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RESUMEN

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto CHCl;-MeOH (1:1) de ias raices de
Stauranthus perforatus Liebm, utilizando como bioensayos la determinacion de la
toxicidad para Artemia salina (CLsp= 5.1 pg/mi) y la evaluacion del efecto sobre el
crecimiento radicular de las malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crusgalli, permitié el aislamiento y caracterizacion de once metabolitos secundarios: un
sesquiterpeno (4,5-epoxi-p-cariofileno) 1, una amida (pelitorina 8), dos lignanos
(asarinina 4 y fargesina 10), seis cumarinas ([3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2,
chalepensina 3, xantiletina 5, 2'-isopropil-soraleno 6, amirina 9, y chalepina 11] y el p-
sitosterol 7.

La xantiletina 5, la amirina 9, la chalepensina 3 y la chalepina 11 demostraron una
actividad inhibidora significativa a 100 pg/ml sobre el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondnacus. La pelitorina 8 demostré una actividad fitoinhibidora
significativa a 100 pg/ml en contra de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crusgalli, |

La presencia de la amida pelitorina 8 en la planta podria estar relacionada con el efecto
anestésico local que se le atribuye a las raices de S. perforatus en la medicina
tradicional.

La presencia de la pelitorina 8 y la asarinina 4 podria estar correlacionada con el efecto
insecticida demostrado para las raices de S. perforatus.

La chalepensina y la pelitorina demostraron un efecto citotoxico sobre la linea celular
HT-29, (CEg 3.47 pg/ml), (CEgy 3.53 pg/ml), respectivamente, la pelitorina presentd
también un efecto citotéxico moderado sobre los sistemas de tumores carcinoma de
rifdn A-498 (CEg, 3.88 pg/ml), y carcinoma de pancreas PACA-2 (CE;, 2.21 pg/ml).



ABSTRACT

The roots of Stauranthus perforatus were extracted with a mixture of CHCl,-MeOH (1:1).
The resulting extract was toxic to brine shrimp (LCygp= 5.1 pg/ml); the extract also shows
a phytogrowth-inhibitory activity against Amaranthus hypochondriacus, and exhibited
moderate cytotoxicity against colon adenocarcinoma HT-28 (ECg= 18.77 ng/mi).
Bioactivity-directed fracionation of the active extract resulted in the isolation and
characterization of eleven secondary metabolites: a sesquiterpene (4,5-epoxi-p-
caryophyliene 1), an amide (pellitorine 8), two lignans, (asarinin 4, and fargesin 10), six
coumarins [3-(1,1-dimethylallyl)-xanthyletin 2, chalepensin 3, xanthyletin 5, 2'-isopropyl-
psoralene 6, ammirin 9, and chalepin 11} and p-sitosterol 7. The structures of isolated
compounds were elucidated by chemical and spectroscopic evidence.

Xanthyletin 6, chalepensin 3, amirin 9 and chalepin 11 showed singificant inhibition of
the radicle elongation for Amaranthus hypochondriacus. Pellitorine 8 also showed a
phytogrowht-inhibitory activity against Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crusgalli. _

Chalepensin 3 and pellitorine 8 exhibited marginal citotoxicity against three human
cancer cell lines: colon adenocarcinoma HT-29, renal carcinoma A-498 y pancreatic
carcinoma PACA-2,

The presence of pellitorine 8 could be related with the local anesthetic properties
attibuted to S. perforatus in traditional medicine.

On the other hand, the presence of pellitorine 8 and asarinin 4 might explain the
insecticidal properties previously demonstrated for the root powder of S. perforatus.

The results of this investigation have demonstrated that S. perforatus contains
phytogrowth-inhibitory, insecticidal and cytotoxic principles. These bioactive compounds
could be useful for the development of pesticidal and antitumoral agents.
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LANTECEDENTES.

1.1. Antecedentes sobre la especie Stauranthus perforatus (Rutaceae).

Stauranthus perforatus Liebm. (Rutaceae) es una especie medicinal que se
distribuye en México, en la peninsula de Yucatén (selvas medianas y bajas de
la regién) y en algunas localidades del estado de Veracruz (Engler, 1931). En
Yucatan se le conoce cominmente con el nombre Maya de “tankas-ché’. Por
su abundancia, los arboles de S. perforatus son elementos importantes en el
estrato medio de las selvas, Las hojas y raices de esta especie se emplean en
la medicina popular yucateca para el tratamiento de dolores de cabeza,
epilepsia y reumatismo. Las raices se ulilizan también como un anestésico
local. (Garcia, 1995).

Los individuos de esta especie son &rboles o arbustos, con ramas pardo-
rojizas, hojas unifoliadas, con el apice repentinamente acuminado, coriaceas y.
de color verde brillante, 1a venacién del envés es plana o prominulosa; el eje
foliar es delgado pero prominents, el haz estd densamente glanduloso y su
venacién es prominulosa, Las hojas miden 6 a 9.5 cm de largoy 1.3 a 2.6 em
de ancho, Los peciolos son firmes, miden de 5 a 8 mm de largo y son
subcilindricos. Presenta pocas flores, en pequefios racimos o paniculas
terminales o axilares; pedicelos solidos.de 2 mm de largo; caliz de 1.8 mm de
ancho, los I6bulos son muy obtusos; ovario liso; fruto globoso, alrededor de 8
mm de didmetro; semillas globosas, de 7 mm de diédmetro (Garcia 1995).
Ademés de S. perforatus éste género incluye a la especie S. conzattii,
Filogenéticamente, Stauranthus se encuentra relacionado con los géneros
Amyris y Teclea, (Engler, 1931).

Ninguna de las dos especies del género Stauranthus ha sido objeto de
estudios quimicos. Sin embargo, los numerosos estudios realizados sobre
otras especies de la familia de las Rutaceas, han permitido el aislamiento y
caracterizacion de una gran diversidad de metabolitos secundarios que
incluyen las siguientes categorias de compuestos:
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1. Alcaloides de los tipo: quinolina, isoquinolina, indol, imidazol, acridina,
carbazol, oxazol, tiazol y feniletitaminas (Hegnauer, 1991, Waterman, 1986;
Gomez y Gottlieb, 1980; Grundon, 1988; Gray, 1992, Wu, et al,, 1993; Paulini,
et al., 1989; Mester, 1983; Yang, et al., 1987, Hostettmann, et al,, 1977, Koike
y Ohmoto, 1989; Lontsi, et al, 1985, Kong, et al, 1985, Lumonadio y
Vanhaelen 1984; Wu, 1991; Wu, et al, 1991a; Wen-Shyong, et al,1991;
Michael, 1991; Saxton 1991; Wu, ef al., 1995; Bentley, 1991; Muyard, et al,
1991; Michael, 1992; Osborne y Warmsley, 1992; Al-yahya, et al,, 1992; Tinto,
et al, 1992; Chen, et al, 1993; Wu y Chen , 1993, Bhattacharyya, et al, 1993;
Waterman, et al, 1993a; Maier, et al, 1993; Michael, 1993; Lewis, 1991,
Bentley, 1993; Fournet, et al,, 1993; Reisch, et al, 1994; Chen, et al, 1994;
Funayama, et al, 1994; Waterman, ef al, 1994d, Bhattacharyya, et al., 1994;
Couillerot, et al., 1994; Ghosh, et al.,, 1994; Chakraborty, et al,, 1995; Lavaud,
ef al., 1995 Kumar, et al.,, 1995, Waterman, et al., 1995b; Ghosh, et al., 1991;
Waterman, et al,, 1992a; Chihiro Ito, et al., 1992; Kumar, et al,, 1994; Ulubelen,
et al,, 1994; Wu, 1994; Haij, et al, 1994, inter alia).

2. Terpenoides diversos que incluyen, triterpenoides, limonoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides y monoterpenoides (Ahmad, et al,, 1993;
Byrne, et al., 1991; Bennett, et al, 1989; Hassanali, et al., 1987; Quader, et él.,
1991; Connolly, 1994; Maier, 1983; Kumar, et al., 1991; Fong, et al., 1991;
Ozaki, et al., 1991, Champange, et al., 1992, Miyake, et al., 1992, Kishi, et al.,
1992; Fraga, 1992; Ley y Merrit, 1992; Berhow, et al., 1994; Andrade, et al.,
1994; Waterman, et al., 1995a; Rios y Delgado 1992; Sanchez, et al, 1991;
Waterman, et al., 1993c; Bowers, et al,, 1993; Waterman, et al,, 1995-c. Inter
alia).
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3. Cumarinas simples, hidroxicumarinas, furanocumarinas vy
piranocumarinas (Brown, 1981; Chen, et al., 1995; Razdan, et al.,, 1987; Gray,
1983; Gray, et al, 1991; Rashid, et al., 1992; Berenbaum, 1991; Arisawa, et al.,
1984; Joshi, et al, 1991, Waterman, et al, 1991; Masuda, et al., 1992
Waterman, et al., 1992, Waterman, et al., 1992-a, Waterman, et al., 1992-b;
Muller, et al., 1993; Joshi, et al., 1993; Ulubelen, et al., 1993; Waterman, et al.,
1993b; Boeykens, et al., 1994; Wu, et al., 1994a;, Waterman, et al,, 1994a;
Waterman, et al., 1994-c, Gunatilaca, et al., 1994, Waterman, et al., 1994-e;
Sheng, et al., 1995, Waterman, et al., 1995; Waterman, et al., 1992-c; Kumar,
et al., 1994; Waterman, et al,, 1994-g; Waterman, et al., 1994-f, Waterman, et
al,, 1995-a. inter alia).

4. Flavonoides de los tipos flavonas, flavanonas, flavonoles y chalconas
~ (Harborne, 1983; Wu, 1989; Kamiya, et al.,, 1979; Maier, 1983; Elavumoottil, et
al., 1991; Del Rio, et al., 1992; Berhow, ef al., 1994; Saxena y Shrivastava, et
al., 1994; Rei-Sheu Hou, et al., 1994; Bakhtiar, et al., 1994, Waterman, et al.,
1994b: Lichius, et al., 1994; Mizuno, et al., 1995; Waterman, et al, 1992a;
Shaw, et al., 1991; Berhow, et al., 1991; Waterman, et al., 1993c; Arruda, et al.,
1994, Waterman, et al., 1994; Wu, et al., 1994; Wu, et al., 1995, Waterman, et
al., 1994h, inter alia).

5. Lignanos y neolignanos (Ayres y Loike, 1990; Connolly, et al,, 1994
Ulubelen, et al., 1995; Arruda, et al., 1994; Sheen, et al., 1994; Ulubelen, et al.,
1994, inter alia).

6. Amidas (Greger, et al., 1993; Greger, et al., 1993-a; Greger, et al., 1994;
Wu, et al,, 1995, inter alia).
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7. Acetofenonas, cromonas y otros compuestos aromaticos simples
(Razdan, et al., 1987, Campos, et al., 1987, Quader, et al., 1991; Borges del
Castillo, et al., 1986, De Silva, et al., 1991; Chou, et al., 1992; Kithsiri, et al.,
1992, Waterman, et al., 1993d, Wu, et al, 1993, Ahmad, et al, 1993
Lakshmichand, et al., 1993; Lie-Chwen Lin, et al., 1993; Stange, et al., 1993;
Jen, et al., 1993, Ida, et al., 1994; Grayer y Harborne, 1994; Waterman, et al.,
1994; Abaul, et al., 1994; Chen, et al., 1994, Desoky, et al., 1995, Wu, et al.,
1995a. inter alia).

Cabe destacar que las cumarinas y en paricular las furano y las
piranocumarinas constituyen los metabolitos secundarios més representativos
de las rutaceas.

I.2. Estudios biolégicos realizados con la especie Stauranthus perforatus.
Los estudios bioldgicos realizados por Garcia (1995) permitieron establecer el
potencial aleldpatico e insecticida de las raices de S. perforatus, ya que los
lixiviados acuosos y el extracto CHClyMeOH (1:1) de las raices inhibieron de
manera significativa el crecimiento radicular de las malezas Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgall. Sin embargo, ninguno de los
extractos inhibio la germinacion de 1as semillas de prueba. En los Cuadros 1y
2 se presentan los resultados derivados de dichos ensayos.

Cuadro 1. Efecto de los lixiviados acuosos de las raices de Stauranthus
perforatus sobre la germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. (Garcla, 1995).

A. hypochondriacus E. crus-galli
Tratamientos | Germinacion | Crecimiento | Germinacién | Crecimiento
(%) (mm) (%) (mm)
Control 97.5 8.4 +: 0.65 85.0 248+2.0
Lixiv. 1% 92.5 4,5*+0.65 95.0 19,9 + 3,80
Lixiv. 2% 85.0 2.4*+0.30 87.5 18.6* + 2.30

* Valores que difieren significativamente del control (Duncan, o = 0.05). Cada cifra representa
el promedio de cualro repeliciones,
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Cuadro 2.- Efecto del extracto CHCly/MeOH (1:1) de las raices de Stauranthus
perforatus sobre el crecimiento radicular y la germinacién de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crus-galli. (Garcia, 1995).

A. hypochondriacus E. crus-galli
Tratamlentos | Germinacién | Crecimiento | Germinacién | Crecimiento
(%) (mm) (%) (mm)
Control 92.5 9.8 £0.46 82.5 21.1+£2.5
50. ppm 82.5 4.6*+1.50 82.5 16.3 + 0.33
100, ppm 77.5 4.4*+0.63 77.5 15.6 +£1.30
200, ppm 75.0 0.0*+0.00 75.0 13.6" £ 1,50

* Valoras que difieren significativamente del control (Duncan, « = 0.05). Cada cifra representa
el promedio de cuatro repeticiones.

Por otra parte, se determiné el efecto de la descomposicién de las raices de S.
perforatus, incorporadas en diferentes concentraciones al sueio de macetas,
sobre el potencial floristico (Garcia, 1995). La finalidad de este experimento es
determinar si el potencial alelopatico de S. perforatus se manifiesta cuando la
planta se incorpora al suelo, influyendo sobre la germinacion y el crecimiento
de las especies que constituyen el potencial floristico del mismo.

El experimento tuvo una duracién de siete semanas y como se puede apreciar
en la Gréfica 1 el tratamiento ai 2% afecta el crecimiento de plantas nocivas a
partir de la sexta semana.

Gréfica 1. Efecto de la raiz al 2% de S. perforatus incorporada al suelo
sobre el nimero de malezas.

