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RESUMEN

Esenbeckia yaxhoob Lundell (Rutaceae) es un drbol conocido
popularmente con el nombre maya de fankas-ché y se encuentra distribuido en la
Peninsula de Yucatan. En la medicina tradicional yucateca es utilizado para el
tratamiento de padecimientos gastrointestinales. Recientemente se determiné el
potencial herbicida de la especie mediante la evaluacion del efecto del exlracto
CHCI3-MeOH (1:1) preparado a partir de las partes aéreas de la planta, sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus hypachondriacus y
Echinochloa crusgalli. Con base en los resultados de las evaluaciones biologicas
preliminares, el presente estudio se realizd con la finalidad de obtener los
principios herbicidas potenciales a partir de las partes aéreas de E. Yaxhoaob.

E!l estudio fitoquimico biodirigido del extracto activo, empleando un método
bioautografico para monitorear la actividad inhibidora del crecimiento vegetal,
permitic el aislamiento de siete metabolitos secundarios: tres cetonas {2-
tridecanana (63), 2-pentadecanona (64) y 6,10,14-trimetil pentadecanona (65)}, un
triterpeno de tipo lupano [B-lupeol (59)], una cumarina [imperatorina (41)]), un
lignano [asarinlna (67)] y un nuevo triterpenoide tetraclclico de tipo dammarano
(66). De manera adicional, se aisl6 al ramnoglucésido de una flavanona, la
hesperidina (69), a partir de una de las fracciones inactivas. ‘

La estructura de! nuevo producto natural (66), se elucidé como la del 3p-
acetoxi-24(S)-metil-dammar-20,25-diene  mediante la aplicacion de métodos
espectrometricos y espectroscapicos, principalmente técnicas de alta resolucion
en la resonancia magnética nuclear que incluyeron experimentos COSY, HMQC y
HMBC.



ABSTRACT

Esenbeckia yaxhoob Lundell {Rutaceae), commanly known as tankas-ché,
is a. medicinal tree which growths scattered along the Peninsula of Yucatan in the
Southeast Mexico. It is used in traditional medicine for the treatment of
gastrointestinal diseases. Recently the phytotoxic potential of this species was
demonstrated by measuring the inhibitory activity of extract CHCl;-MeOH (1:1) on
seedling growth of Amaranthus hypochondnacus and Echinochloa crusgalli. This
investigation describes the isolation and structural elucidation of the major
phytotoxic principles from the aerlal parts of E. yaxhoob. The active extract was
repeatedly fractionated by column chromatography aver Si gel, using the BPIP
{bioautographic phytagrowth inhibitory bioassay) at each step for activity-directed
fractionation. These pracedures led ta the isalation of seven bioactive compounds:
3p-acetoxy-24-(S)-methyl-dammar-20,25-diene (66), a novel natural product, 2-
tridecanane (63), 2-pentadecanane (64), 6,10,14-frimethyl-pentadecanane (65), p-
lupeal (89), asarinin (67) and imperatorin (41). Additionally, hesperidin (689) was
isolated from an inactive fraction. The known compounds were identified by
comparison of their spectroscopic and spectrometric properties with those
previously described in the literature.

The structure of the novel triterpene (86) was elucidated based on
spectrometric and spectral analysis including 'H-'H COSY, HMQC and HMBC
experiments.
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I. ANTECEDENTES



1, Autecedentes

1. ANTECEDENTES SOBRE ESENBECKIA YAXHOOB

El género Esenbeckia (Rutaceae), se encuentra distribuido en todo el
mundo y esta constituido por 30 especies (Standley, 1923; Dreyer et al., 1972),
17 de las cuales se localizan en México, principalmente en las zonas selvaticas
y tropicales de los estados de Chiapas, Guerrero, Michoacan, Oaxaca y
Veracruz (Ramos, 1991).

Desde el punto de vista quimico, numerosas especies de este género han
sido objeto de diversas investigaciones. Estos estudios han permitido el
alslamiento y caracterizacion de una gran variedad de metabolitos secundarios
que incluyen tetranortriterpenoides de tipo limonoide, alcaloides quinolinicos e
indélicos, cumarinas, floroglucinoles, amidas, triterpenoides, Iignanqs,
fiavonoides, fenilpropanoides y poliprenoles. En el Cuadro 1 se presenta una
revision de los tipos de compuestos aislados de este género a la fecha. De
acuerdo a Jos datos presentados, los metabolitos mas abundantes en el género
son los alcaloides de tipo quinolinico.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia.

LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

nepu— pegm—
—— ———

E. fobrifuga®,
E.  hartmaniP,
E. litoralis®,

E. bertandien®.

Vitagliano y Co-
min, 1970; Dre-
yer et al., 1972;
Dreyer, 1980.

Rutaevina (1)




1. Antecedentey

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia

{continuacién).

LIMONOIDES

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

E. hartmaniP,
E. litorali®,

Limonlna (2)

Dreyer et al,
1972; Bevalot et
al., 1984,

E. febrifuga®,

Vitagiiano y Co-

E. hartmanif. min, 1970; Dre-
yeretal., 1972,
Limonina diosfenol (3)
ALCALOIDES QUINOLINICOS ‘
ESPECIE COMPUESTO . REFERENCIA
, OCH;

E, litoralis', N Dreyer, ~ 1980;
E. flava', ) \ Delle e al,

E. lelocarpa’. N~ 0 1989.

Dictamina (4)




L Antecedentes

Cuadro 1, Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacion),

LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

Dreyer et al,
1972; Bevalot et
al., 1984,

E. hartmanif’,
E. litorali®,

Limonina (2)

E. febrifuga®, Vitagliano y Co-

E. hartmanif’. min, 1970; Dre-
yeret al., 1972.
OH
Limonina diosfenol (3)
, ALCALOIDES QUINOLINICOS
ESPECIE I COMPUESTO l REFERENCIA
OCH,
E. litoralis', Dreyer,  1980;
( N A\
E. flava, P Delle eof al,
E. leiocarpa. N7 O 1989
Dictamina (4)




I, Antecedentes

Cuadro 1, Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacién).
ALCALOIDES QUINOLINICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
OCH,
E. litoralis', Dreyer, 1980.
f A
E. flava. .
CHO N0
Evolitrina (5)
OCH;
E. febrifuga®, CHs0 Vitagliano y Comin,
. SN
E. hartmanif’ . ’3 1970; Dreyer et al.,
o
E. litoralis', CH;O N 1972.
. OCH,
E. flava. Skimmianina (6)
OCH,
CH;0 X
E. hartmanif’ A\ Dreyer ot al., 1972,
~,
E. flavd, N~ O Oliveira et al., 1996.
E. almawilld' OCH,
Maculosidina (7)
E. litoralls', cho OCHy Dreyer, 1980; Beva-
E. pilocarpoides", ’ XY | lot et at, 1984; Delle
E. glandifiora, CH,0 N/ o et al., 1989, Rios y
E. belizencis®, Kokusaginina (8) Delgado, 1992; Oli-
E. leiocarpa’. veira ot al., 1996.




1. Antecedentes

Cuadro 1. Metaholitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacioén).
ALCALOIDES QUINOLINICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

E. litoralis®, OCHy Dreyer, 1980; Beva-
E. pilocarpoides”, <Om lot ot al, 1984;
E. glandifiora", 0 N° 0 Delle of al., 1989;
E. leiocarpa”. Maculina (9) Oliveira et al., 1996,
E. febrifuga’, OCH,

E. litoralis', <° A Dreyer, 1980; Delle
E. pllocarpoides”, ) N~ 0 ot al, 1989; Rios y
E. almawillia™, OCH, Delgado, 1992; Oli-

E. belizencis®,
E. glandiflora”,

Flindersiamina (10)

veira ef al., 1996,

E. lsiocarpa”.
OCH;,
N
(CHs)~G-HG-0 )
OH OH OCH;
Evoxina (14)
E. hartmanif’. Dreyer et al., 1972.
OH
OCH;
0
N
N0
OCH,

Cholsina (12}




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del

(continuacion).

1. Antecedentes

género Esenbeckia

ALCALOIDES QUINOLINICOS

ESPECIE

COMPUESTO

|  REFERENCIA

E. litoralis™®,

E. pilocarpoides”.

Kokusagina (13)
OH O

ﬁfﬁ@
CH30 N X

|

CH;
1-Hidroxi-3-metoxi-
N-metilacridona (14)

Dreyer, 1980; Beva-
lot et al., 1984.

E. glandiflora",

OCH;

~

t;l o

CH;
4-Metoxi-1-metilquinolin-
2-0na'(15)

Oliveira et al., 1996.

E. pilocarpoides”.

0
0
S0
0 N 0
' éHa

Isomaculina (16)

Bevalot ot al., 1984.




1, Antecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacion).
ALCALOIDES QUINOLINICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
OCH,

E. leiocarpa’.

§“

4-Metoxi-2-(3"-pentil)-
quinalina (17)

Delie et al., 1989,

E. glandiffora".

R=H, 2(3-metoxi-4,5-metilen-dioxifenil)-
1-metilquinolin-4-ona (18)
R =0CH,, 8-metoxi-2-(3'-metoxI-4,5-metilen-

dioxifenil)-1-metilquinolin-4-ona (19)

Oliveira et al.,
1996.

0
E. leiocarpa®". | Delle et al., 1989;
N Nakatsu et al,
CHy 1990.
Leiokinina B (20)
o
OCH3
E. leiocarpa’. | Nakatsu et al,
t;l 1990,
CHy
Leiokinina A (21)




L Antecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacion).

ALCALOIDES QUINOLINICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
(0]
=z
48!
l;l R
E. almawillia®, OCH; CHs Guilhon et al.,

R = -(CH2)4CH3; 8-metoxi-2-pentil-4-quinolona ( 22) 1994,

R =-(CH2)sCH3, 8-metoxi-2-hexil-4-quinolona ( 23)

R = -(CH2)gCHj3, 8-metoxi-2-heptil-4-quinolona ( 24)

E. flava', N Dreyer, 1980.
CH;
3,3-diisopententi-N-metil-
2,4-quinoidiona (25)
ALCALOIDES INDOLICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
ﬁ
NH
E. leiocarpa”, CH Delle ot al,
1989,
OH
Leiocarpadiot (26)




Cuadro 1.
(continuaciony.

