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RESUMEN
Potencialidad herbicida de los cromenos y benzofuranos mayoritarios aislados de
la especie Helianthella quinquenervis (Hook.) A.Gray (Asteraceae)

La presente disertacién doctoral describe la investigacion realizada para

—— — ———determinar-et-potencial—erbicida detos cumpuestos obtenidos de la especie

Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray.

La seleccion del material vegetal se realizé considerando los resultados
obtenidos de una serie de ensayos biolégicos preliminares sobre extractos
organicos preparados a partir de diversas especies vegetales mexicanas, las
cuales, se preseleccionaron de acuerdo con dos de los criterios mas importantes
para la obtencién de principios bioactivos: el etnoboténico y el quimiotaxondmico.

El ensayo biolégico de seleccion consistid en la determinacidn del sfecto
sobre ia germinacién y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus L
y Echinochloa crusgallfi (L.) Beauv.

El fraccionamiento biodirigido del extracto activo (MeOH) obtenido a partir
de las raices de H. quinquenervis, empleando como bioensayo de monitoreo la
determinacién del crecimiento radicular y la germinacién de las semillas de A.
hypochondriacus y E. crusgalli, condujo al aislamiento de cinco metabolitos
secundarios: la encecalina, la euparina, la desmetilencecalina, la 6-hidroxi-3-
metoxitremetona y la &-metloxitremetona, constituyendo este Gitimo un nuevo
producto natural. Por otra parte, de las fracciones inactivas precipitd un
compuesto que se caracterizd como la 4-B-D-glucopiranosil-3-[3-metoxi-trans-
isopenten-1-if]-aceto-fenona; cabe destacar que este compuesto representa
también un producto natural novedoso.

De manera general, las estructuras de los compuestos aislados se
establecieron mediante técnicas espectroscdpicas y espectrométricas
convencionales.

En los estudios de la valoracién de la actividad fitoinhibidora de los

productos naturales aislados sobre el crecimiento vegetal, la encecalina y la 6-
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metoxitremetona demostraron una inhibicion significativa para las dos especies de
plantas arvenses de prueba. La encecalina, fue el producto mas potente que
inhibié el crecimiento radicular de E. crusgalli y A. hypochondriacus: las
concentraciones inhibidoras media calculadas (Cls), son 6 y 7 ug/mi,
respectivamente. Estos resultados demostraron claramente la potencialidad
herbicida del cromeno.

Asi mismo, se determind el potencial fototdxico de estos mismos
compuestos- mediante la evaluacion de su efecto sobre el crecimiento vegetal de
las semillas de A. hypochondriacus y E. crusgalfi bajo irradiacion con luz UV. Los
resultados obtenidos de estas evaluaciones, permitieron establecer que la
actividad fitotoxica observada para la encecaling, la euparina y la
desmetilencecalina no esta mediada por un efecto fototoxico.

Con el objetivo de explorar de manera mas detallada el potencial herbicida
de los constituyentes fitotdxicos mayoritarios, se determind el efecto de los
mismos sobre el proceso de fotosintesis en cloroplastos aislados de Spinacea
oleraceae y sobre [a respiracién durante el proceso de germinacién de cuatro
especies de semillas: A. hypochondriacus, E. crusgalli, Z. mais y P.ixocarpa.

Las actividades fotosintéticas evaluadas incluyeron: sintesis de ATP,
transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplade y bomba de H'.

La encecalina y la desmetilencecalina inhibieron las actividades antes
mencionadas de manera dependiente de la concentracién, por o que se
establecié que ambos compuestos actian como inhibidores de la reaccion de Hill.
Con el objetivo de establecer el sitio de interaccion de estos compuestos, se
determiné su efecto a nivel de los fotosistemas | y 1. Debido a que ambos
productos inhibieron las reacciones parciales de H,O a SiMo y de DPC a DCP}P
del fotosistema ), el sitio de inhibicién se localizé en el intervalo de Pegy 2 Q4 de la
cadena de transporte de electrones.

Por oftra parte, la euparina inhibié la sintesis de ATP, la bomba de protones
y el transporte de electrones basal y fosforilante, pero no afectd el desacoplado;
asi mismo inhibié la actividad de la enzima Mg®-ATPasa. Estos resultados
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permitieron establecer que la euparina actia como un inhibidor de la transferencia
de energié.

Con respecto a los experimentos de respiracion, se determiné el efecto de
la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina sobre el consumo de O
durante el proceso de germinacion de cuatro diferentes especies de semillas. Los

~— 7 Tesultados irdicatonn que fa euparma y la desmelilencecalina  inhiben

moderadamente la respiracion de las semillas de P. ixocarpa y de los embriones
de maiz (Z. mais) a las mayores concentraciones de prueba. Por otra parte, la
encecalina reveld un efecto de activacion significativo sobre el consumo de 0. de
las semilias evaluadas. ,

Considerando la actividad significativa desacoplante de la encecalina
sobre la respiracion en el proceso de germinacion, se procedid a determinar su
efecto sobre el transporte de electrones mitocondrial utilizando mitocondrias
aisladas de Phaseolus vulgaris. Los resultados obtenidos indicaron que la
encecalina activa considerablemente el transporte de electrones mitocondrial, por
o que se le caracterizd como un inhibidor del préceso de la fosforilacién
oxidativa.

Dado el potencial fitotéxico demostrado por la encecalina para las semillas
de A. hypochondriacus y E. crusgalli, se determind su efecto post-emergente
sobre la produccién de biomasa de tres diferentes especies de malezas: A.
hypochondriacus, E. crusgalli y T. alexandrinum. De manera adicional, se
determinG también el efecto de la euparina, la desmetilencecalina y la 6-
metoxitremetona sobre estas mismas especies. La encecalina y la euparina
ademas de inducir dafios scbre las plantulas tales como necrosis y desecacion de
las partes aéreas, disminuyeron significativamente la produccién de biomasa de
las especies E. crusgalliy T. alexandrinum.

Con la finalidad de determinar si los compuestos fitotéxicos afectan la
estructura celular fina, se analizaron los cambios celulares inducidos por los
tratamientos de encecalina, euparina y desmetilencecalina sobre cortes semifinos

de las radiculas de las especies de A. hypochondriacus y E. crusgalli, para ello se
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utilizd empleando para ello ia técnica de la microscopia electrénica. Los tres
compuestds de prueba, demostraron un dano celular severo a nivei de las
mitocondrias, siendo mas evidente el efecto para la especie de A
hypochondriacus. Con respecto a los resultados obtenidos para la especie de E.
crusgalli, no se observan cambios considerables con fos tratamientos de los tres
compuestos.

Por ditimo, con la finalidad de ampliar el conocimiento de la potencialidad
de H. quinquenervis como una fuente de productos naturales de interés medicinal,
se determind el efecto citotoxico y antifingico del extracto y los productos
naturales encecalina, euparina y desmetilencecalina.

El efecto citotdxico se determind sobre tres lineas celulares derivadas de
tumores humanos. La encecalina presentd una moderada actividad citotdxica para
las lineas celulares de carcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de colon
(HT-29); en ambos casos se obtuvo un valor para la DEsy de 2 ug/mL.

La determinacidon del efecto antifingico de los compuestos mayoritarios
aislados se realizd utilizando como microorganismos de prueba Trichophyfon
mentagrophytes, Candida albicans y Aspergillus niger. Los resultados obtenidos
indicaron que el extracto, la encecalina y la desmetilencecalina presentaron una
moderada actividad antifingica contra 7. mentagrophytes. Ninguno de los
compuestos mostrd actividad contra C. albicans y A. niger.

El efecto herbicida post-emergente significativo demostrado por la
encecalina y la euparina sobre las especies de prueba, permite colocarlos como

posibles candidatos para el desarrollo de agentes herbicidas potenciales.



ABSTRACT
In the course of our continuing search for bioactive compounds from
mexican medicinal plants, we carry out a general screening on several plant
extracts for piant-growth inhibiting properties. These bioassays allowed to select
H. quinquenervis as a source of potential herbicide agents.

The —active extract—of H. quinquenervis, was fractionated by column
chromatography over Si gel, using the phytogrowth-inhibitory bioassay at each
step for activity-directed fractionation. This procedure, afforded five secondary
metabolites: encecalin, euparin, demethylencecalin, 6-hydroxy-3-
methoxytremetone and one new benzofuran, 8-methoxytremetone.

On the other hand, from one inactive fraction precipitate a new secondary
metabolite  characterized as 4-B-D-glucopyranosyloxy-3-[3-methoxy-trans-
isopenten-1-vllacetophenone.

The isolated compounds were identified by spectroscopic and spectrometric
means.

The six compounds, were also evaluated for their ability to inhibit the radical
growth of two target species. According to the results, encecalin reduced
significantly the radicle growth of A. hypochondriacus (Clse= 7 ug/mL) and
Echinochloa crusgalli (Clso= 6 ng/mL) in a concentration dependent manner.

In addition, the phototoxic effect of these compounds was also evaluated
and the resuits obtained showed that the phytotoxic effect displayed by encecalin,
euparin and demethylencecalin is not due to a phototoxic effect.

In order to further explore the herbicidal potential of the major phytotoxic
compounds of H. quinquenervis, their effect on several photosynthetic activities in
chloroplasts isolated of Spinaceae oleraceae. The photosynthetic activities
included: ATP synthesis, proton uptake, basal, uncoupled and phosphorylating
electron flow.

Encecalin and demethylencecalin inhibited these activities in a
concentration dependent manner; therefore, they were characterized as Hill
reaction inhibitors. These compounds, did not affect photosystem | (electron

xXxi



transport from DAD to MV) but they inhibited photosistem 1l (from H.O to 2,5-
dibromo—3;methyl—6-isopropyl-1 /4-p-benzoquinone). Since these compounds
inhibit electron flow in the photosystem Il partial reactions from H,O to SiMo and
from DPC to DCPIP the site of inhibition was located in the span fro Peg 10 Qa of
the electron transport chain.

On the other hand, euparin inhibited ATP synthesis, proton uptake and
basal and phosphorylating electron flow, but it has not affect the uncoupled
electron flow from H.O to MV. Mg®-ATPasa activity from bound membrane
thylakoid chloroplasts was also inhibited by this compound. Then, these results
suggested that euparin act as energy-transfer inhibitor.

The effect of encecalin, euparin and demethylencecalin on O, uptake of
four plant species (P. ixocarpa, Z. mays, P. sativum, E. crusgalli and A.
hypochondriacus) was studied. Euparin and demethylencecalin inhibited
moderately O, uptake of the P. ixocarpa and Z. mays seeds. The respiration of the
target seeds was significantly stimulated by the encecalin treatments. Considering
these results, the effect of encecalin on mithocondrial electron flow was also
evaluated using mithocondrias isolated from been roots. The results indicated that
this chromene stimulated significantly the mithocondrial electron flow; therefore, it
was characterized as an uncoupler of the oxidative phsophorylation.

In spite of the phytotoxic potential demonstrated by encecalin, we examine
the effect of this compound on biomass production of three plant species; in
addition, the effect of euparin, demethylencecalin and 6-methoxytremetone was
evaluated. Encecalin and euparin, induced necrosis and dryness of the foliage.
Furthermore, both compounds decreased significantly biomass production of E.
crusgalliand T. alexandrinum.

The celular changes induced by encecalin, euparin and
denmethylencecalin treatments on semifine corts of A. hypochondriacus and E.
crusgalli radicles, employing the electron microscopy technique was also
investigated. Three compounds showed significant celular injury in the

mithocondria organeles of A. hypochondriacus .
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Finally, the cytotoxic and antifungal potential of encecalin, euparin and
demethyiehcecalin were evaluated. The citotoxicity was assessed against three
human solid tumor cell lines [lung carcinoma (A-549), breast carcinoma (MCF-7)
and colon adenocarcinoma (HT-29)]. Only demethylencecalin showed weak
cytotoxicity against MCF-7 and HT-29 human solid tumor cells.

Theantifungal bioassay was performed by the agar dilution procedure
against C. albicans T. mentagrophytes and A. niger. Euparin and
demethylencecalin showed antifungal activity against T. mentagrophytes (MIC
values, 58 and 29 ug/mL, respectively).
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l. ANTECEDENTES
1.1 GENERALIDADES SOBRE Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray
El género Helianthella (Asteraceae) incluye tres especies: Helianthella

unifiora, Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray y Helianthella madrensis

Wats. las cuales, se distribuyen en el oeste de los Estados Unidos, Canadé y
Mexico (Weber 1952).

Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray (Figura 1), es una hierba
perenne que crece en los bosques de pino-roble de las Sierras Madre Occidental
y Madre Oriental de México (Bye, 1985). Los indios tarahumaras de Chihuahua
denominan a ia especie con el nombre de rarésoa. En las practicas medicinales
de este grupo de indigenas, la raiz pulverizada se aplica tpicamente al cuerpo
de humanos y animales domésticos para elimihar los ectoparasitos. La decoccion
de las raices se utiliza también para el mismo propésito, asi como para mejorar la
calidad del cabello y para el tratamiento de trastornos gastrointestinales y Uiceras
(Bye, 1985).

Estudios fitoquimicos de las partes aéreas de las especies H. unifiora y H.
quinquenervis  permitieron el aislamiento e identificacién de cuatro
prenilacetofenonas, asi como de diversos benzopiranos y benzofuranos
(Bohlmann y Grenz, 1970; Herz y Kulanthaivel, 1984). En las Figuras 2 y 3 se
muestran las estructuras de los metabolitos secundarios aislados de ambas
especies.

Asi mismo, el estudio del néctar extrafloral de H. quinguenervis reveld la

presencia de 29 aminoacidos (lnouye e Inouye, 1980). Por Uitimo, un estudio
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Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de Helianthella unifiora (Bohlmann y

Grenz, 1970).

4-metoxi-3-[isopenten-(2)-il]-
acetofenona

OH

B
O

desmetiiencecaiina

OMe

8 0

7T-metoxieuparina

OMe

g

8 0

7-metoxitremetona



HO

™

0
9

4-hidroxi-3-[3-metil-butadien-
(1,3)-iiJ-acetofenona

HO

| o
OH

11

4-hidroxi-3-[3-hidroxi{rans-
isopenten (1)-il]-acetofenona

Grenz, 1970) [continuacién).

HO.

I 0
OMe

10

4-hidroxi-3-[3-metoxifrans-
isopenten (1)-il}-acetofenona

HO

12

4-hidroxi-3-[isopenten (2)-it}-
acetofenona

Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de Helianthella unifiora (Bohimann y



0 R HO
™
O Z O
R 7
3 H 12
desmetoxiencecalina 4-hidroxi-3-[isopenten (2)-if}
4 OH acetofenona
desmetilencecalina
13 OMe
encecalina
OMe o Xo _A~_-OH
! HGO
22 i [l
OH
14 © 15

6-hidroxi-7metoxi-tremetona

18

3,4-trans-diﬁc—iroxi-6-aceti1-7-
hidroxi-2,2-dimetilcromeno

Figura 3. Metabolitos secundarios aislados de Helianthella quinquenervis (Herz y

Kulanthaivel, 1984).

3,4-cis-dihidroxi-6-acetil-7-
hidroxi-2,2-dimetilcromeno



reciente sobre las raices de esta misma especie, condujo al aislamiento del acido

angélico (Gémez, 1893).

1.2 GENERALIDADES SOBRE CROMENOS Y BENZOFURANOS AISLADOS DE LA FAMILIA
ASTERACEAE

Considerando que los metabolitos secundarios obtenidos en el presente
estudio constituyeron en su mayoria, benzopiranos y benzofuranos, se considerd
pertinente presentar algunos aspectos acerca de estos compuestos.

Los benzopiranos (denominados tambien cromenos) y los benzofuranos,
son meroterpencides constituidos generalmente por una unidad aromatica de tipo
Ce, Ce-C2 6 C¢-C5 de origen siquimico y por un anillo pirénico 6 furanico, sustituido
o no, de origen mevaldnico. La cadena C; 6 C de la unidad aromatica se ubica en
el C-6 en el caso de los cromenos y en el C-5 en el caso de los benzofuranos, y
puede presentar diferentes estados de oxidacion, como es el caso de los
compuestos 24-27 mostrados en el Cuadro 1, por tan solo mencionar algunos
ejemplos.

Los resuitados obtenidos de dos investigaciones relacionadas con el origen
biogénetico de estos productos naturales, permitieron establecer que la porcidn
Cs, Ce-C> 6 C-C3; de ambos tipos de compuestos se biosintetizan a partir del acido
cindmico (Proksch et al., 1986; Siebertz ef al, 1989). Posteriormente, la
condensacién de la unidad aromatica con el difosfato de dimetil alilo permite la

generacion del anillo heterociclice (Siebertz ef al, 1988). En la Figura 4 se
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Figura 4. Formacion del anillo heterociclico de los cromenos y benzofuranos.



representa de manera esquematica la formacién de este ultimo para ambos tipos
de compuestos (Bohimann y Grenz, 1970; Proksch y Rodriguez, 1983).