Tiempo Numero de malezas*
semanas suelo control Herbicida Ralz 2%
1 0.75 1.6 1.6
2 20.5 16.7 19.5
3 36 27.7 35.7
4 a7 25 35
5 37.6 22.2 "~ 36.5
6 34.5 13.5 29
7 34.7 7.26 22.7

*Valores promedio de cuatro repeticiones
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Grafica 1. Efecto de la raiz al 2% de S. perforatus incorparada al suelo
sobre el nimero de malezas
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Por Ultimo, se observé que la ralz en polvo de S. perforatus espolvoreada sobre granos
de maiz afecto el indice de sobrevivencia del insecto Sithophylus zeamais (gorgojo
plaga de los granos almacenados). A partir de una concentracion del 3% no hubo

sobrevivencia del insecto.

Cuadro 3.- Efecto de la raiz de Stauranthus perforatus sobre el Indice de sobrevivencia
de Sitophylus zeamais. (Garcla, 1995).

Tratamientos Indice de sobrevivencia®
Control 100
Raiz al 1% 9
Raiz al 2% 4.5
Raiz al 3% 0.0
Raiz al 4% 0.0

* VValores promedio de cuatro repeticiones

6
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ILJUSTIFICACION.
En la actualidad la herramienta mas eficiente para combatir las plagas
(insectos, malezas y microorganismos) que afectan a los cultivos
econdémicamente importantes, son los plaguicidas sintéticos. Sin embargo,
estos producen dafios enormes al ecosistema debido a su toxicidad y a sus
altos indices de persistencia, a menudo por més tiempo del requerido para
ejercer su accién (Benner, 1993; Pillmoor, 1993, Rodgers, 1993). Por otra
parte, estos agentes han inducido un alto nimero de especies resistentes. En
consecuencia, el interés por la bisqueda de nuevos plaguicidas de origen
vegetal se ha visto incrementado notablemente en los afios recientes
(Worsham, 1989; Anaya, 1987).
En este sentido, el reino vegetal constituye una fuente valiosisima para la
busqueda de nuevos agentes pesticidas, ya que es un hecho conocido que las
plantas han evolucionado a lo largo de 400 millones de afos y han
desarrollado mecanismos de proteccién, incluyendo la biosintesis de
metabolitos secundarios (semioquimicos) que las protegen contra el ataque de
insectos, malezas y otras plagas. Estos agentes semioquimicos pueden
constituir la base o los prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos
pesticidas con un menor grado de toxicidad para el hombre y otros animales,
biodegradables y con un mecanismo de accién mas especifico (Cremlyn, 1991;
Benner, 1993; Pillmoor, 1993; Rodgers, 1993).
En la literatura contemporanea existen numerosos agentes plaguicidas
(insecticidas y herbicidas) que se han derivado a partir de materias primas
vegetales. En el caso de los insecticidas destacan las sustancias piretroides, la
azadiractina, la nicotina y la rotenona, por tan sélo mencionar algunos
(Champahge et al, 1992; Klocke ef al., 1989); en el caso de los herbicidas se
pueden citar el cineol y uno de sus derivados semisintéticos, el cinmetilino el
cual ha sido seleccionado como un candidato para su desarrollo como
herbicida comercial por la compafia Du Pont (Worsham, 1989).
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La biodiversidad en México ofrece un campo muy amplio para el
descubrimiento de productos naturales dtiles para el desarrollo de nuevos
agentes herbicidas, fungicidas e insecticidas selectivos, Por tal motivo, se
inicié un proyecto de naturaleza interdisciplinaria cuyo objetivo primordial es
determinar el potencial alelopatico de diversas especies de la flora mexicana
con importancia ecoldgica y/o medicinal con el fin de obtener aleloquimicos
susceptibles de utilizarse, particularmente, como agentes herbicidas y
fungicidas para el control de malezas y hongos fitopatégenos.

En el marco de este proyecto, una de las especies vegelales seleccionadas
como candidato apropiado para la obtencién de agentes pesticidas, fue la
rutdcea S. perforatus. Como se indicé en la seccién de antecedentes, el
extracto clorformo-metandlico y la raiz en polvo de esta especie, demostraron
propiedades inhibidoras del crecimiento vegetal e insecticidas.

Con ia finalidad de continuar con el estudio de S. perforatus como una
fuente potencial de agentes pesticidas, el presente estudio tiene como
primer objetivo aislar y caracterizar los principlos bioactivos
responsables de las actividades inhibidora del crecimiento vegetal e
insecticida.

En segundo termino, la presente investigacion pretende deteminar el
potencial citotéxico del extracto y de algunos de los compuestos
aislados de S. perforatus, con ia finalidad de desarrollar nuevos agentes
antitumorales de origen vegetal. En este Ultimo sentido vale la pena indicar
que la busqueda de nuevos agentes anticancerigenos se encuentra
ampliamente justificada debido a la eficacia relativamente moderada de
algunos agentes quimioterapéuticos como una consecuencia de su alta
toxicidad para los tejidos sanos de rapido desarrollo, la rapida proliferacién de
algunos tumores y, principaimente, debido a la induccion de resistencia en las
células cancerosas (Pezzuto, 1993).
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Cabe destacar que, las investigaciones sistematicas conducentes a la
bisqueda de nuevos agentes antitumorales o moléculas prototipo de origen
natural, a partir de especies vegetales selectas han demostrado ser de gran
importancia; ejemplos recientes de farmacos antitumorales obtenidos de
fuentes vegetales son el taxol, los derivados de la camplotecina, la
podofilotoxina, la vincristina y |a vinblastina (Wanl, et al., 1971, Cragg, et al.,
1993; Horwitz, 1992; Young ef al., 1992; Ezell y Smith, 1991; Yang, et al.,
1985; Hsiang, et al., 1985; Zhou, et al., 1994, Ohnuma, et al., 1992; Noble et
al., 1958); las fuentes naturales de la camptotecina, podofilotoxina y vincristina
tienen al igual que Stauranthus perforatus la particularidad de ser especles de
amplio uso en la medicina popular para el tratamienio de diversos
padecimientos (Tang y Eisenbrand, 1992; Hamburguer, et al., 1991). En este
contexto cabe mencionar que la seleccién de especies vegetales de
reconocido uso etnomédico para el descubrimiento de nuevos agentes
antitumorales es hoy dia un hacho bien establecido. Ofros criterios de
seleccion empleados han sido el quimiotaxonémico y el ecolégico (Hostettman,
1991),

Para el cumplimiento de los objetivos generales planteados se consideraron
pertinentes los siguientes objetivos especificos.

1. Preparar el extracto de la raflz de la planta mediante un proceso de
maceracion.

2. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total mediante procesos
cromatograficos.

3. Separar y purificar los constituyentes de las fracciones activas mediante la
aplicacidn de diversas técnicas cromatogréficas.

4. Caraclerizar los compuestos activos aislados, mediante el empleo de
metodos espectroscdpicos y espectrométricos,
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5. Determinar el efecto fitotdxico de algunos de los compuestos aislados sobre
las malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.
6. Determinar laoxicidad del extracto, fracciones y compuestos puros contra

el crustdceo Artemia salina.
7. Determinar el efecto citotoxico del extracto y compuestos puros sobre varias

lineas celularas derivadas de tumores humanos.

10
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. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL VEGETAL.

Las raices de Stauranthus perforatus se colectaron en el municipio de
Felipe Carrillo Puerto, Quintana Roo en julio de 1993. Una muestra de
referencia (voucher Anaya 93-1) se deposit6 en el Herbario Nacional (MEXU),
del Instituto de Biologia , UNAM. Las raices se secaron a temperatura
ambiente y se fragmentaron en un molino de cuchillas modelo T. Wiley 4,

2. ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Los andlisis cromatogréficos en capa fina, se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales en placas de vidrio recubiertas con gel de silice (silica gel 60
GF254, Merck), utilizando varios sistemas de elucion y dos agentes

cromégenos. Los reactivos reveladores y los sistemas de eluyentes empleados

se resumen en los Cuadros 4y 5.

Para los analisis cualitativos en capa fina, se utilizaron placas con un espesor
de 0.25 mm. Para la realizacién de las cromatografias preparativas se
utilizaron placas de 20 x 20 cm de 0.25 mm y 2.0 mm de espesor; para efectuar
las cromatografias en columna, se utilizé gel de silice (Merck 60 granulos de
0.2-0.5 mm, malla 70-230 ).

Cuadro 4. Agentes cromdgenos utilizados para los analisis cromatograficos en
capa fina.

REACTIVO AGENTES CROMOGENOS | REFERENCIA
(COMPOSICION) |

Sulfato cérico |12 g de sulfato cérico Joséph, 1980
22.2ml de H,S0, concentrado
350 g de hielo picado

H,S0,10% |10 ml de H,SO,concentrado Joseph, 1980
' 90 ml de H,O destilada

* En todos los casos, para el desarrollo del color fue necesario calentar durante dos minutos a
110 °C aproximadamente,
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Cuadro 5. Sistemas de eluyentes empleados para los analisis cromatograficos en capa
fina,

SIST. DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
A Hexano/AcOEt Diversas
B Hexano/CHCI, Diversas
C Benceno/AcOEt Diversas
D CHCl,y/MeOH Diversas
E CHCI,/AcOEt Diversas
F AcOEt/MeOH Diversas

3. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS, ESPECTROSCOPICAS Y
ESPECTROMETRICAS DE LOS PRODUCTOS NATURALES.

. Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no se
encuentran corregidos.

Los espectros de IR se registraron en un espectrofotdmetro de rejilla Perkin-
Elmer, modelo 599-B, en pastilla de KBr o en pelicula,

La rotacién optica se midié en un polarimetro digital JASCO DIP 360. El registro
de los espectros de IR y rotacién dptica se realizé en el laboratorio de espectroscopla
de la Facultad de Quimica de la UNAM. |

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 5890,
serie |l. |

Los espectros de RMN se registraron en un aparato Varian VXR-3005 utilizando
como disolvente CDCl; y como referencia interna TMS.

Los espectro de masas y RMN se determinaron en el Instituto de Quimica de la UNAM.

Lbs analisis de difraccion de rayos X se determinaron en un difractémetro Siems
P4/PC.

12



Parte experimental

4, ENSAYOS BIOLOGICOS

4.1 Determinacidn de la toxicidad para el crustdceo Artemia salina

Leach.
Preparacién de las muestras: Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o
extréctos) se preparan disolviendo 20 mg del material en 2 ml del disolvente
apropiado. De ésta solucion se transfieren 500, 50 y 5 pl a tres viales; se deja
evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al vacio, cada concentracion
se prepara por triplicado.

Bioensayo: los huevecillos de A. salina se incuban en un medio salino

artificial durante un periodo de 48 hrs, Al cabo de este tiempo se transfieren 10
larvas del crustdceo a cada uno de los frascos que contienen las muestras a
evaluar y se afora a 5 ml con medio salino, teniendo una concentracion final de
1000, 100y 10 pg/ml, respectivamente.
Los frascos se mantuvieron con iluminacién durante 24 horas, transcurrido ese
tiembo se procedié a contar el nimero de crustdceos sobrevivientes, kpar?a
calcular la CLs 0 el porcentaje de mortalidad. En el primer caso, se utilizé el
programa de énalisis de probabilidad de Finney. Para que un exiracto o
fraccién se considere activo la CLs debe ser menor a 1000 ug/ml y en el caso
de un compuesto puro la CLsy debe ser menor a 200 ug/ml (Anderson et a/.,
1991).

4.2 Determinacién de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal por
el método de caja petri.
La determinacién de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal de los
comphestos aislados se realiz6 midiendo el efecto sobre el crecimiento
radicular de semillas de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.
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Los bioensayos se realizaron en cajas de petri (Anaya et al., 1980) de 10 cm
de didmetro interno, Cada una de las muestras de prueba se disolvié en CHCl,
o AcOEt, y se prepararon soluciones a tres concentraciones apropiadas, do
cada una de las soluciones stock se tomaron 2 ml (de forma tal de obtener
concentraciones finales de 5, 50 y 100 ug/ml), cada una de estas soluciones
se vertieron en cajas de Pelri sobre un disco de papel filtro (Whatman No. 1) y
el disolvente se evapord mediante una corriente de aire.

Posteriormente, se inici6 la germinacion de 10 semillas de cada una de las dos
espacies vegetales de prueba, humedeciendo el papel filtro con 3 ml de agua
destilada. E| mismo procedimiento se utiliz6 para los controles que contenian
Unicamente disolvente; y para el control positivo, se utilizd el herbicida
comercial 2,4-D (Sigma).

Las cajas de petri se mantuvieron en la oscuridad a 30°C y la actividad
fitotéxica se registré midiendo la longitud de las radiculas después de 24 horas
para Amaranthus hypochondriacus y 48 horas para Echinochloa crusgalli, En
todos los casos se efectuaron cuatro repeticiones. '

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA (p< 0.05).

4.3 Determinacion de la actividad citotéxica.

La determinacién de la actividad citotéxica de los extractos y ios

compuestos puros se determind sobre tres lineas celulares derivadas de
tumores humanos: adenocarcinoma de colon (HT-28), carcinoma de mama
(MCF-7) y carcinoma de pulmdn (A-549). Los resultados se expresan en
concentraciones efectivas medias (DEs).
Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a los protbcolos previamente
establecidos (Anderson et al, 1991 y referencias ahi citadas), en el Cell
Culture Laboratory, School of Pharmacy and Pharmacal Sciences, Purdue
University, Estados Unidos de Norteamérica.
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Los bioensayos se realizaron en cajas de petri (Anaya et al., 1990) de 10 cm
de didmetro interno. Cada una de las muestras de prueba se disolvié en CHCI,
o AcOEt, y se prepararon soluciones a tres concentraciones apropiadas, de
cada una de las soluciones stock se tomaron 2 m! (de forma tal de obtener
concentraciones finales de 5, 50 y 100 ug/ml), cada una de estas soluciones
se vertieron en cajas de Petri sobre un disco de papel filtro (Whatman No. 1) y
el disolvente se evaporé mediante una corriente de aire.

Posteriormente, se Inicid la germinacion de 10 semillas de cada una de las dos
especies vegelales de prueba, humedeciendo el papel filtro con 3 ml de agua
destilada. El mismo procedimiento se utiliz6 para los controles que contenian
unicamente disolvente; y para el control positivo, se utilizé el herbicida
comercial 2,4-D (Sigma).

Las cajas de petri s8 mantuvieron en la oscuridad a 30°C y la actividad
fitotéxica se registré midlendo la longltud de las radiculas después de 24 horas
para Amaranthus hypochondriacus y 48 horas para Echinochloa crusgalli, En
todos los casos se efectuaron cuatro repeticiones. *

Los resultados obtenidos se anallzaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA (p< 0.05).