L Antecedentes

Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia

ALCALOIDES INDOLICOS

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

E. leiocampa”.

Ry

Rz NH
Ry
R = -(CH2)2CH=(CH3)2. Rz = R3 = H, 7-Isopentenilindo!
(27)

R4 = R3 =H, Rg =-(CH2)2CH=(CH3)2, 6-Isopentenilindol
(28)

Rq = Rz = H, R 5(CH2)2CH=(CH3)2, &-Isopentenilindol
(29)

NH
R

R = -COH, 7-Indolcarbaldehido ( 30)
R = -CH;0H, 7-Indolmetanol ( 31)

R= -M , Lelocarpol (32)

Annonidina A (33)

Delle ot al,
1989,




I Antecedentes

Cuadro 1, Metabolitos secundarios aislados' del género Esenbeckia
{continuacion).
ALCALOIDES INDOLICOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
E. leiocarpa’. Delle et al,
1089,
|
NH
HO OH
OH
Leiocarpatriol A (35
|
NH
. 0
E. leiocarpa”. Hor Delle ef al,
1690,
OH

Lelocarpatriol 8 g6

NH
0
l

Lelocarpona (37)

10



I, Antecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacién).
CUMARINAS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
OCH,
/ N
E. litoralis®, Dreyer, 1980.
E. beriandier?. Y 0" Yo
H

Bergapteno (38)

E. litoralis®,
E. almawillia®,

OCHs

7 =

o 0" o _
ACH3

isopimpinelina (39)

Dreyer,  1980;
Guilhon et al,
1994,

E, litoralis™",

Ry
7 AN
o 0" o
R,
R; = OCHy, Ry = OH, 8-Hidroxibergapteno (40}
Ry = H, Ry = OCH,CH=C(CH,)2, Imperatorina (41)

Ry = OCHj, Ry = OCH,CHC(CHj),, Felopterina (42)
Rz = CH;CH=C(CHj3)z, R2 = OH, Aloimperatorina (43)

Dreyer, 1980,

00
HO
0 0" o

E. lelocarpa”. Delle e al,
1989,
Marmesina (44)
L
E. almawillia™, 7" 0o Oliveira et al.,
HO 1996,
Chalepina 45)




I Amtecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacion).
CUMARINAS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
E. glandiflora", Oliveira et al.,
1996,

3-(1',1-dimetilalil)-columbianetina @6)

E. hartmannf.

S
(o} 0" o
Xantlletina (47)

S

RO (O e}

R =H, Ostho! (48)

R = CHCH=C(CHa)2, 7-Isopenteniloxi-8-Iso-
pentenil cumarina (48)

Dreyer et al.,
1972,

DERIVADOS DEL ACIDO CINAMICO

ESPECIE

E. almawillia®,

COMPUESTO

0

Ry

R = Ry =H, R2 = OCHj, 2-Metoxi-4,56-metilendiox|
cinamaldehldo (50)

R = Ry = 0CHg, Rp = H, Acido 3-metoxi-4,5-metilendioxi
cinamico (51)

.REFERENCIA

Guithon et al.,
1994, o

12



I. Antecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
{continuacion).

POLIPRENOLES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
X N on
E. nesiotica’. n=3,m=8,(3 E 02)-13prenol (52) ?é?;sz y Delgado,
n=3,mub,(3 & 62)-10prenol (53) '
FLOROGLUCINOLES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
OR,
‘ R,0 OR,
E. nesiotica®. Rios y Delgado,
RSO 1992,
Ry = a- MeBu, Rz =Ry=H (54
Ry =p-MeBu,R; =Rz =H (55
Ry =i-Bu, Rz = R; (56)
AMIDAS '
ESPECIE COMPUESTO I REFERENCIA
CHy Y
/@/\/N N (o]
E. leiocapa”. | R ° Delle of al., 1990.
R =0CH; Amida A (67)
R=H, Amida 8 (58)

13



Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del

I, Antecedentes

género Esenbeckia

(continuacion).
TRITERPENOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
HO” ),
Lupeol (§9)
Dreyer eof al,
E. hartmannf. /U 1972.
CH,OH
HO” >,
Friedelina (60)
LIGNANOS ‘
ESPECIE COMPUESTO "~ REFERENCIA

o

E. leiocarpa”.

Sesamina (61)

—

Delle et al., 1989,

4



1 Antecedentes

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Esenbeckia
(continuacién). -

LIGNANOS
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

OCH;3
OH

E. leiocarpa”. \ j ZH Delle et al., 1989,

Metilpiperito! (62)

*corteza; “tallos; °semillas; ‘cépsula de semillas; ‘partes aéreas; 'madera;
9cascara de frutos; ralz.

~ La especie Esenbeckia yaxhoob Lundell es conocida popularmente en
México con el nombre de tankas-ché. Los individuos de esta especie son
&rboles de hasta 10 m de allura que se encueniran localizados en la Peninsula
de Yucatan, En la medicina tradicional yucateca, se emplea para el tratamiento
de padecimientos gastrointestinales (Anaya et al, 1995). A la fecha no se han
desctrito estudios quimicos sobre esta especie, sin embargo, en un estudio
bioldgico realizado recientemente en el laboratorio de la Dra. Ana Luisa Anaya
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, se determin6 el potencial alelopatico
de esta especie (Garcia, 1995). Los resultados de estos bioensayos se
presentan a continuacion. .

En primer término, se determind el efecto de los lixiviados acuosos y del
extracto cloroformo-metandlico de las partes aéreas de E. yaxhoob sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las especies Amaranthus
hypochondriacus y Echinachloa crusgalll (Cuadro 2). En la Gréfica 1 puede

15



I Antecedentes

apreciarse que los lixiviados al 1 y al 2 % inhibieron significativamente el
crecimiento radicular de ambas semillas de prueba. En el caso de A
hypochondriacus esta inhibicion fue del 47 % con el lixiviado al 1 %, y del 58 %
con el lixiviado al 2 %. Con respecto a E. crusgalli, unicamente se observé un
efecto significativo con el lixiviado al 2 %, enconlrandose una inhibicion del
30 %. El proceso de germinacion no se afecté de manera significativa en
ninguno de los dos casos.

Cuadro 2, Efecto de los lixiviados acuosos y del extracto cloroformo-metandlico
de las partes aéreas de Esenbeckia yaxhoob sobre la germinacion y el
crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli
(Garcia, 1995).

Amaranthus hypochondrlacus Echinochioa crusgalll
Tratamiento | % Inhibicién [ % Inhibicién % Inhlblclén-lL% Inhibicién
germinaclén | crecimiento germinacion | crecimiento
radicuiar radicular
Control 25 0.0 175 | 00
Lixiviado 1 % 2.5 46.7* 12.5 202
Lixiviado 2 % 15.0 58.4* 7.5 29.2*
Control 7.5 0.0 20.0 0.0
Extracto 50 7.5 6.9 200 11.9
ppm
Extracto 100 75 10.4 30.0 0.0
DM
Extracto 200 50 86 30.0 20.8*
ppm ‘

*Valores que difieren estadisticamente del control {Duncan, a = 0.05). Cada
cifra representa el promedio de cuatro repeticiones.

" En la Gréfica 2 se presenta el efecto del extracto cloroformo-metandlico
sobre las mismas especies. En este caso, sélo se observé una actividad
inhibitoria estadisticamente significativa sobre E. crusgalli a una concentracion
del extracto de 200 ug/ml..

i6
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Grafica 1. Efecto de los lixiviados acuosos de las partes aéreas de Esenbeckia yaxhoob sobre el crecimiento radicular de
A. hypochondriacus y E. crusgalli.
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Grafica 2. Efecto del extracto cloroformo-metandlico de las paries aéreas de Esenbeckia yaxhoob sobre el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli.
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{. Antecedentes

Por ltimo, se realizé un experimento de invernadero con la finalidad de
determinar si el potencial fitotoxico de E. yaxhoob se manifestaba cuando la
planta se incorporaba al suelo, influyendo asi sobre la germinacion y el
crecimiento de las especies presentes en el mismo (Garcia, 1995).

Este experimenlo consistié en incorporar directamente las partes aéreas
fragmentadas, en proporciones del 1 y 2 %, a un suelo con un elevado potencial
floristico, contenido en macetas y que se encuentraba seco y libre de restos
organicos {Cuadra 3). Posteriormente, de manera periodica se realiz6 el conteo
del nimero de malezas que germinaron y crecieron en cada maceta. La
evaluacion tuvo una duracion de siete semanas y los resultados obtenidos
indicaron que el efecto herbicida de las partes aéreas al 1 % de la especie en
estudio, fue mayor al demostrado por el herbicida comercial dimetil tetracloro
tereftalato (dacthal W-75) utilizado como un control positivo,

Cuadro 3, Condiciones experimentales para determinar el potencial fitotdxico de
las partes aéreas de Esenbeckia yaxhoob mediante experimentos en
invernadero (Garcia, 1995).

Tierra (9) | Vermiculita | Dacthal W-75 | Partes
Tratamiento (9) (Kg/Ha) aéreas (g)
Paﬁes aéreas (1 %) 247.5 - . 2.5
Control negativo 247.5 2.5 - -
Control positivo 247.5 2.5 56 -
Control negativo 2450 5.0 - -
Control positivo 2450 5.0 11.2 -

19



I Antecedentes

En el Cuadro 4 y en la Grafica 3 se muestran los resultados del

experimento con las partes aéreas incorporadas al 1 %, observandose que a

todo lo largo de la determinacion, la tendencia general fue un efecto inhibidor.

La actividad de las parles aéreas fue muy semejante a la del herbicida

comercial incorporado a una concentracion baja, sin embargo, el analisis de

varianza indicod que la inhibicion de las malezas causada por las parles aéreas

de E. yaxhaob fue significativa a partir de a quinta semana y en el caso del

herbicida, hasta la sexta semana.

Cuadro 4. Efecto de las partes aéreas al 1 % de Esenbeckia yaxhoob
incorparadas al suelo sobre la germinacion y el crecimiento de malezas (Garcla,

1995).
: Dacthal W-75" Partes aéreas”
Semana | Control negativo® (5.6 Kg/Ha) (1 %)
1 25£17 1.75+09 1.5+1.0
2 25.2+81 210181 170t .0
3 41.2£15.0 33.7+94 30.5+6.0
4 38.2+15.0 33.5+99 27.7+£43
5 40.2 £15.0 31.0+9.2 24.7x7.0"
6 34.7+17.0 21.7+8.0 23.21586
7 36.7+190 192+7.0* 20.7 + 4.0

* Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado y los datos representan
el promedio del nimero de malezas que germinaron y crecieron en cada caso.
*Valores que difieren estadisticamente del control (Duncan, a = 0.05).

20



40 4

GERMINACION Y CRECIMIENTO DE MALEZAS

0+ i = $ $ t i
1 2 3 4 5 6 7
—~e—CONTROL {-) -I——Dacthal -75 ( 5.6 Kg/Ha) ——Hojas 1%

Grafica 3. Efecto de las partesaéreés al 1% de E. yaxhoob incorporadas al suelo sobre la germinacion nimero de
malezas (Garcia, 1995).
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I, Antecedentes

En el Cuadro 5 y en la Grafica 4 se muestran los efectos de las partes
aéreas al 2 % y del herbicida a la concentracion recomendada. En este caso,

ambos tratamientos ejercieron una inhibicién significativa de la germinacion y el

crecimiento de las malezas, sin embargo, la accién fitotdxica de las partes

aéreas se presentd desde |a cuarta semana y la del herbicida comercial a partir

de la quinta semana.

Cuadro 5. Efeclo de las partes aéreas al 2 % de Esenbeckia yaxhoob
incorporadas al suelo sabre ia germinacién y el crecimiento de malezas (Garcia,

1995),
Dacthal W-75" Partes aéreas’ (2
Semana | Control negativo® {11.2 Kg/Ha) %)
1 075%07 1.6+£1.7 1.0+£06
2 20.5+59 167188 120142
3 36.0+50 27.7£13.0 225+ 58
4 37.0£8.0 . 250£107 180+ 5.3*
5 375171 222+914" 17.7+54*
6 345198 13.5%5.1* 13.56+4.0
7 347146 7.25+3.4* 9.75+31*

*Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado y los datos representan

el promedio del nimera de malezas que germinaron y crecieron en cada caso.

*Valores que difieren estadisticamente del control (Duncan, o = 0.05).
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Grifica 4. Efecto de las partes aéreas al 2 % de E. yaxhoob incorporadas al suelo sobre la germinacionnumero de
malezas (Garcia, 1995).
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11, [Justificacion y objetivos

La riqueza floristica de México constituye sin lugar a dudas uno de los
recursos naturales mas importantes del mundo. Sin embargo, el porcentaje de
especies estudiadas desde el punto de vista biolégico es retativamente bajo, y si
bien es cierto que la investigacion cientifica de la flora mexicana se ha
destacado por un notable y sostenido avance en el estudio fitoquimico de
muchas especies botanicas, tan sdlo un escaso niimero de compuestos aislados
e identificados han sido evaluados para determinar sus propiedades bioldgicas
en general. De lo anterior se desprende que el potencial de las plantas en
México coma una fuente de nuevos principios actives, incluyendo aquellos con
propiedades herbicidas, aun no se ha explorado adecuadamente. Por otro lado,
cabe subrayar que el interés cientifica por e} estudio de las plantas mexicanas
camo fuente de principios bioactivos se ha visto incrementado en los Ultimos
afos y cada vez es mas notable la incorporacién del esquema de trabajo
interdisciplinario en los programas de investigacion.

