watanabe et a/.,, 1981,

Tomentosina (7).

Inhiben la germinacién de Abutilon theophrasti,
maleza perjudicial para la agricultura, a la

concentracién de 103 M.

Spencer et al., 1984.

Axivalina (6).

Inhibe e! crecimiento radicular de Abutilon
theaphrasti a 1073 M,

Spencer et al., 1984.

11BH,13-Dihidrotartidina B (8).

A 10 pg/ml no tiene efectos sobre Ia
germinacién de Brassica rapa L. var. pervidis
Bailey, pero inhibe significativamente el
crecimiento de la raiz.

Sashida et al., 1983.

Niveusina B (9).
Niveusina C (10).

Producen reduccién lineal en el crecimiento de
coledptilos de avena.

Spring et al., 1981 y

1982.

Heliangina (11).

inhibe la elongacibn de secciones de
coleéptilos de avena y promueve la formacién
de raices adventicias en hipocétilos de
|&ntulas de Phaseolus mungo.

Shibaoka et a/., 1967,

Solstitélida (12).

A concentraciones de 10-20 pg/mi ia lactona
promueve la elongacién de la ralz de la lechuga
pero la inhibié a concentraciones arriba de 50
pa/mi.

Stevens y Merrill, 1985.

Cnicina (13).

A 200 pg/ml y concentraciones mayores inhibe
la germinacién de diversas dicotiledoneas y
monocotiledoneas y retrasan el crecimiento de
las ralces de estas especies.

Kelsey y Locken, 1987.




Cuadro 2. Efectos alelopéticos de algunas lactonas sesquiterpénicas {continuacién).

LACTONA SESQUITERPENICA

EFECTO DEMOSTRADO

REFERENCIA

Costundlida {14).

Promovi6 la germinacién de pepino, zanahoria
y sorgo e inhibié la del trigo, el centeno béllico
Y Amaranthus palmieri a concentraciones entre
50 y 100 yM.

Fischer y Quijano, 1985.

Isoalantodieno (17).

A 20 ug/ml causé un incremento de seis veces
la iniciacion de 1a formacion de raices
adventicias en hipocétilos de Vigna radiata. A
40 pg/mi se triplicé la actividad de la nitrato
reductasa en cortes de pléntulas de V. radiata.

Kalsi et al., 1989.

Zaluzanina C (18).
Zaluzanina D {(19).
8a-Acetoxizaluzanina D {20).

A 100 pg/mil la zaluzanina C y a 50 pug/mi la
zaluzanina D inhibieron  totalmente fa
germinacién y el crecimiento del arroz. A 50
ng/mi fa Ba-acetoxizaluzanina D presenté los
mismos efectos.

Asakawa et a/.,, 1981.

Artemisinina (21).

Inhibe la germinacién y reduce el crecimiento
de raices y brotes de lechuga. Ademés afecta
a otras malezas y plantas cultivadas.

Se demostré que es una fitotoxina selectiva
que reduce el crecimiento por un- mMecanismo
diferente a {3 inhibicibn de sintesis de
protelnas.

Duke et a/.,1987.

Duke et al,, 1988.

3p-Hidroxicostunélida {22).

Inhibe la germinacién y el crecimiento radicular
de plantulas de arroz a concentraciones entre
100 y 200 pg/mil.

Asakawa et al.,, 1984.

Confertiflorina (3).
Partenina {1).

Incrementan significativamente la germinacién
de la Striga asidtica, planta pardsita de raices
de plantas comestibles, a concentraciones de
104 M.

Fischer et al., 1989.




Cuadro 2. Efectos alelopéticos de algunas lactonas sesquiterpénicas (continuacion).

LACTONA SESQUITERPENICA

EFECTO DEMOSTRADO

REFERENCIA

Dihidropartendlida (16).

Estimula en un 70% la germinacién de la
Striga  asfdtica en un intervalo de
concentracidn de 107 a 102 M.

Fischer et a/., 1989.

Costundlida (14).
Partendlida (15).
Dihidopartenélida (16).

Causan del 40 al 65% de estimulacién de la
germinacion de Striga asiatica a
concentraciones entre 105y 102 M.

Fischer et al., 1990.

Peruvina (4).
Burrodina (5).

Promueven significativamente la germinacién
de Striga a concentraciones de 104y 106 M.
A concentraciones 107 a 10°®* M no se observa
efecto; en contraste, sus dihidroderivados
mostraron una actividad significativa a Ila
concentracion de 10-° M.

Fischer et af., 18990.
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Cuadro 2a. Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas con actividad alelopéatica

demostrada.

(1) Partenina, R=0H, R'=H.
{2) Coronopilina, R=0H, R'=H.
{(3) Confertiflorina, R=H, R'=0Ac.

(4} Peruvina, R=0H, R'=H.
{5) Burrodina, R=H, R'=0H.

AcO!"

(6) Axivalina.

{7) Tomentosina.

(8} 11PH,13-Dihidrotartidina 8.
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Cuadro 2a. Ejemplos de lactonas sesquiterpénicas con actividad alelopética
demostrada {(Continuacién).

(9) Niveusina B, R=H, R'=0H.
(10} Niveusina C, R=0H, R'=H.

OAng

(11) Heliangina

{12) Solstitélida.

(13) Cnicina.

{14} Costunélida.
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Cuadro 2a. Ejemplos de {actonas sesquiterpénicas con actividad alelopética

demostrada {Continuacion).

{15) Partendlida, R=CHy.
{16} 11pH,13-Dihidropartendlida
R=11pH,1 1o Me.

{17) Isoglantodiena.

{18} Zalyzanina C, R=0H, R' =H

{19) Zaluzanina O, R=0Ac, R'=H

{20) Ba-Acetoxizaluzanina D,
R=R'=0Ac.

(21} Artemisinina.

{22} §-Hidroxicostundfida.
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il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los estudios bioldgicos preliminares sobre Ratibida mexicana
(Cocoletzi, 1993), se demostré que el extracto metanélico presenta una alta
toxicidad para Artemia salina (CLg, de 62.27 pg/ml}, y una considerable
actividad citotbxica in vitro para los sistemas de tumores gque se indican en

el Cuadro 3.

Cuadro 3. Actividad citotéxica in vitro del extracto metandlico de R.
mexicana (Cocoletzi, 1993},

LINEA TIPO DE CANCER DEgo
CELULAR (pgiemi}

BC-1 Céncar de pecho humano 3.0
HT-1080 Fibrosarcoma humano 7.3
Lu-1 Céncer pulmonar humano 34
Mel-2 Melanoma humano 2.8
Col-2 Céncer de colon 2.6
KB Carcinoma epidermoide 3.7
KB-V Carcinorna epidermoide resistents a vinblasting 2.7
P-388 Leucemia de miridos 0.6
A431 Carcinoma epidarmoide humano 4.9
LNCaP, Céncer de préstata humana 1.8
ZR75-1 Céncer de pechoe humano 4.0
U373 Glioblastina 3.5

De manera adicional, el extracto inhibié significativamente &l
crecimiento radicular de las semillas de las especies Amaranthus
hypachondriacus y Echinochioa crusgalli, obteniéndose dosis inhibitorias
medias {Clg,) de 41,18 pg/miy 213.73 pg/mi, respectivamente.
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Por dltimo se demostré una actividad antifingica para el extracto
metandlico de esta especie ya que inhibié de manera selectiva, el
crecimiento radial de dos especies fitopatégenas {He/minthosporium sp. y
Phytium sp.J a las concentraciones ensayadas (50 y 200 pg/ml}.

El fraccionamiento del extracto activo mediante un proceso de
particién entre hexano y metanol acuoso seguido de las evaluaciones
biolégicas de las fracciones resultantes permitié comprobar que la actividad
se concentraba principalmente en la fraccién hexénica (Cocoletzi, *1993).

Con base en estos antecedentes y considerando que los extractos
vegetales con propiedades biolégicas demostradas constituyen fuentes
valiosas de principios activos, el presente trabajo tiene como objetive
general aislar y caracterizar los principios activos responsables de las
actividades antifingicas, citotdxicas e inhibidoras del crecimiento vegetal
detectadas en el extracto metandlico de Ratibida mexicana. Para el
cumplimiento de éste propdsito se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Realizar el estudio quimico biodirigido del extracto activo, mediante
el empleo de técnicas fitoquimicas convencionales y los ensayos biolégicos
apropiados.

2. Caracterizar los compuestos activos mediante métodos quimicos y
espectroscaépicos.

3. Preparar algunos derivados semisintéticos de los compuestas
naturales més activos con la finalidad de evaluar el cambio de la actividad

bioldgica en funcién de las modificaciones estructurales.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL VEGETAL.

Las raices de Ratibida mexicana se colectaron en el municipio de
Guachochic, Cusdrare, Chihuahua en diciembre de 1991. Una muestra de
referencia (voucher, Bye y Linares 18336} se deposité en la coleccifn
etnoboténica del Herbario Nacional (MEXU) del Instituto de Biologla, UNAM.

El material vegetal se secé a temperatura ambiente y se pulverizé en

un molino de cuchillas modelo T. Wiley 4.

2, METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR.

El material vegetal molido (3.2 Kg) se extrajo seis veces con un
volumen total de 72 litros de metanol anhidro, dejando entre cada
extraccién un perfodo de 48 hrs. y al término de éstas se filtré y concentr6
al vaclo, obteniendose un tota! de 397 g de extracto seco.

El extracto obtenido se fracciond de manera preliminar mediante un
proceso de particion, disolviendo a muestra en un litro de metanol acuoso al
10% vy extrayendo tres veces con 400 ml de hexano. Las dos fracciones
primarias resultantes se concentraron al vacio para generar 56.5 g de la

fraccién hexénica y 340.5 g de la fraccion metanélica acuosa.

3. ANALISIS CROMATOGRAFICOS.

Los énalisis cromatograficos en capa fina se efectuaron sigulendo las

técnicas convencionales utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de
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sflice (sfiica gel 60 GF,s, Merck), varios sistemas de elucién y diferentes

agentes cromdgenos. Los reactivos reveladores y los sistemas de eluyentes

empleados se resumen en los Cuadros 4 y 5 respectivamente.