4.3 Determinacion de la actividad citotéxica.

La determinacién de la actividad citoldxica de los extractos y los

compuestos puros se determind sobre tres lineas celulares derivadas de
tumores humanos: adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de mama
(MCF-7) y carcinoma de pulmdn (A-549). Los resultados se expresan en
concentraciones efectivas medias (DEg).
Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a los prolbcolos previamente
establecidos (Anderson et al., 1991 y referencias ahi citadas), en el Cell
Culture Laboratory, School of Pharmacy and Pharmacal Sclences, Purdue
University, Estados Unidos de Norteamérica.
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8. Extraccién de las raices de Stauranthus perforatus.

El material vegetal seco y molido (2.6347 Kg) se extrajo inicialmente por tres
veces mediante un proceso de maceracién con un voiumen de 32 litros en total
de una mezcla CHClyMeOH 1:1, dejando entre cada extraccién un periodo de
cuatro dias.

En la Figura 1 se resume el procedimiento empleado. Los tres extraclos
resultantes se combinaron, ya que demostraron una gran similitud en los
andlisis cromatogréficos en capa delgada. Al término de la extraccién, la
solucién resultante se concentrd al vacio, obteniéndose un total de 232.80 g
del extracto concentrado.

6. Fracclonamiento blodirigido del extracto total.

El extracto total (232.80 g) se fraccioné en una columna empacada con 1 Kg
de gel de silice, utilizando como eluyente Inicial hexano. La polaridad del
sistema se increment6 utilizando mezclas hexano/AcOEt, y posteriormente,
ACOEUMeOH. EI volumen de los eluatos obtenidos fue de 1000 ml y se
recogleron un total de 115 fracciones. La semejanza y homogeneidad de los
constituyentes detectados mediante el andlisis cromatografico en capa fina,
permitieron la combinacién de cada uno de los eluatos en diez fracclones
primarias. Cada una de las fracciones primarias obtenidas se ensayd
biolégicamente mediante la determinacion de sus efectos larvicida sobre el
crustdceo Arfemia salina y de inhibicidn del crecimiento radicular sobre las
semillas de Amaranthus hypochondniacus y Echinochloa crusgalli. Las pruebas
de fitotéxicidad de las fracciones primarias fueron realizadas por |a Bidloga
Clara Garcia en el Laboratorio de Ecologla Quimica, Instituto de Fisiologia
Celular (Garclfa, 1995).
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MATERIAL VEGETAL DESECADO

(2.6247 Kg)

1) Maceraclén con CHCl3-MeOH (1:1)

2) Flitraclon
3) Concentracién In vacuo
Extracto cloroférmico-metandiico lRodduo vegetal

(232309

Parts experimental

Figura 1. Extraccién de la raiz de Stauranthus perforatus.
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Parte experimental

En el Cuadro 6. se resume el fraccionamiento mediante cromatografia de gel
de silice del extracto CHCIly/MeQH (1:1) de Stauranthus perforatus .

Eluyente Proporcion | Fraccion | Fracciones | Clave | Peso

% colect. | combinadas (Q)
hexano 100 1-23 1-26 * 4162058
hex/AcOEt 95:5 24-36 26 " & (24003

hex/AcOEt 85:15 37-56 27-30 H* & ]3.9568

hex/AcOEt 75:25 57.68 31-36 IV* & ]1.6578
hex/AcOEt 65:35 69:80 37-42 V' 4164335
hex/AcOEt 50:50 81-87 43-48 VI* 4125844
hex/AcOEt 25-75 88-93 49-52 VII* 4]1.7509
AcOEt 100 94-101 53-59 VII* & | 14.663
AcOEYMeOH| 50:50 |102-110 60-78 IX* 4163778
MeOH 100 111-116 ] 79-116 X _196.837

*fracclones fitotdxicas
& fracciones téxicas para Artemia salina

7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES
PRESENTES EN LAS FRACCIONES ACTIVAS.

7.1 Obtencidn del 4,5-epoxi-p-cariofileno (1) de la fraccién primaria
L
La fraccién activa primaria | (62,058) [Cuadro 6] se recromatografié en una
columna abierta sobre 620.00 g de gel de silice. El proceso de elucion se llevo
a cabo con hexano, mezclas de hexano/AcOEt y AcOEt. Se obtuvieron un total
de 153 fracciones de 500 mi cada una, cada fraccion se analiz6 por
cromatografia en capa fina, combinandose aquellas cromatogréficamente
similares. Este proceso cromatografico se resume en el Cuadro 7. La fraccién
secundaria |-C generd un solo compuesto (149,10 mg) el cual se caracterizé
como el 4,5-spoxi-f-cariofileno (0.00566% de rendimiento).
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Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en
columna de la fraccién activa |.

ELUYENTE PROPORCION § FRACCIONES § FRACCIONES CLAVE
% COMBINADAS

hexano 100 1-53 1-66 I-A
hexano/AcOEt 99:1 54-117 67-73 |-B
hexano/AcOEL 973 118-135 74-104 |-C
hexano/AcQEt 95.5 136-142 105-108 I-D
hexano/AcQEt 90:10 143-147 109-120 I-E
hexano/AcOEt 50.50 148-150 121-131 I-F
AcOEt 100 151-1563 132-147 I-G
148-153 I-H

7.2 Aislamiento y purificacidn de la 3-(1,1-dimetlialil)-xantiletina (2),

de la fraccién primaria Il

La fraccion activa Il (2.4003 g) se fracciond de manera secundaria mediante
una cromatograffa en columna empleando como adsorbente gel de silice
(96.06 g); el proceso de elucion se llevo a cabo con hexano, hexano/AcOE! y
AcOEt, Se recogieron 136 fracciones y se analizaron por cromatografia en
capa fina, para combinar aquellas que presentaron caracteristicas
cromatogréficas similares. Este proceso se resume en el Cuadro 8,

Cuadro 8, Resumen de la cromatografia en columna de la fraccién activa

primaria |l.

ELUYENTE PROPORCION § FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
COMBINADAS

hexano 100 1-111 1-25 I-A

26-27 -8

28-34 I-C

35-79 i-D

80-83 I-E

hexano/AcQE! 90:10 112-130 84-94 |I-F

95-103 -G

104-111 I-H

112-116 -l

117-129 I-J

AcQOEt 100 131-136 130-136 I-K




Parte experimental

De la fraccion H-D, cristalizd un solido amarillo el cual se purificd mediante
cromatografias sucesivas en capa delgada de gel de silice, utilizando como agente
eluyente (fase movil) hexano/AcOEt 85:15. Como resultado de este proceso se
obtuvieron 63.163 mg, de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina (2).

7.3 Obtencion de la chalepensina (3) y de cantidades adicionales de la 3-
(1,1-dimetilalil)-xantiletina (2), de la fraccion primaria lll.
De la fraccion primaria Il (Cuadro 6), cristalizaron espontaneamente 1.9876 g del
compuesto (3), p.f. 88-90°C. Este compuesto fue separado mediante filtracion al vacio
(0.0754% de rendimiento).

Sucesivas cromatografias en capa fina utilizando como sistema de elucién
hexano/AcOEt 85:15, de la fraccion Ill, permitieron la obtencion de cantidades
adicionales del producto (2). La cantidad total obtenida de 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina
(2) fue de 66.468 mg (0.00492 % rendimiento en base a planta seca).

7.4 Aislamiento y purificacion de la asarinina (4), la xantiletina (5), el 2'-
isopropil-soraleno (6) y el }-sitosterol (7) de la fraccion primaria V.
De la fracciéon primaria V (Cuadro 6), precipitdé de manera espontanea un polvo
cristalino de color blanco que después de sucesivas recristalizaciones con hexano y
AcOEt generé 2.013 g de xantiletina (5), con un p.f.129-130 °C (0.0764 % de
rendimiento).
De esta fraccion, también precipité la asarinina (4) como un sélido blanco cristalino
(96.52 mg), p.f. 120.122°C (0.00366% de rendimiento).



Parte exprrimental

Las aguas madres de la fraccion V del Cuadro 6 se recromatografiaron sobre
una columna de gel de silice (61.53 g). El proceso de elucién, se llevo a cabo
con hexano, mezclas de hexano/CHCly, AcOEt y AcOEt/MeOH obteniéndose
un total de 198 fracciones de 40 mi cada una, mismas que se cromatografiaron
en capa fina y se unieron de acuerdo con sus caracteristicas cromatogréficas.
Las condiciones de este proceso cromatografico se resumen en el Cuadro 9.

Cuadro 9. .Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccion
primaria V.

ELUYENTE [ PROPORCION § FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
COMBINADAS

hexano 100 1-39 1-8 V-A
hexano/CHCI3 99:1 40-47 9-58 V-B
hexano/CHCI3 955 48-55 59-60 V-C
hexano/CHCI3 90:10 57-141 61-65 V-D
hexano/CHCI3 50:50 142-179 66-83 V-E
hexano/AcOEt 50:50 180-195 84-96 V-F
AcOEt 100 196 97-145 V-G
AcOEt/MeOH 50:50 197-198 146-180 V-H
181-182 V-

183-185 V-J

186-192 V-K

193-196 V-L

197-198 V-M

De la fraccion V-G constituida por dos componentes mayoritarios, se obtuvo
una hezcla de apariencia cristalina; los dos productos se separaron mediante
sucesivas cromatografias en capa delgada, empleando como sistemas de
elucién benceno/AcOEt 99:1 y hexano/CHCla. 1:1. Como resultado del proceso
de separacion se obtuvieron 14.40 mg del producto (6), (0.000546 % de
rendimiento), como un sélido cristalino de p.f. 125-130°C y, 16.44 mg de p-
sitosterol (7).
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7.5 Aislamiento y purificacién de la pelitorina (8) y la amirina (9) de
la fraccion primaria Vi,
La fraccién VI del Cuadro 6 se sometié a un fraccionamiento secundario
mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (330.80 g)
utilizando como fase movil benceno, mezclas de benceno/AcOEt, AcOEt, y
AcOEtYMeOH en diferentes proporciones; se obtuvieron fracciones de 75 mi
cada una combindndose aquellas que presentaron homogeneidad
cromatogréfica. El Cuadro 10 resume este proceso cromatografico.

El Cuadro 10. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en
columna de la fraccion VI.

ELUYENTE PROPORCION § FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
% COMBINADAS

benceno 100 1-46 1-30 VI-A

benceno/AcO 99:1 47-75 31-62 Vi-B
_Et

benceno/AcO 98:2 76-169 63-74 VI-C
Et

- AcOEt 100 170-173 75-153 Vi-D

AcOEt/MeOH 50:50 174 154-167 VI-E

168-172 VI-F

173-174 VI-G

De la fraccién VI-D precipitaron de manera esponténea 25.23 mg de la amirina
(9) como un solido blanco de pf. 103-106 °C y [0]p=+28.28° (1, AcOE).
0.000857% de rendimiento.

La cromatografia preparativa en capa fina de la fraccién secundaria Vi-4
permitié el aislamiento de 123.46 mg del compuesto (8). El sistema de elucién

empleado fue benceno/AcOEt 9:1 (0.004686 % de rendimiento en base a
planta seca).
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7.6 Aislamiento y purificacion del lignano fargesina (10) de la

fraccion primaria VIl

1.7509 g de la fraccion primaria Vil (Cuadro 6) fueron recromatografiados

sobre una columna abierta empacada con 73.9345 g de gel de silice. El

proceso de elucion se llevé a cabo con benceno, henceno/AcOEt y AcOE.

Como resultado de este proceso cromatografico se obtuvieron 105 fracciones

de 25 ml cada una, combinandose aquellas que presentaron un perfil

cromatogréafico similar.

El Cuadro 11. resume este fraccionamiento secundario.

ELUYENTE PROPORCION || FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
COMBINADAS

benceno 100 1-77 1-11 VII-A

benceno/AcO 90:10 78-103 12-27 Vii-B
Et

benceno/AcO 50:50 104 28-29 ViI-C
Et

AcOEt 100 105 30-31 ViI-D

32-36 VII-E

37-45 VII-F

46-51 VII-G

52-66 Vii-H

67-77 VII-i

78-97 Vil-J

99-105 VII-K

Sucesivas cromatografias en capa fina de la fraccion VII-E, utilizando como

eluyentes hexano/AcOEt 85:15 condujeron al aislamiento de 13.273 mg de la

fargesina (10) bajo la forma de un polvo blanco de p.f. 132-134 °C y [a]p= -
67.67°. (1, AcOEY).
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7.7 Aislamiento y purificacion de cantidades adicionales de

fargesina (10) y chalepina (11) de la fraccidn primaria VIIl.

El fraccionamiento secundario de la fraccién VIII (Cuadro 6), 14.4170 g se
realiz6 en una columna con gel de silice (307.68 g), iniciandose la elucion con
hexano; posteriormente la polaridad se incrementé paulatinamente mediante la
adicion de AcOEt. El volumen de los eluatos fue de 125 ml aproximadamente.
Este procedimiento permitié la obtencién de las fracciones secundarias que se
muestran en el Cuadro 12.

Cuadro 12, Fraccionamiento mediante cromatografia en columna de la

fraccion VIl del Cuadro 6.

ELUYENTE | PROPORCION § FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
% COMBINADAS

hexano 100 1-17 1-29 VIII-A
hexano/AcOEt 95:5 18-35 30-46 VIII-B
hexano/AcOEt 90:10 36-148 47-59 VII-C
hexano/AcOEt 80:20 149-164 60-84 VIIl-D
hexano/AcOEt 70:30 165-173 85-99 VIII-E
hexano/AcOEt 50:50 174-175 100-101 VII\-F
AcOEt 100 176 102-161 VIII-G
162 VII-H
163-176 VLl

De la fraccién VUII-D cristalizaron cantidades adicionales de fargesina (10). La
cantidad total de este compuesto fue de 18.273 mg. (0.0006935 %).

Por Ultimo, sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de gel de
silice de la fraccién secundaria VIII-G permitio el aislamiento de 2.7976 g de la
chalepina (11). El sistema de disolventes empleado para la elucion estuvo
constituido por una mezcla de benceno/AcOEt 65:35.