. En este contexto, y consideranda que en los afios recientes la blusqueda
de nuevos agentes herbicidas, principalmente de origen natural, se ha
incrementado notablemente debido a la alta toxicidad y persistencia de algunos
de los herbicidas de origen sintético de mayor uso (Benner, 1993; Pillmaor,
1993; Rodgers, 1993), se ha establecido un programa interdisciplinario cuyo
objetivo fundamental es determinar la polencialidad herbicida de especies.
selectas de la flora mexicana y de productos derivados de las mismas con la
finalidad de contribuir al desarrolloc de nuevos agentes herbicidas
biodegradables y de menor toxicidad (Anaya, 1987; Worsham, 198‘9). Si bien es
cieto que son escasos los herbicidas de origen vegetal con aplicacion
~ comercial, ha sido posible generar nuevas herbicidas semisintéticos y sintéticos
a partir de moléculas protatipo de origen natural con propiedades herbicidas
demostradas. Un ejemplo reciente lo constituye el cinmetilino, desarroflado a
partir del monoterpenaide cinmeof (Worsham, 1989),

Una de las especies seleccionadas dentro del Programa de Investigacién
antes mencionado, como una fuente valiosa de principios herbicidas, es la
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{1, Justificacidn y objetivos

rutacea Esenbeckia yaxhoob Lundell. Como se indicé en la seccién de
antecedentes, los extractos cloroformo-metandlicas, los lixiviados y el palvo de
esta especie, demastraron una actividad fitatoxica significativa in vitro y en
experimentos en invernadero (Garcla, 1995).

En el marco de estos antecedentes y consideraciones, se planted la
presente investigacién con el objetivo primordial de obtener los principios
activos responsablés de la actividad fitotéxica demostrada por la especie
E. yaxhoob, mismos que pudieran constituir una base para el desarrollo de
nuevos agentes herbicidas de interés comerclal. Para el cumplimiento de
aste objsetivo general, se plantearan los siguientes objetivos particulares:

a) Recopilar la informacién bibliografica acerca de los aspectos biologicos,
fitoquimicos, etnobotanicos y taxondmicos de E, yaxhoob.

b) Efactuar las operaciones preliminares propias de la preparacion de extractos
vegetales.

¢) Preparar el extracto a partir de las partes aéreas de la planta de acuerdo a la
metodologia convencional.

d) Fraccionar el extracto activo mediante procedimienlos cromatograficos,
utilizando un método bioautogréfico para monitorear la actividad fitotoxica y
como semillas de prueba, las especies Amaranthus hypochondriacus L.,
Echinochloa crusgalli (Beauv) L., Lactuca saliva L. y Lycopersicum esculentum
Mill.

@) Aislar y purificar el mayor nimero de constituyentes posibles de las
fracciones activas.

f). Caracterizar los productos aislados mediante métodos espactroscopicos y
espectrométricos,

g) Daterminar la toxicidad det extracto, fracciones y compuestos puros aislados
para el crustdceo Arfemia salina:Leach, considerando que este bioensayo
permite detectar de manera preliminar actividades biologicas més complejas que‘
pudiéran ser investigadas posteriormente,
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1L, Justificacion y objetivos

Cabe mencionar, que la determinacion de la fitotoxicidad de los
compuestos que se obtengan de las fracciones activas, constituye uno de los
objetivos de otra propuesta de tesis que se desarrolld en forma paralela al
presente estudio (Macias, 1996).
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HI. Parte experimental

1. MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas de Esenbeckia yaxhoob Lundell, se recolectaron en el
estado de Quintana Roo, en febrero de 1995 y fueron identificadas por el Dr.
Fernando Chiang del Instituto de Biologia de la UNAM y la M. en C. Clara
Ramos de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Una muestra de referencia se
deposité en el Herbario Nacional {MEXU) [Voucher: ALA95-8].

La planta se seco a temperatura ambiente y se fragmenté en un molino
de cuchillas modelo Willey 4.

Las semillas empleadas para las evaluaciones de fitotoxicidad se
adquirieron en el Valley Seed Service de Fresno, California, y fueron
proporcionadas por el Dr. Blas Lotina-Hennsen, del Departamento de
Bioquimica de la Facultad da Quimica, UNAM. Las especies de prueba
incluyeron semillas de Amaranthus hypochondriacus, Echinoch/oa crusgalli
Lactuca sativa y Lycopersicum esculentum

2. ENSAYOS BIOLOGICOS

2,1 Determinacion de la actividad fitotdxica mediante el método
bioautografico,

Para monitorear la actividad fitoinhibidora del extracto total y de las
fracciones primarias se utilizd un método bibautogréﬁco. Los ' ensayos
correspondientes se efectuaron empleando placas de vidrio de 5 x 20 cm,
recubiertas de gel de silice (silica gel 60 GFjs4 Merck). En cada placa se
aplicaron 10 mg de las muestras a evaluar y posteriormente se desarroliaron
con el sistema de elucién adecuado. Concluido el proceso de elucién, se
permitié la evaporacién completa del disolvente y las cromatoplacas se
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HI. Parte experimental

cubrieron con 20 mL de una suspension de agar al 1 %. Una vez solidificada la
suspension, se colocaron las semillas de prueba hasta cubrir completa y
homogéneamente la superficie. Las placas se incubaron en una atmosfera
humeda a 28 °C durante 24 hrs. (A. hypochondriacus), 48 hrs. (E. crusgalliy L.
sativa) y 72 hrs. (L. esculentum). Transcurrido el periodo de incubacion se
observo la zona de inhibicion y se determind el factor de retencion (R)
correspondiente a la misma (Inoue et al, 1992). Este dltimo procedimiento se
realizd por comparacién con una placa conteniendo la muestra de prueba,
eluida en las mismas condicionas y revelada con el agente crombgeno
apropiado. Es importante mencionar que como control pc;sitivo se .empled el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma) y que todas las determinaciones
se realizaron por cuadruplicado,

2.2 Determinacion de la toxicidad para el crustaceo Artemia salina
Leach,

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

2.2.1 Preparacion de {as muestras.

Las muestras (extracto, fracciones y compuestos puros) se prepararon
disolviendo 20 mg del material a evaluar en 2 mL del disolvente apropiado. De
esta disolucion se transfirieron 500, 50 y 5 pL a tres frascos viales, dejandose
evaporar el disolvente al vacio; cada concentracion se prepar6 por friplicado.
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2.2,2 incubacién de los hueveciilos de Arfemia salina.

Los huevos de Artemia salina se incubaran en un medio salino artificial

durante un periodo de 48 hrs., a 30 °C.
2.2.3 Bloensayo.

Se transfirieron 10 crustaceos a cada uno de los viales que contenian ias
muestras a evajuar y se afor6 a 5 mL con un medio salino artificial,
obteniéndose una concentracion final de 1000, 100 y 10 ug/mL. Los viales se
mantuvieron con iluminacion durante 24 hrs.; transcurrido ese fiempo se
procedié a contar el nimero de larvas sobreviviventes y se caiculd ja
concentracion letal media (Clse} empleando un analisis probit (Lisbermann,
1993). ,
Cabe mencionar que para gue un exiracto o fraccidn se considere activo,
la CLso debe ser mehor a 1000 ug/mL; en el caso de un compuesto puro, la Cls
debe ser menor a 200 ug/ml (Anderson et al., 1991),

3. ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Los andlisis cromatogréficos en capa fina se realizaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice
(Silica Gel 60 GFas4 Merck), varios sistemas de eluyentes y diferentes agentes
cromogenos (Gringerb, 1991). Los sistemas de elucién y los reactivos
reveladores empleados se resumen en los Cuadros 6 y 7, respectivaments.
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Cuadro 6. Sistemas de elucién empleados para los analisis cromatograficos en
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capa fina.
SIST. DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION
A Hex/GHCl, Diversas
B CHCl, 100
c CHClyMeOH Diversas
D IPrOH/ACOEVH,0 83:11.6

Cuadro 7. Agentes cromogenos utilizados para los analisis cromatogréficos en
capa fina (Gringerb, 1991).

REACTIVO COMPOSICION

+ 12.0 g sulfato cérico

Sulfato cérico® 22.2 mL &cido sulfurico conc.
350,0 g hielo

10.0 mL acido sulfurico canc.
80.0 mL agua destilada

0.5 mL anisaldehido

8.0 mL etanol

0.5 mL écido suifurico coric.
1.0 mL &cido acética

Acido sulfurico al 10 %*

Anisaidehido®*

*para el desarrallo del color es necesario calentar por dos minutos aproximadamente a
110 °C,

4. METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR

El material vegetal molido (1.8 Kg) se extrajo dos veces con un volumen
total de 8 litros de una mezcla de CHCl;-MeOH 1:1, dejando cada extraccién
durante un perlodo de 7 dias. Al término de la maceracién, el extracto resultante
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se filtrd y se concentrd al vacio, obteniéndose 123 g de un residuo color café
verdoso.

El extracto concentrado se fraccioné mediante una cromatografia en
columna abierta, utiizando come adsorbente gel de silice (1.15 Kg de Silica Gel
G-80 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). E| proceso de elucién se
efectud con hexano, hexano-cloroformo, cloroformo y cloroformo-metanol, en
diferentes proporciones, obteniéndose un lotal de 131 fracciones de un fitro
cada una,v combindndose aquelias que presentaron caracteristicas
cromatogréficas similares. En ef Cuadro 8 se resumen los sistemas de elucion
empieados y las fracciones combinadas.

Cabe mencionar que el extracto original y las fracciones primarias se
evaluaron mediante el método bicautografico con fa finalidad de monitorear la
actividad fitotdxica. Las especies de prueba incluyeron A. hypochondriacus, E.
crusgalli, L. sativa y L. esculentum. De manera adicional, se determind el efecto
toxico contra las larvas de A. salina.

t

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento primario via cromatograffa en columna
dei exlracto cloroformo-metandlico de las partes aéreas de Esenbeckia

yaxhoob.

PROPORCION | FRACCIONES CLAVE DE LA

ELUYENTE (%) COMBINADAS | FRACCION COMBINADA
Hex/CHCl, 60:40 1-55 ' Ey-I**
Hex/CHC!, 40:60 56-60 Ey-i**
Hex/CHCl, {  20:80 61-79 ' Ey-lf®
CHCly 100 80-106 Ey-IV*
CHCIyMeOH 90:10 107-120 Ey-\°
CHClyMeOH 80:20 121-123 Ey-VI°
CHCly/MeOH 50:50 124-131 Ey-Vil°

* fracciones fitotoxicas; ® fracciones tdxicas para A. safina; © fracciones inactivas.
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5. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE L.OS COMPUESTOS DE LAS
FRACCIONES PRIMARIAS ACTIVAS

5.1 Obtencion de la 2-tridecanona (63), la 2-pentadecanona (64) y
la 6,10,14-trimetilpentadecanona (65).

La fraccion primaria activa Ey-i (Cuadra 8) se obtuvo como un sdlido
delicuescente (2.43 g) que al ser analizado por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, demostré estar constituido por una mezcla
ds tres compuestos que se encantraban en una proporcion de 84, 14y 2% y
que fueron identificados como los productos (63), (64) y (65), respectivamente.

La separacién del constituyente mayoritario se logré mediante la
aplicacion de la cromatografla de liquidos de alta resclucion, utilizando un
sistema cromatogréfico Waters integrado a una bomba modelo 600, un detector
con arreglo de diodos modelo 996 y una columna preparativa de fase normal
(uPorasil 19 x 300 mm, didmetro de particula 10 um, irregular). En este analisis
la longitud de onda de deteccidn fue de 214 nm y fa fase movil estuvo
constituida por hexano, con un fiujo de 7.0 mL/min.

" 5.2 Obtencién del 3p-acetoxi-24(S)-metli-dammar-20,25-dieno (66).