Cuadro 4. Agentes cromdgenos utilizados para los anélisis cromatogréficos

en capa fina.
REACTIVO AGENTES CROMOGENOS REFERENCIA
{COMPOSICION)
Sulfato cérico 12 g de sulfato cérico
22,2 mi de H,S0, concentrado
350 g de hielo picado
H,S0, 10% 10 m! de H,S0, concentrado
90 mi de H,0 destilada Stahl, 1969
Anisaldeh{do 0.5 mi de anisaldehfdo

9 ml de etanol
0.5 mi de H,S0, concentrado

1 ml de 4cido acético

*En todos los casos para el desarrollo de color fué necesario calentar por dos

minutos a 110°C

Cuadro . 5.

aproximadamente.

Sistemas de eluyentes empleados

cromatogréficos en capa fina.

para los anélisis

SIST. DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
A Banceno/AcOEt Diversas
B Hexano/AcOEt Diversas
c CHCl,/MaOH Diversas
D Hexano/Acetona Diversas
E Acetona/H,0 9:1
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4. FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LA FRACCION HEXANICA.

La fraccién hexénica se fraccion6 de manera secundaria mediante una
cromatografia en columna preparativa, empleando como adsorbente gel de
sflice (523 g de sfica gel G-60 Merck granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-
230); el proceso de elucion se llevo a cabo con hexano y hexano/AcOEt en
diferentes proporciones. Se recogieron un total de 210 fracciones de 200 ml
cada una y se analizaron por cromatografia an capa fina combinéndose
aquellas que presentaron caracterfsticas cromatogréaficas similares. En el
Cuadro 6 se rasumen los sistemas de eluyentes empleados, las fracciones
combinadas y la toxicidad para Artemia salina. Esta ultima se puede
expresar en terminos de concentraci6n letal media (Clso) o en % de

mortalidad,

Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatograffa en
columna de la fraccion hexanica de Ratibida mexicana.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clgo

% COMBINADAS | FRACCION (ug/ml)
COMBINADA

Hexano 100 1-35 | > 1000
Hexano/AcOEt 90:10 36-40 ) 271.73

41-46 m 90.77
47-57 [\ > 1000
58-99 v >1000
Hexano/AcOEt 80:20 100-164 Vi > 1000
Hexano/AcOEt 50:50 165-210 Vil > 1000
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5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS DE LA
FRACCION HEXANICA.

5.1. Obtencion de la Isoalloalantolactona {23).

La fraccién téxica Il {Cuadro 6), se recromatografié en una columna
abierta sobre 480 g de gel de silice. Se recogieron un total de 184
fracciones de 50 ml cada una utilizando como eluyentes benceno, mezclas
de benceno/AcOEt en diferentes proporciones y AcOEt. Cada fraccién se
analizé por cromatografia en capa fina combin&ndose, como en e} caso de la
columna original, aqueilas que resultaron similares. En el Cuadro 7 se
resumen los sistemas de elucién empleados, las fracciones combinadas y la

toxicidad para A. salina.

Cuadro 7. Resumen de la cromatograffa en columna de las fracciones
téxicas Ili del Cuadro 6.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clgo

% COMBINADAS | FRACCION (jg/mi}
COMBINADA

Benceno 100 1-17 Vil > 1000
18-30 IX 90.00
31-61 X > 1000
62-85 Xl > 1000
Benc/AcOEt 95:05 86-95 Xu > 1000
96-103 Xl > 1000
Benc/AcOEt 85:15 104-121 XV > 1000
Benc/AcOEt 75:25 122-146 XV > 1000
Benc/AcOEt 5050 147-167 Xvi >1000
AcOEt 100 168-184 XVII > 1000
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De las fracciones IX {Cuadro 7) cristalizaron espontaneamente 950.8
mg de la isoalloalantolactona (23), {aly= +119° {1, CHCl;) a 25°C y con
pf=74-75°C, el cual fué separado por decantacién. Es importante mencionar
que al concentrar las fracciones XII-XVIl al vacio se obtuvieron residuos con
apariencia de polfmero los cuales resultaron inactivos en las evaluaciones
contra A, salina.

El aceite del cual cristalizé el compuesto anterior, fué cromatografiado
en una columna tipo flash sobre gel de sflice desa‘qtivada al 10% con una
solucién al 10% de AgNO, se obtuvieron 70 fracciones de 20 ml cada una;
el sistema de elucién empleado fué hex./AcOEt en diferentes proporciones.

El Cuadro 8 resume este proceso cromatografico.

Cuadro 8. Resumen de la cromatografla en columna tipo flash con AgNO,
de las fracciones !X del Cuadro 7.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clgo
% COMBINADAS { FRACCION (ngiml)
COMBINADA
Hexano/AcOEt 90:10 1-28 XVHI > 1000
Hexano/AcOEt 80:20 29-32 XIX 45.31
33-36 XX > 1000
Hexano/AcOEt 70:30 37:70 XXI > 1000

De las fracciones XIX de ésta columna cristalizaron 778.8 mg
adicionales del producto {23). La cantidad total de (23) obtenida de la

fraccién hexanica fué de 1.726 g.

5.2. Obtenci6n de (-}selin-11-en-40-0l (24).
La fraccién inactiva X del Cuadro 7 fué cromatografiada sobre ge! de

silice {sflica gel para cromatografia flash 40 um, Baker), impregnada al 10%
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con una solucién al 10% de AgNO;. Se obtuvieron 86 fracciones de 2.5 ml
cada una. Las fracciones obtenidas se cromatografiaron en capa fina y se
unieron de acuerdo con sus caracteristicas cromatograficas. De la fraccién
XXV de esta columna (Cuadro 9) se obtuvieron 14 mg del (-)selin-11-en-4a-

ol {24) (0.00044% de rendimiento en base a planta seca), cromatogréfica-
mente puro, de p.f.=82-84°C y [a]p= -23.90° (1, CHCI,), a 25°C.

Cuadro 9. Resumen de la cromatograffa en columna tipo flash con AqNO; de
las fracciones X del Cuadro 7.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clgo
% COMBINADAS | FRACCION (2g/mi}
COMBINADA

Hexano 100 1-8 xxin >1000
Hexano/AcOEt 90:10 9-17 XXIH > 1000
Hexano/AcOEt 80:20 18-64 . XXV >1000
Hexano/AcOEt 70:30 65-78 XXV > 1000
Hexano/AcOEt 50:50 79-81 XXVI > 1000
AcOEt 100 82-86 XXvil > 1000

5.3. Obtencidn de Elema-1,3,11-trien-8,12-6lida (25).

La fraccién téxica Il del Cuadro 6 se recromatografié en una columna
tipo flash sobre 280 g de ge! de silice (sflica gel G 60 grénulos 0.2-0.5 mm,
malla 70-230)}. La elucién se llevo a cabo con una mezcla de hex/AcOEt 9:1.
Se recogieron un total de 40 fracciones de 50 ml, uniéndose aquellas cro-
matograficamente similares. En el cuadro 10 se resumen éstos resultados.

La fracci6n XXXII de ésta dltima columna (Cuadro 10) se
recromatografié en una columna tipo flash, de la misma manera como se

hizo anteriormente, utilizando 2.5 g de gel de sflice como adsorbente. En
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esta ocasién los eluyentes fueron benceno, mezclas de benceno/AcOEt y
AcOEt; se obtuvieron 39 fracciones de 50 ml cada una y se
recromatografiaron en capa fina para unir aguellas que revelaran de manera

similar. Estos resultados se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 10. Fraccionamiento mediante cromatograffa en columna tipo flash
de la fraccién téxica Il del Cuadro 6.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE.DE LA Clso
% COMBINADAS FRACCION pa/mi
Hexano/AcQEt 90:10 1-8 XXVIH >1000
Hexano/AcOEt 90:10 9-12 XXIX 269.86
Hexano/AcOEt 90:10 13-17 XXX 25.77
Hexano/AcOEt 90:10 18-28 XXX! >1000
Hexano/AcOEt 90:10 29-33 XXXII 122.20
Hexano/AcOEt 80:10 34-40 XXX 33.46

Cuadro 11. Resumen del proceso cromatografico de Ia fraccién XXX del
Cuadro 10. '

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA % DE
% COMBINADAS FRACCION MORTALIDAD
COMBINADA | A 100 pa/m!_|

Benceno 100 1-5 XXXIV 90
6-13 XXXV 70
14-19 XXXVI 0.0
20-21 XXXV 0.0
Benc/AcOEt 95:05 22-26 XXXVIN 0.0
27-28 XXXIX 0.0
Benc/AcOEt 85:15 29-30 XL 0.0
Benc/AcOEt 80:20 31-33 XL 0.0
Benc/AcOEt 70:30 34-39 XLl 3.33
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La fraccién XXXV del Cuadro 11 generé un sélido cristalino el cual
fué purificado por sucesivas cromatografias en columna y en placa delgada,
utilizando en todos los casos gel de sflice impregnada con solucién de
AgNO; al 10% y una mezcla de benc/AcOEt 9:1 como sistema de elucién.

Como resultado de este proceso se obtuvieron 124 mg (0.0039% de

rendimiento), del compuesto (25), pf=72-73°C.

6. FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LA FRACCION
METANOLICA ACUOSA.

La fraccién metanélica acuosa resultante del proceso de particién se
disolvié en metanol precipitandose 63.3 g de un soélido chicloso que se
denomind fraccién "A". Las aguas madres se concentraron in vacuo para

generar 277.2 g de un residuo que se designé como fraccion "B".

6.1. Procesamiento de [a fracci6n A.

La fraccién téxica A {44.532 g se fracciané de manera adicional
mediante una columna preparativa, utilizando como adsorbente gel de sllice
(600 g de sflica ge! G-60 Merk malla 35-70); e‘l proceso de elucién se
efectué con benc/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH y MeOH en diferentes
proporciones. Se recogieron un total de 112 fracciones de 250 mi cada una
y se analizaron por cromatograffa en capa fina, combindndose aquellas
cromatograficamente similares. El Cuadro 12 resume los sistemas de
eluyentes empleados, las fracciones combinadas y la toxicidad para Artemia

salina.