7.8 Aislamiento de cantidades adicionales de chalepina (11)

De la fraccion IX del Cuadro 6 precipitaron cantidades adicionales de
chalepina (20 mg) del cual se obtuvé un rendimiento total de 0.1069 % con un
p.f.116-118°C y un [a]o= -63.46° (1, AcOE).
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Resultados y discusidn

IV. RESULTADOS Y DISCUSION.
Para la obtencion de los principios activos de S. perforatus se utilizé un procedimiento
fitoquimico de tipo biodirigido. Esta estrategia ha demostrado ser la mas eficiente para
la obtencién de compuestos bioactivos a partir de extractos naturales con propiedades
biologicas demostradas (Hostettmann, 1991; Guisalberti, 1993). De manera general,
este proceso incluye las siguientes etapas.
a) Preseleccion del material vegetal de acuerdo a los criterios convencionales
(quimiotaxonomico, etnobotanico, ecoldgico).
b) ldentificacion taxénomica e investigacion bibliografica de la especie objeto de
estudio.
c) Operaciones preliminares a la preparacion de extractos (desecacion, fragmentacion,
extraccion en pequefia escala).
d) Evaluaciones biol6gicas preliminares para la seleccién de los candidatos idoneos
para la obtencion de principios activos.
e) Extraccién en gran escala de las especies activas seleccionadas mediante la
realizacién de las evaluaciones biolégicas preliminares.
f) Fraccionamiento biodirigido del extracto vegetal, monitoreando la actividad biolégica
con los ensayos apropiados.
g) Separacién y purificacion de los constituyentes de las fracclones activas, mediante
métodos cromatograficos.
h) Determinacion de la estructura molecular de los compuestos activos por métodos
quimicos y fisicoguimicos.
i) Ensayos biolégicos de los compuestos activos
j) Preparacion de derivados o andlogos para la investigacion de las relaciones
estructura quimica-actividad bioldgica.
k) Otros estudios.
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En el presente estudio la preseleccion de S. perforatus se realizé de acuerdo a
dos de los criterios mas utilizados, el quimiotaxonémico y el etnobotanico. En
relacién al primero cabe destacar que la familia de las rutdceas ha
demostrado, en multiples ocasiones, ser una fuente valiosa de numerosos
principios bioactivos de interés medicinal y agroquimico (Wu, et al., 1993;
Hosttetmann et al, 1977, Waterman, 1993; Hegnauer; 1991; Mester, 1983;
Gerzon y Svoboda, 1983; Paulini et al., 1989; Yang et al., 1987; Pezzuto et al.,
1984, Waterman, 1983; Hassanali et al., 1987; Polonsky, 1983; Phillipson y
O'Neill, 1987; Greger et al.,1992). Por otra parte, la especie S. perforatus se
utiliza en la medicina popular maya como agente medicinal, y en este sentido,
vale la pena destacar, que las plantas medicinales utilizadas en la medicina
popular de diversas regiones del mundo, han constituido el punto de partida
para el aislamiento de un gran nimero de compuestds activos de importancia
terapéutica y en la industria agroquimica (Colegate y Molyneux, 1993; Benner,
1993; Farnsworth, 1990; Prance, 1994, Downum y Waterman, 1993),

De manera adicional, el amplio espectro de actividades biolégicas demostrado
por los extractros totales de S. perforatus permitié la seleccién de este material
vegetal para su analisis quimico, En primer lugar, se determind |a
potencialidad fitotdxica e insecticida mediante la realizacién de varios ensayos
que incluyeron la determinacién del potencial alelopético, utilizando como
malezas de prueba A. hypochondriacus y E. crusgalli (Cuadros 1y 2), y el
efecto sobre el indice de sobrevivencia del insecto Sithophylus zeamais
(Cuadro 3). Asi mismo, en el presente estudio, se determiné el efecto tdxico
del extracto cloroformo-metandlico contra el crustdceo Artemia. salina Leach,
obteniéndose un valor de concentracién letal media Clsy de 5.1 pg/ml. Por
Ultimo, se determind la actividad citotéxica midiendo el efecto del extracto
activo contra tres lineas celulares derivadas de tumores humanos.
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Las lineas celulares utilizadas incluyeron: carcinoma de pulmén (A-549),
carcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de colon (HT-29); como
control positivo para estas pruebas se utilizé la adriamicina (Anderson ef al;
1991). Los resultados derivados de estas evaluaciones se indican en el
Cuadro 13 y se expresan en forma de dosis efectivas medias (DEs). Los
estudios previos (Anderson et al;1991) de determinacién de la potencialidad
citotéxica contra estas tres lineas celulares, consideran como criterio de
actividad aquelios valores de DEsy < 20 pg/ml. En consecuencia, el extracto
cloroformo-metandlico de S. perforatus demostré solamente un efecto
cltotéxico contra el adenocarcinoma de colon (HT-29).

Cuadro 13. Actividad citotdxica in vitro del extracto CHCl;-MeQOH (1:1) de
Stauranthus perforatus.

Muestra Linea celular DES0 * (ng/mi)
A-549 MCF-7 HT-29
Extracto 29.48 48.98 18.77
Adriamicina 3.22x10" 2.04x10" 4.2x10*

El conjunto de las evaluaciones preliminares realizadas por Garcia, 1995, y las
realizadas en la presente investigacion, constituyeron la base para llevar a
cabo la investigacion fitoquimica de la especie Stauranthus perforatus, con la
finalidad de obtener los principios activos responsables de los efectos
biolégicos demostrados y una vez realizadas las operaciones fitoquimicas
preliminares, se preparé el extracto activo en gran escala.
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Posteriormente, el extracto activo se fraccioné de manera preliminar mediante
una cromatrografia en columna abierta; este procedimiento permitié la
obtencién de diez fracciones primarias, como se indicé en la parte
experimental. Las fracciones resultantes fueron evaluadas mediante una serie
de ensayos biol6gicos que incluyeron de nueva cuenta la determinacion de la
téxicidad para A. salina y el efecto sobre el crecimiento radicular de dos
especies de malezas; A. hypochondnacus y E. crusgalli. Los resultados de
dichas evaluaciones se indican en los Cuadros 14 y 15, respectivamente.

El ensayo contra A, salina se utiliz6 para monitorear de manera indirecta la
actividad citotéxica, considerando que este ensayo se ha utilzado en multiples
ocasiones para predecir actividades biol6gicas mas complejas, entre ellas la
citotoxicidad (Anderson et al,1991; Sanchez et al., 1994). En el presente
estudio las fracciones toxicas para A. salina incluyeron de la | a la IX (Cuadro
14). Todas estas fracciones presentaron una CLsy < 50 pug/ml.

Cuadro 14 . Determinacion de la toxicidad para el crustaceo Artemia salina de
las fracciones cromatogaéficas primarias del extracto CHClyMeOH (1:1) de
Stauranthus perforatus .

Fraccion | Il ] v \

Clso (ug/ml) 29.157 2.5844 7.5240 7.1630 11.496

Fraccion VI Vil vili IX X

Ao
Clso (ng/ml) 2.5844 5.1817 | 30.4433 | 44.1745 >1000

En el Cuadro 15 se presentan los resultados de los ensayos que permitieron
evaluar la actividad inhibidora del crecimiento vegetal de las fracciones
primarias, y en éste se puede apreciar que la germinacién de ninguna de las
malezas de prueba se ve afectada por el extracto de S. perforatus por otra
parte las fracciones I-IX demostraron un efecto significativo sobre el
crecimiento radicular de A. hypochondriacus.
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En el caso de E. crusgalli el crecimiento radicular se ve afectado tnicamente
por las fracciones VI yVIl.

Cuadro 15. Efecto de las fracciones cromatogréficas del extracto CHCl,-MeOH
(1:1) de Stauranthus perforatus, sobre la germinacién y el crecimiento radicular
de A. hypochondriacus y E. crus-galli. (Garcia, 1995).

A. hypochondriacus E. crusgalli

Fracciones | Germinacion | Crecimiento [ Germinacién | Cracimiento

(100 ppm) (%) (mm) (%) (mm)
Control 77.5 67+ 5 65.00 11,6+ 2.06
| 85.0 422" + 66 53.75 11,95 41,90
i 82.50 5,40* + .54 77.50 12,80+ 1.0
Control 86.25 10.50 £ ,95 68,75 14.10 +1,95
i 93.0 7.15%+.76 55,00 11,95+ 2,70
) 72.50 3.30*t .33 51.20 13.87+2.90
Vv 60,00 4,45%t 69 49,50 9.74+£1.70
v 80.00 3.40*+ .16 35.00 8.5* £ 2,30
Vil 66.25 3.20*+ .33 37.50 8.75" £1.60
Vil 67.00 2.30*+ .82 55,00 9,904 3,20
IX 71.25 3.90"t .62 65.00 13,154 3,00
Control 92,50 6.25 + .80 57.50 13.82 £2.10
X 92.50 6.03+ .74 58.00 12,65+ 2.04

* Valores que difieren significativamente del control (Duncan, o = 0,05), Cada clifra representa
el promedio de cuatro repeticiones,
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Resultadus y diseusadn

Diversos procedimientos cromatogréficos de las fracciones activas |, Il, 11l V,
VI, VIl, VIIl y IX obtenidas durante el fraccionamiento primario (Cuadro 6),
permitieron el aislamlento de once metabolitos secundarios, que incluyen: seis
cumarinas: la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, la chalepensina 3, 1a xantiletina §,
la amirina 9, la chalepina 11, y el 2'-isopropil-soralenc 6; dos lignanos
asarinina 4 y fargesina 10; una amida: la pelitorina 8; un sesquiterpenocide de

tipo cariofilano: el 4,5-epoxi-f-cariofileno 1y el fi-sitosterol 7,
Los rendimientos de los compusstos aislados se indican en el Cuadro 16 y las

estructuras moleculares en la Figura 2.

Cuadro 16, Rendimiento de los compuestos aislados de las raices de

Stauranthus perforatus.

FRACCION COMPUESTO RENDIMIENTO (%
PRIMARIA EN PESO SECO)

| 4,5-epoxi-p-cariofileno (1) 0.00566

i, 3-(1',1"-dimetilalil}-xantiletina (2) 0.00492

] chalepensina (3) 0.07540

v asarinina (4) 0.00366

vV xantiletina (5) 0.07640

\ 2'-isopropil-soraleno (6) 0.000546

v p-sitosterol (7) 0.000623

vi pelitorina (8) 0.004686

Vi |amirina (9) 0.00957

Vil fargesina (10) 0.000693

VIl IX | chalepina (11) 0.1062

2



Ressuleados y diseusion

Figura 2, Estructuras moleculares de los compuestos aislados de
Stauranthus perforatus.

xantiletina §

chalepensina 3 2'-isopropil-soraleno 6

amirina 9 chalepina 11
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Kexwhados p diseusion

Figura 2. Estructuras moleculares de los compuestos aislados de Stauranthus
perforatus,
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Revultados p discusion

La elucidacién estructural de los compuestos aislados se realizd mediante la
aplicacién de técnicas espectroscopicas y espectromeétricas. A continuacion se
discutira de manera breve el andlisis de los datos espectroscopicos y
espectrométricos que permitieron proponer las estructuras de los compuestos
aislados. Para facilitar el seguimiento de la discusion y la interpretacion de las
evidencias espectroscopicas, estas se realizaran por categoria de compuestos.
- Identificacién del 4,5-epoxi-p-cariofileno (1):

La caracterizacién de este compuesto se realizd por comparacion con una
muestra auténtica aislada previamente de la especie medicinal Conyza
filaginoides (Acevedo y Estrada, 1995). Las constantes fisicas y
espectroscopicas resultaron idénticas a las de la muestra auténtica.

Caracterizacién de las piranocumarinas xantiletina (5) y' 3-(1,1-
dimetilalil)-xantiletina (2):
La xantiletina § y la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, presentaron el nucleo
estructural de una piranocumarina. Sus espectros de U.V. registraron
absorciones intensas en Amsx 223, 347 y 304, 267 nm, respectivamente.
(Cuadro17). Los espectros de IR de las dos cumarinas presentaron como
céracteristica relevante, la absorcién para el carbonilo de la porcion a-pirona
entre 1717-1730 cm™ (Cuadro 17, Espectros 1y 2).
La formula molecular de los productos se determind por espectrometria de
masas: el producto § presentd un ion molecular de 228 unidades de masas el
cual permitid establecer una férmula molecular de CiH20s. La segunda

piranocumarina 2 presento un ion molecular de 296 um.a. y su formula se

 calculd como CygHyOs.

Los espectros de RMN (Cuadros 18 y 18. Espectros 5, 6, 7 y 8) de las
cumarinas 5 y 2 presentaron el perfil tipico de una piranocumarina lineal
(Brown, 1981).



tt

Cuadro 17. Constantes espectroscipicas y espectrométricas de la xantiletina (5) y de la

3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina (2).

3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2

xantiletina 5

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

(Espectro 4) 296 [M+ (37.60)], 281
(100), 282 (26.49), 253(5.98), 238
(8.55), 237 (6.84).

{Espectro 3) 229 (4.016), 228 [M+
(24.89)}, 213 [M+ -15 (100)], 185
(20.08), 128 (6.83), 93(5.62), 69
(5.22), 57 {4.812), 43 (4.74), 41
{4.82).

IR Vo

(pelicula) cm™: (Espectro 2)
3082, 3048, 1724, 1624, 1570.

(KBr) cm™: (Espectro 1) 3054,
2966, 1720, 1622, 1560, 1132

UV, dmax NM:

MeOH 304, 267.

MeOH 347, 223

nepstastp A sopugnsay



Cuadro 18 . Valores para los dasplazamientos quimicos® (3) en la 'H-RMN de

Resultados y divcnsion

las piranocumarinas aisladas de S. perforaturs. ™"

Protones Xantiletina § 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2
(Espectro 5) (Espectro 7)
H-3 6.21" -
H-4 7.57° 7.46"
H-5 7.03" 7.02"
H-8 6.71" 6.69"
H-3 5,68° 5,66°
H-4' 6.34° 6.33¢
H-5' 1.47" 1.46"
H-6' 1.47" 1.46"
H-2" - 6.16°
H-3" - 5.10'
H-3A" - 5,058
H-4" - 1.45"
H-5" - 1.45"

*desplazamientos quimicos en ppm

“*TMS, CDCl3, 300 MHz

Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se Indican entre parentesis.

a: d, (J=9.514); b: dd, (J=9.514, 0.6;) c: d, (J=8.513); d: d, (J=9.75); e: dd, (J=10.57, 17.47); 1

d, (J=10.57); g: d, (J=17.47); h: s.