De la fraccién primaria activa Ey-ll (Cuadro 8) cristalizaron 82 mg de un
. Sdlido cristatino de cotor blanco, soluble en CHCl; y con un p. f. de 135-138 °C.

5.3 Obtencién del p-lupeol {§9).

La fraccién primaria Ey-lll (Cuadro 8) se sometié a un fraccionamiento
secundario mediante una cromatografia en coljumna abierta de gel de sflice (7.5
g de muestra y 260 g de gel de sflice). El proceso de elucion se efectud con
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hexano y cloroformo, en diferentes proporciones. Se obtuvieron 119 fracciones
de 150 mL cada una, reuniéndose las que resultaron cromatograficamente
similares. En el Cuadro 9 se presentan los sistemas de elucién utilizados y las

fracciones combinadas.

Cuadro 9. Resumen de la cromatografia en columna ablerta de la fraccion
primaria Ey-ll| (Cuadro 8).

PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
ELUYENTE (%) COMBINADAS COMBINADA
Hex/CHCTs 80:20 1% Ey-lIHA
HexICHCT; 70:30 3350 Ey B
Hex/GHCH, 80:40 5768 BTG
Hex/GHChy 20:80 56-100 By D
CHCh 700 101-119 Ey- I E

~ lLafraccion secundaria Ey-HI-D (1.0 g) [Cuadro 9] se recromatografié en
una columna abierta sobre 100 g de gel de silice. Este proceso permitié la
obtencidn de 48 fracciones de 50 ml cada una, utilizando como eluyentes
hexano y cloroformo, en diversas proporciones. De nueva cuenta, las fracciones
fueron analizadas por cromatografia en capa delgada con la finalidad de reunir
las que presentaban homogeneidad cromatogréfica. El Cuadro 10 resume este
proceso cromatografico.

Cuadro 10. Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccién Ey-
1D (Cuadro 9).

PROPORCION | FRACCIONES | CLAVE DE LA FRACCION
ELUVENTE (%) COMBINADAS COMBINADA
F HexICHCI 50:50 17 Ey-IF
Hex/CHCh 5050 5-14 Ey-G
CHCly 100 1648 Ey-i-H

35



1. Parte experimental

De la fraccion Ey-ll-G precipitaron espontaneamente 177 mg de un
sdlido de calor blanca, soluble en CHCly y con un p. f. de 179-182 °C. Este
silido se caracteriz6 coma el f-lupecl por comparacion con una muesira
auténtica.

5.4 Obtencién de la imperatorina (41) y de la asarinina (67).

El compuesto (41) precipité de manera esponténea de la fraccion
primaria activa Ey-IV (Cuadro 8), como un sélido cristalino de color blanco (75
mg), soluble en CHCly y con un p. f. de 93-85 °C.

Posteriormente, las aguas madres de la fraccidn primaria, constituida
principalmente por pigmentos, se sometié a un fraccionamiento secundario
mediante una cromatograffa en columna abierta (13 g de muestra y 270 g de gel
de silice). Como eluyentes se emplearon hexano-CHCls, CHCl; y CHCl:-MeOH,
en varias proporciones. Cada fraccidn se analizd por cromatografia en capa fina
y se. reunieron aquellas que resultaron cromatogréficamente similares. En el
Cuadro 11 se presentan las fracciones combinadas y los sistemas de elucion
empleados.

Cuadro 11. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en
columna abierta de la fraccion primaria activa Ey-IV (Cuadro 8).

PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
ELUYENTE (%) COMBINADAS COMBINADA
—— ——— — — ————

Hex/CHCl, 70:30 1-49 Ey-IV-A
Hex/CHCIy §0:50 §0-56 Ey-Iv-8
Hex/CHCI; 40:60 §7-74 Ey-IVv-C
CHCly 100 75-108 Ey-iv-D
107-110 Ey-IV-E
CHCIyMeOH 80:20 111-134 Ey-IV-F
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Cada una de las fracciones secundarias resultantes se evaluaron
mediante el ensayo de bioautografia, encontrandose que a actividad fitotéxica
se concentraba en la fraccion secundaria Ey-IV-D (Cuadro 11), por lo que se
procedio a realizar la recromatografia de la misma en una columna abierta,
empleando 8 g de muestra y 270 g de gel de silice. En el Cuadro 12 se resumen
los datos referentes a este fraccionamiento terciario.

A partir de la fraccion Ey-IV-l (Cuadro 12) pracipité un sélido amorfo de
color blanco. El andlisis mediante cromatografia en capa fina de este sélido
demostré que se trataba de una mezcla formada por dos constituyentes. La
separacién de los productos se realizé mediante una cromatografia preparativa
en capa delgada, empleando como sistema de elucion CHCl;-MeOH (99:1). Se
utilizaron dos cromatoplacas de gel de silice (0.25 mm de espesor); en cada
placa se sembraron 10 mg de muestra y el proceso de elucién se realizd dos
veces. Como resultado del procedimiento anterior, se obtuvieron 6 mg
adicionales del compuesto (41) y 10 mg del compuesto (67), este Gltimo bajo la
forma de un sélido cristalino, soluble en CHCl; y con un p. f. de 122 °C.

Cuadro 12, Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fraccién
secundaria Ey-IV-D (Cuadro 11),

PROPORCION | FRACCIONES CLAVE DE LA
ELUYENTE (%) comsmmﬂsmccuéu COMBINADA
Hex/CHCI 50:50 125 | Ey-IV-G
Hex/ICHCl, 40:60 26-39 Ey-V-H
Hex/CHCl, 3070 4063 Ey-IV-1
HexICHCI, 20:80 64-76 Ey-V-J
CHCly 100 77-81 Ey-IV-K
CHClyMeOH 9010 82-107 Ey-V-L
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5.6 Obtencidn del p-sitosterol (68),

De la fraccién secundaria Ey-IV-I (Cuadro 12) se obtuvo un sélido
cristalino de color blanco, soluble en CHCly que fue identificado como fi-

sitosterol por comparacion con una muestra auténtica.

5.6 Obtencién de la hesperidina (69).

De la fraccion primaria Ey-Vi (Cuadro 8) se aislaron 577 mg de un sélido
amorfo de color café claro, soluble parcialmente en MeOH y agua e insoluble en
CHCls, conun p. f. de 258-261 °C.

" §.7 Preparacién del aceite esencial de ias partes aéreas de
Esenbeckia yaxhoob.

El aceite esencial de las partes aéreas de E. yaxhoob se obtuvo
mediante ei método de destilacion por arrastre con. vapor de agua que se
describe a continuacién:

En el matraz generador de vapor se colocaron aproximadamente 500 mL
de agua destilada y se agregaron piedras de ebuilicion. En el matraz
contenedor del material vegetal se colocaron 100 g de las partes aéreas
fragmentadas a grosso modo. Posteriorments, el matraz generador de vapor se
calenté hasta ebullicién, El calentamiento se suspendié cuando se obtuvieron
aproximadamente 250 mL de destilado. . .

El aceite esencial se exirajo totaimente del destilado mediante un
proceso de particién, empleando acetato de etiio como disolvente orgénico. La
fase acuosa se desechd y a la fase orgdnica se e adiciond sulfato de sodio
anhidro para eliminar el agua remanente. Posteriormente, ia fase organica se
filtrd y se concentrd al vacio.

Como resultado del proceso anterior, se obtuvieron 50 mg del aceite
esenclal, el cual, al ser analizado por cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas, resultd estar constituido en un 954 % por el
compuesto (63).

6. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES
6.1 Determinacion de las constantes fisicas y espectroscdpicas.

Los puntos de fusian se determinaron en un aparato Fisher-Johns y na se
describen corregidos.

Los espactras de infrarrojo se registraran en la Facultad de Quimica de la
UNAM, en un espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, madela 599, en pastiila
de KBr.

Los espectros de masas se determinaron en el Instituto de Quimica de la
UNAM, en un aparato Hewlet-Packard 5890 serie ll, mediante intraduccion
directa a 70 eV, en tanto que los especiros de masas generados mediante
bombardeo rdpido de atomos se abtuvieron en un aparato Jeal JMS-SX102A.
En el caso de los andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, se utilizd el mismo espectrometro de masas y la
calumna de separacion empleada fue de tipo PAS 1701 Tested 1702 silicana
HP, con una longitud de 25 m x 0.32 de didmetro interior, coma gas acarreador
se empled helio a presion con un flujo de 1 mbl/min; la temperatura de la
columna se programd de 100 a 270 °C, con una velocidad de calentamiento de
10 °C/min; la tlemperalura de inyeccidn fue de 260 °C.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones y de
carbono 13 se determinaran en el Instituto de Quimica, en aparatas Varian Unity
Plus 300 y Varian Unity Plus 500, utilizando coma disolventes CDCl,, bencena-
ds 0 DMSO-ds. Como referencia inlerna se empled TMS,

El estudio de difraccidn de rayos X se efectué en el Instiluto de Quimica,
en un difractdmetro Nicolet R3m.
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6.2 Prueba de Molish para carbohidratos.

Una pequefia cantidad del produclo (69), contenido en un tubo de
ensayo, se disolvid en 3 mL de agua destilada y se le agregd 1 mL de una
solucién de reaclivo de a-naflol (10 % en elanol), seguidamente se adicionaron
por las paredes del lubo de ensayo dos gotas de H,SO, concentrado,
observandose entonces una coloracion violeta en la interfase de los liquidos, lo
cual fue indicativo de la presencia de carbohidratos (prugba de Molish positiva)
Vogel, 19891 Paralelamente, se desarrollaron un control positive y un control
negativo.

6.3 Hidr6lisis &cida de la hesperidina {69).

A un gramo del producto (€9) se le adicionaron 20 mL de etilenglicol y 1
mL de H;SO, concentrado. La mezcla de reaccion se sometid a un
calentamiento durante 40 min. Posteriormente, la solucidn se vertié sobre 50 mL
de agua y el precipitado obtenido se filtrd y se lavd con agua. E| filtrado se
neutraliz6 con NH4OH y se concentrd al vacio (lkan, 1991).
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1V. Resultados y Discusidn

1. EVALUACIONES BIOLOGICAS PRELIMINARES DEL EXTRACTO
TOTAL Y DE LAS FRACCIONES PRIMARIAS DE ESENBECKIA
YAXHOOB LUNDELL.

" El extracto activo cloroformo-metanélico (1:1) de las partes aéreas de
Esenbeckia yaxhoob fue evaluado para determinar su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de cuatro especies de semillas
(Amaranthus  hypochandriacus, Echinochloa crusgalli, Lactuca sativa 'y
Lycopersicum esculentum), empleando el métado bioautogréfico indicado en el
punto 2.1 de la Seccion Experimental. La bicautografia del extracto permitio
detectar claramente tres zonas de inhibicion y sus valores de factores de
retencion, en el sistema de elucion CHCl; (100 %), fueron 0.9, 0.8 y 0.4,
respectivamente. Posteriormente, se procedid a fraccionar el extracto mediante
una cromalografia en columna abierta sobre gel de silice, con la finalidad de
obtener los compuestos activos del mismo, Este proceso permitio la obtencion
de siete fracciones primarias (Cuadro 8, Seccidn Experimental) y la evaluacion
de! efecto fitotdxico de as mismas mediante el ensayo de bioautografia, indicd
que la actividad fitoinhibidora se concentraba en las fracciones Ey-l, Ey-Il y Ey-
V. Es importante mencionar que los valores de factores de retencion de los
componentes mayoritarios de las fracciones activas, en el sistema de elucion
CHCl3 (100 %), coincidian con los correspondientes a las zonas de inhibicion
observadas en la bioautografia del extracto original. Posteriormente, sucesivas
cromatografias de las fracciones activas permitieron el aislamiento de nueve
metabolitos secundarios. En el Cuadro 13 se especifican los compuestos
aislados, su rendimiento con relacion al peso de la planta seca y las fracciones
de donde se obtuvieron,

De manera adicional, se evalud el efecto toxico para Arfemia salina del
extracto y de las fracciones primarias, encontrandose que tanto el extracto total
como las fracciones fitoinhibidoras Ey-| y Ey-IV, mostraban una actividad
larvicida significativa, obteniéndose valores de Cls, de 57.76, 282.73 y 56.86
ng/mL, respectivamente (Anderson et al., 1991),
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Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de las partes aereas de

Esenbeckia yaxhoob.
COMPUESTO RENDIMIENTO [ FRACCION
o)
Y\/\/\/\/\/ 0113 % -
(63)
WN
0.019% Ey-l
(64)
o
W 0.003 % Ey-I
(65)
0.005 % Ey-il
CH,C
0.001 % Ey-il
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Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de las partes aéreas de

Esenbeckia yaxhoob (continuacién),

COMPUESTO RENDIMIENTO | FRACCION
S\ 0.005 % Ey-IV
(41)
0"’\0
’ Q
Dy 0.001 % Ey-V
ﬂ :]" (]
o
o
(87)
Ctgg\(r no determinado Ey-Iv-i |
HO'
(68)
Hy H, QOCHy
LW 0
W g o \gg 0.032 % Ey-VI
(69)
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2. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS EN EL
PRESENTE ESTUDIO.