Por dltimo, cabe mencionar que la mayoria de estos metabolitos
secundarios se encuentran en la naturaleza como mondmeros; sin embargo,
también se han aislado varios dimeros. Ejemplos de estos compuestos son la
agerasanina y las encecanescinas, cada uno de los cuales esta constituido por
dos unidades de dimetilcromenos. Las estructuras de estos compuestos se
muestran en el Cuadro 1.

Los cromenos y los benzofuranos. naturales conocidos a la fecha, se han
obtenido principalmente de plantas superiores de las familias Rutaceae, Liliaceae,
Cyperaceae y Asteraceae, siendo particularmente abundantes en esta ditima
(Proksch y Rodriguez, 1983; Proksch, 1985).

Es importante mencionar que estos productos naturales se acumuian
practicamente en toda la planta, aunque es comun encontrar elevadas
concentraciones de los mismos en las hojas y las flores, donde en el caso de ios
cromenos se ha descrito un rendimiento de mas de 250 umol/g de peso seco de
material vegetal (Kunze ef al., 1995, 1 996).

La mayoria de estos metabolitos se obtienen como sdélidos cristalinos 6
aceites, ambos de color amarillo. Todos muestran una fluorescencia intensa de
color amarillo, naranja 6 azui bajo luz UVig nm (Mitsakos ef al,, 1986; Siebertz ef

al., 1989).



Estos compuestos se encuentran cominmente en forma de mezclas
complejas y para ia resolucidn de las mismas en sus componentes individuales,
se han empleado las técnicas cromatograficas convencionales (Wisdom y

Rodriguez, 1982; Proksch y Rodriguez, 1982 ; Fang et a/,, 1988 ; Gonzélez et al.,

1989 ; Jia y Zhao, 1994 ; De Gutiérrez et al., 1995).

Para la elucidacién estructural de los benzopiranos y los benzofuranos, se
han utilizado tanto métodos espectroscopicos y espectrométricos, como quimicos.
Resulta importante destacar que solo se ha descrito el estudio de cristalografia de
Rayos X para un derivado bromado del cis-2-isopropil-3-hidroxi-2,3-
dihidrebenzofurano (Zalkow ef a/., 1979).

Una excelente revisién acerca de estos productos naturales fue publicado
por Proksch y Rodriguez (1983), quienes recopilaron aproximadamente 200
cromenos y benzofuranos obtenidos de al menos el mismo numero de especies
pertenecientes a cinco tribus (Astereae, Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae y
Senecioneae) de la familia Asteraceae.

Con ia finalidad de actualizar la compilacién de Proksch y Rodriguez
(1983), se realizd una revisién bibliografica, misma que permitid integrar los
diferentes estudios quimicqs realizados a la fecha conducentes a la obtencién de
cromenos y benzofuranos de varias especies de la familia Asteraceae. En el
Cuadro 1 se resumen los resultados de estas investigaciones.

Desde el punto de vista bioldgico, los estudios sobre cromenos y
benzofuranos son escasos. Sin embargo, las investigaciones realizadas han

permitido demostrar que algunos de estos compuestos poseen propiedades



Cuadro 1. Cromenos y benzofuranos aislados de la familia Asteraceae de 1983 a

la fecha.
NOMBRE DE LA PLANTA | METABOLITOS AISLADOS | REFERENCIA |
Ageratina adenophora 0 Proksch et al., 1987
(Spreng.) RM. King & H.
Robinson x
0
OH

21

6-acetil-2-metil-2-hidroximetil-cromeno

3 demetoxiencecalina
4 desmetilencecalina
13 encecalina

R

I
0" “w
OMe

R R'
O
=z I
2-isopropenil-5-acetil-
7-metoxi-benzofurano

* 1 s

2-(1-hidroxipropil)-5-acetil-

7-metoxi-benzofurano

0O
* 1 o

10

a4 &
- e aa aa am g G AR aa an g s S a0 2 4 4 A B
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la fecha (continuacién).

Ageratina arsenii (B.L
Robinson) R.M. King & H.
Robinson

3 demetoxiencecalina

R \

R 0

Fang ef al., 1988

R R
2B . OMe

6-vinil-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

OMe
2 OMe
6-(1-metoxietil)-7-metoxi
2,2-dimetilcromeno
27 OH

OMe

6-(1-hidroxietil}-7-metoxi
2,2-dimetilcromeno

28  agerasanina

OH

MeS O

29
6-[2-(2-hidroxi-4-metil-5-isoprogilfenil}}-
etil-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno

11




Luadaro 1. Lromenos y LenZoilranis aisiadas de ia 1afilia Asieraceae de 1583 a

la fecha (continuacion).

Ageratina glechonophylia
(Less) K et R.

26

6-(1-metoxietii)-7-metoxi-2,2-
dimetiicromeno

27

8-(1-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

F R
o) Rz
Ry
R1 R2 Ra
H OMe CH(OEhH)Me

6-(1-etoxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

H OMe

8-acetoxi-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

QAc

OMe H OAc

6-acetoxi-8-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

H OH

8-acetoxi-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno

OAc

Gonzalez ef al., 1989

Ageratum conyzoides

encecalina

precoceno |

precoceno |
(+)-encecanescina a

{(-)-encecanescina a

BB BB R

9-epi-(-)-encecanescina a

Gonzalez et al., 1991

12




la fecha (continuacion).

o T T o e Sl AT di WS 1300 d

30 11-p-Me encecanescinab
3 11.a-Me encecanescina ¢

b 2 »
11

o Me CMe O

32 11aMe 11-f-Me
(+)-encecanescina a

33 11-8-Me 11-p-Me

9-epi-{-}-encecanescina a

34 11-p-Me  11-a-Me
(-}-encecanescina a

R P
R
2 meo—

6-(1-metoxietif)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

. ol

6-(1-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetiicromeno

41 EtO -

6-(1-etoxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

42 VS

6-vinil-7-metoxi-2,2-
dimetiicromeno

13
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la fecha (continuacién).
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§-angeloiloxi-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

Baccharis glutinosa Pers.

44

2-isopropilen-3p-angeliloxi-5-acetil
6-hidroxi-2,3-dihidrobenzofurano

wOCOC(Me)=CHC

Dominguez et al., 1986
H;

RO 0
4
0 R
45 H euparina
46 OMe 6-melil-euparina

R R’
47 CH{OH)Me OH
6-(1-hidroxietil)-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno

48 CH(OH) OMe

6-(1-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno

49 CH{OMe)Me OH

Sonorol

14

¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
¢
L
¢
¢
¢
l
¢
{
l
(
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la fecha (continuacion).

COMe H
6-acetil-2, 2-dimetilcromena

51 COMe COH
6-acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno
52 COMe OMe
6-acetil-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno
53 CH{OHMe H
6-(1-hidroxietil}-2,2-
dimetilcromeno
54 CH=CH2 OMe

§-etilen-7-metoxi-2,2-
dimetilcromenc

R
39 HaA T
40 o-OH
g (107
41 )
2 5 oH
Baccharis linearis COOH Labbe et al., 1986
Baccharis rhomboidalis
Baccharis solieri
—
0
59 cromeno |

15




la fecha {(continuacién).

e L

Baccharis linearis

3 demetoxiencecalina

7 R
0
ROH

@/\)

6-(1'-propenil-3,-hidroxi)-
2,2-dimetiicromeno

0
&1 /\)J\
IS OH

6-(acido1'-propenoico)-
2.2-dimetilcromeno

0
2 M
N OMe
6-(acido metilester 1'-

propionico}-2,2-dimetiicromeno

0O

/

OMe

0

64

5-(acido metilester 1'-propionico}-2
isopropilen-2,3-dihidrobenzofurano

Brown 1994

Calea serrafa Less.

4 desmetilencecalina
21 precoceno I

Steinbeck ef al., 1997

B O O an 4 am a4 4 A g A 40 40 a0 2 4240 2 4 & & &



la fecha (continuacion).

Calea prunifolia Kunth

Ober ef a/., 1985

MeO N
R 0
OMe
R
<] OMe
pounicromeno |
86 H

prunicromeno il

Enceliopsis covillei {A.
Nels.) S.F. Blake

45 euparina
46 6-metil-euparina

0

HO O 0/'\.’./

67
8-hidroxi-tremetona

OR

MeO O
R 0
68 H
2-isopropilen-5-(1&-hidroxieti)-
6-metoxi-benzofurano
69 Me

2-isopropilen-5-(1Z-metoxietif)-
&-metoxi-benzofurano

Mitsakos et a/,, 1986

17




la fecha (continuacion).
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OH

MeQ O
70 0

2-acetil-5-(12-hidroxietif)-
6-metoxi-benzofurano

0o

oK

MeO o ™

71
§-(1’c-senecionil)-2-isopropiliden-6-metoxi-
3-0x0-2,3-dihidrobenzofurano

Eupatorium cannabinum

45 euparina

0

2,3-dihidro-2-isopropilen-3a-angeliloxi-
§-acetii-6-hidroxi-benzofurano

0

73
g -

2.3-dinidro-2-isopropilen-33-angeliloxi-
5-acetii-6-hidroxi-benzofurano

Siebertz et a/., 1989

18




a fecha (continuacion).

HO.

Geraea canescens Torr. &
Gray

euparina

6-metil-euparina

6-hidroxi-tremetona

=R

2-acetil-5-(1-=-hidroxietil)
8-metoxi-benzefurans

OH

MeO O

16
2-isopropilen-5-(1-£-hidroxietil)
6—metoxi-benzofurano

]

) e’
77
2,5-diacetil-6-hidroxi-benzofurano

Proksch et af., 1986

19




la fecha (continuacién).

PN SVl e WS | JOW d

Ligularia przewalskii
{Maxim.) Diels

45  euparina

MeO
MeO: : O T]’
78 0]
2-acetil-5,6-dimetoxi
benzofurano

0]
; Q ”
OH 0
79

7-hidroxi-tremetona

Q
|
0
OMe

80

5-acetil-7-metoxi-
benzofurano

Jia y Zhao 1994

Tagetes patula L.

45 euparina

0
|
O OH

81 isceuparing

Siitfeid ef a/., 1985




ia fecha (continuacién).

Urolepis hecatantha (DC.)
R. King & H. Robinson

45 euparina

De Gutierrez et al.,
1995

82 OH H H
2,3-dihidro-trans-2-(2'-isopropenil}-

3,8-dihidroxi-benzofurano

83 H Ang CH

2,3-dihidro-trans-2-(2'-hidroxi-
isopropenil)-3,6-dihidroxi-benzofurana

Werneria stuebelii

/f)/\/c O.Me
{

]

_';\ o .

&4
6-(1',2' E-propen-metil ester)-2,2-
dimeatilcromenao

85

8-(1',2' Z-propen-metil ester)-2,2-
dimetilcromeno

COzMe

86
8-[3"-isopenten-(2)-il}-6-(1"-propen-metil
ester)-2,2-dimetilcromeno

Bohimann et al., 1984

21




Cuadro 1. Cromenos y benzofuranos aislados de la familia Asteraceae de 1983 a
la fecha (continuacién).

Z N CO-Me

x

OH

87
8-[3"-hidroxi-frans-isopenten-(1)-il}-6-(1"-
propen-metif ester)-2,2-dimetilcromeno

fototoxicas (Proksch et al, 1983), bacteriostaticas (Zalkow et al., 1962),
antitumorales (Zalkow et al,, 1979) e insecticidas (Bowers et al., 1976; Bowers y
Martinez-Pardo 1977; Bowers et a/., 1981; Bowers et al., 1982; inter alia).

De estas actividades bioldgicas, quizés, la mas explorada es Ia insecticida.
En este sentido cabe mencionar que, los precocenos | (19) y H (20) han sido los
compuestos que han recibido una mayor atencion. Las distintas investigaciones
realizadas permitieron comprobar que ambos actdian como hormonas antijuveniles
para insectos (Bowers et al,, 1976; Bowers y Martinez-Pardo 1977; Bowers et al.,
1981, Bowers et al., 1982). Cuando se aplican tépicamente a los insectos 6 se
incorporan a la dieta artificial, los insectos sufren cambios fisiolégicos severos
incluyendo metamorfosis, esterilizacién, interrupcion del ritmo circadiano y dafio
embriogenético, entre otros (Bowers et al., 1976; Bowers y Martinez-Pardo, 1977:
Bowers, 1981). Estudios relacionados con el mecanismo de accion de estos
compuestos, permitieron sugerir que los precocenos sufren modificaciones
oxidativas para generar epéxidos ¢ quinonas altamente reactivos (Figura 5), los

cuales son capaces de alquilar substratos nucleofilicos (p.ej. enzimas) (Brooks et

22



al., 1979; Jennings y Ottridge, 1979; Pratt ef al., 1980; Soderlund et al., 1980;

Bowers ef al., 1982).

investigaciones posteriores sobre tres compuestos representativos del

género Encelia, la encecalina (13), la euparina (45) y la desmetilencecalina (4),

permitieron comprobar el potencial insecticida del primero de ellos (Isman y
Proksch, 1985; Proksch ef al., 1987; Srivastava y Proksch, 1990), contra varios
insectos herbivoros incluyendo aquellos que no son susceptibles a la accién
antihormonal de los precocenos (Isman y Proksch, 1985; Wisdom, 1985; isman ef
al., 1986; Proksch et al., 1987; Srivastava y Proksch, 1990; Kunze ef al., 1996). Lo
antes expuesio sugiere gue ia presencia de ia encecaiina {i3) en numerosas
especies pertenecientes a ia familia Asteraceae implica un mecanismo de defensa
natural efectivo contra el ataque de numerosos insectos herviboros (Isman et al.,

1986; Proksch ef al., 1986; Kunze ef al., 1996).

r 0 OMe | Q. OMe
o Nu-
9 R OH R
0 OMe o}
"X :
= R

i1
:“:
4
\
\ Q
2
F—
\
5

ny
=
i
]
]
=
o

Figura 5. Mecanismo postulado para los precocenos | y Il como hormonas

antijuveniles.
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Por otro lado, Merrill (1989) describe el efectoc de 1a desmetilencecalina
(4) y la encecalina (13) sobre el crecimiento radicular y la germinacién de
Panicum miliaceum, Echinochloa crusgalli, Medicago sativa y Lolium perenne.
Los resultados obtenidos revelaron que ambos compuestos reducen el
crecimiento de la radicula y del hipocotilo, y retardan la germinacion de las
semillas estudiadas en un rango de concentraciones de 1 a 200 pg/mL.

Por ultimo, cabe destacar que la encecalina (13), la euparina (45) y la
desmetilencecalina (4), han demostrado ser importantes marcadores
quimiotaxonémicos de los géneros Encelia, Enceliopsis, Fluorensia y Geraea,
todos eilos pertenecientes a la familia Asteraceae (Proksch y Clarck 1987;

Kunze et al., 1995).

1.3 EL PROCESO DE FOTOSINTESIS COMO UN BLANCO DE ACCION DE FITOTOXINAS
1.3.1 Generalidades sobre agentes herbicidas

Einhellig (1995) define a los agentes herbicidas, como aquellos
compuestos capaces de inhibir el crecimiento de una planta, en tanto que Mohr
y Schopfer (1995), los definen como sustancias utilizadas en las practicas
agricolas de importancia econdmica para eliminar plantas no deseadas, que

reducen la produccién de los cultivos.

Por razones practicas, los herbicidas se dividen en herbicidas no
selectivos 6 pre-emergentes y herbicidas selectivos ¢ post-emergentes (Mohr y

Schopfer, 1995). Los primeros se consideran de amplio espectro y destruyen
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todas las semillas antes de que se presente la emergencia de las plantas, es
decir, antes de la germinacién y la aparicién de las primeras hojas. Por otro
lado, los herbicidas post-emergentes pueden ser aplicados a las semillas

después de la emergencia de la cosecha debido a su efecto selectivo sobre

ciertas malezas. Por el contrario, los herbicidas de amplio espectro son muy
efectivos contra todas las plantas excepto para las variedades resistentes.

En la actualidad, existen en el mercado mundial un considerable nimero
y variedad de agentes herbicidas (aproximadamente 350) de los cuales, mas
del 50% han surgido mediante la combinacién de dos procedimientos: [a
sintesis quimica y el desarrollo bioracional (identificacion y seieccion de un
mecanismo de accion pariicuiar); en ei Cuadro 2 se muestran ejemplos
selectos de estos productos. Como se desprende de la informacion presentada
en el mismo, los herbicidas sintéticos de mayor uso pertenecen a diferentes
categorias quimicas; los mas importantes incluyen el grupo de las fenilureas y
las triazinas (Linscott, 1981; Corbett, 1984; Parry, 1989: Cremlyn, 1991). Asi
mismo se puede apreciar, que muchos de ellos presentan como caracteristica
estructural comun la presencia de al menos un halégeno en sus moléculas.