Cuadro 19. Valores para los desplazamientos quimicos* (5) obtenidos de la

Resultados y discnsion

C-RMN de las piranocumarinas aisladas de S. perforaturs. **

Carbono Xantiletina 5 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2
(Espectro 6) (Espectro 8)

C-2 161.10 159.92

. C-3 112.95 131.73
Cc4 143.26 137.59
C-4a 118.48 113.14
C-5 124.73 124.61
C-5 120.72 118.30
C-7 166.80 1556.70
C-8 104.32 103.85
C-8a 165.39 154.60
c-2 76.57 77.31

. C-3 131.16 130.95
c4 120.72 121.01
C-& 28.53 28.22
c-¢ 28.53 28.22
c-1" - 40.38
c-2" - 145.59
C-3" - 112.06
Cc-4" - 26.12
c-5" - 26.12

*desplazamientos quimicos en ppm

**TMS, CDCl3, 75 MHz
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Resultaddoy p discusion

En émbos casos, los espectros de RMN-H contenian un singulete en &, 1.45
correspondiente a los grupos metilos geminales en C-2' del nucleo pirano, el
sistema AB caracteristico de los hidrégenos H-3' ( 5, 5.68, d J=9.51 Hzen 5 y
5y 5.66, d, J=8.75 Hz en 2), y H-4' ( 6y 6.34, d, J=9.51 Hz en § y 6,6.33, d,
J=9,75 Hz en 2), asi como las resonancias correspondientas a los hidrogenos
H-5 (8 ~7.0) y H-B (8 = 6.7) del nucleo cumarinico (Cuadro 18).

Las principales diferencias observadas entre los espectros de RMN-'H de las
dos piranocumarinas fueron las siguientes:

1. La xantiletina § presentd, ademds de las sefales antes indicadas el sistema
AB tipico de los hidrogenos H-3 y H-4 de una cumarina en 8y 6.21, (d, J= 9.51
Hz) y 84 7.57, (dd, J= 0.6, 9.51 Hz), respectivamente.

2, En el caso de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, en lugar del sistema AB se
observaron las sefiales para un grupo 1,1-dimetilalilo. La porcion olefinica de
este grupo se presentaba como un sistema ABC [dy 6.164 dd, J=10.5, 17.4 Hz
(H-2"); 8y 5.103, d, J= 10.65 Hz (H-3"); 8y 5.056, d, J= 17.55 Hz (H-3")], en
tanto que los dos metilos sobre carbono cuaternario se observaron como dos
singuletes en § 1.46 y 1.45. La presencia de esta unidad en la molécula se
confirmd mediante las resonancias en 8. 40.38 (C-1"), 145.59 (C-2"), 112.06
(C-3"), 26,12 (C-4" y C-5"), en el espectro de *C-RMN (Cuadro 19, Espectro
7.

Las asignaciones de "“C-RMN de las dos piranocumarinas se realizaron
mediante el andlisis de los espectros DEPT y HETCOR (Espectros 9, 10y 11).

Con base en las evidencias e‘spectroscépicas las piranocumarinas se
identificaran como la xantiletina 5 y la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2.

En el caso de la xantileting, la estructura se confirmé mediante sl analisis de
difraccién de Rayos X. La molécula esta conslituida por tres anillos de seis
miembros A B 'y C. Los anillos A y B son planos, y el anillo C presenta una

conformacion de bote torcido. En la Figura 3 se ilustra una representacion
estereoscopica del compuesto.
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Figura 3. Proyeccion estereoscadpica generada por ravos X
de la xantiletina (5).
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Resultados y discusion

La xantiletina (Manzini, 1987) y la 3-(1,1-dimetilalil}-xantiletina (Macias, et al.,
1989) se han aislado previamente de otras rutdceas, y sus constantes fisicas
y espectroscopicas se encontraban en perfecta armonia con las descritas en la
literatura. Por otra parte ambas cumarinas se han obtenido también por medio
de sintesis ( Waykole, 1979, Massanest 1988).

Caracterizacion de la chalepensina (3) y el 2'-isopropil-soraleno (6).
La férmula molecular del compuesto 3 se determiné por espectrometria de
masas como CygH140s Los espectros de UV revelaron la presencia de un
nacleo furanocumarina linear (Brown, 1987 ), mostrando cuatro zonas de
absorcion 205-255 (log & 4.0), 240-255 (log ¢ 4.06-4.45), 260-270 (log ¢ 4.18-
4,26) y 290-328 nm (log & 3.85-4.13). [Cuadro 20]. Su espectro de IR presentd,
ademas de las bandas correspondientes a la porcién a-pirona, absorciones
caracteristicas para el anillo de furano en el rango de 1613-1639 cm™, (Cuadro
20).
Sus espectros de RMN (Cuadros 21y 22 Espectros 16 y 17) eran congruentes
con el de una furanocumarina linear sustituida con un grupo 1,1-dimetilalilio en
C-3; las sefales diagndsticas para el ntcleo furano se observaron como un par
de dobletes (J3~ 2.5 Hz) en &y 7.66 (H-2') y 6y 6.81 (H-3') en el espectro de
RMN-'H, mismos que correlacionaban en el espectro HETCOR (Espectro 18)
con las sefiales en §. 138.26 y &, 106.28, respectivamente. La interaccién de
tipo W observada en el espectro de correlacion bidimensional COSY (Figura 4)
entre H-3' y H-8 confirmé de manera adicional la naturaleza de
furanocumarina de este compuesto. Las restantes sefales observadas en los
espectros de RMN fueron muy similares a los de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina
(2), y consistentes con la presencia del grupo 1,1-dimetilalilio en C-3. De
acuerdo a estas evidencias espectroscopicas, este compuesto fue
caracterizado como la chalepensina, y de nueva cuenta las caracteristicas
espectroscopicas se encontraban en armonia con las previamente descritas en
la literatura fitoquimica. (Brooker, et al., 1967; Kumar, et al.,1995).
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Cuadro 20. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la chalepensina (3) y del 2'-isopropil-soraieno (6).

chalepensina 3

2'-isopropil-soraleno (6).

E.M.LQ., m/z (int. rel.)

(Espectro 14) 255 (84.37), 254 [M+
(100)], 239 (26.56), 211 (10.15),
199(21.87).

E.M.LE. (Espectro 15) 227 (100), 228

[M+ (93)], 213 (11.20), 185 (6), 43 (7).

IR Ve (KBr) cm™?

(Espectro 12) 3050, 2968, 1722,
1630.

(Espectro13) 2970, 1720.

N.D.

UV, Ao MeOH, nm

327, 281, 246, 241, 209 (log £ 3.98,
4.14,4.45,4.43,4.41).
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Resultados y disension
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Resuiltados y discusion

Cuadro 21 . Valores para los desplazamientos quimicos* (3) en la 'H-RMN de
las furanocumarinas aisladas de S. perforaturs. **

Protones Chalepensina 3 2'-isopropil-soraleno 6
(Espectro 16) (Espectro 19)

H-3 - 6.35°

"H-4 7.67 7.77°
H-5 7.64* 7.53°
H-8 7.42* 7.39"
H-2' 7.66° -

H-3' 6.81° 6.39'
H-4' - 3.09
H-5' - 1.36"
H-6' - 1.36"
H-2" 6.21¢ .

H-3" 5.14 -

H-3A" 5.09' -

H-4" 1.51* -

H-5" 1.51* - -

*desplazamientos quimicos en ppm

*TMS, CDCly, 300 MHz

Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se indican entre parentesis,

a: s, b: d, (J=2.40); c: dd, (J=0.9, 2.40); d: dd, (J=6.15, 14.00); e: d, (J=14.09); f: dd, (J=1.05,
6.15); g: d, (J=9.6); hisa; I: dd, (J=0.9, 1.2); :m, (J=1.2, 6.9); k: d, (J=6.9).



Resultados y diseusion

Cuadro 22. Valores para los desplazamientos quimicos* (8) en *C-RMN de las
furanocumarinas aisladas de S. perforaturs. **

Carbono Chalepensina 3 2'-isopropil-soraleno 6
(Espectro 17) (Espectro 20)
C-2 159.83 161.32
C-3 133.09 114.22
C-4 146.54 144.24
C-4a 115.87 114.99
C-5 119.47 118.61
o 124.55 126.50
C-7 166.79 156.37
C-8 08.89 99.39
C-8a 161.28 ‘ 151.57
C-2' 138.20 167.39
C-3 106.28 99.39
c4 - 28,31
C-5' - 20.71
c-6' - 20.71
.C-1" 40.49 -
c-2" 145.53 -
Cc-3" 112.27 -
Cc-4" 26.09 -
C-5" 26.09 -

*desplazamientos quimicos en ppm
*TMS, CDCly, 75 MHz
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Resultados y discusiin

Al igual que la chalepensina los datos de RMN del producto 6 (Espectros 19 y 20) eran
congruentes con el de una furanocumarina lineal (Cuadros 21 y 22). Sin embargo, a
diferencia de la chalepensina las sefiales para el grupo 1,1-dimetilalilo y las
correspondientes al sistema AB del anillo furano se encontraban ausentes. En lugar de
estas los espectros presentaron las sefiales diagnésticas para los protones H-3 y H-4
de la porcién a-pirona de una cumarina [, 6.35 (d, J=9.6), 8¢ 114.18 y &, 7.77 (d,
J=9.6), 8, 144.23 respectivamente] y para un grupo isopropilo.

La ausencia de las sefales del sistema AB del anillo furano y la presencia de una senal
en 8y 6.398 (J=0.9, 1.2) para H-3' que presentaba un acoplamiento de tipo W con el
protén H-8 (8y 7.39 sa) permitieron inferir que el grupo isopropilo se encontraba ubicado
en la posicion C-2' del nicleo furano. La interaccion a larga distancia de tipo W entre
los protones H-3' y H-8 se comprobd por experimentos de doble resonancia (Figura 5):
al irradiar el proton en 8, 7.39 (H-8) el doblete de doblete en 5y 6.39 (H-3") se simplifico
a un doblete, Asi mismo al irradiar H-3' el singulete ancho correspondiente a H-8 se
afino considerablemente.

Las sefiales de los metilos del isopropilo se observaron en &, 1.36 como un doblete
(J=6.9) que integraba para seis hidrogenos, ésta sefial mostré una correlacion con la
absorcion en 8, 20.7 en el espectro HETCOR (Espectro 21). Por ofro lado, la sefial del
metino del isopropilo se observd como un multiplete (J= 0.9 6.9) en §,, 3.09 mismo que
correlacionaba en el espectro HETCOR (Espectro 21) con la sefial §, 28.312 (C-4").

Con base en la evidencias presentadas el compuesto 6 se caracterizé como el 2'-
isopropil-soraleno. Cabe destacar que éste metabolito secundario no se ha descrito
previamente como producto natural, sin embargo, la deshidratacion del producto natural
marmesina ha permitido la obtenciéon del producto 6 por un proceso de semisintesis
(Abu-Mustafa y Fayez, 1961; Chatterjee y Mitra, 1949).
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Resultados y discusion

Las caracteristicas previamente descritas se encuentran en perfecta armonia

con las encontradas en el presente trabajo. Las evidencias fisicas y
espectroscépicas del producto 6 permitieron proponer su estructura como la
del 2'-isopropil-soraleno 0 anhidromarmesina.

Identificaclén de la amirina (9) y la chalepina {11).
La segunda serie de cumarinas aisladas de S. perforatus, fueron de tipo
dihidrofuranocumarinas. Las dos dihidrofuranocumarinas se obtuvieron como
s6lidos cristalinos 6pticamente activos (Cuadro 23),
Sus espectros de U.V. indicaron la presencia de anillos cumarinicos al
observarse absorciones en los rangos de Ams. 216-226 (log & 3.98-4.56), 243-
251 (log € 3.41-3.87), 255-261 (log € 3.45-3.87) y 322-335 nm (log ¢ 4.14-4.19).
(Brown, 1981 ).
En los espectros de IR la frecuencia de vibracién del grupo o-pirona se
encontraba de nueva cuenta en la regién de 1700-1750 cm™” (Cuadro 23
Espectros 22 y 23).
La férmula molecular del producto 9, se determind por espectrometria de
masas como Cy4H203. En el caso del compuesto 11 su férmula molecular se
establecio como CygH:04. (Cuadro 23).
Los espectros de RMN (Cuadros 24 y 25 Espectros 26, 27, 28 y 29)
establecieron de manera inequivoca la naturaleza de dihidrofuranocumarina
lineal de ambos compuestos (Brown, 1981). La evidencia mas importante fue
la presencia en los espectros de RMN-'H del sistema ABX que conforman los
hidrégenos H-2' y H-3' de una dihidrofuranocumarina sustituida en C-2' (Figura
6).
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Cuadro 23. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la amirina (10) y de la chalepina (12)

amirina 9

chalepina 11

EM.LE., m/z (int. rel.)

(Espectro 24) 228 [M* (84.48)], 229
(15.52), 213 (100), 200 (10.34),
185(35.34), 128 (12.93).

E.M. FAB m/z (int. rel.):(Espectro 25 ),
315 [M*+1(100)], 314[M"(85)], 299
(15), 255 (13).

3.65, 4.17)

IR Ve cm™ (pelicula), (Espectro 22) IR Vi (KBr) cm™
3076, 2920, 1736, 1626. (Espectro 23) 3380, 3084, 1714, 1626.
U.V. Anex NM MeOH, 248, 260, 302 (log e =3.55, | EtOH, 270, 334 (log £ = 3.27, 4.25)

9
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Resultados y discusidn
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Resultaduy y diseusion

En el caso de la cumarina 9 las sefiales correspondientes se observaron como
un doblete de doblete (J= 8.4, 8.7 Hz) en &, 5.305, y dos dobletes de dobletes
de dobletes en 8, 3.07, (J = 1.2, 7.8, 15.9 Hz, H-3a) y &4 3.397, (J = 0.825,
9525, 15.825 Hz, H-3'B), mismas que correlacionaban en el espectro
HETCOR con el metino en . 87.50 y el metileno en 8. 33.45, respectivamente
(Espectro 30).

Para la cumarina 11 las resonancias de los hidrégenos del dihidrofurano se
observaron en § 4.71 [dd, J=8.7, 9.0, (H-2')] y en 6 3.19 (m, H-3'a, H-3'B);
estas seflales carrelacionaban el HETCOR (Espectro 31) con las resonancias
en 8. 90.87 y §. 29.57, respectivamente,

Los espectros de RMN también evidenciaron la naturaleza del sustituyente en
C-2'. Asi, en el caso del producto 9 la presencia en el espectro de RMN-'H
(Espectro 26) del doblete de doblete (J= 0.9, 1.2 Hz) en §,;1.77, asignable a un
metilo sobre doble ligadura, y de dos sefiales vinilicas en &y 5.1035, (dd, J=
0.6, 1.2 Hz, H-6')y § 4.96, (dd, J = 0.6, 1.2 Hz, H-6'), eran compatibles con un

grupb isopropilideno como sustituyente en C-2', La presencia en el espectro de

RMN-'2C de las sefales en §c 17.05 (C-6'), 6c 112.87 (C-5') y 8c 145.59
confirmaron de manera adicional la naturaleza de este sustituyente.