La caracterizacion de los compuestos aistados se realizd mediante la
aplicacion de métodos espectroscdpicos y espectrométricos. A continuacion se
discutira en detalle los aspectos mas importantes de! anélisis que permitid la
determinacion de la estructura molecular de {os mismos.

2.1 Identificacién de las cetonas 2-tridecanona (83), 2-
pentadecanona (64) y 6,10,14-trimetlipentadecanona (65).

El andlisis de la fraccion primaria activa Ey-l (Cuadro 8) mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas; indicé qué fa
misma estaba constituida por una mezcla de tres productos (Figura 1). Los
tiempos de retencion asi como el parcentaje de los componentes en la fraccion
se indican en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Tiempos de retencion y porcentaje de los componentes de la
fraccldn primaria activa Ey-I (Cuadro 8),

COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION (min) | PROPORCION (%)
2-ridecanona (63) 760 84
2-pentadecanona (64) 10.18 14
6,10,14-trimetilpenta- 11.47. 2
decanona (65)
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Estos compuestos se identificaron como la 2-tridecanona (63), la 2-
pentadecanona (64) y la 6,10,14-rimetilpentadecancna (65), al comparar los
espectros de masas generados con los registrados en un banco de dalos
(Public/NIST) {Figuras 2-4]. Posteriormente, el compuesto (63), componente
mayoritario de la mezcla, se separé mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion, ulilizande las condiciones que se indicaron en el punto 5.1 de la
Seccion Experimental (Figura 5). En el Cuadro 15 se resumen los datos

espectromélricos y espectroscopicos para este compuesto.

Figura 5. Analisis mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de la
fraccion Ey-| del extracto de las partes aéreas de Esenbeckia yaxhoob.

AU

2,0

1,0+

0.0 4

OW

Condiciones analiticas:

Detector: UV (214 nm)

Columna; silica (3.9 x 300 mm)
mPorasil (10 m, i

Fase movil; hexano( Hirregulan

Flujo: 7.0 mL/min

Inyeccién: 20 mL (1 mg/mL)

14
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Su espectro en el IR (infrarrojo) [Figura 6] presenta la banda de
absorcion caracteristica para el grupo carbonilo de una cetona alifatica (Umax
1719 cm™). El espectro de masas generado por este compuestc presenta el ion
molecular (M') con una relacidn de masa-carga (m/z) de 198 y permite
establecer Ja farmula molecular Cy3H;0 (Figura 2).

Los especlros de resonancia magnélica nuclear confirmaron que el
producto natural es una celona lineal de trece atomos de carbono, con ef grupo
celo en la posicion C-2. Las evidencias mas importantes que sustentan esta
propuesta son las siguientes:

a) El especiro de RMN-'H (Resonancia Magnética Nuclear de Protones) [Figura
7] presenta seftales para un matilo o a un grupo carbonilo (s, 5y 2.13), un metilo
terminal {t, 8y 0.88, J = 7.2 Hz, CH;-13) y para diez metilenos, uno vecinal al
grupo carbonilo en &y 241 y los nueve restantes ubicados en la zona
comprendida entre 5, 1.26-1.58.

b) E! espectro de RMN-"C (Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13)
[Figura 8) muestra serlales para e| carbonilo de la cetona en §¢ 209.10 (C-2) y
para los dos metilos evidenciados en el especiro de RMN-'H en &¢ 29.67 {C-yy
8¢ 13.98 (C-13). Las sefiales restantes corresponden a grupos metilenos y la
asignacion de fas mismas se realizd por comparacién con modelos apropiados
(Breitmaier y Voelter, 1989).

En general, los datos especlroscopicos del compuesto (63) se
encontraron en perfecta armonfa con los previamente descritos para este tipo
de productos, y més especificamente, para la 2-tridecanona (Williams et a/.',
1980; Breitmaier y Voelter, 1989). Cabe destacar que esta cetona ha sido -
aislada previamente de los exudados y de los aceiles esericiales de varias
espacies de plantas del género Lycopersicon y que ha mostrado propiedades
insecticidas significativas contra las especies Manduca sexta, Heliothis zea y
Aphis gossypii (Kennedy y Henderson, 1978; Kennedy 'y Yamamato, 1978;
Williams et al., 1980; Kennedy et a/., 1981; Dimock et a/., 1982).‘
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1V. Resultudos y Discusiin

Su espectro en & IR (infrarrojo) [Figura 6] presenta la banda de
absorcidn caracteristica para el grupo carbonilo de una cetona alifatica (Upa
1719 cm™). E) espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion
molecular (M') con una relacion de masa-carga (m/z) de 198 y permite
aslablecer ia formula molecular C1aHz0 (Figura 2).

Los espectros de resonancia magnética nuclear confirmaron que el
producto natural es una cetona lineal de trece atomos de carbono, con el grupo
celo en la posicidn C-2. Las avidencias mas importantes que sustentan esta
propuesta son las siguientes:

a) El espectro de RMN-'H (Resonancia Magnética Nuclear de Protones) [Figura
7] presenta sefales para un metilo a. a un grupo carbonile (s, &y 2.13), un metilo
terminal (, 5y 0.88, J = 7.2 Hz, CH;-13) y para diez metilenos, uno vecinal al
grupo carbonilo en 8y 2.41 y los nueve reslantes ubicados en la zona
comprendida entre 5y 1.26-1.58.

b) E! espectro de RMN-C (Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13)
{Figura 8] muestra sefiales para el carbonilo de la cetona en 5¢ 209.10 (C-2) y
para los dos metilos evidenciados en el espectro de RMN-'H en 5¢ 29.67 (C-1) y
8¢ 13.98 (C-13). Las sefiales restantes corresponden a grupos metilenos y la
asignacion de las mismas se realizé por comparacion con modelos apropiados
(Breitmaier y Voelter, 1989),

En general, los datos espectroscopicos del compuesto (63) se
encontraron en perfecta armonfa con los previamente descritos para este tipo
de productos, y mds especificamente, para la 2-tridecanona (Williams et al,
1980; Breilmaier y Voelter, 1989). Cabe destacar que esta cetona ha sido
aislada previamente de los exudados y de los aceites esenciales de varias
especies de plantas del género Lycopersicon y que ha mostrado propiedades
insecticidas signifi’cativas contra las especies Manduca sexfa, Heliothis zea y
Aphis gossypii (Kennedy y Henderson, 1978; Kennedy y Yamamolo, 1979;
Williams et al., 1980; Kennedy et al., 1981; Dimock et a/., 1982).
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1V, Resultados y Discosion

Cuadro 15. Constantes espectroscOpicas y espaectrométricas de la 2-

tridecanona (63).

0\[/\/\/\/\/\/

CiH20

IR Uma: (KBr) cm’ (Figura 6)

2925, 2854, 1466, 1719,

EM-IE m/z (Int. rel.) (Figura 2)

(M'] 98 (4), 183 (2), 155 (1), 140 (5).

RMN-'H, § (300 MHz, CDCly)
(Figura 7)

2.41 (t, 2H, CH,-3), 2.13 (s, 3H, CHa-1), 1.58
(m, 2H, CH,-4), 1.26 (s, 16H), 0.88 {1, J =
6.6 Hz, 3H, CH;-13).

RMN-C, & (75 MHz, CDCly)
{Figura 8)

209.09 (CO), 43.66 (C-3), 31.79 (C-4),
29,67 (C-1), 29.51 (C-5), 29.36 (C-6), 29.30
(C-7), 29.24 (C-8), 29.08 (C-9,10), 23.76 (C-
11), 22,56 (C-12), 13.98 (C-13).
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V. Resultados y Discusion

2.2 [dentificacién del 3)-acetoxi-24(S)-metil-dammar-20,25-dieno
(66).

El producto natural (66) se obtuvo de la fraccion primaria Ey-Il (Cuadro 8,
Seccion Experimental) como un sdlido cristalino de color blanco, soluble en
CHCI, Las constantes espectroscopicas y espectrométricas utilizadas para su
caracterizacion se rasumen en el Cuadro 16.

El espectro en el IR de este compuesto (Figura 9) presenta bandas de
absorcion asociadas con la presencia en la molécula de funcionas éster (L

1726 y 1252 cm’) y olefinicas (Um 1642 y 884 cm’*).

El ion molecular observado en el espectro de masas con una relacién nvz
da 482 (Figura 10) permite establecer |a férmula molecular de CaHs402, la cual
permite un indice de insaturacién de siete.

El espectro da RMN-'H (Figura 11) presenta dos sistemas AB asignables
a los protones de dos metilenos vinflicos (8ua 4.96 y Sup 4.92; dua 4.83 y dup
4.81); cada par de seflales muestra correiacion en el espectro bidimensional
homOnuclear COSY (Correlated Spectroscopy) [Figura 12]. La presencia de
eslas sefiales de tipo vinflico es congruenta con la existencia de dos dobles
ligaduras terminales en la molécula. Se observan también seis singuletes
atribuibles a seis grupos metilo sobre carbonos cuaternarios (uno de los cuales
debe corresponder a un metilo sobre una doble ligadura, considerando su
desplazamiento quimico en 8 =1.62) y un doblete en &y 1.02 (J = 6.5 Hz)
asignable a un grupo metilo sobre un carbono terciario. Por Gltimo, en & 1.75 se
observa un singulete caracteristico del grupo metiio de una funcién acstato y
una sefial doble de dobles en §, 4.68 (J = 13.0, 5.0 Hz) atribuible al hidrégeno
geminal de una funcién éster.

El espectro de RMN-'°C (Figura 13) presenta sefiales para 33 carbonos
en armonia con la férmula molecular establecida por espectrometria de masas.
El espectro de RMN-"C en su modalidad DEPT (Distortionless Enhancement by
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1V. Resultudos y Discusion

Polarization Transfer) [Figura 14 ] perniite asignar estas sefiales a ocho metilos
(8¢ 27.96, 21.35, 19.83, 18.87, 16.49, 16.28, 15.89 y 15.58), doce metilenos (8¢
109,51, 107.03, 38.76, 35.31, 33.67, 32.44, 31.31, 29.18, 24,95, 23,69, 21.35y
18.15), seis metinos (5; 80.91, 55.93, 50.83, 47.51, 45.40 y 40.43) y a siete
carbonos cuaternarios (3¢ 171.03, 153,32, 149,96, 49.43, 40.99, 37.88y 37.11).

Cabe hacer notar que el nimero de metilenos y metilos que se observan
en los espectros de RMN, asf como el nimero de carbonos presentes en la
molécula, permitien inferir que el producto natural es de naturaleza
triterpenoide.