23

Cuadro 12. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna de
la fraccién A de Ratibida mexicana.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clsq
% COMBINADAS | FRACCION pg/ml
COMBINADA

Benc/AcOEt 90:10 1-3 XLk 56.35
45 XUV >1000

613 Xty 845.21
14-32 XLVI >1000
Benc/AcOEt 80:20 3367 |- xuvui >1000
Benc/AcOEt 50:50 58-82 XLV >1000
AcOEt 100 83-96 XLIX >1000
AcOEt/MeOH 50:50 97-108 L >1000
MeOH 100 109 _u >1000

6.1.1. Obtencién de cantidades adicionales de la isoaf/foalantolactona (23).

La fraccién tdxica XL del cuadro 12 (56.5064 g )} fué cromatografiada
sobre gel de silice (105 g de sflica ge! para cromatografla flash, 40 pum,
Baker) impregnada al 10% con una solucion al 10% de AgNO,. Se
obtuvieron 85 fracciones de 30 ml cada una, cada fraccién fué analizada por
cromatograffa en capa fina uniéndose aquellas cromatograficamente
similares, en el Cuadro 13 se rasumen estos resultados.

De la fraccion LV de este cuadro se obtuvieron 775.3 mg adicionales
del compuesto {23}, dando un total de 2.5049 g (0.07829% de rendimiento

en base a planta seca).
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Cuadro 13. Resumen de la cromatograffa en columna tipo flash con AgNO,
de las fracciones XLIli del Cuadro 12.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA Clgp
% COMBINADAS [ FRACCION pg/ml
COMBINADA
Hexano/AcOEt 80:20 1-4 i} N.D.
5-6 S L N.D.
7-8 Liv N.D.
9-10 v '41.00
11-84 LvI N.D.
AcOEt 100 85 LVII N.D.

6.1.2. Obtencién del (-)selina-4a,11-diol {26) y del 8-acetoxi(-}selina-4c,11-
diol {27).

De la fraccién inactiva XLIV del Cuadro 12 constituidas por dos
componentes mayoritarios se obtuvo una mezcla de apariencia cristalina
{37.1 mg). Los dos productos se separaron mediante una cromatografia
preparativa en capa delgada.

Se utitizaron un total de dos placas de gel de silice de 0.5 mm y como
sistema de elucién hexano/AcOEt 1:1, las placas se eluyeron 5 veces. Como
resultado del proceso de separacion se obtuvieron 26 mg del producto (26)
{0.00081% de rendimiento en base a planta seca) como un sdélido cristalino

de punto de fusién de 125-127°C y [a],= -13.00° {1, AcOEt}, a 26°C y

8.60 mg (0.00027% de rendimiento} del compuesto {27), con un punto de
fusién 69-72°C y {a],= +39.00° {1, AcOEt), a 25°C.
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6.2, Procesamiento adicional de fa fraccién B.

La fraccién inactiva B (268 g} se fraccion6 mediante una
cromatograffa en columna empleando como adsorbente gel de sflice (1.647
Kg de sflica ge! G-60 Merck, malla 35-70), el proceso de elucién se llevo
acabo con CHCI,/MeGH en diferentes proporciones y MeQH. Cada fraccién
se analizé por cromatografia en capa fina combindndose aquellas que
resultaron similares.

En el Cuadro 14 se resumen los sistemas de elucién empleados, y el

nimero de fracciones obtenidas con cada uno de ellos.

Cuadro 14. Resumen del fraccionamiento en columna de la fraccién B de
Ratibida mexicana,

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA
COMBINADAS FRACCION
COMBINADA
CHCly/MeOH 8:1 1-8 LV
9-12 LIX
13-24 LX
CHCl,y/MeOH 8:2 25-46 LXI
CHCl,/MaOH 7:3 47-78 LXIt
CHCly/MeOH 6:4 79-92 LXM

6.2.1. Aisfamiento del fi-D-Glucositosterol,

De fas fracciones LIX del Cuadro 14 se obtuvieron 10 mg (0.00031 %
de rendimiento en base a planta seca), de 3-D-glucositosterol como un poivo
blanco de pf=274-276°C.
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6.2.2, Aislamiento de sacarosa.
De las fracciones LXIl del Cuadro 12 precipitaron espontaneamente

14.43 g de sacarosa, pf= 165-186°C (dec).
7. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

7.1. Determinacidn de las constantes fisicas y espectroscépicas

7.1.1. Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato
Electrothermal digital y se reportan sin corregir.

7.1.2. Los espectros de IR fueron registrados en un espectrofot6-
metro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599, en pastilla de KBr.

7.1.3. Los espectros de masas se determinaron en un espectrofotd-
metro Hewlett-Packard 5995-B.

7.1.4. Los espectros de RMN fueron obtenidos en el Instituto de
Quimica de la UNAM, en un aparato Varian VXR-3005 utilizando como
disolventes CDCl; 6 CgHg-dg, y como referencia interna TMS.

7.1.5. La rotacién éptica fué medida en un polarimetro digital Jasco

Dip 360.
8. PREPARACION DE LOS DERIVADOS DE LA |soaffoalantolactona.

8.1. Preparacién de la 3a,4a-epoxi-5,7,8uH-eudesma-11-en-8,12-6lida {28).

A 50 mg del compuesto (23} en 10 mi de cloroformo, se le
adicionaron 67.1 mg de &cido m-cloroperbenzoico. La mezcla resultante se
dejé reaccionar a temperatura ambiente por 90 min. Al cabo de este tiempo

se adicioné una solucién al 10% NaHCO,; (60 mi} y se mantuvo con

agitacién por 30 min. Posteriormente se separd la fase orgdnica de la
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acuosa, la cual se concentré al vacfo, obteniéndose un compuesto cristalino
de color blanco con pf= 133-135°C y en una cantidad de 53.2 mg (99% de

rendimiento).

(23) (28)

8.2. Preparacién de la pirazolina de la isoal/oalantolactona (29).

Para obtener el derivado (29) se utiliz6 una soluci6n etérea de
diazometano, la cual se generd con una solucién de KOH (5 g en 7.5 ml de
agua), 25 ml de metanol, 15 mi de éter etflico y 21.5g de N-metil-N-nitroso-
p-toluilsulfonamida, por cada 100 mg de muestra. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacién continua a una temperatura de 5°C, transcurridos 5
minutos, el diazometano etéreo se destilé utilizando un bafio maria (58-
60°C) y se recolecté en un baiio de hielo.

A 70 mg de una solucién etérea del producto (23), se adicioné un
exceso de 1a solucion etérea de diazometano. La mezcla de reaccién se dejé
a temperatura ambiente por 24 hrs.; al cabo de este tiempo, cristalizaron
espontaneamente 82,24 mg de (29) (99.67% de rendimiento), como un

sélido cristalino de pf=133-138°C.

o] o
° 4 CHN, —» °

(23) (29)
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8.3. Preparacidén de la 5,7,8,11aH-eudesma-3-en-8,12-6lida (30).

A una solucién del compuesto {23) (103.50 mg en 10 m! de metanol),
sobre un bafio de hielo, se adicionaron 164.70 mg de NaBH,. La mezcla de
reaccion se dejé a temperatura ambiente y con agitacidn continua por 36
hrs.; al cabo de este tiempo se afiadieron 20 mi de agua destilada a! crudo
de la reaccion y la mezcla resultante se extrajo con AcOEt (20 ml x 3); la
fraccion orgdnica se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré al
vacfo originando 94 mg de un aceite amarillo cromatograficamente
homogeneo y con un rendimiento del 90.06 %.

o
0+ NaBH 4 —_—

(23) {30)
9. ENSAYOS BIOLOGICOS.

9.1. Determinaci6n de I8 toxicidad para el crustdceo Artemia salina
Leach.

9.1.1. Preparacién de las muestras: Las muestras (compuestos puros,
fracciones y/o extractos) se preparan disolviendo 20 mg del material en 2 mi »
del disolvente apropiado. De ésta solucién se transfieren 500, 50 y & ul a
tres viales; se deja evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al vacio,
cada concentracién se prepara por triplicado.

9.1.2. Incubacién de los huevecillos de A. salina: los huevos de A.

salina se incuban en un medio salino artificial durante un perfodo de 48 hrs.
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9.1.3. Bioensayo: se transfieren 10 crustdceos a cada uno de los
frascos que contienen las muestras a evaluar y se afora a 5 ml con medio
salino artificial, teniendo una concentracién final de 1000, 100 y 10 pg/mi
Los frascos se mantuvieron con iluminacién durante 24 hrs; transcurrido ese
tiempo se procedi6 a contar el nimero de crusticeos sobrevivientes, para
calcular ta ClLg, o el porcentaje de mortalidad: En el primer caso se utiliz6 el
programa de 4nalisis de probabilidad de Finney. Para que un extracto o
fraccién se considere activo la CLg, debe ser menor a 1000 pg/ml y en el
caso de un compuesto puro la CLg, debe ser menor @ 200 ug/ml, (Anderson

et al., 1991},

9.2, Determinacién de la actividad alelopatica y antifiingica de las
fracciones, compuestos puros y de algunos de sus derivados.

El potencial alelopstico de las fracciones asf como e! de los
compuestos puros se determiné midiendo el efecto sobre el crecimiento
radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalfi.

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

Estas evaluaciones fueron realizadas en el laboratorio de la Dra. Ana
Luisa Anaya del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, por la bidloga
Blanca Hern#éndez. Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a la
metodologia descrita para este tipo de bioensayos {Anaya et af., 1990;

Castaiieda et al., 1992).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO
METANOLICO ACTIVO DE Ratibida mexicana.

Con base en los resultados obtenidos en el estudio biolégico
preliminar del extracto metandlico de A. mexicana {Cocoletzi, 1993}, en el
presente trabajo se realiz6 el estudio quimico biodirigido detl extracto
metandlico preparado a partir de 3.2 Kg de material vegetal, con la finalidad
de obtener los principios activos responsables de 'los efectos biolégicos
previamente demostrados. Los ensayos bioldgicos utilizados para condugir el
estudio incluyeron de nueva cuenta la determinacion de la toxicidad para A.
safina, la evaluacién sobre el crecimiento radial de tres hongos fitopatégenos
(Helminthosporium sp., Pythium sp. y Fusarium oxysporum) y por Ultimo, la
medida del efecto sobre el crecimiento radicular de las malezas Echinochloa

crusgalli y Amaranthus hypochondriacus.

El extracto metandlico activo se fraccion6 de manera preliminar
mediante un proceso de particién entre metanol acuoso (10%) y hexano.
Las fracciones primarias obtenidas se evaluaron mediante los ensayos
biolégicos antes sefialados. En los Cuadros 15, 16, 17 y 18 se resumen los
resultados obtenidos y, como se desprende de los mismos, la mayor
actividad se concentré en la fraccién hexanica primaria, aunque la fraccidén

metandlica acuosa también demostré efectos significativos.