Durante las ultimas décadas, el uso sistemdtico de estos agentes
herbicidas en la agricultura ha permitido indudablemente, incrementar la
productividad de los cuitivos (Lockhart et al., 1989). Sin embargo, se estima
que de un 8 al 15% de los cultivos se pierden como un resultado de las
infestaciones por arvenses, a pesar de la aplicacién rutinaria de los herbicidas,
y estas pérdidas podrian aumentar hasta mas de un 50% en ausencia de estos

tratamientos (Liansky, 1990). -
25



@éé@

S1$8)UIS0}04 &) 8qiyu| eyoejoway HOODHN weypawsaq
quo:%%l@lZf
Je|njad UQISIAIp B| 8qiyu) Jeonze ep eyeo 'sojsed, we|nsy
SOLVYWVYEUVYD
%:uv:”_u
_UNEUOUIIZIQ
$0019]oNU Soploe
ap sisajuls e| aqyu| eAos ‘zjew, Jojpedoud
SHED
foommn_v
12*HO00—N
seuiajosd ap eded ‘oseyoiyo o
sIS8u|s et aqiyul ‘uopobie ‘eAos ‘zjew, Jopely
sejooube seanopsd |
uQiaoe ap owusiueday se| ua sajedipund sosq) e[nuwlo-y e12J8W00 SIqUION

SVYAINVY.LIATV

‘[e1DJeWoD OSN 8p SO0NBJUIS $8|eI0ISWoD Sepioiqiey ap soye|as sojdwalg g oipen)

26



ON

_oN:oN:U/
\z oL |
£
seulgjoid ap ‘HED z
SIS9UIS B] @qQIyuj uopobie 'ehos, ON euljeJojon| 4
SVYNITINVYOX LINIO
HOO0D00 10
S0019]oNU| SOpIoe
ap ouwisijoqerawl aqiyuy zoure ‘obsos ‘ugpobie ‘ziew, o a-v'c
10
HOODHDO 10
$0218joNU|SopIoe f_u
8p owsijogeial aqiyu) so|ealan dosdiopiq
SONVYOIV
“IXON3J0¥0TD
eyoe|owsl
seujajoud gudioaid ‘Jeonze ap eyeo ‘uopobie, HOO2%IDD VoL
1
azmoo!r”_u|of
seulajolid endinaig uopoBje ‘ziew '|ofty, 1 uodejeq

[ SOJILYHITIVOHO0TD

(UQIoBNLIRUOD) {B10JBWOY OSN 8p SOVNIPJUIS SBIBIDJBLI0D SEPIIQJaY ap sojeles sojdwslg Z oipeny)

27



o T s EER R AR A AV I QL

Profluralina NO, 'frijol, maiz, chicharo, soya Inhibe la fotosintesis
CsH,
F5C z/\, CHs
ozunzA
NO, CH,
DIFENILETERES
Bifenox 'arroz, maiz, soya Afecta la integridad
A_w de la membrana
Cl COCH;
Nitrofen cl 'zanahoria, cebolla, Afecta la integridad
remolacha de la membrana
o.|©\o\©’zo~
NITRILOS
Bromoxinil OH cereales Inhibe la fotosintesis
Br Br

CN

28



sisjuISolo) e) aquuy

{eanze ep eyeo ‘uppoble,

Ofd
Ne_\,:éoE,T.va

uoJnjawion; 4

SIS3JUISOJ0) B] BqIYu)

sojsed ‘eyoejowal

32200&2\@'_0
10

'sa|ejnyj sajoque ‘uopobie, uonicg
Sv3dn
ON
zanu ‘eded Hmﬁu_\&:o@rzmo
BANEDIXO ‘ojeyolyo ''se|ejnyy sejoqle
ugioe|LIojso} e eldooesaq 'uppobie ‘ziew 'ejjeje, HO gesoul(g
S3ATON3A
de |ap 1 _ S
aoldg —
Ojus|UiIdaId |8 Bgiyu sa|ejnJy sejoqle ‘zenu N=D nuagooiq

“(UQIDENUIIUOD) [BIDIBWIOD OSN 8P SOJNJIUIS SBIBIDIOWI0D SEPIDIGISY ap sojos|as sojdwalg 'z aipen)d

29



Cuadro 2. Ejemplos selectos de herbicidas comerciales sintéticos de uso comercial (continuacion).

Linuron Cl 'algodon, maiz, zanahoria, Inhibe !a fotosintesis
papa, sorgo, soya
_Me
cl NHCONZ,
OMe
PIRADIAZINAS
Norfluorazona N Talgodén Inhibe la sintesis de
/T carotenoides
N ) NHCH,
o
Cloridazona N ““remolacha Inhibe la fotosintesis
N=
N )N
.0 Cl
SALES DE AMONIO CUATERNARIAS ™
Diguat remolacha Inhibe la fotosintesis
7 N_/ \op-
— =

+\ /+
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Tal es la importancia del control de las arvenses, que los herbicidas
constituyen hoy en dia un componente esencial en las practicas agricolas,
especialmente en los paises desarrollados. No obstante, el uso indiscriminado

de estos pesticidas en los Ultimos afios, ha generado un elevado nimero de

especies resistentes. De manera adicional, estos productos han ocasionado
dafios ecologicos severos y problemas de toxicidad para un gran nimero de
animales (Linscott, 1981 ; Cremlyn, 1991).

En consecuencia, el interés por la busqueda de estrategias alternas
para el control de las plantas dafiinas se ha visto incrementado notablemente.
En este sentido, ios productos naturales ofrecen una alternativa viable para el
hallazgo de nuevos agentes herbicidas, menos téxicos, biodegradables y con
un mecanismo de accidén mas especifico.

Asi, la literatura cientifica describe numerosos compuestos de origen
vegetal (aleloquimicos) con propiedades fitotéxicas y por lo tanto, de interés
para el desarrollo de agentes herbicidas (Hamburger y Hostettmann, 1991 ;
Gerig y Blum, 1991 ; Maca’a_s et al., 1992, 1993 ; Benner 1993 ; Barvah et &/,
1994). Las fitotoxinas vegetales incluyen una gran variedad de metabolitos
secundarios entre los que destacan por su gran actividad los compuestos de
naturaleza terpenoide y de naturaleza aromatica. Ejemplos de fitotoxinas de
naturaleza monoterpenoide son el alcanfor (88), la pulegona (89) (Duke, 1991)
y el 1,8-cineol (80) (Grayson et al, 1987; Worsham, 1989). Es importante
mencionar que un derivado semisintético de este Ultimo compuesto, el
cinmetilino (81), ha sido considerado para su desarrollo como herbicida
comercial por la Compafiia Dupont (Duke, 1991; Duke y Abbas, 1995).
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Los sesquiterpencides, constituyen también un importante grupo
de fitotoxinas, entre las que se encuentran el B-bisaboleno (92), el o -
bulneseno (93), la B -patchulina (84) y el a-guayeno (95) (Fischer y Quijano,
1985). Otros ejemplos son la partenina (26) y la artemisinina (87), ios cuales
inhiben la germinaciéon y afectan el desarrollo de las raices adventicias en
Phaseolus vulgaris y Lactuca sativa, respectivamente a una concentracion de
10 mM (Kanchan, 1975; Duke et al, 1987 ; Fischer ef a/, 1989 ; Chen y

Leather, 1990 ; Chen ef a/., 1991).




En un estudio reciente, Calera y colaboradores (1995) describen el
efecto inhibitorio significativo de la isoalantolactona (98) y la elema-1,3,11-
trien-8,12-olida (99) sobre el crecimiento radicular de las especies de

Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

O

En reiacidn con los compuestos aromaticos, destacan diversas
cumarinas (Macias ef al., 1992, 1993), derivados del 4cido cindmico (Putnam,

1988; Gerig y Blum, 1991) y quinonas (Einhellig y Souza, 1992 ; Spencer ef
al., 1986).

Del grupo de las cumarinas, sobresalen por su potente actividad sobre
la germinacion y/6 el crecimiento radicular en diversas especies de plantas
cultivadas y malezas, la cumarina (100), la esculetina (101) y el psoralenc
(102) (Buke y Lydon, 1987; Putnam, 1988). Se ha descrito que este uitimo
compuesto inhibe [a germinacién de semillas de lechuga a una concentracion

de 0.001 ppm (Baskin et al., 1967).

HO
= R X
0 o) HO (9] 0 0 O O
100 101 102

—p—
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/ N lo.é Ri= OMe R,=H
104 R=H R:=0OMe
0 0~ 0
Ry 105 R=H R;=OCH;CH=CH(CHi),

Recientemente, Macias y colaboradores (1993) demostraron que
algunas furanocumarinas como el bergaptano (103), la xantotoxina (104) y la
imperatorina (105), inhiben significativamente la germinacién y el crecimiento
de tallos y radiculas de semillas de lechuga a una concentracién de 10 M.

Con respecto a los derivados del acido cindmico y otros compuestos
aromaticos simples, los &cidos vainillinico (106), p-hidroxibenzoico (107),
ferdlico (108) y p-cumdrico {108) son probablemente los inhibidores mas
comunes que se han detectado en cultivos de maiz, avena, sorgo y trigo
(Putnam, 1988; Gerig y Bium, 1991). Ademas, la mezcla de todos estos

compuestos ha demostrado un efecto fitotoxico signifivativo (Gerig y Blum, 1991).

COOH
GOOH © CH=CHCOOH
OH
OMe 107
OH
CH=CHCOOH OH 408

106
MBOQ
OH
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Otros productos naturales de naturaleza aromética con una significativa
actividad inhibidora del crecimiento vegetal incluyen el DIBOA (110), el «-

tertienilo (111) y la hypericina (112).

Cabe mencionar, que estos dos Uitimos compuestos ejercen su efecto
fitotdxico mediante un mecanismo mediado por la luz UV, lo que les confiere
una elevada toxicidad no sélo para las plantas, sino también para el hombre y
otros animales (Towers y Anderson, 1988; Benner, 1993); esta desventaja, ha

impedido la comercializacion de ambos productos.

OH
N__0 TN N
ol 00
o o 111
110 T

HO
HO




La juglona (113) y la sorgoleona (114) constituyen dos de las fitotoxinas
mas potentes, ya que se ha comprobado que ambos compuestos inhiben el
crecimiento de numerosas especies a concentraciones menores de 1y 10 uM,

respectivamente (Duke y Lydon, 1987 ; Einhellig y Souza, 1992).).

0 0
OH OH
e
0O 0]
113 114

Recientemente, el estudio biodirigido del extracto fitotoxico de /pomoea
tricofor Cav., permitio el aislamiento y caracterizacion de de un nuevo tipo de
fitotoxina de naturaleza glicolipida {Anaya ef a/., 1990; Pereda-Miranda et al.,
1993). El constituyente fitotdxico mayoritario se le designé con el nombre trivial
de fricolorina A (115). Este compuesto, demostré una potente actividad

fitotdxica contra A. leucocarpus y E. crusgalli.
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Cabe destacar que, la mayoria de las investigaciones que condujeron all
aislamiento de las fitotoxinas antes mencionadas ,se llevaron a cabo mediante

un procedimiento de tipo biodirigido los cuales, permiten detectar la actividad

deseada a nivel de los extractos y monitorearia a lo largo de todo el estudio
quimico. Esta estrategia ha cobrado un gran auge durante las ultimas décadas,
ya que ha demostrado en multiples ocasiones ser la méas eficiente para la
obtencién de compuestos biocactivos (Hamburger y Hosttetman, 1991;
Ghisalberti, 1993; infer afia). De manera general, este proceso incluye las

siguientes etapas:

a) Preseleccidon del material vegetal de acuerdo a los criterios convencionaies

b) Evaluaciones bioldgicas preliminares para la seleccidbn de el (los)
candidato(s) apropiado(s) para la obtencién de los principios activos

¢) Extraccidn en gran escala de la(s) especie(s) activa(s) seleccionada(s)
mediante la realizacién de ensayos bioldgices preliminares

d) Fraccionamiento biodirigido del extracto vegetal

e) Separacidn y purificacién de los constituyentes presentes en las fracciones
activas

f) Determinacion de la estructura molecular de los compuestos activos

g) Ensayos bioldgicos secundarios de los compuestos activos

h) Otros estudios conducentes a la comercializacién de ios compuestos

activos.
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Los productos naturales que presentan actividad herbicida, ejercen su
efecto mediante diversos mecanismos de accion. Asi por ejemplo, pueden
inhibir la sintesis de aminoacidos, proteinas, lipidos, clorofila y/6 carotenoides,
o bien, pueden interferir con la divisién celular 6 el metabolismo energético
(fotosintesis y respiracién) (Mets y Thiel, 1989; Duke y Abbas, 1995; Einhellig,
1985; inter alia).

La alteracion de estos procesos metabdlicos esenciales para las plantas
trae como consecuencia alteraciones en los procesos de germinacién y/6
desarrollo vegetal.

Actualmente, unc de los principaies retos y objetivos de diversos grupos
de investigacion, es determinar en lo posible, el modo de accién de las
fitotoxinas naturales.

Es importante mencionar gue en muchas ocasiones, la falta de una
infraestructura basica y de una cantidad suficiente de estos compuestos son
sin lugar a duda, un impedimento para establecer su mecanismo de accién.

No obstante, en la literatura coniemporanea se han publicado
numerosas revisiones acerca del mecanismo de accion de productos naturales
ppotencialmente herbicidas (Worsham, 1989; Duke y Lydon, 1993; Einhellig,

1995; Duke y Abbas, 1995).
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1.3.2 El proceso de fotosintesis
Aunque la minoria de los herbicidas comerciales afectan reacciones
metabdlicas comunes a los eucariotes, muchos de ellos ejercen su efecto

modificando diferentes eventos a nivel de la fisiologia y el metabolismo

vegetal. Sin embargo, més del 50% actiian especificamente a nivel del proceso
de la fotosintesis (Bowes et al., 1981;A Linscott, 1981; Mathis y Rutherford,
1984; Corbett, 1984; Van Rennsen, 1989; Percival y Baker 1991; infer afia). En
este sentido es importante destacar que, la fotosintesis es un proceso
bioquimico exclusivo de vegetales, y por lo tanto constituye un blanco de
accién altamente especifico para las plantas (Mets y Thiei, 1689).

Como ya se menciond previamente, ia fotosintesis es el proceso
metabdlico primario afectado por una gran variedad de herbicidas; la mayoria
de ellos ejerce su efecto a través de la inhibicién del transporte de electrones
fotosintético en el lado reductor del fotosistema Il (Bowes et a/., 1980; Linscott
1981; Corbett 1984; Mathis y Rutherford 1984; Renger ef al., 1984: Van
Rennsen, 1989, Percival y Baker 1991; inter afia). Otros inhiben la
fotofosforilacidon & sintesis de ATP, 6 bien actian como desacoplantes y
aceptores de electrones (Moreland 1980; Corbett 1984).

Considerando lo antes descrito, a continuacién se procedera a dar una
breve descripcidn del proceso de fotosintesis, haciendo especial énfasis en los
eventos a nivel del fotosistema |l.

El proceso de fotosintesis se lleva a cabo en los organelos celulares
denominados cloroplastos, y consta de dos fases: la fase juminosa y la fase

obscura; ambas se llevan a cabo también en los cloroplastos.
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Un cloroplasto consta de una doble membrana, una externa y otra
interna, separadas por un espacio intermembranal. El sistema interior del
organelo se denomina estroma dentro del cual se encuentra una serie de

sacos llamados tilacoides, donde se lleva a cabo la fase luminosa. Durante

esta fase se deposita la energia solar bajo la forma de ATP y de NADPH
(forma reducida del fosfato de dinucledtido de nicotinamida). Estos dos
compuestos representan los productos finales de la fase luminosay son
empleados para reducir el CO; durante la fase obscura, la cual se lleva a ¢abo
en |a parte soluble del cloroplasto, el estroma.

La Figura 6 muestra la localizacion de los componentes de ia fase
luminiosa dentro de ia membrana tilacoidai y ia secuencia en que operan los
componentes multienzimaticos de la cadena redox (Corbett, 1984; Mets y
Thiet, 1989; Anderson y Beardall, 1991; Bowyer et af., 1991).

Las reacciones dependientes de la luz son las que corresponden a la
reaccion de Hill 8 cadena transportadora de electrones. Cada cadena
transportadora de electrones se considera como una unidad fotoquimica 6
fotosintética y se compone de proteinas acarreadoras de electrones,
pigmentas antena y un centro de reaccién.

Las piantas superiores contienen dos fotosistemas, el fotosistema | y el
fotosistema 1l, cada uno de los cuales contiene una molécula de clorofila en el
centro de reaccién. Se conocen dos centros de reaccién en las plantas
superiores, Psgo ¥ P7oo para los fotosistema ty 1l respectivamente.

Los dos fotosistemas operan en serie, de tal manera que el reductor

primario del fotosistema Il transfiere electrones a través de las proteinas
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acarreadoras de electrones al centro de reaccion del fotosistema |.