En lugar de las resonancias antes mencionadas, los espectros del compuesto
11 mostraron seflales para una funcidn carbindlica terciaria (8¢ 71.64) y para
dos metilos sobre un centro cuaternario (8¢ 24.12; 8y 1.22 y 1.35), consistentes
€on un grupo isopropanol en C-2'.

Las sefales de los nlcleos arométicos en C-5 y C-8 fueron similares en
ambos compuestos (Cuadro 25).

Por ultimo, el espectro del producto 9, al igual que la xantiletina 5 presenté el
sisteha AB tipico de los hidrogenos H-3 (5 6.21, d, J=9.45) y H-4 (5 7.59, d,
J=9.45) del nlcleo cumarina.



Resultadas p discusiin

En el caso de la cumarina 11 las resonancias observadas para la porcion «-
pirona fusron muy similares a las de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina, sugiriendo
que este compuesto presentaba también un sustituyente 1,1-dimetilalilo en C-3
[en &y 5.05 (H-3"), 5.09 (H-3") y 6.16 (H-2") y b4 1.46 (H4") y (H-5"); estas
sefales correlacionaron en el espectro HETCOR (Espectro 31) con las sefales
en 8¢ 137.99 (C-2"), 112 (C-3"), 25.97 (C-4"), 26.07 (C-5"), respectivamente].

El H-4 del producto 11 también correlacioné con H-5 en el espectro COSY
(Figura 7) demostrando inequivocamente la disposicién en C-3 del sustituyente
de origen mevalénico.

Con base en estas evidencias, las dihidrofuranocumarinas 9 y 11 se
caracterizaron como la (+)amirina (Bohlmann, 1975; Abu-Mustafa, 1975; Ishii,
e Ishikawa, 1978) y la (~)chalepina (Brooker, et al., 1967; Pozzi, 1967; Kumar,
et al, 1995;) respectivamente. Las propiedades fisicas, y las constantes

espectroscdpicas y espectrométricas correspondieron con las previamente
descritas.
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Figura 7. Espectro de RMN-'H bidimensional de la chalepina 11
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Cuadro 24. Valores para los desplazamientos quimicos* (5) obtenidos en la
RMN-'H para los protones con nticleo estructural de dihidrofuranocumarina

aisladas de S. perforaturs. **

Resultados y disenyion

Protones Amirina 9 Chalepina 11
(Espectro 26) (Espectro 28)
H-3 6.21* -

H-4 7.50" 7.47
H-5 7.22° 7.18
H-8 6.76' 6.68
H-2 5.30° 4,71°
H-3' 3.07° 349"
H-3A 3.40° 3.19"
H-5' 1.77° 1.22
H-6' 510, 4.96' 1.35
H-2" - 6.16
H-3" - 5,05
H-3A" - 509"
H-4" - 1.46'
H-5" - 1.46'
. OH - 1.93

*desplazamientos quimicos en ppm

“TMS, CDCly, 300 MHz

Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se Indican entre parentesis,

a: d, (J=0.45); b; dd, (J=1.2, 0.9); ¢; dd, (J=8.4, 8.7); d: ddd, (J=1.2, 7.8, 15.9); e: ddd, (J=0.82,
9.52, 15.82); f: dd, (J=0.8, 1.2); g: dd, (J=8.7, 8.0); h: m: | d, (J=1.20); j: d, (J=17.55); k: d,

(J=10.95); I: 5.
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Cuadro 25, Valores para los desplazamientos quimicos* (5) en '>C-RMN de las
dihidrofuranocumarinas aisladas de S. perforaturs. **

Resultadus y discusion

Carbono Amirina 9 Chalepina 11
(Espectro 27) (Espectro 29)
C-2 161.45 182, 20
C-3 112.18 130.85
C4 143.66 145,59
C4a 142.94 113.11
C-5 123.45 123.20
c6 124,50 -124.52
C-7 163.33 160.10
C-8 97.96 97.06
C-8a 165.82 164,60
c-2' 87.50 90.87
C-3 33.45 29.57
c4' 145.59 71.65
C5 17.07 24.19
c6' 112,87 2419
c-1" - 40,25
c-2" - 137.98
c-3" - 11200
c4" - 25,98
C-5" - 26,07

‘deéplazamlen(os quimicos en ppm

**TMS, CDCly, 756 MHz
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Resultndos y disensivin

~ Caracterizacion de la pelitorina (8).
Sucesivas cromatografias en columna y en capa delgada de las fracciones
primarias VI (Cuadro 6), condujeron al aislamiento de la amida 8 como un
aceite quimicamente inestable. Sus constantes fisicas, espectroscépicas y
espectrométricas se resumen en el Cuadro 26.
Su espectro de masas permitié establecer la férmula molecular de CHasNO, e
inferir por la relacién de masa-carga impar del ion molecular (M* 223) que la
molécula contenia nitrégeno (Espectro 33).
El espectro IR presentd absorciones en 3300, 1658, 1628 cm™ (Crombie 1955)
asociadas con la presencia de una amida conjugada. Por otro lado, el méximo
de absorcién observado en el espectro de UV (Amx 259 nm) indico la
existencia de un dieno conjugado a una funcién amida, (Cuadro 26).
Los espectros de RMN (Cuadro 26) confirmaron que el producto natural era
una amida aliftica conjugada. Asf el espectro de RMN-"C (Espectro 34),
evidencié la presencia de 13 resonancias, una de los cuales correspondia al
grupo carbonilo de una amida conjugada en §c 166.39 ppm. De acuerdo al
andlisis del espectro DEPT (Espectro 36), las 12 sefiales restantes se
asignaron a cuatro carbonos olefinicos conjugados (3¢ 121.84, 141.00, 128,18
y 142.90), cinco metilenos (8¢ 32.88, 28.47, 31.30, 22.45 y 46.90), un metino
alifatico (8¢ 28.61) y a tres metilos {5c 13.99 y 20.13). A fin de satisfacer el
nimero de carbonos requeridos por la férmula molecular, dos de estas sefiales
deblan ser coincidentes ya que en el espectro de RMN-'H (Espectro 35), se
evidenciaron claramente sefiales para tres grupos metilos en &y 0.94, 0.91 vy
0.89, las dos primeras sefales aparecian como doblete (J=6.6 Hz), en tanto
que la Ultima resonancia se observaba como un triplete (J= 6.6 Hz) y era
consistente con la presencia de un grupo metilo terminal en la molécula,
El espectro de RMN-'H (Espectro 35), presentd resonancias para cualro
hidrégenos olefinicos en 8y 5.75 (d, J=14.77, H-2), 84 7.18 (dd, J=14.85 H-3),

oy 6.09 (m, H4 y H-5); un multiplete para un metino centrado en 6y 1.8 y
seﬂales para varios grupos metilenos.



Resultndos y discusicin

~ Caracterizacion de la pelitorina (8).
Sucesivas cromatografias en columna y en capa delgada de las fracciones
primarias VI (Cuadro 6), condujeron al aislamiento de la amida 8 como un
aceite quimicamente inestable. Sus constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrométrica§ se resumen en el Cuadro 26, '
Su espectro de masas permitid establecer la férmula molecular de Ci4HzsNO, e
inferir por la relacién de masa-carga impar del ion molecular (M* 223) que la
molécula contenla nitrégeno (Espectro 33).
El espectro IR present6 absorciones en 3300, 1658, 1628 cm™ (Crombie 1955)
asociadas con la presencia de una amida conjugada. Por otro lado, el maximo
de absorcién observado en el espectro de UV (Ama 259 nm) indico la
existencia de un dieno conjugado a una funcién amida. (Cuadro 26).
Los espectros de RMN (Cuadro 26) confirmaron que el producto natural era
una amida alifatica conjugada. Asi el espectro de RMN-">C (Espectro 34),
evidencié la presencia de 13 resonancias, una de los cuales correspondia al
grupo carbonilo de una amida conjugada en §c 166.39 ppm. De acuerdo al
analisis del espectro DEPT (Espectro 36), las 12 sefales restantes se
asignaron a cuatro carbonos olefinicos conjugados (5c 121.84, 141,00, 128.18
y 142.90), cinco metilenos (3¢ 32.88, 28.47, 31.30, 22.45 y 46,90), un metino
alifatico (5c 28.61) y a tres metilos (5c 13.99 y 20.13). A fin de satisfacer el
nﬂméro de carbonos requeridos por la férmula molecular, dos de estas sefiales
debfan ser coincidentes ya que en el espectro de RMN-'H (Espectro 35), se
evidenciaron claramente sefiales para tres grupos metilos en 8y 0.94, 0.91 y
0.89, las dos primeras sefiales aparecian como doblete (J=6.6 Hz), en tanto
que la ultima resonancia se observaba como un triplete (J= 6.6 Hz) y era
consistente con la presencia de un grupo metilo terminal en la molécula.
El espectro de RMN-'H (Espectro 35), presentd resonancias para cuatro
hidrégenos olefinicos en &4 5.75 (d, J=14.77, H-2), 84 7.18 (dd, J=14.85 H-3),
on 6.09 (m, H-4 y H-5); un multiplete para un metino centrado en &4 1.8 y
seﬁa_les para varios grupos metilenos.

52



Resultados y disension

Cuadro 26. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas de la Pelitorina 8,

E.M.FAB, m/z (int. rel.): (Espectro 33)
224[M" +1(100)], 156 (19.56), 74 (16.30), 57 (61.95), 43 (29.34), 41 (33.69), 29

(20.65)

IR viax (pelfcula) cm™: (Espectro 32)
3300, 3080, 2954, 2928, 1658, 1628, 996.

UV Amsx EtOH, nm : 259 (e = 22500)

RMN-"C, & (CDCls): (Espectro 34)

166.39 (C-1), 121.84 (C-2), 141,00 (C-3), 128,18 (C-4), 142.90 (C-5), 32.88 (C-
6), 28.47 (C-7), 31.30 (C-8), 22.45 (C-9), 13.99 (C-10), 46.90 (C-1'), 28.61 (C-
2, 20.13 { C-3).

RMN-'H; 5 (CDCly): (Espectro 35)

5.75, d, J= 14.775, (H-2); 7.188 , dd, J= 14.775, 9.75, (H-3); 6.021-6.173, m,
(H-4); 6,021-6.173, m, (H-5); 2.14, dt, J= 7.2, 13.5, (H-6); 1.2-1.4, m, (H-7, H-8,
H-9); 3,165, t, J= 6.45 (H-1');1.845-1.75, m J=6.75, (H-2); 0.92, d, J= 6.6, (H-
3'); 0.886, s, (H-10), 5.863 (N-H).
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Resultados y discusidn

De las resonancias correspondientes a los grupos metilenos, el triplete en 3.16
era facilmente asignable al metileno vecinal al nitrégeno del grupo amida,

E! estudio detallado del espectro bidimensional homonuclear COSY, permitié
aevidenciar a través de los cuadros de conectividades, los fragmentos que se
ilustran en la figura 8.

Mediante la integracién de las estructuras parciales indicadas (Figura 8) se
logrd determinar la estructura total del compuesto. El conjunto de propiedades
fisicas y espectroscdpicas para este constituyente correspondieron con los
datos descritos en la literatura para la pelitorina (Yasuda ef a/,, 1981, Mizutani,
et al., 1980).
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Figura 8. Espectro de RMN-'H 2D-COSY de la pelitorina 8
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Resultadas p diveusidn

Caracterizacidn de la asarinina. (4)
De lé fraccién V, obtenida durante el fraccionamiento primario, cristalizé un
compuesto que fue caracterizado como la asarinina 4. Este producto se obtuvo
como un polvo blanco cristalino y 6pticamente activo. Sus espectros de IR y
UV (236, 286 nm) (Cuadro 27) indicaron el caréacter aromatico del compuesto.
Su férmula molecular se establecié por espectrometria de masas como
CxoH1s0s (Espectro 38, Cuadro 27) y permitié calcular doce grados de
insaturacion,
El anélisis detallado de los espectros de RMN (Cuadros 29 y 30), asi como
consideraciones de tipo quimiotaxénomico (Ayres y Loike, 1990), permitieron
establecer que el producto natural era un lignano de tipo furofurano
asimétricamente sustituido con dos grupos piperonilos en 7 y 7' (Ayres y Loike,
1990). Las observaciones mas importantes que condujeron a esta conclusion
se resumen a continuacion.
El espectro de RMN-'C (Espectro 39), presents sefiales para veinte carbonos
en armonia con la férmula molecular calculada. Dos de estas sefales eran
facilmente asignables a grupos metilendioxi, doce a carbonos arométicos y
seis a los carbonos de la porcién furofurano. Para determinar la naturaleza de
los carbonos en general se registré el espectro DEPT (Espectro 40) el cual
presentd las resonancias tipicas para los metinos 7, 8, 7' y 8' (8¢ 87.57, 54.61,
81.98, 50.12,) y los metilenos 9, 9' (5c 70.88, 69.62) de la porcion furofurano.
Las sefiales de los grupos metilendioxi se observaron en §. 100,908 y 100.97;
por Gltimo, se observaron sefiales para seis metinos arométicos (5. 106.33,
146.48, 11861, 106.49, 147.11, 119.50). La asignacion de las senales
anteriores eran consistentes con la presencia de seis carbonos arométicos

cuaternarios, cuatro de los cuales (5. 147.55, 108.73, 147.86) se encontraban
unidos a los dos grupos metilendioxi.
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Resultados y discusion

Cuadro 27. Constantes ffsicas, espectroscopicas y espectrométricas de la
Asarinina 4 V

Asarinina 4

Formula molecular: CaoH12Qs
[oa)o = -86°
pf 121-122°C

E.M.LE. miz (int. rel): 354 [M+ (98)], 135 (48), 150 (32), 149 (100), 161 (38),
122 (20). [Espectro 38] |

IR v mex KBr,(cm™),: 3100, 2866, 1858, 1722, 1620, 1488, 1370. (Espectro 37)

UV A mex MeOH, nm: 236, 286
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Resultados y discusion

El espectro RMN-'H (Espectro 41, Cuadro 30), también presenté similitud con
los previamente descritos para los lignanos del tipo furofurano (Ayres y Loike,
1990) y confirmé la presencia de los dos grupos metilendioxi (5y 5.94, 5.95),
seis hidrogenos aromaticos (5y 6.76-6.87) y las sefales del nucleo furofurano
(Figura 9). Con base en el andlisis anterior la estructura del producto natural
debia corresponder a cualquiera de los enantidmeros del isémero B [{+)-
asarinina o (-).asarinina) de la Figura 9. Las posibilidades A y C se descartaron
con base en la no equivalencia de las sefales de la porcién furofurano, es
decirentre 8y 8'y 7y 7'. En la Figura 9 se indican de manera comparativa los
deplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN para el
producto natural {posibilidad D) y los previamente descritos en la literatura
para cualquiera de los enantiomeros de los compuestos A, By C.