31

Cuadro 15. Efecto de las fracciones hexénica y metandlica acuosa de R.

mexicana sobre A, salina.

FRACCION PRIMARIA Clgy {pg/ml)
Metanélica acuosa 128.89
Hexdnica 37.4

Cuadro 16. Efecto de la fracci6n hexénica, de R. mexicana, sobre el
crecimiento radial de hongos fitopatdgenos,

Pythium sp.
% Inhibicién
Tratamientos 1%, Lec. {48 hrs.) 2. Lec. (72 hrs.)
Control 0.0 0.0
50 pg/mi 30.8* 2.3
200 pg/ml 54* 33.4*
Fusarium oxysporum.
% Inhibicién
Tratamientos 1% Lec. (72 trs.) 2. Lec, (192 hrs.}
Control 0.0 0.0
50 pg/mi -1 4.5
200 pg/mi 0.0 12.2
Helminthosporium sp.
% Inhibici6n
Tratamientos 1%, Lec. (72 hrs.) 2% Lec. (182 hrs.)
Control 0.0 0.0
50 pg/ml 45.7% 47.7*
200 pg/ml 85.7¢ 71.3%
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Cuadro 17, Efecto de la fraccién metandlica acuosa, de R. mexicana, sobre
el crecimiento radial de hongos fitopat6genos.

Pythium sp.

% Inh

ibicién

Tratamientos

1%, Lec. (48 hrs.)

2", Lec. (72 hrs.)

Control 0.0 0.0
50 pg/ml 16,2 16.0
200 pg/mi 32.3* 29.6*
Fusarium oxysporum.
% Inhibicisn
Tratamientos 1% Lec. (72 hrs.) 2%, Lec. (192 hrs.)
Control 0.0 ' 0.0
50 pg/ml| 6.1 1.3
200 pg/mi 3.1 113
Helminthosporium sp. .
% Inhibicién
Tratamigntos 1%, Lec. {72 hrs.) 2*, iec. (192 hrs.)
Control 0.0 0.0
50 pg/ml 14.6 10.8
200 pg/ml 42+ 44.1*

Cuadro 18. Efecto de las fracciones hexdnica y metanélica acuosa de R.
mexicana sobre el crecimiento radicular de las malezas E. crusgalli. y A.

hypochondriacus.

MALEZAS FRACCION PRIMARIA Clsg (1g/mi)
Echinochloa Metandlica acuosa 563.67
crusgalli, Hexdnica 305.42
Amaranthus Metandlica acuosa 347.49

hypochondriacus.

Hexénica

71.74




33

2, OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS
BICACTIVOS DE LA FRACCION HEXANICA.

E! fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccién hexénica
activa, mediante una cromatografia en columna sobre gel de silice, permitié
la obtencién de sélo dos fracciones secundarias bioactivas {fracciones H y Ill
del Cuadro 6, Seccién Experimental}. Las actividades biol6gicas presentadas
por estas fracciones se indican en el Cuadro 19. Cabe mencionar que s6lo
estas dos fracciones demostraron actividad en los tres bioensayos de rutina
utilizados en el presente estudio.

Cromatografias sucesivas en columna y en capa delgada sobre gel de
silice ({impregnadas o no con AgNO,) de !a fraccién II permitieron el aisla-
miento de la elema-1,3,11-trien-8,12-6lida {25} como Gnico constituyente
activo.

De la fraccién Ill, siguiendo un procedimiento similar, sélo fué posible
aislar un componente activo, la isoafloalantolactona (23). De manera
adicional, durante el proceso de separacién de este compuesto, se aisld un
constituyente inactivo, el cual fué identificado como el (-)selin-11-en-4a-0l
{24).

La isoalloalantolactona (23) y la elema-1,3,11-trien-8,12-6lida (25),
resultaron activas en las tres evaluaciones biol6gicas empleadas y los
resultados de las mismas se discutirdn en detalle en el inciso 5.

La elema-1,3,11-trien-8,12-6lida (25), se obtuvo como un sélido
cristalino, épticamente activo y en un rendimiento de 0.0039%. Su férmula
molecular se establecid como C,sH,,0, por espectrometrfa de masas y

RMN-13C (Cuadro 20).
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Cuadro 19. Actividades bioldgicas de las fracciones secundarias Il y i,

derivadas del extracto hexanico.

PRUEBAS BIOLOGICAS FRACCION SECUNDARIA
1} il
A. sallna (LCqq en pg/mi) 271.73 37.40
Machandﬂacus {% inhibicién a 50 ug/ml 32.30 43.40
| A. hypochondri: {% inhibicién a 100 pg/ml) 38.90 68.90
| A. hypochondri: (% inhibicién a 200 pg/ml) 53.40 100.00
E. crusgalli (% inhibicién a 50 pg/ml} 4.40 16.00
E. crusgalli (% inhibicién a 100 pg/ml) 8.30 19.00
E. crusgalli (% inhibicién a 200 pg/mi) 11.60 51.70
thium sp. (% inhibicidn a 50 pg/m!l y 48 hrs.) 30.80 21.00
Pythium sp. (% inhibicién a 50 pg/ml y 72 hrs.) 16.00 25.40
Pythium sp. {% inhibicién a 100 pg/ml y 48 trs.) 49.30 N.D.
Pythium sp. {% inhibicién a 100 pg/mly 72 hrs.) 13.50 N.D.
’_thim Sp. {% inhibicién a 200 pg/mi y 48 hrs.) N.D. 25.60
| Pythium sp. (% inhibicién a 200 pg/ml y 72 hrs.) N.D. 30.00
F. oxysporum (% inhibicién a 50 pg/mi y 72 hrs.} -3.00 -3.00
F. oxysporum (% inhibicidn a 50 pg/ml y 192 hrs.) -2,70 -3.00
F. oxysporum (% inhibicién a 200 pg/ml y 72 hrs.} -44.10 -0.00
F. oxysporum (% inhibicién a 200 pg/mi y 192 hrs.) 6.80 -1.50
Helminthasporium sp. 28.00 N.D.
{% inhibici6n a 50 pg/ml y 72 hrs.) :
Helminthosporium sp. 20.30 N.D.
(% inhibicidn a 50 pg/ml y 192 hrs.) :
Helminthosporium sp. '56.00 | N.D.
(% inhibicién a 100 ug/m! y 72 irs.)
Helminthosporium sp. 54.00 N.D.
(% inhibicién a 100 pg/ml y 192 hrs.)
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Cuadro 20. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de Ia Elema-
1,3,11-trien-8,12-6lida.

(25)

E.M.LE., m/z {int. rel.): (Espectro 1).

232 M+ (11, 217 [M+-15 (9)}, 169 (25), 145 (34}, 135 {24), 133 (20),
131(20), 121 (40), 119 (30), 108 (20), 107 (36), 105 (39), 95 (20), 93
(63), 91 (98), 81 {40), 79 (67), 77 (44), 69 {27}, 68 {81), 67 (67), 65 (28},
55 (36), 53 (75}, 43 (36}, 41 {100), 39 (78).

IR Vipax. (KBr) cmt: (Espectro 2).
3080, 2970, 2892, 2876, 1762, 1664, 1640,

RMN-33C, & (CDCl,): (Espectro 3},

147.30 (C-1), 113.00 (C-2}, 111.00 (C-3), 137.30 (C-4), 46.10 (C-5),
26.40 (C-6), 39.20 (C-7), 75.90 (C-8), 42.80 (C-9), 40.00 (C-10}, 145.70
{C-11), 170.40 {C-12), 120.30 (C-13), 16.40 {C-14), 24.80 (C-15).

RMN-H, & (CDCly): (Espectro 4).

5.71, dd, J*=10.83, 17.40 (H-1}; 4.92, m, (H-2); 4.77, m, {H-2'); 4.86-
4.95, m, (H-3, H-3'); 3.28, m, (H-7); 4.80, td, J=6.0, 7.65, 10.65 (H-8);
6.34, d, J=3.46 {H-13); 5.55, d, J=3.46 {H-13'); 1.05, s, (H-14); y 1.72,
sa, {H-15).

*Todas las constantes de acoplamiento estdn dadas en Hz.
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€l espectro de IR {Cuadro 20} presenté absorciones para y-lactona
{1762 cm} y doble ligadura {3080, 1664 y 1640 cm).

El andlisis detallado de los espectros de RMN {Cuadro 20}, vy
consideraciones de tipo quimiotaxandmico, {Ellmauerer et al/., 1987; Rojas,
1990; Jiménez, 1992) permitieron establecer que el producto natural era
una elemandlida con el anillo lacténico c¢is fusionado en las posiciones
C-7/C-8. Las observaciones mdas importantes que condujeron a esta
conclusién se resumen a continuacion:

a} El espectro de RMN-'3C {Cuadro 20} presentd sefales para 15
dtomos de carbono y, ademés de las resonancias caracteristicas para la y-
lactona (6 170.40, 145,70, 120.30, 75.80 y 39.20) {Marco y Carda,
1987a) se observaron las resonancias tipicas para los carbonos C-1-C-4
[147.30 {d), 113.00 {t), 111.00 (t} y 137.30 {s}] y para los carbonos C-14
{6 16.40) y C-15 {6 24.80) de un elemeno (Mata et a/., 1987).

b) El espectro de RMN-'H {Cuadro 20} presenté las siguientes sefiales
diagnésticas: el sistema AB que conforman los hidrégenos H-13 y H-13" [§
6.34, (d) y 5.45, {d) J ;.15 = 3.46 Hz} de una lactona sesquiterpénica o,B-
insaturada; un doblete de doblete en & 5.71 {J= 10.83 y 17.40 Hz),
asignable al H-1 de una elemandlida; un triplete dobleteado en & 4.80
correspondiente al hidrégeno geminal de la funcién lacténica y, por dltimo,
los singuletes correspondientes a los hidrdgenos de los metilos en C-4 y
C-10 en 8 1.72 y 1.05, respectivamente.