La pérdida de un electron en la molécula de clorofila deja una carga
neta positiva que se neutraliza con un electrén proveniente de alguna molécuia
donadora. En el fotosistema Il los electrones provienen de la oxidacién del
agua, mientras que en el fotosistema | la molécula donadora de electrones es
la plastoquinona.

En este punto cabe mencionar que, el fotosistema I es un complejo de
proteinas que contiene aproximadamente 20 polipéptidos diferentes de los
cuales las subunidades de 47, 44, 34, 32 y 10 kD constituyen los principales
polipéptidos que integran la membrana (Bowyer, 1991 ; Fuerst y Norman,
1991) (Figura 7).

Como ya se menciond previamente, el electrén necesario para la
reduccion de Pgg proviene de la fotélisis del H,O. De tal manera, que dos
moléculas de H,0O se fotolisan generando cuatro electrones, cuatro protones y
una molécula de O..

2H0 + hv —» 4H" +0, + 4e

El centro de reaccién Pegs. reducido, dona un electrén cuando recibe un
cuanto de luz al aceptor primaric Qa [plastoquinona que aciia como
acarreador de un electron unido a ia proteina de 32 kD (D4)], via la feofitina.
Posteriormente, un electrén es transferido al aceptor secundario del
fotosistema 1I, la plastoquinona Q. Esta quinona también actia como
acarreador de dos electrones. Los electrones viajan por la membrana y llegan
a la siguiente molécula aceptora de electrones que es la plastoquinona (PQ);

ésta Ultima transfiere los electrones al centro de reaccion del fotosistema |
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Estroma

Membrana
tilacoidal

Figura 7. Representacion esquematica del centro de reaccién del fotosistema |
de plantas superiores. Este complejo esta constituido del centro de reaccién
Psso, clorofila, feofitina, fierro, citocromo bssg, las plastoquinonas Qa y Qs y un
donador de electrones primario, posiblemente también una plastoquinona. Los
numeros se refieren a los valores de masa molecular de los polipéptidos en kD.
Z actda como donador de electrones inmediato para Peso, . El flujo de electrones

esta indicado por las flechas
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(P70) a través del complejo citocromo beff. La reduccion de la plastoquinona
estd acompaiiada de una protonacién de la hidroquinona completamente
reducida (PQH,) utilizando dos protones del estroma (Figura 6).

La mayoria de los herbicidas que afectan el proceso de la fotosintesis
ejercen su efecto mediante la inhibicion del transporte de electrones entre la
plastoquinona primaria Qa y la plastoquinona secundaria Qs.

La plastoquinona Qp estd asociada reversiblemente con las
subunidades de 32 y 34 kD (designadas como D, y D, respectivamente), las
cuales constituyen el sitio de unién de muchos herbicidas (a excepcién de los
de tipo fendlico), que actlan a nivel del fotosistema il (Kyle 1985). Cuando
ambos sitios estan ocupados, se impide entonces la transferencia de
electrones entre las plastoquihonas Qay Qs

Diversos estudios han permitido establecer que los herbicidas de tipo
fendlico se comportan de manera diferente aquellos de tipo diurén. Estos
compuestos se unen a una proteina, que también se localiza en la regién de
las plastoquinonas Qa/Qes Esta proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 41 kD (Figura 8) y tiene un minimo acceso del lado del
estroma de la membrana (Trebst ef al., 1983; Renger 1984).

Los inhibidores mas importantes de la cadena transportadora de
electrones dentro del grupo de los herbicidas de tipo diurdn, son la atrazina y
fenilureas. Una caracteristica comun de estos compuestos es la presencia de
una entidad hidrofébica (p. &j. un grupo fenilo, hidrocarburos alifaticos, cloro 6
bromo) unida a un grupo polar X= C-N=, dénde X es O, S 6 NR (Figura 9) (Van

Rennsen 1989; Bowyer et al., 1991). El sitio y modo de accidn son los mismos
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Figura 8. Sitio de unién de los herbicidas de tipo diurén y de tipo fenol.

Figura 9. Caracteristicas estructurales de los herbicidas pertenecientes a la familia

de las ureas y las triazinas.

Donador

X es usualmente O, Né N-R
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para todos ios miembros de estos grupos, pero las diferencias en actividad son
debidas a su hidrofobicidad.

En relacién a los inhibidores de tipo fenol, estos tienen como
caracteristica estructural un grupo OH en una posicién comparable al grupo X

de los herbicidas de tipo diurdn.

1.3.3 Efecto de productos naturales de origen vegetal sobre el proceso de
fotosintesis

Los estudios relacionados con el efecto de fitotoxinas de origen vegetal
sobre diferentes actividades fotosintéticas son escasos. En este sentido,
algunas lactonas sesquiterpénicas, cumarinas, flavonoides y compuestos
aromaticos son los Unicos compuestos que han sido investigados.

En el caso de las cumarinas, los estudios descritos hasta el momento
incluyen unicamente el efecto de cumarinas simples y de 4-fenilcumarinas. Asi,
la cumarina (100) disminuye la biosintesis de plastoquinonas y ubiguinonas en
trigo (Murray, 1981). La umbeliferona por su parte (118), inhibe la actividad de
la enzima ATP sintetasa y evita la fosforilacion del ADP con el fosfato

inorganico en cloroplastos aislados de espinacas.
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Otras cumarinas simples investigadas incluyen la esculetina (117) vy 1a
escopoletina (118); ambos compuestos inhiben la fotosintesis de la especie
acuatica Lemna minor a concentraciones de 500 y 1000 uM, respectivamente

(Einhellig, 1986, 1995; Leather y Einhellig, 1988; Mersie y Singh, 1993).

Por otro lado, Macias y colaboradores (1996) describen el efecto de la
imperatorina (119), la chalepensina (120), la xantiletina (121) y la 3-{1°,1"-
dimetilalil)-xantiletina (122) sobre diferentes actividades fotosintéticas en
cloroplastos aislados de espinacas. El compuesto 119, actia como un agente
desacoplante ya que estimula la actividad de la enzima H*-ATPasa. El
compuesto 120 se caracterizé como un inhibidor de la transferencia de energia
a bajas concentraciones y como un desacoplante no clasico a altas
concentraciones. La xantiletina actia como un inhibidor de la reaccién de Hill;
el sitio de accidn se localizé en el fotosistema | a nivel del complejo cit be/f. Por
ultimo el compuesto 122 se comporta como un potente desacoplante y un

inhibidor débil de la reaccién de Hill.
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En ofro estudio reciente se realizé la evaluaciébn de cuatro fenil
cumarinas  [5-0-B-D-galactopiranosil-7-metoxi-3°,4 -dihidroxi-4-fenilcumarina
(123), 5-O-B-D-glucopiranosil-7-hidroxi-3°,4"-dihidroxi-4-fenilcumarina (124), 5-
O-p-D-glucopiranosil-7-metoxi-3°,4 -dihidroxi-4-fenilcumarina (125) y la 3-
hidroxi-4’, 7-dimetoxi-4-fenil-5,2'-oxidocumarina (126)]. De acuerdo a los
resultados obtenidos los compuestos 123-125 demostraron ser agentes
desacoplantes, en tanto que el compuesto 126 se caracterizd como un
inhibidor de la transferencia de energia. El sitio de accion del mismo se

localizd a nivel de CFo (Calera ef a/., 1996).

126
123 OMe B-D-galactosa
124 oOH B-D-glucosa
122 OMe B-D-glucosa

En lo que se refiere a las lactonas sesquiterpénicas, la zaluzanina C

(127) y laivalina (128), inhiben el transporte de electrones en cloroplastos
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aislados de Spinacea oleraceae L. El sitio de inhibicion para los dos
compuestos se localizd en el fotosistema Il a nivel de la fotdlisis del agua
(Lotina-Hennsen ef al, 1992; Bernal-Morales et al., 1994). La

isoalloalantolactona (88) y el cacalol (129) son también inhibidores del

transporte de electrones; la isoalloalantolactona se caracterizé como un
inhibidor del flujo de electrones entre Peso y Qa (Calera et al., 1995) y el cacalol
actua a nivel de la enzima que fotolisa el agua (Lotina-Hennsen et al., 1991).
Por otro lado, el piquerol (130) (Mendoza et al., 1994), se caracterizd como un

inhibidor de la transferencia de energia.

—_
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Un estudio realizado con células en suspension e incorporacion de
“CO. y [“ClHeucina, demostré que el &cido vainillinico (106) inhibe la
fotosintesis mas del 50% a la mayor concentracién evaluada (Mersie y Singh

1993).
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Ensayos con Lemna minor han permitido demostrar también, que la
artemisinina (97) reduce la actividad fotosintética de esta especie acuatica en
un 30% a una concentracidn de 1 uM. Un estudio comparativo de este
compuesto con el 2,4-D y el glifosato, indicd que la artemisinina es mas
potente como inhibidor de la fotosintesis en L. minor que los herbicidas
comerciales (Chen et al., 1991; Chen y Polatnick, 1954).

Por ditimo, Moreland y Novitzky (1987) determinaron el efecto de
diversos acidos, cumarinas y flavonoides sobre la cadena de transporte de
electrones y la fotofosforilacién en cloroplastos aislados de espinacas. ‘Los
resultados obtenidos de estas evaluaciones demostraron que los compuestos
objeto de estudio afectan el proceso de fotosintesis, inhibiendo la
fotofosforilacion, aunque la concentracién utilizada para obtener el Iy es

relativamente alta.
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1.4 El proceso de la fosforilacién oxidativa
Todos los organismos vivos deben tener un suministro de energia del
medio ambiente para subsistir. Dada una fuente de energia (p. ej. luz solar en el

caso de los organismoes fotosintéticos), cada tipo de organismo es capaz de

autoproveerse de un suministro de energia quimica, metabdlicamente dtil en Ia
forma de ATP.

En organismos superiores, esta funcion vital se realiza en las mitocondrias;
varios complejos enziméticos localizados en la membrana mitocondrial interior,
catalizan la fosforilacién oxidativa y es en este Ultimo proceso que se lleva a cabo
la oxidacion de sustratos, io cuai estd acopiado a ia sintesis de ATP mediante ia
fosforiiacion de ADP (Mayer y Poijakoff 1989).

Aunque existen diferencias especificas en los detalles precisos en la
produccion de ATP, en general, la generacién de este Gitimo ocurre, cuando los
electrones son transferidos desde el NADH (producido en la glicélisis, en el ciclo
del acido citrico y en otras rutas metabdlicas) 6 del succinato a la ubiquinona.
Posteriormente, los electrones son transferidos desde la ubiquinona via los
citocromos b, ¢ y ¢ al O, via la citocromo oxidasa (aa;). En la Figura 10, se
muestra la transferencia de electrones y la fosforilacién en el proceso de la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias. El resultado de la fosforilacién
oxidativa, se expresa generalmente con la relacibn ATP:0 (moles de ADP
fosforilados a ATP : natomos de Q).

La energia necesaria para la sintesis de tan solo una molécula de ATP, es

generada por |a transferencia de dos electrones a través de cada uno de los sitios
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acoplados |, Il y Hll (Figura 10). Por lo tanto, la oxidacién de una molécula de

NADH permite ia formacion de no més de tres moléculas de ATP.

En este punto cabe mencionar que la germinacién, el metabolismo y el

crecimiento de las plantas requiere una continua sintesis de ATP Ia cual, en

semillas secas es extremadamente baja en comparacion con otros adenosin
nucledtidos (ADP y AMP); sin embargo, durante la fase de imbibicién esta se
incrementa notablemente.

Bewley y Black (1994) establecen que la fosforilacion oxidativa mitocondrial
es el principal suministro de ATP para las plantas desde el inicio de la etapa de
imbibicién de las semilias. De hecho, una de ias propiedades caracteristicas de
ias mitocondrias vegetaies es su capacidad para catalizar la sintesis de ATP
acoplada con 1a oxidacién de O, de diversos sustratos.

Existen diversos compuestos de origen sintético que acttan inhibeindo 6
desacoplando el proceso de la fosforilacion oxidativa. Estos Gltimos por ejemplo,
incluyen numerosos compuestos de diferentes categorias quimicas tales como
fenoles, benzimidazoles, fenilhidrazonas y aminas por tan solo mencionar
algunos. Entre ellos, destacan el DNP (el dinitrofenol), el FCCP (el carbonilciano-
p-trifluorometoxifenithidrazona) y el CCCP (el carbonilciane-m-clorofenilhidrazona.

Con respecto a los compuestos de origen vegetal, son escasos los reportes
describiendo el efecto de los mismos sobre la cadena respiratoria mitocondrial.
Las quinonas y los flavonoides son quiza los compuestos que han recibido una

mayor atencion.
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La rotenona constituye sin lugar a duda un ejemplo representativo de los
productos naturales que actua a este nivel. Este compuesto, es un potente agente
insecticida que ejerce su efecto inhibiendo la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, especificamente, a nivel de los ce-nt‘ros sin hierro: asociados con el
complejo dehidrogenasa interno de las mitocondrias con un valor para la Cls de
35 uM.

Ravanel y colaboradores (1982), describen al kaempferol como un inhibidor
de la fosforilacidn oxidativa empleando mitocondrias aisladas de T. solanum y
como sustrato malato. El sitio de inhibicién se establecié a nivel del citocromo ¢
de la cadena de fransporte de electrones.

Por otro lado, la quercetina, la naringenina, la umbeliferona, la vainillina y
el acido ferdlico inhiben significativamente la oxidacion del sustrato (malato) con
valores para la Clsy de 0.02, 0.11, 1.88, 4.03 y 4.53 mM (Moreland y Novitzky,
1987).

En un estudio realizado con diversas antocianidinas, flavonas, flavanonas e
isoflavonas se demostrd que aquellos que carecen de sustituyentes en el anillo B
son potentes inhibidores de la sintesis de ATP en mitocondrias aisladas de los

hipocotilos de semillas de calabaza (Goran y Stelind, 1970).
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li. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS
En la actualidad, los herbicidas de eleccién para combatir a las plantas
nocivas que afectan a los cuitivos econdmicamente importantes, son en su

mayoria de origen sintético. Como ya se indicod en la seccién de antecedentes,

estos agentes herbicidas presentan una serie de desventajas como son su
elevada persistencia en el medio y su toxicidad:; asi por ejemplo, se ha descrifo
que algunos herbicidas sintéticos como el DNOC, el DCMU v el dinoceb son
altamente toxicos para los mamiferos (Cremlyn, 1991; Duke y'Abbas, 1985).
Ademas, |la mayoria no son biodegradables, su costo de producbién es elevado y
el uso regular de los mismos ha ocasionado la aparacion de numerosas especies
de arvenses resistentes a ios tratamientos con estos herbicidas. En relacion con
este ultimo punto, se ha descrito que algunas especies de plantas nocivas (p. ej.
Senecio vulgaris, Lolium perenne, Brassica campestris y varias especies de
Amaranthus) que dafian los cultivos de maiz, cafa de azicar, trigo y sorgo han
desarrollado resistencia a las triazinas, especificamente a la atrazina y azimacina
(Cremiyn, 1991). El desarrollo de resistencia a los agentes herbicidas se ha
atribuido a que algunas de estas sustancias son mutagénicas, ocasionando
alteraciones en los blancos de accién a nivel molecular en las plantas nocivas;
por ejemplo modificando la conformacidén estructural de una enzima blanco,
induciendo la activacién de sistemas enzimaticos o bien provocando una sobre-
produccion del sitio de accion (Moreland, 1980; Cremlyn, 1991).

Considerando esta serie de desventajas ocasionados por el uso de

herbicidas sintéticos, recientemente se han propuesto estrategias alternas con ia
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finalidad de proteger los cultivos de importancia econdmica. Estas estrategias
implican la rotacidn y sincronizacién de cultivos, el uso de cultivos de cobertura, el
desarrollo de especies resistentes al ataque de plantas e insectos mediante la
aplicacion de procedimientos genéticos, el empleo de herbicidas biolégicos vy el
uso de herbicidas de origen natural. Estos Ultimos en principio, son generalmente
menos téxicos para el hombre y animales, son biodegradables y una
caracteristica muy importante, es que los mecanismos mediante los cuales
ejercen su efecto herbicida son especificos.

De tal forma, que durante los udltimos anos se ha incrementado de manera
notable el interés por realizar investigaciones conducentes a la busqueda de
herbicidas naturaies de origen vegetal y microbiano, con las caracteristicas antes
sefaladas.