El valor negativo de la rotacion dptica del producto natural permitio
identificarlo como la (-)-asarinina, Este producto ha sido obtenido previamente
de otras fuentes naturales. (Pelter y Ward, 1976). La determinacién inequivoca
de la estructura del producto 4, se realiz6 mediante un andlisis de difraccion de
rayos X. En la figura 10 se muestra una proyeccién estereoscdpica del
producto natural. En la molécula, los sustituyentes en 7 y 7' se encuentran en
una posicidn pseudo-ecuatorial y los anillos de cinco miembros de oxolano
presentan una conformacién de sobre ligeramente torcido.
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Figura 9. Datos de desplazamientos quimicos de RMN-"C y RMN-'H de

furofuranos del tipo sesamina . (Pelter y Ward, 1976).

Resultados y discusion

A B c D

Ar = piperonil
H7 | 475(85.77) 4.45 (87.53) 4.90 (83.96) 439 (87.57)
HT 4.85 (81.96) 4.82 (81.98)
H-8 3.15(54.31) 2.90 (54.44) 3.15 (49.49) 2.85 (54.61)
H-8’ 3.30(50.11) 3.30(50.12)
H-9'8 | 3.8-4.0(71.72) 3.35(70.92) 3.3-3.65 (68.75) 3.30 (69.62)
H-98 3.85 (69.64) 4,09 (70.89)
H-9a | 4.2-4.4(71.72) 3.85(70.92) 3.65-4.0 (68.75) 3.80(69.62)
H-% 4.13(69.64) 3.80 (70.89)
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Resultadoy y discusidon

Caractorizaclén do la fargoaina (10),

El siguiente compuasto, tambidn un ligninn de tipo furofuine, so obtuvo como un
sdlido cristalino dpticamenta activo. Su imuili molocalir so establecio como Gy Hy,Og,
(Cuadro 28, Espectro 42), es docir, prosontabin 16 unidades de masas mas que el
anterior.

El espectro de IR (Cuadro 28, Espectro 43) presentd bandas de absorcion
caracteristicas para compuestos aromélicos, y la presencia de este nicloo aromatico
se corrobord también en los espectros da UV (282, 232, nm). (Cuadro 28).

Los espectros de RMN (Cuadros 26 y 30) fueron muy simllares a los de la asarinina 4, y
a continuacion se describen las diferencias principales: el espectro de  RMN-'H
(Espectro 44) presentaba una sola sefial para un grupo metilendioxi (8, 5.98) y, en
lugar de la sefial para el segundo metilendloxi de la (-)-asarinina se observo una sefal
para dos metoxilos en &y 3.88. Estas observaciones sugerlan que el segundo lignano
era de tipo furofurano sustituido asimétricamente por un grupo piperonli y otro veratril.
De nueva cuenta, ia sustitucion asimétrica era evidente por la falta de equivalencia de
los hidrogenos H-7 y H-7'(3,, 4.43, 4.83) y, H-8'y H-8' (5 3.33, 2.87). En este caso; la
diferencia estructural de los sustituyentes en 7 y 7', incrementaba el numero de
isomeros posibles de tres a cuatro. Los posibles isémeros se indican en la Figura 11,
La comparacion de los datos fisicos y espectroscdpicos con los previamente descritos
en la literatura indicaron que ei producto natural era la (-)-fargesina, (Peiter y Ward, et
al., 1976; Kakisawa, et al,, 1970; Kamikado, et al,, 1975; cuya estructura habla sido
previamente corroborada por rayos X, (Goswami et al., 1991).
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Resultados y disensidn

Cuadro 28. Constantes fisicas, espectrdscopicas y espectrométricas de la
Fargesina 11.

Fargesina 11

Formula molecular: CayH2,0s
[alo = +121°
p.f. 133-134°C

E.M.LE. m/z (int. rel): 370 [M+ (100)], 135 (33), 150 (20), 149 (57), 177 (35)
~ [Espectro 42)

IR v mex KBr,(cm™),: 3100, 1590, 1505. (Espectro 43)

UV A me EtOH, nm: 282 (£/1000), 232 (€/1000)
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Resultandoy y disvinion

[SOMEROS DE LA FARGESINA

0\
0 0=\
0
1 7
0~ 1o
135, 63 O /XX
435.23 * 132.66
CH,0 AN
¥ Y "o CHy0
130. 86 )@ 0
CHLO 131,00 133,38

CH,0

Figura 11. Valores de los desplazamientos quimicos (5) en RMN-C de C-1y
C-1' de los isémeros de la fargesina (Pelter y Ward 1976)
* Valores experimentales de los desplazamientos qu(micoé (6) de la fargesina 11
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Resultadus y discusidn

Cuadro 29. Valores de los desplazamientos quimicos* (8) en la *C-RMN de los lignanos

aislados de S. perforatus. (ppm).**

Carbono Asarinina 4 Fargesina 11
(Espactro 34) (Espectro 39)

C7 87.57 87.68
c-7 81.08 82.06
C-8 54.61 54.62
c-g 50.12 50.18
C-9 70.89 71.04
c-¢ 69.62 69.74
C-1 132,18 135.23
c-1 135.06 131.00
c-2 106.34 106.55
c-2 108.49 108.15
C-3 146.48 147.23
c-3 147.11 147.99
C-4 147.55 148.11
c-4 147.86 148,94
C-5 108.73 109.09
c-8' 108.73 111-15
C-6 118.60 117.76
c-6' 119.50 119,55

OCH;O 100.97 101.04

OCH.0 100.90 -

OCH, - 55.94
OCH, - 55.94

*desplazamientos quimicos en ppm
**TMS, CDCl,, 75 MHz
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Resultados y discusion

Cuadro 30. Valores para los desplazamientos obtenidos en la RMN-H de los lignanos

del tipo de la sesamina aislados de S. perforatus. (ppm).**

Protén Asarinina 4 (Espectro 36) | Fargesina 11 (Espectro 40)
300'MHz 500 MHz
H-7 4.39" 4.43°
H-7" 4.82° 4.87°
H-8 2.85° 2.88"
H-8’ 3.30" 3.32"
H-9'p 3.30" 3.32"
H-9p 3.80" 3.87"
H-9'a 3.80" 3.87"
H-8a. 4,09 4,12°
Aromaticos 6.76-6.88 6.77-6.93
O-CHy-0 5.94' 5.95
O-CHO 5.96' -
OCH;, . 3.88

*desplazamientos quimicos en ppm

*TMS, CDCly

8 d, J=7.2 Hz; b: d, J=7.0 Hz; ¢ d, J=5.4 Hz; d: d, J=5,5 Hz; e: dd, 7.5, 6.9 Hz; I d, J=9.3 Hz; g: dd, J=0.5,

10HZ i s
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Actividad biologica de los compuestos aistados

V. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE
Stauranthus perforatus.
De acuerdo con el disefio experimental planteado en esta investigacion, se
realizaron una serie de ensayos bioldgicos, cuya finalidad fue la determinacion
del potencial herbicida y citotdxico de los compuestos aislados de S.
perforatus.

" V.1, Determinacién del efecto fitotéxico de las cumarinas aisladas,
sobre Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.
En el presente inciso se describe la actividad fitotoxica de las cumarinas 2, 3,
5, 9y 11, en un rango de concentraciones de § a 100 pug/ml (10*a10® M)
(Cuadro 31). Las cumarinas 5 y 3 fueron evaluadas por Garcia (1995). Los
resultados del efecto de las cumarinas sobre el crecimiento radicular de A
hypochondriacus y E. crusgalli, se ilustran en las gréficas 2, 3, 4, 5, 6y 7y
como se puede apreciar en estas, la chalepensina 3, la xantiletina 5, la amirina
9 y la chalepina 11, inhibieron de manera significativa el crecimiento de A
hypochondriacus a 100 ug/ml. A la concentracion de 50 pg/ml, solo la
chalépina demostrd una actividad inhibidora significativa. Por ultimo, a la
concentracion de 5 ppm ninguna de las cumarinas demostré actividad. En las
graficas 2, 3, 4, y 5, se puede observar que la actividad fitoinhibidora fue
proporcional a las concentraciones de prueba utilizadas en el bioensayo. En
general, las cumarinas ensayadas no presentaron efectos inhibidores
significativos sobre el crecimiento radicular de E. crusgalli sin embargo, la
amirina, 9 y la chalepina, 11, estimularon el crecimiento radicular de esta
maleza a una concentracion de 50 ug/ml. Con estos resultados se puede
establecer el orden decreciente de actividad fitotéxica de las cumarinas
evaluadas en este ensayo: xantiletina > chalepensina > chalepina > amirina >
3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina.
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Cuadro 31. Efecto de los compuestos aislados de S. perforatus sobre el crecimiento radicular

de Amaranthus hondriacus y E. crusgalli.
A. hypochondriacus E. crusgalli
crecimiento (mm) crecimiento (mm)
S pg/ml 50 pg/mil 100 pg/mi 5 pg/ml 50 po/ml 100 pg/ml
Control 7.8 £0.61 7.8 £0.61 7.8 30.61 15.2+1.8 15.2+1.8 15.2+1.8
xantiletina § 5.8130.98 4.5£1.56 020.09* - - 10.6%2.1
Control 13.3+1.3 13.3+1.3 13.3+1.3 13.3+£2.1 13.342.1 13.3+£2.1
asarinina 4 - - 12.4+1.9 - - 11.9+0.6
chalepensina 3 - - 2.92+0.55* - - 144197
~pelitorina 9 - - 2.7+0.7* - - 7.442.2%
Control 3.67+1.9 3.67+1.9 3.67+1.9 30.02+2.2 30.02+2.2 30.0222.2
3<1,1dimetilalil)-| 3.62+1.7 3.90+1.86 2.75+1.52 28.7£2.13 31.0£1.84 25.13x19
xantiletina 2
fargesina 11 4.03:2.2 3.60+1.86 3.38+1.81 23.25+2.3 27.85+2.2 25.13£2.2
Control 9.82+2 8 9.82+2.8 9.82+2 8 23.35+2.7 23.35+2.7 23.35£2.7
amirina 10 8.82+1.65 747+1.5 6.0+1.7* 20+2.42 29.5+1.89 14 38%1.9
chalepina 12 8.55+2.1 5.88+1.57% | 4.43+134* 21.63x2.1 27.7£1.97 20.67+1.8
Control = AcOEt

*Valores que difieren significativamente del control (Duncan == 0.05). Cada cifra representa

el promedio de cuatro repeticiones.
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Griéfica 4
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Grafica 6
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Varias cumarinas han sido objeto de estudios previos en relacion con algunas
actividades biologicas de interés ecolégico tales como la alelopéatica, el potencial
insecticida y molusquicida (Rodighiero, 1954, Berenbaum, 1991, Zabel y Brown, 1995;
Monache, 1989); la toxicidad para mamiferos (Soine, 1964, Feuer. 1974); la actividad
antimicrobiana (Jurd, et al., 1971; Martin et al., 1966; Wu, et al., 1972; Johnson, et al.,
1973; Beier y Oertli, 1983; Heath-Pagliuso, et al., 1992; Ben-Yehoshua, et al., 1992;
Gottstein et al., 1990}, entre otras.

La actividad que presentan estos compuestos sobre la germinacion y el crecimento
vegetal se ha investigado sobre diversas especies de plantas cultivadas y malezas.
Varias cumarinas han demostrado un efecto estimulante o inhibidor sobre la
germinacion de semillas y el subsequente desarrollo de la planta (Bennet y Bonner,
1953; Baskin et al., 1967; Williams y Hoagland, 1982; Shimomura et al.,, 1982; Bose,
1958, Brown, 1981, Maclas, et al, 1993). Asi Maclias y colaboradores (1993),
demostraron el efecto de diez cumarinas en soluciones acuosas a concentraciones de
10*-10° M sobre la germinacién de semillas y el crecimiento radicular de Lactuca
sativa, Los ensayos se realizaron con: piranocumarinas (xantiletina, xantoxiletina,
luvangetina, donatina y alloxantoxiletol), furanocumarinas (bergapteno, xanthotoxina e
imperatorina) y cumarinas simples (5,7-dihidroxicumarina y 7,8-dihidroxicumarina). Con
base en los resultados obtenidos, se realizo un estudio de relacion estructura-actividad
y se observd que la presencia de una funcién oxigenada en C-8 disminuye el efecto
sobre la germinacién en las furano- y piranocumarinas, mientras que los sustituyentes
en C-5 no producen cambios significativos en la actividad.

El efecto de la inhibicion de las furanocumarinas, sobre la germinacién, a una
concentracion de 10® M es mas pronunciado que el de las piranocumarinas y

cumarinas simples.
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Sin embargo, la actividad de las piranocumarinas xantiletina y luvangetina (-
78% y -67%, respectivamente) es comparable al demostrado por el bergapteno
y la xantotoxina (-87% y -82%) (Macias, et al., 1993).

En la presente investigacion, la xantiletina 5 a una concentacién de 100 pg/m!
(4x10* M) inhibi6 en un 100% el crecimiento radicular de A. hypochondriacus,
siendo éste el compuesto de prueba que desarrollé el mayor potencial
inhibitorio en este bioensayo.

También, las cumarinas han demostrado efectos promotores del crecimiento
vegetal principaimente a bajas concentraciones. Asl la escopoletina y la 4-
hidroxicumarina, estimulan la germinacion de Striga asidtica (Brown, 1981). La
imperatorina demostré una estimulacion sobre el crecimiento radicular de L.
sativa (Maclas, et al., 1993). De manera analoga, la amirina 9 y la chalepina 11
aisladas de S. perforatus, estimularon el crecimiento radicular de E, crusgalli a
50 pg/ml.