El patron de acoplamiento (td, J=6.0, 7.65 y 10.65 Hz) del
hidrdgeno geminal a la funcién lacténica era consistente con una lactona cis
fusionada en las posiciones C-7/C-8 de! esqueleto base (Greger et al.,
1986).
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Las senales identificadas de manera independiente, en los aespectros
de RMN-TH y RMN-13C correlacionaron en el espectro bidi mensional
heteronuclear HETCOR (Figura 1), mismo que permitié completar las
asignaciones de los restantes nudcieos, Las evidencias presentadas
permitieron, identificar al producto natural como la elema-1,3,1 1-trien-.8,12-
élida (25), previamente aislada de la Ratibida columnifera {Herz et al., 1985)

y de Liatris platylepis {Bohimann y Dutta, 1979).

FIGURA 1. Espectro HETCOR de la elema-1,3,11-trien-8,12-6lida.
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Es importante destacar que las propiedades fisicas y los espectros de
RMN-'H e IR eran idénticos a los previamente descritos (Herz et al., 1985 y

Bohlman y Dutta, 1979).

La isoalloalantolactona (23) se obtuvo como un sélido cristalino,
opticamente activo y en un rendimiento total de 0.07829%, constituyendo
el compuesto bioactivo mayoritario de la fraccién hexanica.

La férmula molecular del compuesto (23) se establecid por
espectrometrfa de masas como C,gH,,0,, la cual permite cuatro
insaturaciones (Cuadro 21). El espectro de IR {Cuadro 21}, mostré bandas
diagnosticas en 1762 o' {y-lactona), 3020 y 3080 cm”! (doble ligadura).

La RMN-3C confirm6 (Cuadro 21) la presencia de 15 &tomos de
carbono y presenté el perfil caracteristico de una y-lactona «,B-insaturada
del tipo eudesmano con una doble ligadura entre C-3 y C-4 (Marco y Carda,
1987a). Las sefales caracteristicas para la y-lactona o,B-insaturada se
obsevaron en § 43.97, 77.03, 142.07, 170.52 y 120.23 y las de la doble
ligadura trisustitufda en § 122.33 y 132.94. Los elementos estructurales del
andlisis parcial anterior satisfacfan el numero de insaturaciones y de
oxfgenos requeridos por la férmula molecular.

Las caracterfsticas més relevantes de Ya RMN-'H (Cuadro 21) fueron
las siguientes:

a) En 8 6.14 (H-13) v 5.61 {H-13") se observaron los dobletes tipicos
para el metileno de la y-lactona «,B-insaturada.

b} En & 5.39 se observd un muitiplete asignable al hidrégeno vinflico
de 1a doble ligadura trisustitufda previamente detectada en el espectro de
RMN-13C. Este multiplete mostré una clara correlacién con el metino

olefinico en 8 122,33 (RMN-13C) en el espectro HETCOR (Figura 2).
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Cuadro 21, Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la
Isoalloalantolactona.

{23)

E.M.LE., m/z (int. rel.): (Espectro 5).
232 M+ {10)], 217 IM+-16 (35)], 171 (37), 117 (21}, 93 {(36), 91 (100},
79 (84), 77 (70), 67 {42), 65 (49), 55 (41), 53 (96).

IR Vppax, {KBr) cm-'; (Espectro 6).
2912, 2846, 1762, 1150, 1118.

RMN-13C, & (CDCl,): (Espectro 7).

37.91 (C-1), 22,20 (C-2}, 122.33 (C-3), 132.94 (C-4), 43.97 (C-5), 27.55
(C-6), 41.26 (C-7), 77.03 (C-8), 41.05 (C-9), 30.93 (C-10), 142,07 (C-11},
170.52 {C-12), 120,23 {C-13), 17.23 (C-14), 21.13 (C-15).

RMN-1H; 5 (CDCI;): (Espectro 8).

5.39, m, (H-3}); 3.02, ddd, J=5.56, 6.79 y 11.66 (H-7); 4.54, td, J=1.49,
5.14 (H-8); 2.16, dd, J=1.42, 15.46 (H-9p); 6.14, d, J=1.60 (H-13); 5.61,
d, J=1.60 (H-13'); 0.88, s, (H-14); 1.63, sa, (H-15).

*Todas las constantes de acopiamiento estdn dadas en Hz.
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FIGURA 2. Espectro HETCOR de la isoalloalantolactona.
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c) En & 0.88 (H-14} y 1.63 {H-15) se observaron resonancias
atribuibles a dos metilos sobre carbono cuaternario. El desplazamiento
quimico del segundo sugirié su ubicaciéon sobre una doble ligadura
trisustitufda, y congruente con esta afirmacién fué la correlacién observada
entre el hidrégeno vinilico en § 5.39 y el metilo en 8 1.63 en el espectro
bidimensional homonuclear COSY (Figura 3). De manera adicional, esta
Gltima observacién era consistente con la disposicién de la doble ligadura

entre C-3 y C-4.

FIGURA 3. Espectro COSY de la isoafloalantolactona,
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d) Por Gltimo, en & 4.54 se observé un triplete dobleteado (J=1.49 y
5.14 Hz), correspondiente al hidrégeno base de la lactona. Al igual que para
el compuesto anterior el patrén de acoplamiento de este hidrégeno era
consistente con una lactona cis fusionada entre las pocisiones C-7 y C-8 de
la estructura base (Greger et al., 1986).

Con base en las evidencias presentadas, asl como el valor {+) de la
rotacién dptica el compuesto se caracterizé como la isoalloalantolactona
{23), 1a cual ha sido obtenida previamente de otras fuentes naturales (Kaur y
Kalsi, 1985; Hubert et al., 1987} y mediante un proceso de semisintesis a
partir de la (-)-artemisina (Marco vy Carda, 1987b; Marco et al., 1987). Una
vez més las constantes espectroscépicas eran idénticas a las previamenfe
descritas. Es importante hacer notar que el enantiémero correspondiente, la
diplofildlida A, se ha obtenido como producto natural a partir de la hepética
Dipiophyllum albicans {Ohta et al.,, 1977; Asakawa et a/,, 1979; Benesova
et al., 1975).

El tercer compuesto aislado de la fraccién activa |, no demostré
toxicidad para A. salina (Clgy> 1000 pg/ml). Dada la similitud de este
compuesto con dos de los aislados de la fraccion metandlica acuosa, la
discusién de la caracterizacion del mismo se realizard en la siguiente

seccién.

3. OBTENCION Y CARACTERIZACION .DE LOS COMPUESTOS DE LA
FRACCION METANOLICA ACUOSA.

De la fraccion metanélica acuosa activa precipitd un sélido con
apariencia de polimero {fraccién A} que demostré una toxicidad para A.

salina mas baja que la de la fraccién primaria, (CLgo= 491.52 pg/ml). Sin
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embargo, la porcion restante (fraccion B) fué inactiva en la prueba antes
indicada {ClLgy> 1000 pg/ml).

El subsecuente fraccionamiento biodirigido de la fraccion A mediante
la determinacion de la toxicidad para A. safina (Cuadro 12, Seccién
Experimental) condujo a la obtencién de dos fracciones cuaternarias activas
[fracciones XLII {CLgo= 56.35 pg/ml) y XLV (CLgo= 845 pg/mi)). La
cromatograffa en columna sobre gel de sflice impregnada con AgNO; de la
fraccién toxica XLNI permitid la obtencién de cantidades adicionales de
isoafloalantolactona como Unico constituyente activo. Este producto
constituyé el compuesto mayoritario de la fraccién hexdnica, vy el
rendimiento total del mismo fué de 0.07829%.

De manera adicional, de la fraccién consecutiva XLIV (inactiva) se
aislaron los dos constituyentes mayoritarios, los cuales fueron
caracterizados como el (-)selin-4o,11-diol {26) y el (+}8u-Acetoxi-selina-
4a,11-diol {27). A continuacién se discutirdn de manera comparativa las
evidencias espectroscépicas y espectrométricas que permitieron la

elucidacién estructural de los productos (24}, (26) y (27).

Los compuestos (24), {26) y (27) se aislaron como sélidos cristalinos,

Gpticamente activos. lLa férmula molecular de cada uno se estableci

mediante espectrometria de masas como C;gH,60, CysHy50, ¥ CyyH3004,

respectivamente.

Los espectros de IR (Cuadros 22, 23 y 24) presentaron las absor-
ciones caracterfsticas para grupo hidroxilo {{24): 3260 cm!, (26): 3370 cm!
y (27): 3314 cm™'] y para grupos C-H [{24); 2962, 2930, 2848 cm™; (26):
2968, 2928, 2852 cm' y (27): 2976, 2928 cm''], en todos los casos.
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Guadro 22. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del (-} Selin-11-
en-4ea-ol.

R
Ho

{24)

E.M.LE., m/z (int. rel.}: {Espectro 9).

222 M+ (5], 207 (M+-15 {4}], 204 IM*-18 (30}, 189 (M+-15-18 (25},
149 (M +-15-18-41+1 (16)}, 107 (44), 95 (58), 81 (86), 71 {77), 67 (74”
57 {45), 43 (100}, 41 ({69).

IR Vimax. (KBr) cm™1: {Espectro 10}
3260, 3064, 2962, 2930, 2848, 1640, 1450, 1378, 1172, 1088, 882, "

RMN-13C,5 {CDCI,): {Espectro 11).

44.65 (C-1)*, 20,12 (C-2)**, 41.07 (C-3), 72.26 (C-4), 46.33 (C-5)***,
26.86 {C-6), 54.88 (C-7}***, 26.03 (C-8)**, 43.35 (C-9}*, 34.63 (C-10),
150.70 (C-11}, 108.75 (C-12}, 21.07 {C-13), 18.869 (C-14), 22.70 {C-15).

RMN-TH, & (CDCly): (Espectro 12). o
4.71, m, {H-12, H-12'}; 1.75, s, (H-13); 0.89, s, (H-14); 1.12, s, {H-15).

*+* % *** Indican que estos valores son intercambiables.
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Cuadro 23. Constantes espectroscépicas vy espectrométricas del (-} Selin-
4a,11-diol.

HO HO

{26)

E.M.LQ., miz (%):
240 {0.6], 225 (2}, 207 {10), 182 {30}, 162 {60}, 59 {100}, 43 (85).

E.M.LE., m/z {int. rel.}: (Espectro 13).

225 (M *-15 {1)], 207 IM+-15-18 (2}}, 204 (M+-36 (1)], 182 M*-59+1
{81, 149 [M+-59-18-15+1 {100)}, 59 {93), 123 {44), 109 (65}, 108 (47},
97 132], 96 (32) 81 {53), 71 (57, 43 (64).