Los desplazamientos quimicos de dos de los carbonos cuaternarios {&c
16332 y 8¢ 149.96) y de dos de los metilenos (5c 107.03 y 8¢ 109.51)
proporcionan una evidencia adicional de la presencia de dos dobles ligaduras
terminales en la molécula. Las absorciones vinllicas evidenciadas en el
espectro de RMN-'H en &, 4.71 y 8, 4.69, muestran una clara correlacion con
los metilenos en 8 107.03 y 8¢ 109.51, respectivamente, en el espectro
HETCOR (Heteronuclear Chemical Shift Correlation) [Figura 15]. Por otra parte,
la absorcion para el carbono cuaternario en 8¢ 171.03, aslgnable a un grupo
carbonilo, y la sefial en 5¢ 21.35, que correlaciona en el espectro HETCOR con
la sefal en 8y 2.05 (Figura 15), evidencian la presencia de un grupo acetato en
el triterpenoide. Por Uitimo, la seial doble de dobles (J = 5, 13 Hz) en 3, 4.48
que carrelaciona con el metino en 3¢ 80.91 en el espectro HETCOR (Figura 15),
es consistente con la presencia de un metino unido a una funcion éster.

Los elementos estructurales antes mencionados satisfacen los dos
oxigenos y tres de los siete grados de insaturacion requeridos por la férmula
molecular. En consecuencia, para cumplir con los requisitos de la formula, en
cuanto a insaturaciones se refiere, el nlcleo triterpenoide debe ser tetraciclico.
Los fragmentos més importantes evidenciados en el espectro de masas del
producto natural, y que se resumen en la Figura 16, son congruentes con esta
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1V. Resultados y Discusiin

hipdlesis (Budzikiewckz et al., 1964; Pinto et al., 1980; Kikuchi et al., 1985;
Faltorusso et al., 1985; De Pascual Teresa et al., 1986).

Figura 16. Patron de fragmentacion del 3f}-acetoxi-24(S)-metil-dammar-20,25-
dieno (66).
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1%, Resultados y Discusion

En general, los triterpenoides presentan en sus nucleos ocho grupos
metilos, fos cuales se pueden encontrar en diferentes estados de oxidacion
(Torsell, 1983, Manillo, 1981, Herbert, 1981). En ei caso del producto natural
(88) aislado de E. yaxhoob, los especlros de RMN evidencian un total de siete
metilos, sin contar 13 seiial del acetala. Considerando que los metilenos vinflicos
representan grupos melilos transformados, el produclo cuenta entonCes con
nueve metilos, de tal forma que e! compuesto alsiado constituye un metii-
triterpenoide tetraciclico, con dos metilenos vinilicos terminales y un grupo
acetoxi,

A fin de establecer la naturaleza def nicleo triterpenocide tetraciclico, se
compararon los datos de RMN con los previamente descritos para varlos
Iriterpenoides de los tipos tirucalano, lanostano, cicloartano, eufano y
dammarano [Figura 17} (Asakawa ef af, 1977, Pinlo et al,, 1980; Das y Mahalo,
1983; Faltorusso ef al., 1985; Rao et al., 1986; De Pascual Teresa ef al., 1986;
Guang-Yi ef al., 1988; Gray et /., 1988; Tori et a/., 1988; Mahato ef /., 1992).

Figura 17. NUcieos de triterpenos tetraciclicos mas comunes,

"y . y,

tirucalano {anostano cicloartano

eufano dammarano



IV. Resultados y Discusion

Este analisis comparativo sugiere a priori que el compuesto posee un
nucleo de tipo dammarano, lo cual resulta inesperado desde el punto de vista
quimiotaxonoémico, ya que los triterpenos tetraciclicos que se han aislado de la
familla Rutaceae corresponden principalmente a los tipos tirucalano y
cicloartano (Das y Mahato, 1983; Mahato et al., 1992).

El andlisis anterior y el estudio del espectro HETCOR (Figura 15)
permiten la asignacién de la mayoria de las sefiales del espectro de RMN-"C
segin se indica en el Cuadro 16. Con la finalidad de comprobar
Inequivocamente la estructura base del triterpenoide,. se registré el espectro
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), el cual  permite medir
acoplamientos C-H a dos y tres enlaces [Figura 18] {Bax y Summers, 1986;
Mahato y Kundu, 1994), El andlisis de este espectro permite establecer las
siguientes correlaciones y conclusiones:

En primer lugar, se observa que el metino asignable a C-5 (8¢ 56.15)
correlaciona con los singuletes en &y 0.75, 0.89 y 0.90, los cuales son
asignables alos hidrdgenos de los metilos 19, 28 y 29, respectivamente. Todos
los grupos mencionados se encuentran ubicados en el anillo A del tetraciclo y
son practicamente iguales en los triterpenoides tetraciclicos mas comunes
(Figura 19). Asi mismo, la correlacion de CH;-28 y CHx-29 con el oximetino en
8¢ 80.49, permite ubicar al gfupo acetoxi en la posicion C-3 (Figura 20).

En segundo lugar, el metilo 19 (54 0.75) correlaciona con elvmetino en &¢
51.06 (C-9). Este Ultimo muestra también una correlacién con el singulete en &y
0.94, el cual se atribuye a CHs-18 (Figura 21). Las correlaciones antes descritas
s6lo son posibles si el nicleo del triterpenocide es de tipo dammarano.
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Por otra parte, el singulete en 64 0.86 (CH,;-30) muestra una clara
interaccion con el metino en &¢ 45.9 (C-13). Esta ultima correlacion proporciona
una evidencia adicional de la presencia en la molécula de un nucleo de tipo

dammarano (Figura 22).

Figura 22, Correlaciones de C-13 y CH,-30 en el espectro HMBC (500 MHz,
benceno-ds) del 33-acetoxi-24(S)-metil-dammar-20,25-dieno (66).
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En conclusion, con butio an s conoliiones antut wilicadin, - 5o
establecid que ol nuciso dal producto carraspiond al d un dammatino

Una vez evidenciadn ol nuclun astruciural dol compunutn (68), ol
siguiente paso fue determinar la estructura do ln cadoni lateral, la cunl deborin
contener las dos dobles ligaduras disusliluidas y ol metilo adicional Piva allo. ol
analisis de! especiro HMBC fue también de gran importanaia

En primer término, la correlacion del metino en b; 48.08 (C-17) con los
hidrégenos de uno de los sistemas AB vinllicos (fya 4.06 y fuy 4.92), indica que
una de las dobles ligaduras se debe ubicar en of carbonn de la pasicion 20
(Figura 23). Por otra parte, las correlaciones que 8o ocbsarvan ontre ol melilo 27
y el otro sistema AB vinilico, permiten ubicar a la otra doble ligadura on ol
carbono de la posicion 25 (Figura 23).

Por (ftimo, Ja correlacién que se presenta entre el melino en &, 41.38 y
jos hidrogenos del sistema AB vinilico de ia posicién 25, permiten ubicar ol
metilo adicional en C-24 (Figura 23). En la Figura 24 se ilusiran las
correlaciones mas importantes observadas en el espectro HMBC del compuesto
(66).

Enrelacion al sustituyente en C-24, los desplazamientos quimicos que se
observan para los carbonos C-31, C-26 y C-27 en el espectro de RMN en
CDCls, resultan practicamente idénticos a fos del 24-metil-lanosta-9(11),25-dien-
3-ona, producto nalural aislado de la especie Bridelia tomentosa Bl
(Euphorbiaceas) y que presenta una estereoquimica S en el centro quiral
ubicado en C-24 (Bates ef al., 1990).

Con base en el analisis detallado presentado anleriorménte, se propone
como estructura para el compuesto (66) la del 3p-acetoxi-24(S)-metil-dammar-
20,25-dieno. Es importante mencionar que este compuesto constituye un nuevo
producto natural.
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1V. Resultados y Discusion

Figura 24. Correlaciones C-H a larga distancia del 3B-acetoxi-24(S)-metil-
dammar-20,25-dieno (66).

Desde el punto de vista biolégico, en la literatura se encuentra descrito
que algunos triterpenos del tipo ursano y oleanano jusgan un papel importante
en las interacciones alelopéticas de muchas especies vegetales que los
contienen y que muchos de elios han demostrado un efecto inhibitorio
significativo sobre el crecimiento vegetal de numerosas malezas. Sin embargo,
a la fecha no se ha descrito este tipo de efecto para los triterpenos con nucleo
dammarano (Fisher, 1991).
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V. Resultados y Discusion

Cuadro 16. Constantes espectrométricas y espactroscopicas del 3fi-acetoxi-
24(S)-metil-dammar-20,25-dieno (66).

CysHe,0;

IR Upmay, {KBr) cm’
! (Figura 9)

1726, 1642, 1252, 884.

EM-IE m/z (int.
rel.) (Figura 10)

[M'] 482 (30), 422 (8), 407 (7), 358 (8), 298 (6), 289 (31),
272 (5). 249 (26), 218 (25), 190 (55), 189 (100). 150 (70),
122 (52), 121 (53), 95 (66), 81 (48).

RMN-'H, & (500
MHz, Benceno-
dg) (Figura 11)

496 (d, J = 0.5 Hz, CH-21), 4.92 (d, J = 0.5 Hz, CH21),
4,83 (d, J = 0.5 Hz, CH-26), 4.81 (d, J = 0.5 Hz, CH-26"),
468 (dd, J = 5, 13 Hz, CH-3), 1.75 (s, CH:CO), 1.60 (s,
CHy-27), 1.02 (d, J = 6.5 Hz, CHy31), 0.94 (s, CHy-18),
0.90 (s, CH-29), 0.89 (s, CH,-28),.0.86 (s, CH,-30), 0.75
(s, CHy-19).

RMN-®C, 5 (75
MHz, CDCly)
{Figura 13)

171.03 (CO), 153.32 (C-20), 149.96 (C-25), 109.51 (C-26),
107.03 (C-21), 80.91 (C-3), 55.93 (C-5), 50.83 (C-9),
49.43 (C-14), 47.51 (C-17), 45.40 (C-13), 40.99 (C-8),
40.43 (C-24), 38.76 (C-1), 37.88 (C-4), 37.11 (C-10)
3531 (C-7), 33.67 (C-23), 32.44 (C-22), 31.31 (C-15),
20.18 (C-16), 27.96 (C-28), 24.95 (C-12), 23.69 (C-2),
21.35 (CH,COO0, C-11), 19.83 (C-31), 18.87 (C-27), 18.15
(C-6), 16.49 (C-29), 16.28 (C-19), 15.89 (C-30), 15.58 (C-
18).
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V. Resultudos 3 Discusion

2.3 ldentificacién del )-lupeol (59).

Sucesivas cromatografias en columna abierta sobre gel de silice de la
fraccion primaria Ey-lV (Cuadro 8, Seccion Experimental} condujeron al
aislamiento de un producto sdlido de color bianco (59), e} cual fue identificado
como fi-lupeal par comparacion en cramatograffa en capa fina con una muestra
auténtica. Cabe sefalar que sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas se encuentran en armonia con las descritas previamente en la
literatura para este compuesto y se presentan en et Cuadro 17 (Budzikiewickz et
al., 1964, Mahato y Kundu, 1994),

Cuadro 17. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del p-lupeal (59).

IR Vs, (KBF) o | 3376, 2940, 1640, 1454, 882.

Jf

(Figura 26)
EM-IE m/z (int. rel.) | [M'] 426 (100), 411 (25), 218 (77), 207 (76), 189 (73),
(Figura 28) 147 (30), 135 (58), 109 (57).