En este contexto, cabe mencionar que las plantas a fravés de los afios han
evolucionado y desarroliado mecanismos de proteccion, incluyendo la biosintesis
de una gran cantidad de metabolitos secundarios (semioguimicos) que las
protegen contra el ataque de insectos, malezas y otras plagas. Asi, muchas de
estas sustancias juegan un papel importante en las interacciones alelopaticas de
tipo pianta-planta en los distintos ecosistemas. Esta interacciones regulan la
densidad y distribucién de plantas y se establecen en todo tipo de ecosistemas,
tanto naturales como en los agroecosistemas (Holm, 1975; Terry, 1891). Por
consiguiente, el reino vegetal constituye una fuente valiosa de fitotoxinas; asi, en
la literatura contemporanea, existen descritos una gran variedad de productos

naturales que presentan propiedades herbicidas potenciales (Duke y Lydon,
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1987; Duke, 1991; Benner, 1993; Macias ef al., 1893; Duke y Abbas, 1995, inter
alia).
Tomando en cuenta estas consideraciones, se planted un proyecto de

caracter multidisciplinario con miras a la busqueda de principios bioactivos de

interés agroquimico a partir de especies selectas de la flora medicinal mexicana
(Castarieda ef al., 1996; Calera et al., 1995; Jiménez et al,, 1996: inter alia). En
este sentido, cabe destacar que la gran biodiversidad de la flora de México ofrece
un marco ideal para el hallazgo de productos naturales bioactivos.

Durante la etapa inicial de ese proyecto, se realizaron una serie de
ensayos biologicos preliminares sobre diversas especies vegetales (pre-
seleccionadas con base en criterios de indole quimiotaxonémico y etnobotanico),
con la finalidad de detectar ios candidatos apropiados para la obtencién de
agentes herbicidas potenciales de los mismos. Los resultados obtenidos de estas
evaluaciones, permitieron seleccionar a la especie Helfianthella quinquenervis
como una fuente potencial de fitotoxinas. Esto debido principaimente, a las
propiedades inhibidoras significativas del crecimiento vegetal demostradas por el
extracto metanodlico preparado a partir de las raices y las hojas de esta especie.

Por otra parte, la planta es muy abundante en la zona norte del pais lo
cual, aseguraria una fuente sostenida de la materia prima en caso de obtenerse
agentes herbicidas potenciales.

En este contexto, el objetivo primordial de la presente disertacion es:

Estableéer el potencial herbicida de las fitotoxinas derivadas de la especie

medicinal Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray (Asteraceae) mediante la
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evaluacién de sus efectos sobre varias actividades fotosintéticas en cloroplastos
de espinacas, la respiracién durante el proceso de germinacion y el efecto
postemergente en varias especies vegetales nocivas, para contribuir asi, al
desarrollo de nuevos agentes herbicidas biodegradables y de menor toxicidad.
Para el cumplimiento del objetivo principal planteado, se consideraron

pertinentes los siguientes objetivos especificos:

2.1 Determinar la potencialidad fitotdxica de 1a especie Helianthella quinquenervis
(Hook.) A. Gray (Asteraceae) mediante la evaluacidn de su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las semillas de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

2.2 Obtener los principios fitotéxicos del exiracto activo obtenido a partir de las
raices de H. quinquenervis, mediante un proceso biodirigido empleando como
bioensayos de monitoreo los indicados en el inciso anterior.

2.3 Establecer la estructura molecular de los compuestos fitotdxicos aislados
mediante el empleo de técnicas espectroscopicas y espectrométricas
convencionales.

2.4 Evaluar el potenciai fitotéxico de los compuestos caracterizados mediante los
mismos bioensayos indicados en el inciso 2.1.

2.5 Explorar el efecto de los compuestos fitotoxicos mayoritarios sobre diferentes
actividades de la fase luminosa de la fotosintesis (sintesis de ATP, captacién
de H* y transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado), en

cloroplastos aislados de hojas de espinacas (Spinacea oleraceae L.).
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2.6 Determinar el efecto de los compuestos fitotdxicos sobre la respiracién
durante el proceso de germinacidn, utilizando como semillas de prueba, Zea
mays, Echinochloa crusgalli Amaranthus hypochondriacus y Physalis

ixocarpa.

2.7 Evaluar el efecto del compuesto con mayor potencial fitotdxico sobre la
cadena respiratoria mitocondrial, en mitocondrias aisladas de hipocotilos de
Phaseolus vulgaris.

2.8 Evaluar el efecto sobre la produccién de biomasa del extracto y de los
compuestos con mayor potencial fitotéxico, mediante la aplicacion post-
emergente deil mismo a tres diferentes especies de malezas.

2.9 Determinar el efecto citotéxico del extracto y los compuestos aislados sobre
diversas lineas celulares, con la finalidad de establecer posibles efectos
toxicos sobre el hombre y animales.

2.10 Realizar otras evaluaciones bioldgicas (actividad antimicrobiana, citotoxica)
que escapan del objetivo principal de la presente propuesta con la finalidad
de validar el uso popular medicinal de la planta y ampliar el conocimiento de
la potencialidad de la especie H. quinquenervis como una fuente de principios
bioactivos de interés medicinal.

2.11 Fomentar la investigacion multidisciplinaria relacionada con las plantas

medicinales en México.
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ill. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL

La raices de Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray, se recolectaron en
Bocoyna, Chihuahua, México. En el presente estudio se utilizaron dos colectas
diferentes: la primera se efectud en Noviembre de 1991 y la segunda en
Septiembre de 1994. En cada caso se depositd un ejemplar (1a recolecta,
Voucher: R. Bye 18058; 2a recolecta, Voucher: R. Bye 19277) en la coleccién
etnobotanica del Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM. La
recoleccion e identificacion del material vegetal estuveo a cargo del Dr. Robért Bye
(Jardin Botanico, Instituto de Biologia, UNAM).

El material vegetal se secé a temperatura ambiente y se molié en un molino

tipo Wiley 4.

3.2 ENSAYOS BIOLOGICOS
3.2.1 Evaluaciodn del potencial fitotéxico

La determinacion del potencial alelopatico del extracto metandlico, de cada
una de las fracciones primarias y de los compuestos puros obtenidos, se realizd
mediante los bioensayos de germinacion de semillas y crecimiento radicular de
semillas de Amaranthus hypochondriacus L. y Echinochloa crusgalli (L..) Beauv.,
de acuerdo con los procedimientos descritos en la literatura {Anaya, ef al., 1990;

Castanieda et a/.,, 1991).
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El bicensayo se realizd en cajas de Petri de 10 cm de diametro; las
muestras objeto de estudio (extractos, fracciones y compuestos puros) se
disolvieron en el disolvente apropiado y se prepararon disoluciones de diferentes

concentraciones. El extracto se evalud a 10, 20, 50, 100, 150 y 200 ug/mL; los

compuestos 131-133 se evaluaron a concentraciones de 50, 100, 200 y 400
ng/mt, los compuestos 4, 13 y 45 a 10, 20, 40, 100 y 200 ug/mL y finalmente, las
fracciones primarias se evaluaron a concentraciones de 50, 100, 200 y 400
ug/ml. 2 mL de las soluciones primarias conteniendo las concentraciones
apropiadas, se vertieron en las cajas de Petri sobre un disco de papel filtro
(Whatman no. 1) y el disoivente se evaporé mediante una corriente de aire.

Posteriormente, se adiciond 1.5 mL de agua destilada sobre el papel de
filtro y se colocaron 10 semillas de cada una de las especies vegetales de prueba.

Las cajas de Petri se incubaron a 30°C y la actividad fitotéxica se registrd
calculando el porcentaje de germinacion y midiendo la longitud de las radiculas a
las 24 hr (A. hypochondriacus) y 48 hr (E. crusgalli) de la exposicién a los
tratamientos.

El acido 2 4-diclorofenoxiacético y la tricolorina A ée emplearon como
controles positivos (Pereda-Miranda ef al., 1993) y como controles negativos H,O
y CHCla.

Para cada tratamiento se realizaron cuatro réplicas. Los resultados
obtenidos se analizaron con el programa ANOVA (p<0.05) y los valores de Cis
fueron calculados por andlisis PROBIT usando los porcentajes de inhibicion

obtenidos.
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3.2.2 Determinacion de la actividad fototéxica

La determinacion del potencial fototoxico de los compuestos mayoritarios
obtenidos de H. quinquenervis, se realizd mediante la evaluacién del crecimiento
vegetal de las semillas de A. hypochondriacus y E. crusgalli de acuerdo con los
procedimientos descritos previamente en el inciso 3.2.1 (Anaya ef al, 1990;
Castarfieda ef al., 1991) y en la literatura (Proksch et al., 1983), difiriendo tan solo
en los siguientes aspectos:
- los compuestos se evaluaron en un rango de concentraciones de 5-200 ug/mL y
se prepararon tres series de cajas de Petri, las cuales se mantuvieron en Ia
obscuridad durante 30 min a 37°C.
-posteriormente, una de las series se colocé bajo una camara de luz UV (max 365
nm, 15 w/m?) durante 2 hr. Al cabo de este tiempo, la serie irradiada se colocé de
nuevo en la obscuridad a 37°C. El resto del bioensayo se realizd de igual forma
que se describe en el inciso 3.2.1.

Los compuestos que hayan mostrade un efecto inhibidor mayor en los
experimentos con luz UV se consideraron fototdxicos.

El acido 2,4-diclorofenoxiacético se empled como un control positivo; el
CHCI; se empleé como blanco.

Ambas series se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos se
analizaron con el programa ANOVA (p<0.05) y los valores de Cly fueron
calculados una vez mas por analisis PROBIT usando los porcentajes de inhibicion

obtenidos.
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3.2.3 Evaluacién de la actividad citotéxica
La actividad citotéxica del extracto y de los compuestos obtenidos de las
raices de Helianthella quinquenervis, se determind de acuerdo con los

procedimientos establecidos por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados

Unidos (Mar et al., 1991), y se realizaron en el Laboratorio de Cultivo de Células
Purdue, en el Centro de Cancer Purdue. Las lineas celulares empleadas fueron
adenocarcinoma de colon (HT-29) (Soule et al., 1973), carcinoma de pecho (MCF-
7) (Giard et al,, 1973) y carcinoma de pulmén (A-549) (Fogh y Trempe, 1975).

Las lineas celulares obtenidas de estos tumores se trataron con diferentes
concentraciones de cada muestra disueltas en el disolvente apropiado y se
incubaron durante 72 hr. Transcurrido el periodo de incubacion, se determind la
cantidad de células en cada tubo de ensayo mediante un anélisis colorimétrico
para medir el contenido proteico celular utilizando el método de tincidn con
sulforhodamina B.

Los resultados se expresaron en término de dosis efectivas medias (DEs).

3.2.4 Evaluacidn de la actividad antimicrobiana

La evaluacién preliminar de la potencialidad antimicrobiana del extracto y
compuestos puros se realizd utilizando las técnicas microbiolégicas cuantitativas
de difusion en agar (Rojas ef al., 1992; Gutiérrez et al,, 1996) y de dilucién en
agar. Se utilizaron las siguientes cepas como organismos de prueba en las

evaluaciones antimicrobianas preliminares:
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Microorganismo de prueba ATCC

Candida albicans 10231
Aspergillus niger 16888
Trychophyton mentagrophytes 8129

3.2.4.1 Preparacion de los microorganismos de prueba

Los microorganismos de prueba se prepararon mediante incubacién en
caldo nutritivo (Merck) durante 24 hr a 37°C. La concentracién final de los
organismos en el cultivo se ajustd hasta obtener la turbidez del estandar niimeo 1
de McFarland, lo que corresponde a un nimero aproximado de 1.5 x 10°
células/mL (Barry y Thornsberry, 1991).

Para cada microorganismo se empled un control positivo: anfotericina B

(Sigma) para C. albicans y A. niger, y griseofuivina (Sigma) para T.

mentagrophytes.

3.2.4.1 Preparacion de las muestras objeto de evaluacion

Las muestras objeto de estudio (extracto y compuestos puros) se disolvieron en
metanol y se prepararon disoluciones de diferentes concentraciones (100, 200,
400, 500, 600, 800 y 1000 pug/mL). Cada una de las disciuciones se depositar‘on
en un disco de papel filtro y el disolvente se evapord mediante una corriente de

aire.
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3.2.4.3 Método de difusion en agar
Un mL de la suspension de microorganismos de prueba obtenidos como se
indico en el inciso 3.2.4.1 se sembré de manera uniforme en cada caja de Petri

conteniendo agar saboraud. Una vez solidificado el agar se colocaron los discos

Impregnados con las muestras objeto de evaluacion. Posteriormente, ias cajas se
incubaron durante 48 hr a 28°C. El ensayo se realizd por triplicado para cada
una de las muestras de prueba.

Transcurrido este tiempo la actividad antimicrobiana se registré midiendo el

diametro (mm) de la zona de inhibicién que circundd a cada uno de los discos.

3.2.4.4 Método de dilucidn en agar

Con la finalidad de cuantificar {a actividad antimicrobiana de las muestras
que demostraron una actividad significativa en la prueba de difusidn en agar, se
determind la concentracion inhibidora minima (CIM) mediante el método de
dilucion en agar. Este método se describe en seguida: a un tubo de cuitivo de los
microorganismos en agar se agregé 3 mbL de SSI estéril; con ayuda de una asa
micoldgica se desprendié el cultivo, para preparar la suspension, la cual se virtié
sobre una superficie de agar dextrosa sabouraud contenida en un matraz, este se
incubd a 28°C durante 7 dias. Transcurrido este periodo, el cultivo se desprendié
con una asa micoldgica y 20 mL de SS! estéril para hacer una suspension
homogénea con una turbidez comparable con el tubo de 0.5 de MacFarland. Se
empled 0.5 mL de un indculo de la suspension del microorganismo en 40 mL de

agar dextrosa saboraud.
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Para realizar el bioensayo cuantitativo, se ensayaron 7 concentraciones de
la muestra (100, 200, 400, 500, 600, 800 y 1000 ug/mL) en diferentes matraces
Erlenmeyer. Cada matraz contenia 40 mL de agar dextrosa sabouraud fundido a
45 °C, la cantidad de muestra a evaluar y el inéculo. La mezcla anterior se virtiéi
(10 mL) en cajas de Petri por triplicado. Cada una de estas cajas contenia como

capa base 10 mL de agar dextrosa sabouraud sin inocular y sin extracto.

3.2.5 Determinacion del consumo de oxigeno en el proceso de germinacién

El consumo de oxigeno se determindé con un electrodo de Clark tipo-O-
conectado a un oximetro YS! (Modelo 530'0) a temperatura ambiente.

Para la determinacién de la respiracion, se emplearon embriones de maiz
disectados manualmente (Zea mays L.) y tres diferentes tipos de semillas
[Amaranthus hypochondriacus L., Echinochloa crusgalli (Beauv) L. y Physalis
ixocarpa Brot. y Ph.]. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se
realizd un control negativo para cada caso. El procedimiento utilizado fué el
siguiente:

-Los embriones de maiz y las semillas de prueba se desinfectaron usando una
solucion de hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 min; transcurrido este tiempo, se
lavaron dos veces con agua destilada durante 2 min cada vez.

-Posteriormente, se llevé a cabo el proceso de imbibicién el cual consistié en
colocar los embriones y las semillas en cajas de Petri de 10 cm de diametro, las

cuales contenian discos de papel filtro humedecidos con agua destilada {3 mL
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para las semillas de A. hypochondriacus y P. ixocarpa; 5 mL para E. crusgalli y
embriones de maiz).
-Transcurridos 30 min se adicionaron a las cajas de Petri los compuestos objeto

de estudio previamente disueltos en una mezcla de DMF-DMSO (1:1), en un

intervalo de concentraciones de 50 a 400 uM.
-A continuacion, se colocaron 300 semillas para el caso de tomate y amaranto, 50
de Echinochioa y 10 embriones de maiz a cada caja de Petri, las cuales se
sellaron con parafilm y se colocaron en una incubadora Fisher Scientific Modelo
750D a 30°C (en la obscuridad) durante 3, 12,24y 48 hr.,
-Una vez caiibrado ei oximetro se transfirid ei contenido de cada una de ias cajas
de Petri a Ia ceida y se determind la velocidad de consumo de O, en los intervalos
de tiempo antes mencionados. El 100% de consumo de oxigeno en el controt
negativo corresponde a 1200 natomos de Q..

Los resultados obtenidos se anaiizaron con el programa ANOVA (p<0.05) y

los valores de Cls, fueron calculados una vez mas por anélisis PROBIT.

3.26 Evaluacién del efecto de la encecalina, la euparina, la
desmetilencecalina, la 6-metoxitremetona y el extracto metandlico sobre la
produccién de biomasa en tres especies de arvenses

Para realizar este bioensayo se emplearon tres diferentes especies de
arvenses: Trifolium alexandrinum L., Echinochloa crusgalli (Beauv.) L. y

Amaranthus hypochondriacus L.
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Seis semillas de cada especie se colocaron en recipientes conteniendo
tierra. Las plantas se desarrollaron durante tres semanas en una camara de
crecimiento a 28°C y un ciclo de 12 hr de Iuz-obscuridad (236 uE m? seg™).
Transcurrido este tiempo, se trasladaron a una segunda camara, para completar
asi, su ciclo de crecimiento. Las condiciones de temperatura y fotoperiodo fueron
17-20°C y 16 x 8 (5:30 x 21:30), respectivamente.