IR Vyax. {KBr) cm1: {Espectro 14).
3370, 2968, 2928, 2852, 1474, 1382, 1336, 1182, 1120,

RMN-13C, § (COCl,): {Espectro 15).

44.57 {C-1), 20.17 (C-2), 41.00 (C-3), 72.34 (C-4), 49.89 {C-5)**, 21.49
(C-6)*, 54.78 (C-7)**, 22.52 (C-8)*, 43.45 {C-9), 34.52 (C-10), 72.97 (C-
11}, 27.33 {C-12)***, 27.08 (C-13)***, 18.70 (C-14)}, 22.65 ({C-15).

RMN-H, 8 (CDCl;): (Espectro 16).
1.21, 5, (H-12y H-13}; 0.87, s, (H-14); 1.12, s, {H-15).

*+**.*** indican que estos valores pueden ser intercambiables.
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Cuadro 24. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del 8c-Acetoxi-
{-})-selina-4a,11-diol.

{27)

EM.LQ., m/z (%)
299 [M+1 (5], 281 (100), 263 (10), 221 {48.9), 163 {40).

E.M.L.E., m/z {int. rel.}: (Espectro 17).
280 [M+-18 (1)), 206 [M+.59-18-15 (1)], 162 (37), 147 (16), 59 (100),
43 (92).

IR Vmax (KBr) cm-t: {Espectro 18).
3314, 2976, 2928, 1732, 1244.

RMN-13C, & (CDC,): (Espectro 19). ,

43.42 (C-1), 19.89 {C-2), 40.28 {C-3), 73.07 (C-4)*, B2. 55 (C-6)**, 29.72
(C-6), 54.10 (C-7)**, 72.61 (C-8), 49.60 (C-9), 36.79 (C-10), 72.00 (C-
11)%, 28.78 {C-12}***, 26.30 (C-13)***, 19.09 (C-14),22.47 (C-15),
21.74 (C-16), 169.83 (C-17). e ey

RMN-H, & {CDCI;): (Espectro 20).

3.60, m, {OH-4, OH-11); 5.07, ddd, J= 4.5, 11.4 (H-8); 1.20, s, (H-12)*;
1.21, s, (H-13)*; 0.97, s, {H-14}; 1.10, s, (H-15); 2.08, s, (H-17),

¢+**:** Indican que estos valores pueden ser intercambiables.
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De manera adicional, el espectro de IR del compuesto {24) mostr6 bandas
de absorcién para dobles ligaduras (1645 cm1) y en el espectro del
compuesto {27) se observaron las absorciones tipicas para grupo acetato
(1732 y 1244 cmv1),

Los espectros de RMN resultaron muy similares (Cuadros 22, 23 y
24) en los tres casos y en particular los espectros de RMN-13C permitieron
definir que los tres productos tenfan como nlcleo base el de un
sesquiterpenoide de tipo selinano o eudesmano (De Pascual et al., 1978;
Mata et al., 1987).

Las caracteristicas mas importantes de -los espectros fueron las
siguientes:

a} El compuesto (24) presenté resonancias para un grupo
isopropitideno (8 3C 150.70, 108.75, 21.07; & 'H 1.75, 4.71) mismo gue
debla encontrarse en C-7 en armonia con el nicleo base (Cuadro 22).

Las sefales antes indicadas para el compuesto (24} se encontraban
sustituidas por un grupo isopropanol en los compuestos {26) y (27): [(26): 8
13C 72,97, 27.33, 27.08 y & 'H 1.21; (27): § '3C 72.00, 28.78, 26.30 y &
H 1.20, 1.211.

La presencia del isopropilideno en el compuesto {24} era consistente
con la presencia del fragmento m/z 43, en el espectro de masas. Por otra
parte, el ion a m/z 59 (fragmento [Me,C=0H]*) observado en los
espectros de masas de {26) y {27) corroboraba el grupo isopropanol en los
mismos.

b} Los espectros de RMN-13C de los selinanos (26) y (27)
presentaron; ademés de la funcién carbindlica en C-11, una segunda sefial
para carbono de un alcohol cuaternario en & 7297 y & 72.00,

respectivamente. Esta funcién se debfa encontrar en C-4, considerando el
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valor de los desplazamientos quimicos observados para el metilo C-15 en los
espectros de RMN-13C [(26): 22.65, (27) 22.47)] y su apariencia como
singuletes en los espectros de RMN-1H, Mediante un razonamiento similar la
unica funcién carbindlica del compuesto {24) se ubicé en C-4. La pérdida de
36 unidades de masa a partir del i6n molecular en los compuestos {26) [m/z
204] y (27) [m/z 262], confirmé la naturaleza diot de estos constituyentes.

c} La presencia de las sefales para un grupo acetato en los espectros
de RMN del producto {27) [6 '3C 21.74 y 169.83, y § 'H 2.05 y 5.07],
indicaron que este producto era un acetoxi derivado de un 4,11-selin-diol. El
patrén de acoplamiento (ddd, J= 4.5 y 11.4) del hidr6geno geminal a la
funcién ester permitié establecer que el grupo acetoxi se encontraba
ubicado en la posicién 8 con una estereoquimica a. La disposicién de este
grupo, en las posiciones 1,2,3,6 6 9, o 6 B orientado hubiese traido como
consecuencia un patrén de acoplamiento distinto al observado.

Por ltimo, de las fracciones inactivas LIX y LXII (Cuadro 14) de la
porcién B del extracto metanélico acuoso, se obtuvieron dos compuestos
inocuos identificados como el B-D-Glucositosterol (0.00031% de
rendimiento en base a planta seca) y la sacarosa {0.4509% de rendimiento}.
La caracterizacién de estos compuestos se hizo por comparacién directa con

muestras auténticas

4. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS DE LA

isoalloalantolactona.

La isoalloalantolactona representd el producto mayoritario responsable
de las actividades bioldgicas demostradas por el extracto metanélico original

y las fracciones primarias derivadas del mismo. Considerando, la cantidad



49

disponible del producto natural se decidié entonces preparar wvarios
derlvados semisintéticos con la finalidad de analizar la variacién de las
actividades biolégicas de la isoalloalantolactona en funcién de los cambios
estructurales. Los productos semisintéticos obtenidos fueron el 3a,4a-epoxi-
5,7,8aH-eudesma-11-en-8,12-6lida (28), la pirazolina de la isoalloalanto-
lactona {29) y la 5,7,8,11aH-eudesma-3-en-8,12-6lida {30). Es importante
mencionar que la seleccién de los derivados se realizd de manera aleatoria,
tomando en cuenta principalmente la disponibilidad de los reactivos

necesarios para su preparacion.

El ep6xido (28) se obtuvo en un rendimiento del 99% por reaccién de
la isoalloalantolactona {23) con un exceso de acido m-cloroperbenzoico. La
caracterizacién de este compuesto se realizé por ta comparacién de los
datos espectroscépicos y espectrométricos resumidos en el Cuadro 25, con
las correspondientes a las de la isoalloalantolactona (23) (Cuadro 21). Los
parédmetros espectroscopicos de la 3a,4w-epoxi-5,7,8aH-eudesma-11-en-
8,12-6lida (28) eran muy similares a las del producto natural y las
diferencias més importantes entre los espectros de RMN son las siguientes:

a) Las sefiales correspondientes a la doble ligadura trisustituida del
producto natural {8 'H 5.39; & 3C 122,33, 132,94) se encontraban
reemplazadas por las de la funcion epoéxido en el derivado (5 'H 2.96; § '3C
60.88, 57.63).

b} La sefal de H-156 en {28), como era de esperarse, se encontraba
desplazada paramagneticamente (A= -0.40) a 8 1.23 con relacién a la
correspondiente en la isoalfoalantolactona.

Es importante destacar que el époxido (28} no ha sido obtenido

previamente como producto natural ni como derivado sintético.
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Cuadro 25. Constantes espectrométricas y espectroscdpicas de Ja 3o,40-
epoxi-5,7,8aH-eudesma-11-en-12,8-6lida.

(28)

E.M.LE. m/z (int. ref): (Espectro 21).
248 [M* (1)}, 233 [M+-15 (16}1, 91(17), 77(17), 67(18}, 55(33), 53(34),
43(100}, 41(47), 39(32).

IR Vpnax (KBr) com: {Espectro 22).
2932, 2868, 1754, 1664, 1262.

RMN-13C, 5 (CDCJ,): (Espectro 23}.

34.22 (C-1), 20.66 {C-2), 60.88 (C-3), 57.63 ({C-4], 44.61 (C- 5), 27 42 (-
6}, 41.23 (C-7), 77.43 (C-8), 40.15 (C-8), 29.70 (C-10}, 141, 50 (C 11),‘
170.40 (C-12), 120.60 (C-13}, 17.86 {C-14), 21.12 (C-15) !

RMN-H, 5 (CDCI): {Espectro 24).

2.96, sa, (H-3); 2.99, m, (H-7); 4.46, td, J=1.50, 4.95 (H-8); 2.07, dd,
J<1.0yJ=15.0 (H-98); 6.16, d, J=1.20 [H-13}; 5.64, d, J=1.20 (H-13'};
0.91, s, (H-14); 1.23, s, (H-15}.

*Todas las constantes de acoplamiento estén dadas en Hz
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La reaccién de la isoalloalantolactona con un exceso de diazometano
gener6 la pirazotina (29) en un rendimiento de 99.67%. En el Cuadro 26 se
resumen sus constantes espectroscépicas, mismas que permitieron
establecer claramente que las absorciones correspondientes al metileno
exociclico del producto natural se encontraban sustituldas por las
correspondientes a un anillo pirazolinico.

En el espectro de RMN-'H las resonancias para los hidrégenos que
conforman el anillo pirazolinico formaban parte de un sitema A,X,. Las
sefales de la porcién A, se observaron en 6 4.80 (ﬂdd) y 8 4.54 (ddd). Asl
mismo una de las sefiales de la porcién X, se observd en § 2,11 (ddd) vy la
otra se encontraba sobrepuesta en la regién comprendida entre & 1.69-1.48
(Figura 4).

De las resonancias restantes del espectro, las Gnicas que sufrieron
modificaciones importantes con respecto a las del producto original fueron
las de H-7 y H-8 En este caso H-7 se encontraba desplazado
diamagneticamente debido a la pérdida de su caricter alflico y, H-8 se
encontraba desplazado a campos mas bajos debido posiblemente a un
efecto paramagnético ocasionado por el grupo diazo del anillo pirazolinico.