468 (d, J = 2.4 Hz, C1-28), 4.56 (d, J = 2.4 Hz, CH-29),
RMN-H, & (300]3.19 (dd, J = 6.25, 10.95 Hz, cH-3), 2.38 (ddd,-J = 5.6,
MHz, CDCly) (Figura | 11.03 Hz, CH-19), 1.67 (s, CH3-30), 1.03 (s, CHy-26),
27) 0.97 (s, CHy23), 0.94 (s, CHy-27), 0.83 (s, CHy-25),
0.79 (s, CHs-28), 0.78 (s, CH-24),




1V. Resultados y Discusion

Cuadro 17. Conslantes espaclroscopicas y especirométricas del [\-lupeol (59)

(continuacidn).
gﬁf

CyHgO

150.96 (C-20), 109.31 (C-29), 78.98 (C-3), 56.27 (C-5),
50.41 (C-9), 48,28 (C-18), 47.97 (C-19), 43.00 (C-17),
RMN-°C, § (75 MHz, | 42.80 (C-14), 40.80 (C-8), 39.99 (C-22), 38.85 (C-4),
CDCh) (Figura 28) | 38.68 (C-1), 38.03 (C-13), 37.14 (C-10), 35.56 (C-16),
34.25 (C-7), 29.82 (C-21), 27.98 (C-23), 27.41 (C-2,
15), 25.12 (C-12), 20.80 (C-11), 19.29 (C-30), 18.30
(C-8), 17.98 (C-28), 16.11 (C-25), 15.95 (C-26), 15.35
(C-24), 14.52 (C-27).
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Figura 25. Espectro en el IR del B-lupeol (59).
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1V, Resultandos y Discusion

2.4 dentificacién de la imperatorina (41),

E! producto {41) se aislo de la fraccion primaria activa Ey-IV {Cuadro 8,
Seccién Experimental) como un sélido cristalino de color amarillo. Las
constantes espectroscopicas y espectrométricas del producio natural se
rasumen en el Cuadro 18. La fdrmula molecular de este compuseslo se
establacid por espectromeltria de masas como CyH.Os, permitiendo un indice
de insaturaclon de diez (Figura 29). '

Su espectro en el IR (Cuadro 18, Figura 30) muestra bandas de

absorcidn caracteristicas para el grupo carbonilo de una o-pirona (Vme 1720 cm’

') y para un anillo furano (Vme 3132, 1586, 1504, 1028, 125, 876 cm’").

El espectro de RMN-'H (Cuadro 18, Figura 31) muestra e! perfil tipico de
una furano cumarina lineal con un sustituyente en la posicién C-8 (Murray ef al.,
1982) y presenta sefales para:

a) El sistema AB (8 7.68, d, J = 2.4 Hz; 5 6,81, d, 2.4 Hz) correspondiente a los

hidrégenos del anillo furano.

b) El hidrdgeno aromatico en C-§ (s, 8y 7.35).

c) El sistema AB (84 7.75, d, 9.3 Hz; 6, 6.36, d, J = 9.6 Hz) caracteristico de los

hidrdgenos del anillo a-pirona.

d) Un hidrégeno de cardcter vinflico en 5y 5.62 (tq, J = 1.5, 7.35 Hz).

) Un metileno unido a una funcidn oxigenada en 8y 5.0 (J = 7.2 Hz).

f) Dos metilos sobre una doble ligadura endy 1.73 y 1.71(c/ud, J = 1.0 Hz).
 Las sefales descritas en los incisos d, e y f son congruentes con la

prasencia de un grupo prenilo en la molécula.

Por ofra parte el espectro de RMN-C (Cuadro 18, Figura 32) muestra
seftales para 16 carbonos en congruencia con fa férmula molecular establecida

y presenta también el periil tipo de una furano cumarina lineal (Murray et a/.,
1982).
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IV, Resultados y Discusidn

El andlisis del espectro da RMN-""C en su modalidad DEPT (Figura 33)
indica que las sefales corresponden a dos metilos, un metileno, seis metinos y
siete carbonos cuaternarios. La asignacion de las absorciones para el ndcleo
furano cumarina se realizo utilizando los datos descritos previamente en la
literatura fitoquimica para este tipo de compuestos (Murray et al, 1882
Breitmaier y Voelter, 1994). Las sefiales en & 131.62, 119.75, 70.11, 2576 y
18.07 confirman la presencia de ia unidad de cinco carbonas evidenciada en el
espectro de RMN-'H. '

Cabe mencionar que e} valor del desplazamiento quimico que se observa
para el melileno del grupo prenile (5c 70.11), confirma que este ditimo
sustituyente se encuentra presente como un grupo éfer. Cuando el grupo
prenilo se encuenlra unido directamente al nicleo aromatico, la sefial del metilo

_aparece a campos sensiblemente mas altos (Murray et al., 1982). '

Con base en el analisis especiroscapico anterior, la estruclura del
compuesto (41) se establecid como Ia de 1a imperatorina, {a cual ha sido alslada
pfeviamente de ofras especies de rutdceas (Dreyer, 1980).

Por ditimo, es importante destacar que la estructura de la furanocumarina
se confirmé inequivocamente mediante un andlisis de difraccién de rayos X. En
la Figura 34 se presenta una vista estereoscépica de este compuesto.

Cabe sefialar que en un estudio biolbgico reciente se ha demostrado que
ta imperatorina (41) ejerce un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
radicular de L. sativa (Maclas ef al., 1993). Por otra parte, se ha descrito que
esta furanocumarina posee propiedades mutagénicas sobre-diversas cepas de
Salmonella typhimurium, atribuyéndose esta actividad a la presencia de los
dobles enlaces 2',3' en el anillo furano y 3,4 en el anillo a-pirona. Estos grupos
funcionales estdn involucrados en la formacion de enlaces covalentes con el
ADN (Radighiero et al,, 1970; Jurd et al, 1971; Scolt et al., 1976), Asf mismo, en
la literatura se encuentra descrito que la imperatorina (41), al igual que otras
furanocumarinas lineales, ejerce una actividad inhibitoria del crecimiento de
diversas especies de inseclos tales como Spodopfera litloralis (Werner ef al,
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IV, Resultados y Discusidn

1994). El amplio rango de actividades bioldgicas y farmacologicas que presenta
la cumarina (41) es de esperarse, debido al hecho de que este tipo de
compusstos contribuyen al sistema de defensa de las plantas (Murray et al.,
1982, .Berangaum, 1978, Klacke et al,,1989).

Figura 34, Vista estereraoscopica de |la imperatorina (41).
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1V. Resultados y Discusion

Cuadro 18. Constantes espectrométricas y espectroscopicas de la imperatorina

{41).

—x
I
o ~o Yo

o

)

CisH10;4

IR Umy, (KBr) cm’

1720, 3198, 3132.

(Figura 32)
EM-IE m/z (int. rel) | [M'} 270 (), 202 (100), 174 (17), 173 (10), 146 (3), 145
{Figura 31) (3),118(2), 90 (3), 89 (6).

RMN-'H, 8 (300 MHz,
CDCH) (Figura 33)

7.68 (4, J = 2.4 Nz, cH-2), 6.81 (d, 2.4 Hz, c-3), 7.35
(s, CH-6), 7.75 (d, 9.3 Hz, CH-4), 6.36 (d, J = 9.6 Hz,
cH-3), 562 (tq, d = 1.5, 7.35 Hz), 5.0 (d, J = 7.2 Hz,
CHy), 1.73 (d, J = 1.0 Hz, CHy), 1.74 {d, J = 1.0 Hz,
CHy). '

RMN-C, 5 (75 MHz,
CDCly) (Figura 34)

160.47 (CO), 148.67 (C-7), 146.57 (C-2'), 144.30 (C-
4), 13965 (C-9), 131.62 (C4"), 12581 (C6, 8),
119.75 (C-3"), 116.46 (C-10), 114.65 (C-3), 113.11 (C-
5), 106.68 (C-3), 70.11 (C-2"), 25.76 (C-5"), 18,07 (C-
8").
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Figura 29. Espectro de masas (70 eV) de la imperatorina (41).
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IV, Resultados y Discusidn

2.5 Identificaci6n de la asarinina (67).

Sucesivas cromatografias en columna y en capa delgada sobre gel de
silice de |a fraccion primaria Ey-V (Cuadro 8, Seccidn Experimental), permitieron
el aislamiento de un producto cristalino de color blanco, soluble en CHCIs, con
un p. f. de 121-122 °C. La férmula molecular de este compuesto se establecio
por espectrometria de masas como CaHis0s (Cuadro 19, Figura 35), la cual
permite un indice de insaturacion de doce.

El andlisis detallado de los espectros de RMN (Cuadro 19) asi como
consideraciones de tipo quimiotaxonémico, permiten establecer que el producto
natural es un lignano de tipo furofurano, sustituido asimétricamente con dos
grupos piperonilos en las posiciones 7 y 7' (Ayres y Loickek, 1990). Las
observaciones mas importantes que apoyan esta propasicion estructural son las
siguientes:

El espectro de RMN-">C (Cuadro 19, Figura 37) presenta sefiales para
veinte carbonos. De estas sefales, dos son asignables a los grupos
metilendioxi, doce a carbonas aromaticos y seis a carbonos alifaticos. Cabe
seflalar que la discriminacion entre metilos, metilenos y metinos se realizo
mediante el analisis del espectro DEPT (Figura 38). En este ultimo espectro se
observan las absorciones correspondientes a los metinos 7, 8, 7'y 8' (8¢ 87.57,
54.61, 81.88, 50,12) y a los metilenos 9 y 9' (5c 70.88, 69.62) de la porcion
furofurano. Las sefales asignables a los grupos metilendioxi de los dos anillos
piperonilos se observan en §¢c 100.91 y 8¢ 100.97, en consecuencia, las sefales
restantes que se observan en el especiro de RMN-'C son atribuibles a seis
carbonos cuaternarios, cuatro de los cuales se encuentran unidos a funciones
oxigenadas (8¢ 147.86, 147.55, 108.73, 108.73).

Pdr otro lado, los datos generados por el espectro de RMN-'H (Cuadro
18, Figura 39) también resultan similares a los descritos previamente para
lignanos de tipo furofurano (Ayres y Loickek, 1990) y confirman la presencia de
los dos grupos metilendioxi (84 5.94, 5.95), de los seis hidrogenos aromaticos

92



1V. Resaltados y Discusiin

(8 6.76-6.86) y de las sefales para el sistema furofurano. Con base en el
analisis anterior, fue factible proponer las estructuras de los productos naturales
A, B y C que se indican en la Figura 40 para el compuesto (67). A fin de
discriminar entre las tres posibilidades, se analizaron comparativamente los
desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN para las
posiciones C-7 - C-9 de los nicleos de los productos A, B y C con los del
compuesto (67) [Cuadro 20]. La no equivalencia de las senales
correspondientes a las posiciones 7,7 y 8,8' en los espectros de RMN del
producto {67) es congruente con una disposicion asimétrica de los grupos
piperonilos en el anilio furofurano y, en consecuencia, s posible descartar las
estructuras isoméricas Ay C.

Figura 40. Posibies estructuras del compuesto (67).

Cuadro 20. Comparacion de los datos de RMN-'H y RMN-"C de furofuranos
tipo sesamina y del compuasto (67).

DESPLAZAMIENTO QUIMICO {ppm)
C

A B (67)
H-7 4.75 (85.77) - 4.45 (87.53) 4.90 (83.96) 4.39 (87.57)
H-7' 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-9p 3.80-4.00(71.72) | 3.35(70.92) | 3.30-3.65(66.75) | 3.30 (69.62)
H-9'p 3.85 (69.64) 4.09 (70.89)
H-9a 4.20-4.40(71.72) { 3.85(70.92) | 3.65-4.00(68.75) | 3.80(69.62)
H-9'a 4.13 (69.64) 3.80 (70.89)
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Finalmente, es importante mencionar que para este lignano existen dos
enantidmeros posibles, el isémero (+) y el isémero (-). A fin de discernir entre
ambas posibilidades, se determiné el valor de rotacién dptica, el cual indicé que
el compuesto corresponde a la (-)-asarinina ([u]p° = -B6"), la cual ha sido
ohtenida previamente de otras fuentes naturales (Pelter et al., 1976).