Por ultimo, cabe mencionar que algunas cumarinas simples, furanocumarinas y
piranocumarinas ejercen su actividad fitotdxica por inhibicién del metabolismo
en mitocondrias y/o en cloroplastos (Moreland, 1980). Recientemente; se
demostr6 que la  5-O-f-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina, actia como un inhibidor de la transferencia de energia en
cloroplastos aislados de espinaca (Calera et al., 1995).

V.1.1. Efecto fitotéxico de la amida pelitorina (8) y los lignanos
asarinina (4) y fargesina (10).
El efecto regulador del crecimiento vegetal de la amida pelitorina 8 y el lignano
asarinina 4 fueron investigados por Garcla (1995). Los resultados se ilustran
en las graficas 3 y 4 (Cuadro 31); y como se puede observar el compuesto 8
fue activo contra las dos malezas de prueba a una concentracién de 100 pg/ml;
siendo la especie mas sensible A. hypochondriacus. La asarinina 4 no afecto

de manera singnificativa el crecimiento radicular de ninguna de las malezas de
prueba.
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En el presente estudio se evaltio el efecto fitotoxico de la fargesina 10 (grafica
8) (Cuadro 31) sobre A. hypochondriacus y E. crusgalli y al igual que la
asarinina éste lignano no afecto significativamente el crecimiento de dichas
malezas a las concentraciones ensayadas.
Se ha visto que los lignanos juegan un papel importante en la regulacion del
crecimiento vegetal. En comin con otros compuestos fendlicos, incluyendo al
acido cindmico y los &cidos orto y para-cumarinicos, la inhibicién que ellos
ejercen sobre la germinacion de semillas, es el resultado de la interferencia
que causan en el transporte de aminoacidos y la sintesis de proteinas (Van
Sumere ef al., 1972).
Venkata y colaboradores(1979) estudiaron el efecto de furofuranos sobre la
germinacién de tres especies de semillas y encontraron que la fargesina (50-
200 pg/ml) y la sesamina (50-200 pg/ml) retardan considerablemente la
germinacién del cacahuate y del pepino. La fargesina a 200 ppm reduce la
germinacién del cacahuate a 2% y a 50 ppm estimula en un 80% la
germinacion del arroz.

" V.2 Determinacion de la toxicidad de los compuestos obtenidos de
S. perforatus contra el crustaceo A. salina.
Los resultados de la evaluacion contra A. salina se presentan en el Cuadro 32,
Como se puede observar en éste todos los compuesto fueron téxicos contra el
crustaceo con excepcién de la cumarina xantiletina 5 (CLs =510.64 ppm) y los
lignanos asarinina 4 (CLso > 1000 ppm) y fargesina 11 (CLsg =315.49 ppm).
Cuadro 32. Efecto de los compuestos aislados de S. perforatus sobre A. salina.

COMPUESTO 3-(1'1'"- Chalepensina ] Asarinina | Xantiletina §
dimetilalil)- 3 4
xantiletina 2
CL50 pg/ml 2.58 36.52 >1000 510.64

COMPUESTO| Pelitorina8 | Amirina 9 Fargesina 10 | Chalepina 11
CL50 ug/ml 129.86 33.46 315.49 52,07

n
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Actividad bioldgica de los eompuestoy aisladas

Por otra parte, se determind la actividad citotdxica in vitro de algunos de los
compuestos aislados en el presente estudio (Cuadro 33). ‘En el caso de las
cumarinas ensayadas, unicamenie la chalepensina presentd una actividad
citotdxica apreciable en contra de la linea celular HT-29; ya que el valor de la
DEx; obtenido (3.47 ug/ml) fue menor de 4 ug/mi.

Ninguna de las cumarinas obtenidas en el estudio ha sido evaluada en contra
de la lineas celulares indicadas en el Cuadro 33.

Previamente, Gdnzalez, y colaboradores (1977) describleron la actividad
citostatica de dieciséis cumarinas aisladas de varias especies de rutdceas, y
realizaron un estudio acerca del mecanismo de accidn y la relacidn estructura-
actividad bioidgica de los compuestos ensayados.

Asi mismo, Uwaifo (1984) realiz6 una serie de investigaciones relacionadas
con la mutagenicidad de algunas cumarinas sobre seis cepas de Salmonella
typhimurium (TA92, TA94, TA97, TA98, TA100, TA102). En este ensayo se
evaluaron siete cumarinas: la imperatorina, fa heraclenina, la xantotoxina, la
marmesina, la chalepina, la oxipeucedanina y la esculina. De acuerdo con los
- resultados obtenidos en el ensayo cualitativo con las cepas de S. typhimurium,
ia imperatorina y la marmesina fueron las unicas cumarinas mutagénicas en
todas las cepas prabada con la exepcién de TA94 y TA102. La chalepina
mostré una actividad moderada sobre las cepas TA98 y TA100.

Se observé también que para la actividad mutagénica era importante la
presencia de los dobles enlaces A 2',3' en el anillo de furano y A 4,3-en el
anillo a-pirona, ya que estos enlaces estan involucrados en la formacion de
enlaces covalentes con el ADN en la presencia de luz UV (Cole , 1971;
Rodighiero et al,, 1970; Scott ef al., 1976; Song y Gordon, 1970 y Song, et al.,
1971).
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La amida pelitorina 8 demaostrd también un efecto citotdxico moderado contra
las lineas celulares HT-29, A-498 y PACA-2 (Cuadro 31).

Cabe hacer notar que este constituye el primer trabajo acerca de las
propiedades fitotdxicas y citotdxicas del compuesto 8.

En relacién a la actividad citotdxica de los lignanos (Cuadro 33), la asarinina 4

no presentd una actividad citotoxica significativa en las lineas colulares
utilizadas en este estudio.

Cuadro 33. Actividad citotéxica in vitro de algunos compuestos aislados de S.

perforatus.

COMPUESTO LINEA CELULAR CEso (1g/ml)
A-549 MCF-7 HT-29
chalepensina 3 7.71 5.67 3.47
asarinina 4 21.17 71.00 70.83
xantiletina § 79.75 18.36 47 41
pelitorina 8 16.27 9.29 3.53
amirina 9 27.48 46.86 34.79
3-(1',1'-dimetilalil)- . . .
xantiletina 2
fargesina 10 * * "
chalepina 11 * * *
Adriamicina 3.22x10™ 2.04x10" 4.21x10*
COMPUESTO LINEA CELULAR CEso (g/ml)
A-498 PC-3 PACA 2
Chalepensina 3 9.47 17.78 5.20
Asarinina 4 50.85 11.42 8.73
Xantiletina 5 64.78 45.19 5.15
Pelitorina 8 3.88 4,81 2.21
Amirina 9 34.11 37.88 37.01
3-(1',1'-dimetilalil)- > . .
xantiletina 2
fargesina 10 * * >
chalépina 11 y * .
Adriamicina 3.48x10” 2.41x10" 1.20x10” *

* en proceso de evaluacion
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De acuerdo a los estudios biolégicos realizados por Garcia (1995), las raices
de S. perforatus demostraron un efecto insecticida potencial al afectar el indice
de sobrevivencia del insecto Sitophylus zeamais. Este efecto podria estar
relacionado con la presencia de las cumarinas y de la pelitorina, aisladas en el
presente estudio. El efecto insecticida de la pelitorina (Cremlyn 1991; Kubo et
al., 1984; Candy et al., 1993) y el efecto inhibidor del crecimiento de insectos
de numerosas furanocumarinas (Klocke, et al., 1989) se encuentra bien
documentado en la literatura , También, se ha descrito que los lignanos de tipo
furofurano con grupos metilendioxi pueden provocar un efecto sinérgico sobre
ciertos insecticidas (Haliler et al., 1942). La coexistencia de estos compuestos
en S. perforatus podria explicar las propiedades insecticidas del polvo de la
raiz, .

La pelitorina y otras isobutilamidas han sido aisladas en multiples ocasiones
de plantas de la familia Compositae y Rutacea (Jacobson, et al., 1971; Oriowo,
1982). Entre las actividades bioldgicas demostradas por este tipo de
compuestos destacan las propiedades anestésicas locales. Algunas de las
isobutilamidas incluyendo la pelitorina presentan actividad téxica y provocan la
parélisis de insectos, especialmente cuando son aplicadas tépicamente a
varias especies de coledpteros y dipteros (Su y Horvart, 1981; Miyakado, et al.,
1979). Kubo y colaboradores (1984)Vinvestigaro‘n el efecto de isobutilamidas
naturales y sintéticas sobre insectos y caracoles. De los compuestos puros se
obtuvo el valor de la dosis efectiva DEs,. Los compuestos fueron evaluados
sobre cuatro especies de larvas de importancia agricola Pectinophora

gossypiella, Heliothis virescens, H. zea y Spodoptora frugiperda (Chan et al.,
1978, Kubo y Klocke, 1983).
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La amida pelitorina fue el compuesto mas activo de las amidas aisladas
especialmente en contra de Pectinophora gossypiella, mientras que el
compuesto sintético mas activo fue el isomero cis de la fagaramida. Kubo y
colaboradores (1984) probaron también el efecto de las isobutilamidas en
contra del mosquito Culex pipiens y el caracol Biomphalana glabratus. La
amida més toxica en el bioensayo con el insecto Culex pipiens fue la pelitorina
con un valor de ClLje = 5 pg/ml.

La pelitorina es ademas téxica para Tenebrio molitor (Sandam y Boger, 1982).
Trabajos previos con extractos de varias especies de plantas que contenian
isobutilamidas, demostraron que los extractos fueron activos contra las larvas
del mosquito (Jacobson y Crosby, 1971; Srivastava et al.,1982). En otras
investigaciones, algunas isobutilamidas alifaticas insaturadas han demostrado
una actividad molusquicida en contra de Physa occidentalis {Johns et al.,
1982).

Los efectos insecticidas de las amidas indican que estos compuestos podrian
tener una accion neurotdxica (Hatakoshi et al., 1984; Hatakoshi et al., 1985).
Los potenciales espontdneos de 1 mV 0 menos se conocen como MEPSPs
(potenciales postsinapticos ecxitadores) y se producen a través de las fibras
inervadas multiterminales de los insectos. Las amidas del tipo de la pelitorina
frecuentemente afectan la frecuencia de descarga y la amplitud de tales
potenciales (Piek, 1985; Blade et al., 1985).

Con relacién a las cumarinas, las investigaciones de Zangerl y Berenbaum
(1993), han demostrado inequivocamente la relevancia de ciertas cumarinas
en el sistema de defensa de las plantas. En dicho trabajo, se describe que la
mayoria de los individuos de la especie Pastinaca sativa que sufrieron de un
ataque fuerte de larvas del insecto Depressaria pastinacella contenfan
concentraciones bajas de furanocumarinas en comparacién con las plantas
que no fueron atacadas.
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De manera adicional, numerosos estudios han permitido demostrar el efecto
fagoinhibidor y tdxico de varias furanocumarinas, piranocumarinas y cumarinas
simples para diversos insectos (incluyendo la xantotoxina, la isopimpineiina y
el bergapteno) (Berenbaum, 1978, Escoubas et al, 1992, Gebreyesus y
Chapya, 1983; Klocke et al.,1988; Luthria ef al,, 1989; Muckensturm et al.,
1981; Yajima et al, 1977; Yajima y Munakata, 1979; Johnson, et al., 1973;
Hadacek, et al., 1994).

Las cumarinas presentan un amplio rango de actividades biolégicas y
farmacol6gicas debido al hecho de que estos compuestos son parte importante
del sistema de defensa en las plantas. El estudio de las cumarinas lineales,
que son moléculas triciclicas planas, ha sido de especial interés debido a su
capacidad para intercalarse en las moléculas de ADN. Posteriormente, por un
proceso de Irradiacién con luz UV, reaccionan con las bases pirimidicas para
formar mono o biaductos, dependiendo del tipo de molécula (Towers, 1984).
Las furanocumarinas tienen ademas la capacidad de reaccionar con proteinas
(Cadet et al., 1990). Los efectos toxicos que se presentan después de la
ingestién y el trétamiqnto con luz UV de furanocumarinas, tales como la
xantotoxina estan bien documentados (Amason ef al., 1992).' En relacién a
eslas aseveraciones, existen especies de insectos adaptados a las plantas
que contienen furanocumarinas, ya que han desarroliado diversas estrategias
tanto fisiolégicas como de comportamiento contra fitoquimicos fotoactivos
(Amason et al., 1992).
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Conclusiones

VI, RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. El estudio fitoquimico biodirigido del extracto cloroférmico-metandlico de
Stauranthus perforatus, utilizando como bioensayos la determinaciéon de la
toxicidad para Artemia salina y el efecto sobre el crecimiento radicular de las
m'alezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli, permitié el
aislamiento y caracterizacion de seis cumarinas (xantiletina 6, 2'-isopropil-
soraleno 6, chalepensina 3, 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, amirina 9 y
chalepina 11), dos lignanos (asarinina 4 y fargesina 10), una amida (pelitorina
8) y de un sesquiterpeno (4,5-epoxi-B-cariofileno 1).

2. Las cumarinas amirina y chalepina evaluadas en el presente estudio

demostraron una actividad inhibidora significativa a 100 pg/ml sobre el
crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus. En un estudio paralelo
al presente, Garcia (1995) demostré que la pelitorina, la xantiletina, y la
chalepensina inhibieron el crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus. La pelitorina demostré una actividad inhibidora - del
crecimiento vegetal también en contra de Echinochloa crusgalli.

3. La chalepensina y la pelitorina demostraron un efecto citotoxico sobre la
linea celular HT-29, la pelitorina presentd también un efecto citotoxico
moderado sobre las lineas celulares A-498 y PACA-2.

4, La presencia de la amida pelitorina en la planta podria estar asociada con el
efecto anestésico local que se le atribuye a las raices de S. perforatus en la
medicina popular.

5. La presencia de la pelitorina y la asarinina podria estar correlacionada con el
efecto insecticida demostrado por las raices de S. perforatus.

6. La especie Stauranthus perforatus es una fuente potencial de compuestos
con propiedades insecticidas y reguladoras del crecimiento vegetal.
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Espectro 1. Espectro de IR de Ia xantiletina 5.
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Espectro 2. Espectro de IR de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2.
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Espectro 3. Espectro de masas de Ia xantiletina 5.
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Espectro 4. Espectro de masas de la 3-( 1,1-dimetilalil)-xantiletina 2.
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Espectro 7. Espectro de RMN-'H de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2.
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