Por otra parte, en el espectro de RMN-13C las sefales
cofrespondientes a‘ los carbonos del anillo pirazolinico se observaron en &
78.06 (C-16), 5 20.45 {C-13) y & 102.94 {C-11). En el espectro HETCOR
(Figura 5) la primera sefial correlaciond con los hidrégenos de la porcién A,
del sistema A,X, y la segunda con los hidrégenos de la parte X, del sistema

antes mencionado.
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Cuadro 26. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de [a pirazolina
de la isoalfoalantolactona.

(29}

E.M.LE., m/z {Int. rel.}: (Espectro 25}.

246 [M+-28 (35)], 231 (M*-15-28 (100)], 145 {79}, 143 (31), 131 (25),
121 (34), 119 (28}, 107 {26), 105 (58), 93 (42}, 91 (67), 81 (35), 79 (51},
77 (42), 67 (26) 41 (29).

IR Vimax (KBr) cm-t: (Espectro 26).
2906, 2840, 1772, 1550; 1452, 1374,

RMN-13C, § (CDCI3): (Espectro 27).

37.78 (C-1), 22.18 {(C-2), 122.60 (C-3), 132.52 (C-4), 44.22 (C-5}, 21.66
(C-8), 43.94 (C-7), 78.98 (C-8), 40.85 (C-9), 31.14 (C-10), 102.94 (C-11),
173.09 (C-12}, 20.45 (C-13}, 17,31 (C-14), 21.16 {C-15), 78.06 (C-16).

RMN-"H, & (CDCl,): (Espectro 28).

5.40, m, (H-3); 2.48, ddd, J= 4.50, 6.67, 12,22 (H-7); 5.55, td, J= 1.80,
4,50 (H-8); 2.11, ddd, J= 4.80, 9.0, 18.0 {H-13); 1.69-1.48, m, (H-13");
0.94, s, (H-14); 1.63, sa, (H-15); 4.80, ddd, J= 4.80, 9.60, 18.0 (H-16);
4.64, ddd, J= 7.50, 9.30, 18.0 (H-16'}.
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FIGURA 4. Espectro COSY de la pirazolina de !a isoalloalantolactona.
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La pirazolina {29) se ha sintetizado previamente a partir de la isoallo-
alantolactona {Kaur y Kalsi, 1985), sin embargo 1las constantes
espectroscpicas de RMN-'H descritas por Kaur y Kalsi (1985} no
concuerdan con las obtenidas en el presente estudio para la pirazolina (29).
Por otra parte las resonancias de '3C para este producto no han sido

previamente descritas.
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FIGURA 5. Espectro HETCOR de la pirazolina de la isoalloalantolactona.
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El ditimo compuesto preparado a partir de la isoafloalantolactona
correspondié al A'11? dihidroderivado (30), obtenido por tratamiento del
producto natural con NaBH,. Al igual que en los casos anteriores el producto
{30) se caracteriz6 mediante e! andlisis de sus constantes espectrométricas
y espectroscdpicas, mismas que se resumen en el Cuadro 27.

Como era de esperarse el ion molecutar de (30) presentd dos
unidades de masas més que el de la isoalloalantolactona. Por otra parte, en
los espectros de RMN ({Cuadro 27) no se observaron las sefiales
diagndsticas para el metileno exociclico de la ylactona «,f-insaturada
presente en los espectros de (23). En su lugar, en el caso del espectro de
RMN-1H se aprecié un doblete (J= 7.33 Hz) en 8 1.21 (H-13) y un quinteto
{J= 7.05 Hz) en & 2.82 asignable @ H-11. En el caso del espectro de RMN-
13C las sefales de los carbonos correspondientes se observaron en § 9.34 y

& 41.35, respectivamente.
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Cuadro 27, Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la
5,7,8,11aH-eudesma-3-en-12,8-6lida.

(30)

E.M.LE., m/z {Int. rel.}: (Espectro 29},

234 M+ (20)], 232 (M+-2 (3)], 219 [(M+-15 {63)}, 145 (100}, 133 (20},
131 (23), 119 (24), 107 (33), 105 (64), 93 (32), 91 (45), 79 (24}, 77 {22),
55 (22).

IR Vpax (KBr) em: (Espectro 30).
2966, 2926, 2850, 1756, 1452, 1378,

RMN-13C, & (CDCl,): (Espectro 31).

38.00 {C-1), 22.26 (C-2), 122.08 (C-3], 133.25 {C-4}, 41.44 (C-5)*, 20.90
(C-6), 44.06 (C-7), 78.08 (C-8), 41.05 {C-9), 31.36 (C-10), 41.35 (C-11)*,
179.50 (C-12), 9.34 (C-13), 17.24 {C-14}, 21.24 (C-15).

RMN-TH, & (CDCl,}: {Espectro 32).

5.38, m (H-3); 2.43, m (H-7); 4.50, td, J= 1.65, 4.39 (H-8); 2.12, dd, J=
1,66, 15.39 (H-9); 2,82, dc, J=7.05 {H-11); 1.21, d, J= 7.33 (H-13),
0.87, s (H-14); 1.64, sa (H-15).

RMN-'H, & (CgDg): (Espectro 33).

5.28, m (H-3); 2.13, m (H-7); 3.83, td, J=1.71, 4,27 (H-8); 1.88, dd,
J=1.98, 15.40 (H-9); 2.15, dc, J=7.08 (H-11); 0.99, d, J=7.35 (H-13);
0.90, s {H-14); 1.49, s (H-15).
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La estereoquimica relativa del grupo metilo en C-11 se determiné
como f3 con base en las siguientes consideraciones:

a) El valor de la constante de acoplamiento entre H-7 vy H-11 y [a
multiplicidad observada para H-11.

b) Ei andlisis del efecto de disolventes (benceno-dg y CDCl,) sobre el
desplazamiento quimico del metilo C-13 en RMN-1H.

En el primer caso, como ya se indicé, la sefial de H-11 se observé
como un quinteto {J= 7.05 Hz) debido a su acoplamiento de igual magnitud
con H-7 y H-13. Este patr6n de acoplamiento era consistente con la
disposicién pseudoaxial {«} de H-11 y en consecuencia con la orientacién B
{pseudoecuatorial) del metilo C-13. Si la orientacién del metilo hubiese sido
o, la sefial de H-11 se observarfa como un cuarteto debido a que el valor de
la constante de acoplamiento entre H-11 y H-7 se acerca a cero {Narayanan
y Venkatasubramanian, 1968},

Por otra parte, en un estudio realizado por Narayanan vy
Venkatasubramanian (1968), se observé que 10s metilos pseudoecuatoriales
en el centro C-11 de las lactonas sesquiterpénicas con el anillo cis fusionado
entre C-7 y C-8, se desplazan diamagnéticamente alrededor de 0.23 ppm,
en soluciones de CgHgdg, en relacién a los valores observados en
soluciones de CDCI;. En lactonas con las mismas caracteristicas, pero con
los metilos pseudoaxiales en C-11, el desplazamiento a campo alto es de
una mayor magnitud {A= + 0.46). En el caso del dihidroderivado (30) la
diferencia en la magnitud de los desplazamientos quimicos para H-1 {Ag=5
CDCl, - & Cgbg= 1.21-0.99} fué de +0.22, consistente con la naturaleza
pseudoecuatorial del metilo C-13 y por lo tanto con la orientacién B del

mismo.
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La orientacién preferencial B del metilo C-13 era congruente con el
curso estereoquimico de la reaccién de reduccién, que hidrogena al doble
enlace C-11-C-13 por la cara menos impedida.

El producto {30) se ha obtenido como un producto secundario de la
reduccién catalftica (Ni) del 3-oxo-7,11a,8aH-eudesma-4-en-8,12-6lida
{Marco et al.,, 1987; Marco y Carda, 1987b), y no se ha descrito previamen-

te como producto natural.

5. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA elema-1,3,11-trien-8,12-6lida
{25) Y DE LA lsoalfoatantolactona {23) Y SUS DERIVADOS,

1. Actividades biolégicas de la elema-1,3,11-trien-8,12-6lida (25).

La elema-1,3,11-trien-8,12-6lida (25) demostr6 una toxicidad
moderada para A. salina. Su CLg, fué de 209.28 pg/mi. Los resultados de su
efecto sobre el crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli y Amaranthus
hypochondriscus, se ilustran en la Grafica 1. Como se puede apreciar en la
gréfica el producto matural a 200 pg/m! inhibié totalmente el crecimiento de
ambas especies. Sin embargo a 100 y 50 pg/ml la especie Amaranthus
hypochondriacus fué més sensible ya que su Clg, fué de 27.72 pug/mi vy, en
el caso de Echinochloa fué de 89,02 ug/ml. €l efecto de la elema-1,3,11-
trien-8,12-6lida (25) sobre los tres hongos fitopatégenos utilizados como
. pruebas de rutina se ilustran en las Graficas 2 y 3. De acuerdo a los
resultados ésta lactona demostré un efecto selectivo para Helminthosporium
sp. y a todas las concentraciones evaluadas (50, 100, 150 y 200 pg/ml), el
crecimiento del hongo fué nulo.

Desde el punto de vista bioldgico, éste constituye el primer trabajo

acerca de las propiedades bioldgicas de la elema-1,3,11-trien-8,12-6lida.
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El producto natueal {25) al igual que su anélogo la vernolepina (31)
{Figura 8) demostré un efecto inhibitorio del crecimienta vegetal. Por otra
parte la elemandlida sintética (32) presenté un efecto contrario al estimular

el crecimiento radicular de Phaseolus aureus (Fischer, 1986},

Figura 6. Elemandblidas andlogas a ta elema-1,3,11-trien-8,12-6lida {25) con
actividad alelop4tica demostrada.

O

2
™ o}

o

3n (32)

2, Actividades biolégicas de la isoaflpalantolactona (23) y sus
derivados (28), {29) y {30).

La isoalloalantolactona (23) fué e producto natural aislado que
presenté la mayor actividad en todos los bioensayos realizadas, asf su
toxicidad para A, safina {Cly,= 45.31 ng/mi) fué cuatro veces mayor que la
de la elemanodiendlida (25). Los efectos antifingicos (Gréficas 4 y 5) fueron
muy simitares a los del producte {25)., De nueva cuenta Helminthosporium
sp. fué la especie méds sensible, observandose una inhibicién del 100% de
cracimiento a 50 pg/imt.