Cabe senalar que los lignanos juegan un papel destacado en la
regulacion del crecimiento vegetal. Asi por ejemplo, se sabe que compuestos
andlogos a la asarinina (67), tales como ta sesamina y la fargesina, retardan
considerablemente la germinacion de semillas de Cucumis salivus y Arachis
hypogaea. De igual manera que otros compuestos aromaticos, incluyendo a los
acidos orto y para-cumdricos y cindmico, la inhibicién que ejercen sobre la
germinacion de semillas es el resultado de la interferencia que causan en el
transporte de aminoacidos y en la sintesis proteica (Van Sumers ef al,, 1972).

Cuadro  19. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la asarinina
(67).

CaoHie0s

IR Uma. (KBr)

em'  (Figura | 3100, 2048, 1856, 1722, 1620, 1488, 1370,

36)
EM-IE m/z (int.
rel)  (Figura | [M'] 354 (98), 135 (48), 150 (32), 149 (100), 161 (38).
35)
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Cuadro 19. Conslantes espectroscdpicas y espectromélricas de la asarinina
(67) [continuacidn].

C20H100s

RMN-H, &
(300 MHz,
CDCly) (Figura
39)

5.95 (s, 0-CH.-0), 5.94 (s, 0-CH,-0), 4.82 (d, J = 5.4 Hz, cH-
7'}, 4.39 (d, 7.2 Hz, cH-7), 4.09 (d, 9.3 Hz, cH-Ba), 3.80 (m,
CcH-9'a, cH-9p), 3.30 (m, cH-8', cH-9'B), 2.85 (dd, J =6.9, 7.5
Hz, cH-8).

RMN-"C, 5 (75
MHz, CDCly)
(Figura 37)

147.86 (C-4), 147.55 (C-4), 147.11 (C-5), 146.48 (C-5),
13506 (C-1), 132.18 (C-1), 119.50 (C-2), 118.60 (C-2),
108.73 (C-33), 10649 (C-6), 106.34 (C-6), 100.97
(OCH,0), 100.97 (OCH;0), 87.57 (C-7), 81.98 (C-7"), 70.89
(C-9), 69.62 (C-9'), 54.61 (C-8), 50.12 (C-8').
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2.6 Identificaciéon de la hesperidina (69).

El compuesto (69) se obtuvo da2 ia fraccion primaria inactiva Ey-VI
{Cuadro 8, Seccién Experimental) como un sdlido amorfo de color café claro,
soluble en mezclas de MeOH-H,0 y en DMSO, e insoluble en CHCI;. En el
Cuadro 21 se resumen los datos espectroscdpicos y espectrometricos de esle
compuesto.

Su espectro en el IR {Cuadro 21, Figura 41) muestra bandas de
absorcién caracteristicas para grupos hidroxilo (s 3420 cm’), enlaces C-H
{Umax 2918 cm™) y carbonilo de y-pirona (U 1604 cm™),

La solubilidad del compuesto en disolventes polares, las absorciones
observadas en su espectro en el IR y su reacclon positiva frente al reactivo de
Molish, permitieron inferir el caracter glicosidico de este producto natural.

Su formula molecular se establecld por espectrometria de masas
modalidad FAB positivo (Fast Atom Bombardment) como CagH30y5 (Cuadro 21,
Figura 42). La hidrélisis &cida de! producto natural permitid detectar a la
ramnosa y a la glucosa como los Unicos azlicares presentes en fa molécula,

Por otra parte, los espectros de RMN del ramnoglucdsido presentan la
apariencia tlpica de una flavanona (Harborne 1975, Harborne, 1994). El
espectro de RMN-"C (Cuadro 21, Figura 43) presenta 28 sefales, doce de las
cuales son asignables a una unidad p-D-glucosa (5 99.43, 76.27, 76.52, 73.00,
70.72, 66.04) y a una de o-l-ramnosa (5: 100.63, 72.07, 70.29, 69.60, 68,35,
17.85). Una evidencia adicional de la presencia de ramnosa en la molécula,
puede obtenerse a partir de la observacién en el espectro de RMN-'H (Cuadro
21, Figura 44) de la sefial correspondiente al protdn anomeérico en 54 4.51y del
doblete en &y 1.07, caracteristico de! metilo en la posicion C-5 del azlicar. Esta
demostracion espectroscdplca de la naturaleza disacarida del producto natural
se encuentra en armonla con los resultados de la hidrolisis &cida y con los
fragmentos en m/z 463 (M'-Ram) y en m/z 301 (M"-Ram-Glc) que se observan
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en el espectro FAB positivo (Cuadro 21, Figura 42). El orden de estas pérdidas
de masa indica que la unién O-glicosidica se realiza a través del hidroxilo sobre
el carbén anomérico de la glucosa. En la Figura 45 se presenta el patron de
fragmentacion del compuesto (69) (Mabry y Markham, 1975; Delle, 1987). Por
otro lado, el desplazamiento quimico de! hidroximetilfeno de !a glucosa (sc¢
117.98) es consistente con una union 1-6-u-glicosidica entre la glucosa y la
ramnosa (Markham et al., 1975). Las sefiales restantes del espectro de RMN-
"3C son atribuibles a un nticleo flavanona sustituido en los anillos A y B con dos
funciones oxigenadas cada uno (Markham et al., 1975).

El andlisis del espectro de RMN-'H permite establecer de manera
inequlvoca el patrén de sustitucion del anilio A, ya que se observa un sistema
AB (84 6.13, d, J = 2.1 Hz; 6, 6.10, d, J = 2.1 Hz), atribuible a dos hidrégenos
aromaticos meta relacionados. De manera adicional, la sefal para un hidroxilo
quelatado en 8, 12.00, indica que el anillo A se encuentra 5,7-disustituido y que
el sustituyente en la posicién C-5 corresbonde a un grupo hidroxllo. Por otro
lado, la magnitud de |a diferencla en el desplazamiento quimico de las sefales
del sistema AB en el producto acetilado (ASue = + 0.63 y Ay = + 0.34) [Figura
48} son congruentes con la presencia de! hldroxilo en C-5 y con la presencia en
C-7 de un grupo metoxilo, o de la porcién sacérida.

Para establecer el patrén de sustitucion del anillo B, el andllsis de la
porclon aromatica del espectro de RMN-'H del derivado acetllado es de gran
utilidad (Figura 46). En el espectro del derivado, los hidrégenos del anillo B se
observan como un sistema ABX para una flavanona 3'4'-disustituida, Los
hidrégenos mas afectados en su desplazamiento quimico, en relacién al
producto natural, son CH-2' (5, 7.28) y CH-5' (5 7.38), indicando estas tltimas
obsefvaciones que en la posicion C-4' debe encontrarse un grupo hidroxilo,

mientras que en C-3' se pueden encontrar el grupo metoxilo o la porcion
sacarida,
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Figura 45. Patron de fragmentacion de la hesperidina (69).
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Con base en el analisis espectroscopico anterior, fue factible proponer
cualquiera de las estructuras A o B indicadas en la Figura 47 para el compuesto
(69). La comparacion de los desplazamientos quimicos para C-7 (8¢ 165.14) y
C-4' (8¢ 55.68) con los descritos previamente en la literatura para compuestos
similares (Markham et al., 1975; Harborne, 1994), permitieron establecer que la
estructura de! producto natural (89) es la correspondiente a la hesperidina
(Figura 47, estructura A). Cabe mencionar que este flavonoide se encuentra
ampliamente distribuido en la familia de las rutdceas, representando uno de los
constituyentes mayoritarios de Ia corteza de la naranja y de otros citricos. Desde
el punto de vista biolégico, quizés |a propiedad mas importante de este producta
es su capacldad de disminuir la fragilidad capilar. En consecuencia, este
compuesto se ha utilizado para el tratamiento de la hipertensién y de ofros
transtornos vascuilares (Trease y Evans, 1991),

Flgura 47. Posibles estructuras del compuesto (69).
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Cuadro 21. Constantes especiroscépicas y espectrométricas de la hesperidina

(69).

CaHuOss

IR Uma (KBr) cm®
(Figura 41)

3420, 2918, 1604.

EM-FAB+ m/z
rel.) (Figura 42)

(int,

611 (4), [M'] 610 (1.5), 609 (1), 462 (2), 303 (9), 302
(3), 165 (3), 154 (100), 150 (3), 137 (59), 136 (64),
124 (4), 108 (18).

RMN-'H, 5 (300 MHz,
DMSO-d;) (Figura 44)

12.00 (s, HO-5), 9.10 (s, HO-3"), 6,91 (m, CH-2', CH-
§', CH-6'), 6.13 (d, J = 2.1 Hz, CH-8), 6.10 (d, J = 2.1
Hz, CH-6), 5.48 (dd, J = 12,3, 3.6 Hz, CH-2), 4.96 (d,
J = 7.5 Hz, CH-1 Glc), 4.51 (s, CH-1 Ram), 3.76 (s,
QOCHy4'), 2.75 (m, CH,-3), 1.07 (d, J = 6.3 Hz, CHy6
Ram).

RMN-C, 5 (75 MHz,
DMSO-dg) (Figura 43)

197.04 (C-4), 165.14 (C-7), 163.05 (C-5), 162.51 (C-
9), 147.96 (C-4'), 146.43 (C-3'), 130.88 (C-1"), 117.98
(C-6), 11415 (C-2'), 112.00 (C-5'), 10063 (C-1
Ram), 99.43 (C-1 Glc), 96,38 (C-6), 95.56 (C-8),
78.39 (C-2), 76.27 (C-3 Glc), 75.52 (C-5 Glc), 73.00
(C-2 Gic), 72.07 (C-4 Ram), 70.72 (C-4 Gic), 70.29
(C-2 Ram), 69.60 (C-3 Ram), 68.35 (C-5 Rarh). 66.04
(C-6 Gic), 55.68 (OCH,, C-4'), 42.08 (C-3), 17.85 (C-6
Ram),
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IV. Resultados y Discusidn

3. TOXICIDAD PARA ARTEMIA SALINA DE LLOS COMPUESTOS
AISLADOS EN EL PRESENTE ESTUDIO,

Ninguno de los compuestos abtenidos a partir de las partes aéreas de Esenbeckia
yaxhoob en esta investigacion, con excepcién de ia cumarina (41), demostraron una
toxicidad significativa para el crustaceo A. safina. Los valores de Clsy ablenidos fueran
mayores a 500 ppm. En el caso de Ja imperatorina (41) la CLs, fue de 58.60 pg/ml.
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V. Conclusiones

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto fitotdxico cloroformo-
metandlico de Esenbeckia yaxhoob Lundell, empleando un métado
bioautografico para monitorerar la actividad inhibidora del crecimiento vegetal,
permitié el alslamiento y caracterizacion de nueve metabolitos secundarios: tres
cetonas (la 2-tridecanona 63, la 2-pentadecanona 64 y la 6,10,14-trimetil
pentadecancna 85), un triterpeno pentaciclico (el f-lupeol 59}, una cumarina (la
imperatorina 41), un lignano (la asarinina 87), un esterol (el p-sitosterol 88), el
ramnoglucésido de una flavanona (la hesperidina €9) y un triterpeno tetraciclico
(el 3p-acetoxi-24(Sl-metil-dammar-20,25-dieno 66}, constituyendo este ultimo
metabolito un nuevo producto natural.

Los compuestos (83), (68), (41) y (67) fueron aislados de las fracciones
plrimarias que demostraron una actividad fitotéxica significativa (Ey-i, Ey-li y Ey-
IV), de acuerdo a los resuitados obtenidos de ios ensayos de bioautografia.

La 2-tridecanona (83) y la Imperatorina (41) poseen propiedades
insecticidas demostradas, por lo que su presencla en el extracto organico de
Esenbeckia yaxhoob indica que esta especie vegetal es una fuente importante
de principios pesticidas. Estos productos pueden estar involucrados no sélo en
las interacciones planta-planta de esta especie, sino también en las
interacciones planta-insecto.
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