Después de una semana de adaptacién de las plantas a las condicicnes
antes descritas, se aplicaron las muestras objeto de estudio mediante un iSOpo.
Para todos ios casos, se emplearon como concentraciones de prueba los valores
equivalentes a las obtenidas para la Cls, de A. hypochondriacus y E. crusgalfi.

Para determinar la produccién de biomasa, las plantulas se removieron de
la tierra y las raices se lavaron con H,0 destilada hasta eliminar por completo ios
residuos de tierra; una vez lavadas se procedié a determinar el peso fresco de
cada una de las plantulas. Para determinar el peso seco, cada una de las
plantulas se desecd a 30°C durante 48 hr (Picman 1986; Chen y Leather 1990;
Chen y Polatnick 1991; Hoagland 1996).

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se emplearon Tween
80 (0.1 mL /L) y H,O como controles negativos para cada caso. Ei metilviologeno

(Paraquat) se utilizé como un control positivo a una concentracién de 102 M.

3.2.7 Determinacion de los cambios estructurales de las radiculas de A.
hypochondriacus y E. crusgalli inducidos por los tratamientos de la

encecalina (13), la euparina (45) y la desmetilencecalina (4).
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Los posibles cambios celulares inducidos por los tratamientos de los
compuestos 4, 13 y 45 sobre cortes semifinos de las radiculas de las especies
Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli se determinaron mediante

el registro y analisis de su ultraestructura por microscopia electrénica. Para ello,

ambas especies de semillas se germinaron de acuerdo con el procedimiento
descrito previamente en el inciso 3.2.1.

Transcurrido el tiempo de exposicién a los tratamientos, las radiculas se
fijaron aproximadamente durante 18 hr con aldehido glutdrico al 2%.
Posteriormente, se elimind el aldehido glutarico v las radiculas se lavaron con
buffer de Na;HPO,-NaH,PQ,4 0.05M (Konishi et al., 1995; Solis ef al., 1995).

Para post-fijar las muestras, se desechd la solucion de fosfatos y se afadid
una solucién de OsQ, al 2%; las radiculas se mantuvieron en contacto con este
reactivo durante dos horas a 5°C. En seguida, se elimind la solucién de osmio y
se procedid a deshidratar las muestras mediante el empleo de cantidades
crecientes de acetona (desde acetona al 30%, hasta 100%). A las muestras
deshidratadas, se les adicioné &xido de propileno y se incubaron durante 48
horas; después, se realizé la infiltracién con éxido de propileno y Epan 812 en
relacién 1:1 durante 48 hr y al final, se llevd a cabo la inclusion del material en
Epon 812 durante 48 hr a 60°C. Una vez incluido el material, se realizaron los
cortes de las radiculas con un microtomo con punta de diamante Reichter UmOs.

Las muestras se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo al 1%

(peso/volumen) y se examinaron bajo un microscopio electrénico JEOL 100B.
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3.3 DETERMINACION DEL EFECTO DE LA ENCECALINA, LA EUPARINA Y LA DESMETILENCECALINA
SOBRE DIFERENTES ACTIVIDADES DE LA FASE LUMINOSA DE LA FOTOSINTESIS
3.3.1 Aislamiento de los cloroplastos

Los cloroplastos se obtuvieron a partir de 30g de hojas de espinacas frescas
(Spinacea oleracea L) verdes y turgentes. Todo el proceso de aislamiento se llevé a
cabo en frio y en la obscuridad. Las hojas se lavaron con suficiente agua destilada para
eliminar la tierra, se les removid la nervadura central y el épice. Posteriormente, se
fragmentaron y colocaron en el vaso de una licuadora previamente enfriado,
conteniendo 150 mL de medio para aislar cloroplastos (Apéndice I). A continuacion, se
homogeneizaron en la licuadora (Osterizer Modelo L-21) durante 5 segundos
intermitentes a velocidad méaxima. El homogeneizado se filird a través de 4 capas de
gasa y el filtrado se centrifugo a 4000 rpm durante 5 min a 4°C (Centrifuga Beckman
J2-21, rotor de angulo fijo JA-20). Por ditimo, el sobrenadante se deseché y el
sedimento se resuspendié en 1 mL del medio de aislamiento (Lotina-Hennsen ef al.,

1991, Pefa-Valdivia ef al,, 1991).

3.3.2 Cuantificacién de clorcfila

La clorofila se cuantificd de acuerdo al método de Strain y col. (1971). 50 wl de
la suspension de cloroplastos se transfirieron a un matraz de 5 mL y se aford con
acetona al 80% (por duplicado).

Esta suspensidn se mantuvo durante 5 min en la obscuridad con la finalidad de
extraer y solubilizar la clorofila, asi como para evitar su degradacién por la luz.

Transcurrido este tiempo, Ia suspensidn se centrifugé durante 5 min a 2000 rpm, con la
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finalidad de sedimentar las proteinas y otros residuos precipitados de ios cloroplastos.
Posteriormente, se cuantificé el contenido de clorofila mediante la determinacién de Ia
absorbancia a 663 y 645 nm utilizando un especirofotémetro Beckman (Modelo DU

650).

La concentracién de clorofila se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:
[clorofila] = (8.05 Ages + 20.29 Agss) 5

[clorofila] = mg clorofila mL™

A= Leclura de absorbanicia de 1as muestiras
8.5 y 20.28= Coeficientes de exiincion

5= Factor de dilucién

3.3.3 Bombeo de protones

El bombeo de protones se determind registrando los cambios de pH en el medio
de reaccion entre 8.0 y 8.1, para lo cual se empleé un potenciémetro Corning (Modelo
12) de escala expandida. El voltaje generado por los cambios de pH se transdujo en un
registrador gréafico Gilson.

Para llevar a cabo las determinaciones, a 3 mL de medio de reaccién (Apendice
_ ), se adiciond por separado cada uno de los compuestos de prueba en un intervalo de
concentraciones de 50 a 400 uM y el equivalente a 60 ug de clorofila.

El cambio de pH en el medio de reaccion se determiné después de un periodo

de iluminacion de 1 minuto. Como fuente de iluminacién se empled una lampara de
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proyector de 250 wats. El haz luminoso se hizo pasar a través de una solucidn de
CuS0,4.5H;0 al 2% que sirve como filtro de luz y de calor (lente de Izawa). El gradiente
de protones producido, se cuantificd por titulacién, lo cual se realizdé mediante la
adicion de 10 pl. de una soiucién de KOH 0.01N al medio de reaccién, en presencia de
cloroplastos sin iluminar (Peia-Valdivia ef al., 1991). La velocidad de captacién de
protones se calculé de la siguiente manera:
0.7 nequiv de KOH/X, - Xp/1 min - 60 min/1 hr - 1/0.06 mg de clorofila, donde

X= nequiv de protones consumidos en la reaccién (altura de fa curva obtenida en cm al
adicionar 10 uL de KOH 0.07 N)

X,= altura de la curva obtenida en cm en un minuto de iluminacién

3.3.4 Sintesis de ATP

La sintesis de ATP se determind de manera similar al bombeo de protones con
la diferencia de que en este caso se adiciond al medio de reaccion ADP 1 mM y
KH,PO4 3 mM.
La velocidad de sintesis de ATP se calcuid de la siguiente manera:;

V = AH/C, donde

V= velocidad de ia sintesis de ATP (umoles de ATP'mg " clorofilahr™
A= umoles de H" usados en la titulacién con KOHy/altura de la curva en cm
H= altura de la curva obtenida en cm en un minuto de iluminacidn

C= concentracién de la clorofila empleada
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3.3.5 Medicion de la velocidad de transporte de electrones
La determinacion de la velocidad del transporte de electrones se midié en tres

diferentes condiciones (transporte de electrones basal, fosforilante y desacopiado), y

se evalud indirectamente al monitorear la produccion de oxigenoc que se libera durante
la fotdlisis del agua con un oximetro YSI y un electrodo de Clark: en este electrodo de
platino, el O, es reducido a H,0. Si el electrodo de Pt se mantiene a 0.7 V negativo
respecto al de referencia (Ag/AgCl) circulard una corriente proporcional a la
concentracion de O; en la disolucidn. La captacion de oxigeno entonces, es
considerado come un pardmetre para determinar &l fransporte de electrones total en ia
cadena redox.

Para lievar a cabo la determinacion del transporte de electrones basal, a 3 mL
de medio de transporte (Apendice 1), se le adiciond los compuestos de prueba en un
intervalo de concentraciones de 50 a 400 uM y la cantidad equivalente a 60 ug de
clorofila. La mezcla resultante se agitd y se ilumind empleando una lampara de
proyector de 150 wats tal y como se indicé previamente.

La determinacién de los transportes de electrones fosforilante y desacoplado se
llevd a cabo de manera similar al basal, con la diferencia de gue en estos casos se
adiciond ADP 1 mM y KHPO, 3 mM en el primer transporte y NH,Cl 6 mM (agente
desacoplante) para el segundo de ellos.

En todos los casos, los controles se realizaron al inicio y al final de cada
experimento; estos consistieron en la mezcla de reaccién mencionada para cada

experimento a excepcion del compuesto a ensayar. La velocidad obtenida se compard
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con la velocidad del control (lzawa, 1977; Trebs, 1972; Dilley, 1972) de acuerdo a la
siguiente ecuacién :
0.4 pequiv de KsFe(CN)e/X, - X,/1 min ‘60 min/hr - 1/0.06 mg de clorofila
Velocidad de transporte de electrones= pequiv de e " ™ - mg de clorofila™
Donde :
Xp= pendiente obtenida de los trazos problemas
Xt= altura de la curva obtenida en cm al consumirse 0.4 pequiv de K;Fe(CN)s en un

minuto de iluminacion

3.3.6 Reacciones parciales de los fotosistemas | y }l

La determinacién del flujo de electrones en los fotosistemas [ y 1l se efectud
utilizando el medio de transporte de electrones para fotosistemas (Apendice |)
adicionando desacoplantes, donadores y aceptores de electrones artificiales e
inhibidores de la cadena redox como se indica a continuacion.

Para todos los casos, la velocidad obtenida se compard con la velocidad del

control negativo.

3.3.6.1 Determinacién del tfransporte de electrones desacoplado en el fotosistema | de

DAD a MV
A 3 mL del medio de reaccidén (Apendice I) se adicioné DCMU 10 uM, DAD 100
pM reducido con ascorbato 300 uM, MV 50 uM, NH,Cl 6 mM y 60 pg de clorofila y los

compuestos de prueba en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 pM.
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3.3.6.2 Determinacion del transporte de electrones desacoplado en el fotosistema Il de
H20 a DAD/K;[Fe(CN)s]
A 3 mL de medio de transporte de electrones para fotosistemas se le adiciond

DBMIB 1 uM, DAD 50 uM, Ks[Fe(CN)e] 300 uM, NH,Cl 6 mM, el equivalente a 60 ug de

clorofila y los compuestos de prueba en el mismo intervalo de concentraciones.

3.3.8.3 Determinacion del transporte de electrones desacoplado en el fotosistema Il de
H-0 a SiMo

A 3 mL del medio de reaccion de fotosistema Il (Apendice 1) se adiciond SiMo
200 pM y DCMU 10 uM, ei equivaiente a 60 pg de ciorofila y los compuestos de prueba

en el mismo intervalo de concentraciones.

3.3.6.4 Determinacién del transporte de electrones desacoplado en el fotosistema Il de
DPC a DCPIP

Los cloroplastos obtenidos tal y como se indicé en el inciso 3.3.1 se incuban con
Tris 0.8 M (pH=8) (en una proporcién de 1 mL de medio por 0.3 mg de clorofila} durante
30 min a 0°C con agitacién constante. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 40 mL
de medio de aislamiento de cloroplastos y la mezcia resultante se centrifugd a 5000
rpm durante 2 min. Posteriormente, se determiné el contenido de clorofila siguiendo la
metodologia descrita en el inciso 3.3.2.

Para llevar a cabo la reaccién, a 3 mL de medio de reaccién de fotosistema il se
adiciond DCP 200 pM, DCPIP 100 uM, a cantidad equivalente a 80 ug de clorofila y los

compuestos a evaluar en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 uM.
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La mezcla resultante se agitd y se determind la absorbancia a 600 nm.
Posteriormente, se iluminé durante 1.5 min con un haz luminoso filtrado a través de un

lente de I1zawa y se determind nuevamente la absorbancia a 600 nm (Vernon y Shaw,

1989).

3.3.7 Determinacion del transporte basal y desacopiado a diferente pH

La dependencia del pH del transporie de electrones basal y desacoplado se
determino de la siguiente manera:

A 3 mL de medio de reaccion (Apendice 1) se adicioné la cantidad equivalente a

60 ng de clorofila y los compuestos de prueba a una concentracion de 250 uM.

3.3.8 Determinacién de la actividad de la enzima Mg**-ATPasa

La actividad de la enzima Mg®-ATPasa se determind de acuerdo a la
metodologia descrita por Mills y colaboradores (1980). Los cloroplastos se aislaron tal y
como se indicd en el inciso 3.3.1 con {a diferencia que el sedimento obtenido se
lavé con 2 mL de medio de aislamiento y se centrifugé a 10000 rpm durante 1

min ; posteriormente, se reconstituyé con 1 mL de medio de resuspensidn.

3.3.8.1 Activacién de la enzima Mg**-ATPasa
A 0.1 mL dela suspension conteniendo 0.3 mg de clorofila /mL se adicionaron
0.25 mL de medio de activacion 1 (Apendice |). Posteriormente, ila mezcla de reaccion

se ilumind durante 1.5 min con un haz luminoso filirado a través de un lente de Izawa y

con agitacién suave.
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3.3.8.2 Hidrdlisis de ATP y cuantificacién de fosfatos
Se mezclaron 0.1 mL de cloroplastos activados con 0.9 mi del medio de
activacion 2 (Apendice 1). La hidrélisis de ATP se realizé en la obscuridad y con

agitacion suave durante 1 min. La reaccion se suspendié al adicionar 500 ul de

TCA al 20%.

Las proteinas precipitadas con TCA se eliminaron por centrifugacion
durante 5 min a 2000 rpm en una centrifuga clinica (Modelo CL). El sobrenadante
se utilizd para la determinacion del fosfato liberado el cual, se cuantificd por
meétodo colorimétrico tal y como se describe a continuacion (Sumner 1942).

A 1 mL se sobrenadante se adiciond 250 uil de (NH4)eM07024.4H,0 ai
6.6%, 250 ul de H;S04 7.5N y 0.3 mi de agua destilada. La mezcla resuitante se
agitd y de inmediato se adicionaron 200 uL de FeSO,4 al 10% (p/v en agua
acidulada; H,SO4 7.5N). La mezcla anterior se dej6 en reposo durante 20 min;
transcurrido este tiempo, se determind la absorbancia a 650 nm en un
espectrofotdmetro Beckman (Modelo DU 650). Simultaneamente, se realizé una
curva patron con KH.PO, empleando un rango de concentraciones de 0.5 uM a 1
uM. Los datos de absorbancia a 860 nm se graficaron con concentraciones
crecientes de KH,PO, y de esta curva se extrapolaron los valores de absorbancia

del fosfato liberado al llevarse a cabo la hidrdlisis de ATP.

3.4 Determinacion del efecto de la encecalina sobre la cadena respiratoria

mitocondrial en mitocondrias aisladas de Phaseolus vuigaris
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Las mitocondrias se obtuvieron a partir de 120 g de semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris) las cuales, se desinfectaron previamente con una solucién
de NaClO at 1% durante 2 min ; transcurrido este tiempo, se lavaron dos veces
con agua destilada y se incubaron durante 72 hr. Al cabo de este tiempo se les
removio el hipocotilo y la raiz. Posteriormente, se fragmentaron en un mortero
conteniendo 100 mL de medio de aislamiento (Apendice I). A continuacién, se
filtrd a través de cuatro capas de gasa y el filtrado se centrifugd de acuerdo al

siguiente esquema (Sidney et al., 1970 ; Makovec y Cannon, 1979 ; Neuburger,

1986).
Filtrado
, 3500 rpm x 10 min
Sobrenadante Sedimento
Descartar
12000 rpm x 10 min
Sobrenadante Sedimento
Descartar
Resuspender con
medio de lavado (Apendice 1)
Adicionar 15 mL de
sacarosa al 20%
12000 rpm x 10 min
Sobrenadante Sedimento
Descartar Resuspender con

medio de lavado

La proteina mitocondrial se cuantificé de acuerdo al método de Lowry y
colaboradores (1861). 30 puk de la suspensidn mitocondrial se transfieren a un
matraz conteniendo previamente 1 mL de NaOH 0.1 N, 4 mL de una solucién A

(9.8 mL de NaCO3; en NaOH 0.1 N, 0.1 mL de CuS0, 0.5% y 0.1 mL de tartrato de
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sodio y potasio al 1%) y 1 mL de H,O ; la solucion resultante se mantuvo en
reposo durante 10 min, Transcurrido este tiempo, se adicionaron 0.4 mL de una
solucion B (3 mL de reactivo de Folin y 4.5 mL de H,0 ; 1a solucidn se mantuvo en

reposo durante 10 min. Posteriormente, se cuantificd el contenido de proteinas

mediante la determinacion de la absorbancia a 625 nm utilizando un

espectrofotémetro Beckman (Modelo DU 650).