Por dttimo, {os resultados sobre el crecimiento radicular de £, crusgalli
y A. hypochondriacus se ilustran en la Gréfica 6, v de la misma se
desprende que al igual que en los casos de! extracto original, fracciones

secundarias y el compuesto {25), la especie més afectada es el Amaranthus
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hypochondriacus {Clgy= 9.73 pg/mil). A las concentraciones de 30, 50, 70,
100 y 200 ug/ml el crecimiento fué nulo. Por otra parte, la especie
Echinochloa crusgalli fué menos sensible a la isoalfoalantolactona que al
producto (25), encontrandose que a 200 pg/ml el efecto inhibitorio fué tan
solo de 75%.

En un estudio previo {Kalsi y Kaur 1985) se encontré que este mismo
producto a las concentraciones de 5, 10, 15 y 20 pg/ml estimulaba el
crecimiento radicular de plantulas de Phaseolus aureus; lo cua. demuestra
que el efecto fitoinhibidor encontrado en la presente investigacién es
selectivo. Por otro lado el enantidmero correspondiénte, la diplofil6lida A,
inhibié fa germinacién y el crecimiento radicular del arroz {Fischer, 1986).
Por ultimo, esta investigacién constituye la primera descripcién de las
propiedades antifungicas de la isoalloalantolactona.

Con la finalidad de determinar la variacién de las actividades
biolégicas demostradas por la isoalfoalantolactona, en funcién de algunas
modificaciones estructurales se prepararon tres derivados del producto
natural: el epdxido (28), la pirazolina (29) vy el dihidroderivado {30). Como ya
se indic6, las modificaciones de la estructura se realizaron de manera
aleatoria, considerando Unicamente la disponibilidad de los reactivos
necesarios para efectuar las reacciones correspondientes. Una vez obtenidos
los derivados se sometieron a las mismas evaluaciones que el producto
natural y los resultados se resumen a continuacién:

En el caso de la toxicidad para Artemia salina se encontré que los tres
derivados eran menos activos que el producto original, ya que las Clg,
disminuyeron notablemente. Es indudable que la y-lactona-a,B-insaturada es

el requisito estructural mas importante para la actividad contra A. salina. Asf
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para los productos {29} y {30) la CLg, fué mayor de 1000 pg/ml, en cambio
que para el epéxido la Clg, fué de 392.38 pg/ml.

Con relacién al efecto fitoinhibidor sobre A. hypochondriacus los
cambios en la actividad no fueron tan drésticos. El epéxido y el
dihidroderivado demostraron un efecto inhibitorio del 100% a 200 ug/mi y
en el caso de la pirazolina la inhibicion fué del 64% a la misma dosis. Sin
embargo, a 50 ug/ml la actividad se redujo caéi a la mitad en los tres c¢asos.
Los resultados correspondientes se indican de manera comparativa {Gréfica
7.

Los requisitos estructurales necesarios para la actividad fitoinhibidora
parecen ser diferentes segin la especie de prueba. En el caso del efecto
sobre A. hypochondriacus la lactona a,P-insaturada no es esencial para la
actividad, ya que el dihidroderivado inhibe totalmente el crecimiento a 200
png/mi; vy la pirazolina lo inhibe en un 64% a la misma concentracién. Esta
misma tendencia no fué observada sobre £. crusgalli ya que los compuestos
(29} y (30) demostraron un efecto Inhibitoric mucho menor que el de la
isoalfoalantolactona a las concentraciones ensayadas (Gréfica 8).

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento radial de hongos
fitopatégenos demqstraron que el dihidroderivado no presenté actividad
inhibitoria sobre las especies de prueba sino que, tanto para Fusarium
oxysporum como para el Hélmimhasparium sp. se observé una estimulacién
del crecimiento (Gréficas 11-14). En el caso de la pirazolina en los tres
casos la actividad se vié disminuida con respecto al producto natural
{Gréficas 9-14). A diferencia de los otros compuestos ensayados, el ep6xido
presenté un 100% de inhibicién sobre Pythium sp. (Gréficas 9 y 10) a las
concentraciones de prueba y sobre Helminthosporium sp. (Gréficas 13 y 14)

Ia inhibicién no fué del 100%, como se observé para el producto natural.
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Como en los casos anteriores, la actividad inhibitoria del crecimiento de
Fusarium oxysporum no fué significativa. (Gréficas 11y 12}.

Con respecto a las propiedades antifingicas de las dos lactonas
naturales y de los productos de semisintesis los siguientes comentarios son
pertinentes:

1. Las lactonas sesquiterpénicas han demostrado previamente
propiedades antimicrobianas sobre organismos Gram {4}, Gram {-) y hongos
patdgenos para animales (Rodriguez, 1976; Goren, et al., 1990; interalia}.
También se ha descrito el efecto de fa partenina {1} en contra de los hongos
fitopatdgenos Sclerospora graminicola y Aspergilfus ffavus (Char y
Shankarabhat, 1975), encontréndose que la lactona a 500 pg/ml inhibe la
germinacién del esporangio y la movilidad de las zoosporas de S.
graminicola; a la misma concentracién y a concentraciones mayores el
praducto no demostré efecto aljguno sobre ias esporas de A, flavus.

Aparte del trabajo de Char y Shankarabhat {1975) no se encontré
reporte alguno acerca del efecto de las lactonas sesquiterpénicas sobre
hongos fitopat6genos, en consecuencia la alta actividad demostrada por los
productos (23}, (25), (28}, (29) y (30), en el presente estudio es de gran
relevancia.

Los hongos afectados por las factonas objeto de este estudio causan
dafios irreversibles a plantas de gran importancia econémica, principalmente
a especies de interés alimenticio. As/ las especies de Pythium producen la
enfermedad denominada "ahogamiento de las plantas”. Esta enfermedad
afecta semillas, pléntulas y plantas aduitas de casi todos los tipos de
hortalizas, cereales y ruchos 4rboles frutales y forestales. Las
enfermedades producidas por Pythium se pueden tratar yfo prevenir

mediante el empleo de diversas sustancias quimicas. Los productos



mayor frecuencia se utilizan para tratar semiilas o buibos incluyen al cloranil,
thiram, captéan, diclone, ferban y diazoben. Por otra parte el fungicida
sistémico ethazol controla el ahogamiento y las pudriciones de la rafz
producidas por este hongo. {Agrios, 1986).

Los hongos del género Helminthosporium se encuentran ampliamente
distribuidos por todo el mundo y producen severas infecciones en muchas
plantas cultivadas incluyendo algunas gramlnéas {malz, cebada, trigo, arroz
y avena principalmente), donde producen las enfermedades del tizén y
manchas foliares. En ocasiones estos hongos producen también
enfermedades en el manzano (pidstula negra) y el peral {cdncer vejigoso).
{Agrios, 1986).

Todas las enfermedades que ocasionan las distintas especies de
Helminthosparium destruyen varias zonas de la superficie de la hoja, atacan
y destruyen parte del tallo o de las raices o bien atacan directamente a los
granos y, en cualquiera de los casos producen perdidas considerables en la
produccién. Los fungicidas empleados para el control de este género de
hongos incluyen a la cicloheximida, cicloheximida-thiram, clorotalonil
dyrene, maneb, y muchos otros. {Agrios, 1986).

El hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum produce los llamados
"marchitamientos”, los cuales afectan y ocasionan pérdidas considerables
en la mayorfa de las flores y hortalizas, muchas plantas del campo como el
algodén vy el tabaco, plantaciones tales como.el platano, yantén, café y cafia
de azicar, asf como algunos arboles de sombra. {Agrios, 1986).

Hasta la fecha no se dispone de métodos quimicos de control eficaz
para combatir la marchitez producida por Fusarium, aunque en el caso del
tomate el uso de variedades resistentes al hongo se ha utilizado como

método préctico para controlar la enfermedad en el campo (Agrios, 1986).



Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona

sobre el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondriacus

4n

% de inhibici

-
o
(=]

o

R e )
o O & o

100 .4:10

ug/mi

(23):Isoalloalantolactona, (28)-(30):Derivados

O(23) Il (28) M (29) H (30)

Grafica N° 7

69



Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona
sobre el crecimiento radial de Pythium sp. (48 hrs.)
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona sobre
el crecimiento radial de Pythium sp. (72 hrs.)
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona sobre
el crecimiento radial de Fusarium oxysporum (72 hrs.)
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona sobre
el crecimiento radial de Fusarium oxysporum. (192 hrs.)
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona sobre
el crecimiento radial de Helminthosporium sp. (72 hrs.)
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Efecto de los derivados de la isoalloalantolactona sobre
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V. CONCLUSIONES

1. E! estudio fitoquimico biodirigido del extracto metanélico de
Ratibida mexicana, utilizando como bicensayos la determinaci6n de la
toxicidad para Artemia salina, el efecto sobre el crecimiento radicular de dos
malezas {Echinochioa crusgalli y Amaranthus hypochondriacus) y la
evaluacién del crecimiento radial de tres hongos fitopatégenos (Pythium sp.,
Fusarium oxysporum y Helminthosporium sp.), permitid el aislamiento de
dos lactonas sesquiterpénicas fitoinhibidoras, antifingicas y potencialmente
citotéxicas. Las lactonas bioactivas fueron caracterizadas mediante métodos
espectroscopicos como la isoalloalantolactona (23) y la elema-1,3,11-trien-
8,12-6lida (25).

2. La isoalloalantolactona constituy6 el principio bioactivo mayoritario
y en todas las evaluaciones realizadas demostré la mayor actividad.

3. El efecto inhibitorio del crecimiento vegetal demostrado por las dos
lactonas fué selectivo y la especie mé&s sensible fué Amaranthus
hypochondriacus. Asl mismo, el efecto antifingico de ambos productos fué
mayor sobre Helminthosporium sp.

4, Se prepararon tres derivados semisintéticos el epéxido (28), el
dihidroderivado {30) y la pirazolina {29). Los derivados presentaron efectos
biolégicos menores que los del producto natural.

5, De manera adicional, en e! presente estudio se obtuvieron tres
selinanos simples: el {-)selin-11-en-4a-ol {24), el {-)selina-4a,11-diol (26) y el

{ + )Ba-acetoxi-selina-4a, 11-diol {27); el f-D-glucosistosterol y la sacarosa.
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