La determinacion de la actividad fosforilante, se monitored en un oximetro
YSI (Modelo 5300) y un electrodo de Clarck tipo O,.

A 3 mL. de medio de reaccién (Apendice 1), se le adiciond KH,PO, 20 mM,
el sustrato (succinato 10 mM), ADP 50 uM, el compuesto de prueba en un
intervaio de concentraciones de 50 a 400 ui y ia cantidad equivalente a 1.2 mg
de proteina mitocondrial. Los controles se realizaron al inicio vy al final de cada
experimento a excepcién del compuesto a ensayar. La velocidad obtenida se
compard con la velocidad del control. La relacién de ADP:O se determiné

considerando la siguiente ecuacion :

ADP 1200 ndtomosde Oz, m
0o 21 cm

3mLX2

X

3.5 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA PRIMERA COLECTA DE LA RAICES DE H. quinquenervis
3.5.1 Extraccién
2.71 kg de material vegetal (raices) seco y molido se extrajeron mediante

un proceso de maceracion exhaustivo con metanol (8.7 L) a temperatura ambiente
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Posteriormente, se filtré y se concentré a presién reducida. La evaporacion del

disolvente proporciond 735 g de un residuc aceitoso de color amarillo.

3.5.2 Métodos cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice 60 Fasq (20 x 20
cm, 0.2 y 2 mm de espesor, Merck) y varios sistemas de elucién. Como agente
cromageno se empled una solucién reactivo de suifato cérico amoniacal.

Para el caso de las cromatografias en columna abierta, se empled en todos los

casos como adsorbente, gel de silice Fas4 {Merck).

3.5.3 Fraccionamiento preliminar del extracto total

El extracto metandlico total de H. quinquenervis fue sometido a un
fraccionamiento mediante una cromatografia en una columna de vidrio empacada con
gel de silice (1.25 kg), empleando como fase mévil un gradiente de
hexano/cloroformo/metanol. Se recolectaron un total de 115 fracciones de 500 mL;
cada una de estas se concentrd al vacio. La semejanza y la homogeneidad
cromatogréfica en capa fina de cada una de las fracciones permitidé su reunion en seis
grupos de fracciones primarias (Fi-Fs), las cuales se evaluaron de manera
independiente mediante el bioensayo de ia toxicidad para Arfemia salina y mediante la
determinacion del crecimiento radicular de dos semillas {(Amaranthus hypochondriacus
y Echinochloa crusgalli). En el Cuadro 3 se resumen los eluyentes empleados, =i

numero de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las fracciones combinadas.
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Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento primario del extracto metandlico obtenido de

las raices de la primera colecta de H. quinquenervis.

Disolvente Proporcién Fracciones Fracciones Clave fraccion
eluidas combinadas
Hex 100 1-21 -2 -
Hex-CHC, 9:1 22-35 3-45 Fy'
7:3 36-51
Hex-CHCI; 6:4 52-55 46-54 F.
Hex-CHCI; 1:1 56-73 55-56 Fy?
CHCI5 100 74-78 57-81 Fo
CHCI;-MeOQOH 95.5 79-82
CHCi;-MeQOH g1 83-38 82-30 Fs
8:2 89-95
CHCI3-MeOH 1:1 96-106 91-115 Fe
CHCl5-MeOH 3.7 107-112
MeOH 100 113-115

'Fracciones fitotéxicas para A. hypochondriacus y E. crusgalli

3.5.4 Aislamiento y purificacién de los compuestos
3.5.4.1 Obtencidn de la encecalina (13), la euparina (45) y la desmetilencecalina (4).

La fraccion bioactiva Fy (23 g) eluida con hexano-CHCls en una proporcidon 9:1,
se cromatografio en una columna utilizando 165 g de gel de silice y como eluyentes
benceno, mezclas de benceno-CHCl; en diferentes proporciones y CHCls ; se
recolectaron un total de 64 fracciones de 50 mL cada una (Cuadro 4). Cada fraccion

fué analizada por cromatografia y fueron reunidas de acuerdo a su similitud

cromatografica.
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Cuadro 4. Resumen de la cromatografia en columna de la fraccién primaria activa F.

Disolvente Proporcidn Fracciones Fracciones Clave de la
eluidas combinadas fraccion
Benceno 100 1-26 1-21 Fi-a
Benceno- CHCI, 99:1 2740 2246 F-b
Benceno- CHCI3 97:3 41-48 Fy-c
Benceno- CHCl; 9:1 49-56 47-64 Fd
CHClL, 100 57-64 Fi-e

El andlisis cromatografico detallado de la fraccién secundaria Fi-a, permitid
detectar la presencia de tres compuestos mayoritarios, los cuales, se separaron
mediante la aplicacién de la técnica cromatografica en capa fina modalidad preparativa
{ccfp). Se emplearon un total de ocho placas cubiertas con gel de silice de 2 mm de
espesor y como sistema de elucidn hexano-AcOEt en una proporcién 9:1; las placas se
desarrollaron cuatro veces én cada caso.

Como resultado de este proceso de separacion se obtuvieron 300 mg del
producto {13) como un aceite de color amarillo; 45 mg del compuesto (45) como un
s6lido amarillo con p.f. de 97-100°C; y 100 mg de! compuesto (4), también como un

aceite amarillo.

3.5.4.2 Obtencion de la 68-metoxitremetona (131)

La fraccion fitotoxica F; (5 g) fué sometida a un fraccionamiento secundario
mediante cromatografia en columna abierta utilizando 100 g gel de silice y como
eluyentes hexano con cantidades crecientes de AcOEL. Se recolectaron un total de 331

fracciones de 40 mL cada una. En el Cuadro 5 se resumen los disolventes empleados,
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las proporciones de los mismos, asi como las fracciones recolectadas con cada uno de

ellos.

Cuadro 5. Restimen del fraccionamiento via cromatografia en columna de la fraccidn

S —
Disolvente Proporcion Fracciones Fracciones Clave de la
recolectadas reunidas fraccién
Hex 100 143 1-66 Fsa-
Hex-AcOEt 99:1 44-262 67-269 Fs-b
Hex-AcQOEt 98:2 263-274 -
Hex-AcOEt 97:3 275-282 -
Hex-AcOEt 95:5 283-300 270-310 Fi-c
Hex-AcOEt 9:1 301-315 -
Hex-AcOEt 1:1 316-331 311-331 Fs-d

La fraccidn secundaria Fs-b mostrd un compuesto visible con luz UV, el cual

generaba un croméforo de color verde al emplear sulfato cérico amoniacal como

agente revelador. Este compuesto se purificé mediante ccfp (1 placa, 200 mg)

empleando como sistema de elucién hexano-AcOEt 9:1; la placa se desarrolld tres

veces. Después de procesar la placa de la manera habitual se obtuvo la B-

metoxitremetona como un aceite amarillo (48 mg) con un valor de [a]o = -42.27 (C=1.1,

CHCI).

De ia fraccion F3-b se obtuvieron cantidades adicionales de los compuestos 4

(56 mg), 13 (12 mg) y 45 (44 mg).
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3.5.4.3 Obtencién de la 6-hidroxi-3-metoxitremetona (132)

La fraccidn primaria bioactiva F, (53 g) eluida con hexano-CHCls 1:1, fue

sometida a una cromatografia en columna empleando 940 g de silica gel y como

eluyentes hexano, CHCl; y MeOH en diferentes proporciones; se recolectaron 163

fracciones de 400 mL cada una. En el Cuadrc 6 se muestran los disolventes

empleados, su proporcién y las fracciones reunidas de acuerdo a su similitud

cromatografica.

Cuadro 6. Restimen de la cromatografia en columna de la fraccién primaria activa F..

Disolvente Proporcion Fracciones Fracciones Clave de la
colectadas combinadas fraccion

Hex 100 1-38 144 Fea
Hex- AcOEt 97:3 40-109 4564 Fs+b
Hex- AcOEt 85.5 110-129 65-113 Fac
Hex- AcOEt 9:1 130-146 114-144 Fd
AcOEt 100 147-159 145-157 Fse
MeOH 100 160-163 158-163 Faf

250 mg de la fraccién secundaria F4c fueron sujetos a una cromatografia en

columna con 10 g de gel de silice y como eluyentes se emplearon hexano, mezclas de

hexano-AcOEt en diferentes proporciones y AcOEt (Cuadro 7).

El analisis cromatografico de las fracciones FsCz ¥ F4-C; permitié detectar la

presencia de una mezcla conformada por el compuesto 13 y por un segundo

componente, por lo que se procedié a separarios mediante ccfp empleando como
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sistema de elucién hexano-AcOEt en una proporcién 9:1 (1 placa, 200 mg de muestra).
Después de cinco eluciones y de procesar las placas de la manera habitual, se obtuvo

42 mg de! compuestd 132 como un aceite amarillo.

——Cuadro 7. ResumerT del procese cromatogranco de 1a fraccion F. del Cuadro 6.

Disolvente Proporcién Fracciones Fracciones Claves de las
recolectadas combinadas fraccion
Hex 100 1-9 1-11 Fecy
Hex-AcOEt 89:1 10-28 12-27 FsC2
AcOEt 100 29-30 28-30 FsCa
3.54.4 Obtencion del 4--D-glucopiranosil-3-{3-metoxi-trans-isopenten-1-il]-

acetofenona (133).

De la fraccion primaria inactiva Fg (6.6 g) precipitaron 350 mg de un sdlido
amorfo; el anélisis del mismo en una cromatografia en capa fina reveld la presencia de
un compuesto mayoritario, por lo que se procedi® a separarlo mediante una

cromatografia en columna abierta con silica gel (120 g), usando CHC!; con cantidades

crecientes de MeOH como disolventes de elucién (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento en columna de la fraceién primaria Fe.

Disolvente Proporcién Fracciones Fracciones Clave de la
recolectadas combinadas fraccién
CHCl; 100 1-11 1-26 Fe-a
CHCI;-MeOH 95:5 12-24 27-29 Fe-b
CHCIl;-MeOH 9:1 25-75 30-70 Fe-C
~ CHCI3-MeOH 8:2 76-87 71-87 Fe-d
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El compuesto de interés se detectd en la fraccion secundaria Fe-c, mismo que se
purificd mediante ccfp (dos placas), empleando como sistema de elucién CHCl,-MeOH
9:1. Después de procesar las placas de la manera convencional se obtuvieron 72 mg

del compuesto 133, con un p.f. 150-158°C.

3.6 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA SEGUNDA COLECTA DE LAS RAICES DE H. quinquenervis

Los procedimientos empleados para llevar a cabo el estudio de Ias raices de H.
quinquenervis correspondientes a la segunda colecta, fueron similares a los descritos
previamente en el inciso 3.4.

Este segundo estudio se realizd con la finalidad de obtener cantidades
adicionales de los compuestos 4, 13 y 45, para llevar a cabo el estudio de los mismos
sobre diferentes actividades de la fase luminosa de la fotosintesis, para conducir los
estudios de respiracion en el proceso de germinacién y los experimentos sobre la

produccién de biomasa.

3.6.1 Extraccién
Para llevar a cabo el proceso de extraccion se emplearon 3.46 kg de material
vegetal seco y molido y MeOH (12 Lt) como disolvente de extraccién. Como resultado

de este procedimiento se obtuvieron 850 g de extracto aceitoso de color amarillo.

3.6.2 Fraccionamiento preliminar del extracto total
El extracto metandlico total de H. quinquenervis fue sometido a un

fraccionamiento mediante una cromatografia en columna empacada con gel de silice
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(1.5 kg), empleando como fase mévil un gradiente de hexano/cioroformo/metancl. Se
recolectaron un totai de 180 fracciones de un litro cada una. La semejanza y la
homogeneidad cromatogréfica en capa fina de cada una de las fracciones permitid su

reunion en seis grupos de fracciones (F;-Fs). En el Cuadro 9 se resumen los eluyentes

empleados, el nimero de fracciones eluidas con cada uno de ellos y ias fracciones

combinadas.

Cuadro 9. Resimen del fraccionamiento primario del extracto metandlico obtenido de

las raices de la segunda colecta de H. quinquenervis.

Disolvente Proporcidn Fracciones Fracciones Ciave fraccién
eluidas combinadas
Hex 100 1-36 1-14 F
Hex-CHCl3 9:1 37-50 15-62 Fu
7:3 51-70 63-78 Fu
Hex-CHCl, 1:1 71-92 79-92 Fi
Hex-CHCl; 3.7 93-96 93-111 Fv
CHCl, 100 97-112 112-127 Fu
CHCIl3-MeOH 8:2 113-128
CHCI5-MeOH 1:1 129-165 129-180 Fui
CHCl5-MeOH 3.7 166-175 -
MeOH 100 176-180

3.6.3 Aislamiento y purificacion de los compuestos

3.6.3.1 Obtencién del acido angélico (134)

89



De ia fraccidn primaria F, eluida con hexano 100%, precipitd un sélido cristalino

amarillo, el cual se purificdé mediante sucesivas cristalizaciones. Este procedimiento

permitié obtener 1.34 g del compuesto 134, con un p.f. de 43°C.

3.6.3.2 Obtencién de la encecalina (13}, la euparina (45) y la desmetilencecalina (4).

La fraccién Fy (226.6 g) eluida con hexano-CHC!; en una proporcion 9:1, se

cromatografid en una columna utilizando 1.6 kg de gel de silice y como eluyentes

benceno, mezclas de benceno-AcOEt en diferentes proporciones y AcOEt se

recolectaron un total de 98 fracciones de 300 mL cada una (Cuadro 10), cada fraccién

fué analizada por ccf y se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica.

Cuadro 10. Resumen del proceso cromatografico de la fraccién primaria F),.

Disolvente Proporcién Fracciones Fracciones Clave de la
eluidas combinadas fraccién

Benceno 100 145 1-3 Fi-a

4-19 Fu-b

20-42 Fuc

Ben- AcOEt 99:1 46-58 43-87 Fq.d
Ben- AcOEt 97:3 . 60-68 -

Ben- AcOEt 95:5 69-85 68-73 Fu-e

Ben- AcOEt 9:1 86-90 74-86 Fu-f

Ben- AcOEt 8:2 91-97 91-98 Fu-g
AcOEt 100 o8 -

924 g de la fraccidén secundaria Fy-b se sometieron a un fraccionamiento

terciario via cromatografia en columna empacada con gel de silice (1 kg), empleando
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como fase mavil hexano, hexano-éter de petréleo, hexano-benceno, benceno CHCl, en
diferentes prporciones y CHCls. Se recolectaron un total de 381 fracciones de 500 mL
cada una; cada fraccién fue analizada por cromatografia en capa fina y se reunieron de

acuerdo a su similitud cromatogréfica {Cuadro 11).

De la fraccidn Fy-b precipitdé un sélido amarillo, el cual se sometid a sucesivas
cristalizaciones de benceno-AcOEt en una proporcién 7:3. Como resuitado de este
proceso se obtuvieron 953.9 mg del compuesto 45.

416 mg de esta misma fraccion se sometieron a una ccfp (2 placas con 213 mg
cada una) empleando una mezcla de hexano-benceno 4:6. Después de desarrollar ias
placas seis veces y de procesarlas de la manera habitua! se cbhtuvieron 73 mg del
compuesto 45 y 32.2 mg del compuesto 4.

Finalmente, de la fraccion Fy-f se obtuvieron 40 g de una aceite amarillo

correspondiente al compuesto 4.

Cuadro 11. Resumen del proceso cromatogréfico de la fraccion secundaria Fy-b

Disolvente Proporcién | Fracciones Fracciones Clave de la
eluidas combinadas fraccidn

Hexano 100 1-8 1-43 Fi-a
Hex-éter de petroleo 9:1 8-20
Hex-éter de petrélec 8.2 21-32

Hex-éter de petrdleo 7:3 33-171 © 44-184 Fu-b

Hex-éter de petroleo 6:4 172-194

Hex-benceno 7:3 195-245 185-201 Fu-c

| 202-209 Fu-d

210-230 Fu-e
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Hex-benceno 6:4 246-294 231-353 Fuf
Hex-benceno 1:1 295-335

Hex-benceno 3.7 336-348 354-381 Fi-g
Benceno 100 349-352
Benceno-CHCl; 1:1 353-366
CHCl, 100 367-381

3.6.3.3 Obtencion de la B-metoxitremetona (131)

La fraccién primaria Fy, {2.06 g) fue sometida a un fraccionamiento secundario
mediante cromatografia en columna abierta utilizando gel de silice como adsorbente
(130 g) y como eluyentes hexano con cantidades crecientes de CHCls. Se recolectaron
un totai de 214 fracciones de 40 ml cada una. En el Cuadro 12 se resumen los
disolventes empleados, las proporciones de los mismos, asi como las fracciones
recolectadas con cada uno de ellos.

Debido a que en la fraccion Fy-a se detectd la presencia del compuesto 131, se
procedié a separarlo y purificarlo mediante ccfp (1 placa, 200 mg) empleando como
sistema de elucién hexano-AcOEt 9:1; la placa se desarrolld tres veces. Después de

procesar la placa de la manera habitual se obtuvo el compuesio como un aceite

amarillo (16.2 mg).

Cuadro 12. Resumen del proceso cromatografico de la fraccion primaria Fiy.

Disolvente Proporcién. Fracciones Fracciones Clave de la
recolectadas reunidas fraccion
Hex 100 1-8 1-70 Fu-a
Hex- CHClI; 85:5 9-15 -
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Hex- CHCI, 9:1 16-20 -
Hex- CHCI; 8:2 i 21-35 -
Hex- CHCI5 7:3 36-44 -
Hex- CHCIs 6:4 45-72 71-96 Fu-b
—Hex—CHCly 14 73-193 97-101 FuC
102-137 Fu-d
138-151 Fu-e
152-211 Fu-f
Hex- CHCI; 46 194-200 -
CHCI; 100 201-214 212-214 Fu-g

3.8.3.4 Obtencion dei  4-B-D-giucopiranosil-3-[3-metoxi-trans-isopenten-1-il}-
acetofenona (133).

De la fraccidn primaria Fyy eluida con CHCI;-MeOH en diferentes proporciones,

-s& detects la presencia de un compuesto mayoritario el cual, se separé mediante ccfp

(4 placas con 15 mg cada una) empleando como sistema de elucién CHCl,-MeOH 8:2.

Después de procesar las placas de manera habitual, se obtuvieron 12 mg

adicionales del compuesto 133 .

3.7 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES
3.7 1 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas

Los espectros de IR se registraron en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer 599

en pastilla de KBr.
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Los espectros de RMN-"H y '*C se midieron en un aparato Varian VXR-300S y
VXR-500S empleando como disolvente CDCl; y DMSO, y TMS como referencia interna.

Los espectros de masas se registraron en un aparato Hewlett Packard 5985-B.

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Jhons y no estén
corregidos.

Las rotaciones dpticas se realizaron en un polarimetro digitai JASCO Dip 360.

Los espectros de UV se registraron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 202.

El espectro FAB-MS del compuesto 133 (modalidad positivo) se obtuve en un
aparato JEOQL DX 300 con sistema JMA 3500; la muestra fue bombardeada con 10 keV

atomos de Xe y suspendida en nba.

3.7.2 Pruebas quimicas preliminares para la identificacion de glicdsidos
3.7.2.1 Prueba de Molisch

2 mg del compuesto 133 se disolvieron en 3 mL de agua destilada. A la solucion
resultante se le adiciond 1 mL de una solucién etandlica de «-naftol (10%).
Posteriormente, se adicionaron por las paredes del tubo de ensayo dos gotas de H,SO,
conc. Se emplearon glucosa y agua destilada como control positivo y negativo,
respectivamente.

La formacion de una coloracidn vicleta en la interfase es indicativo de la

presencia de carbohidratos.

3.7.2.2 Hidrdlisis enzimatica de 133 con B-glicosidasa
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A 5 mg de compuesto se adiciond 1 mL de agua destilada y 5 mg de la enzima
B-glicosidasa (Sigma Tipo ). La reaccién fue incubada a 36°C durante 72 hr. Al cabo
de este tiempo se extrajo con CHCl; (3x5 mi.). La fase acuosa se empled para la

deteccion cromatografica de los azdcares.

3.7.2.3 Hidrdlisis acida de 133
A 5 mg del compuesto 133 se afiadid 1 mL de HC! 1N. La mezcla anterior se
sometid a reflujo durante 30 min. Al cabo de este tiempo, la solucién acida se extrajo

con CHCIs (3x5 mL); la fase orgénica obtenida se extrajo sucesivamente con NaHCOs

3.7.2.4 Deteccidn de azlicares

Los azlcares se detectaron mediante una cromatografia comparativa en capa
fina, utilizando como sistema de elucion CHCl:-MeQH-H,0 64:50:10 y anisaldehido
como agente cromégeno. En ambos casos se utilizaron patrones de azlcares
adquiridos comercialmente de la casa Merck [L(+)arabinosa, D(-)fructuosa,

D(+)galactosa, D(+)glucosa, D(+)lactosa, D(+)manitol, D(+)sacarosa, D(-)sorbitol].
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4 1 Pre-seleccion y seleccién de la especie H. quinquenervis

La preseleccion de la especie Helianthella quinquenervis, se realizd de
acuerdo con dos de los criterios mas utilizados para la deteccion de fuentes
potenciales de principios activos. el etnobotanico y ei quimiotaxonémico. El
primero se basa en el hecho de que las plantas medicinales utilizadas en la
medicina popular de diversas regiones del mundo han constituido el punto de
partida para el aislamiento de compuestos activos de interés medicinal y
agroquimico (Benner, 1993; Hamburger y Hostettmann, 1991; Pillmoor ef al.,
1993; Duke y Abbas, 1995; inter alia). El segundo, se fundamenta en los
antecedentes de la familia de las asterdceas como una fuente valiosa de
compuestos bioactivos (Proksch y Rodriguez, 1983; Duke, 1991; Fischer, 1991;
Barvah ef al., 1994; Duke y Abbas, 1995; Macias et a/., 1995, 1997).

Posteriormente, durante la realizacién de una serie de ensayos biologicos
preliminares sobre diversas especies vegetales, se demostré la potencialidad
fitotoxica del extracto derivado de las raices de ia especie H. quinquenervis. La
actividad fitotéxica se determind mediante el empleo de bicensayos de
germinacion y crecimiento radicular en dos especies de malezas, Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. La técnica empleada para realizar estas
determinaciones fue la de la caja de Petri (Anaya et al., 1990; Castarnieda ef al.,
1992; Pereda-Miranda ef al., 1993), la cual permite cuantificar [a actividad
fitotdxica a nivel de extractos, fracciones y compuestos purcs. De manera

adicional, se determind su efecto post-emergente sobre la produccién de biomasa
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de tres diferentes especies de malezas, A. hypochondriacus, E. crusgallii y T.

alexandrinum.

Mediante el empleo del bicensayo a nivel pre-emergente, se establecio

entonces que el extracto metandlico preparado a partir de las raices de

Helianthella quinquenervis inhibe de manera significativa el crecimiento radicular

de las dos especies de arvenses empleadas. En el Cuadro 13 se indican los

resultados correspondientes.

Cuadro 13. Efecto del extracto metandlico de las raices de H. quinquenervis sobre

el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalii.

Clso (ug/imi)
A. hypochondriacus E. crusgalli
Exto. MeOH 25 53
Tricolorina A 37 12

Asi mismo, en el Cuadro 14 y en las Figuras 11-13 se muestran ios
resultados obtenidos en la valoracién del efecto post-emergente. Como se
desprende de los mismos, el extracto demostré un efecto considerable sobre la
pérdida de biomasa de las tres especies de prueba. Sin embargo, la especie mas
afectada fue A. hypochondriacus con un 54.2 %.

El potencial fitotéxico demostrado por el extracto organico de H.
quinquenervis, permitié la seleccion de esta especie como un candidato idéneo

para la obtencién de principios fitotdxicos. En consecuencia, se procedié a la
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del extracto metandlico sobre tres especies de malezas.

Cuadro 14. Resultados obtenidos de la evaluacion de la produccién de biomasa

Especie Tratamiento peso (g)

fresco seco
E. crusgalli Extracto 0.0986 + 0.0413 0.0139 + 0.0084
MV 0.0623 £ 0.0136 0.0106 + 0.0027
H-0 0.1550 + 0.0302 0.0284 + 0.0061
T. alexandrinum Extracto 0.1446 + 0.0556 0.0118 £ 0.0032
MV 0.0638 + 0.0293 0.0051 £ 0.0019
H:0 0.2157 £ 0.1791 0.0167 £ 0.0187
A. hypochondriacus Extracto 0.0058 + 0.0031 0.0010 £ 0.0005
MV 0.0009 £ 0.0008 0.0007 + 0.0007
HO 0.0128 + 0.0037 0.0013 £0.0007

[Extracto]= 53 pg/mL, [MV]= 10°M

preparacion del extracto metandlico de las raices mediante un proceso de
maceracién. Una vez obtenido el extracto, se realizé6 la obtencién de los
compuestos bioactivos mediante un estudio fitoquimico biodirigido. Como
bioensayos de monitoreo se emplearon nuevamente la determinacion del efecto
fitotéxico sobre el proceso de germinacion y el crecimiento radicular de las

semillas antes mencionadas.
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Cuadro 15. Efecto de las fracciones primarias F; a Fs sobre la germinacion y el

crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgali

Amaranthus hypochondriacus Echinochioa crusgalii
Pnnﬁnﬂ'msraa——efeemnento——hmmm‘——emnma’cmﬁ— Cracimiento Inhibicién”™ | Germinacion
(ng/mL}) racdicular " (%) - (%) radicular * (%) (%)
{mm, td.e.) (mm, +d.e)
Fy O 4.0%1.55 2] 100 142+ 1.12 0 100
10 38+2.34 5 66,0 9.5 +2.42 33 89.4
50 2.0%1.69 50 375 41+1.36 71 84 2
100 0 100 0 2.1 #1.40° 85 736
200 Q 100 0 12+088° 92 736
F, 0 81+2.81 0 100 142+ 1,20 0 100
10 9.9 +2.40° 122.2* 100 11.3+366 20.4 87.3
50 9.8 + 2.15°¢ 120.1* 100 B6+ 314 39.1 842
100 77 £121° 49 100 74293 47.3 736
200 55+180° 32.1 g0 E6+252° 53.3 736
Fa 0 51270 0 100 211+ 145 4] 100
10 45+138 11.7 93 16.9 £ 3.98° 19.9 100
50 34078 333 85 56+1.19° 735 88.2
100 29+£09 43.1 83 43+1.18° 79.6 41.1
200 16+09 68 4 35 29+047° 86.3 362
Fq 0 73+1.13 0 100 18.5 £1.23 0 100
10 7.7+187 105.4* 100 10.7 +3.18° 421 82.3
50 7.2+1868° 13 100 8.8 +307° 52.1 76.4
100 6.2 +1.68 15.1 100 806+ 2M4° 56.4 76.4
200 55+ 1.34° 24,7 100 B.1%257° 668.6 74.1
Fs 0 2,21 +0.44 0 100 11 +3.18 v; 100
10 2.5+062 116* 100 107 +2.31 2.7 100
50 24268 111.8* 100 10.6 £ 3.51 36 100
100 23+101 104.1* 100 10.2 +2.66 4.5 100
200 2.1%1.16 1.8 100 11.5+£392 7.2 100
Fa 0 48+ 115 Q 100 176+ 1,15 0 100
10 50+122 104.2* 100 18.7 £3.03 112 100
50 55+ 1.05 104 2* 100 184 +£376 104.5% 100
100 54+1.31 112.5* 100 190+ 388 108" 100
200 43+115 10.5 100 18.5+0.84 105.2* 100

*Estlmu tacion del crecimiento radicular
Cada cifra representa el promedio de cuatro réplicas
Porcentajes expresados en relacion al crecimiento del control negativo
“pg 0.05 (ANQVA)
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: Amaranthus hypochondriacus L
Amarantus hypochondiiacus L. Extracto MeOH 53x10°M

MV 10°M

Arnaranthus hypochondriacus L.
Arnaranthus fiypochondriacus L . Extracto MeOH
My 107 M

Figura 11. Efecto herbicida post-emergente del extracto metandlico sobre las

plantulas de A. hypochondriacus (dias 3y 7).
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Figura 12. Efecto herbicida post-emergente del extracto metanélico sobre las

plantulas de T. alexandrinum (dias 1, 3, 8 y 10).
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Figura 13. Efecto herbicida post-emergente del extracto metandlico sobre las

plantulas de E. crusgalli {(dias 1, 8y 10).




La seleccidn del ensayo biologico a utilizar en un estudio fitoquimico de
tipo biodirigido es un paso critico y fundamental para asegurar la obtencién de los
principios biocactivos a partir de sus fuentes naturales. En este contexto, cabe

sefalar que los bioensayos empleados en la presente investigacion son sencillos,

de facil implementacién y lo mas importante, permiten determinar de manera
eficaz la potencialidad herbicida a nivel de extractos y compuestos puros

(Ghisalberti, 1993; Leather ef al., 1994).

4.2 Aislamiento de los principios fitotdxicos a partir del extracto activo de H.
quinquenervis

El fraccionamiento del extracto activo se realizd mediante una
cromatografia en columna abierta. Este proceso, permitid la obtencién de seis
grupos de fracciones primarias (F1-Fs) como ya se indicé en la parte experimental.
Cada una de las fracciones resultantes se evalué mediante los bioensayos antes
mencionados. Los resultados obtenidos de dichas evaluaciones se indican en &l
Cuadro 14, y como se desprende de los mismos, las fracciones F; -Fq
demostraron un efecto fitotdxico significativo sobre el crecimiento radicular de las
dos especies de malezas de prueba. En relacién con el efecto de las fracciones
sobre el proceso de germinacion, unicamente las fracciones Fy, y Fs inhibieron
significativamente |la germinacién de A. hypochondriacus y E. crusgalfi
respectivamente.

Considerando que el efecto fitoinhibidor se concentraba en las fracciones

primarias Fy a Fs, se procedié a realizar la separacion y purificacién de los
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compuestos bioactivos, mediante la aplicacion de diversos procedimientos
cromatograficos, lo que permitié el aislamiento de cinco metabolitos secundarios:
la encecalina (13), la euparina (45), la desmetilencecalina (4), la 6-
metoxitremetona (131) y la 6-hidroxi-3-metoxitremetona (132); este dltimo
constituye un nuevo producto natural.

Por otra parte, de la fraccidn inactiva Fg precipitd un sdlido el cual se
caracterizd como la 4-B-D-glucopiranosil-3-[3-metoxi-frans-isopenten-1-ilJ-aceto-

fenona (133), el cual constituye también un metabolito secundario novedoso.

4.3 Caracterizacion de los compuestos aislados.
De manera general, la caracterizacion de los compuestos aislados en el
presente estudio, se realizd mediante las técnicas espectroscopicas vy

espectrométricas convencionales.

4.3.1 Identificacién de la encecalina (13), la euparina (45), la desmetilencecalina
(4) y la 6-hidroxi-3-metoxitremetona (132).

Las constantes espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 4,
13, 45 y 132 obtenidos de las fracciones primarias fitotoxicas Fy, F» y F4 se
encuentran en perfecta armonia con las descritas en la literatura para la
desmetilencecalina, la encecalina, la euparina y la 6-hidroxi-3-metoxitremetona,
respectivamente (Bjeldanes y Geissman, 19689; Bohimann y Grenz, 1970;
Bohlmann ef al., 1970, 1979, 1982, 1983, 1988; Proksch ef al.,, 1982, 1986, 1987;

Herz ef al, 1981, Rainer et al, 1985). Las constantes espectroscopicas y
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Cuadro 16. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la encecalina

(4) y la desmetilencecalina (13).

Encecalina (13)

Desmetilencecalina (4)

Formula molecuiar

C14 HIE 03

C‘IS H14 03

EMLE., m/z (int. rel.)

232 [M', 8], 218 {15}, 217 (M -CH,
100, 185 (10), 174 (8).

218 [M”, 22], 203 (M"-CHs, 100), 160
(31), 185 (7).

IR vmex (KBr) cm’ (Espactro )

2974, 1664, 1562, 1284, 1110

3052, 2970, 2862, 1388, 1644, 1480

UV & (CHCIy) nm

262, 355

258, 350

Cuadro 17. Vaiores para ios despiazamientos quimicos obtenidos en la RMN-'H

y de °C para la encecalina (4) y la desmetilencecalina (13).

Carbono Encecalina (13) Desmetilencecalina (4)
(Espectro )™ (Espectro_ ¥

C-2 77.8 77.8

C-3 120.5 120.9

c4 128,3 1285

C-5 128.9 1288

C-8 121.2 122.9

c-7 161.0 165.1

c-8 99.5 104.4

C-9 158.3 160.4
C-10 113.8 113.9
C-11 197.4 201.3
C-12 283 28.5
C-13 31.8 26.2
C-14 31.8 26.2
OMe 55.5 -

*desplazamientos quimicos en ppm

"TMS, CDCls, 75 MHz

Protones Encecalina (13) Desmetilencecalina (4}
(Espectro ™ {Espectro J**
H-3 6.3,d,J=10Hz 6.3, d J=10Hz
H-4 5.5 d J=10Hz 55 d J=10Hz
H-5 7.56s 7.31.s
H-8 6.6, 8 6.25, 8
H-12 258 s 25 s
H-13 145 s 1.45 s
H-14 1.45 s 1.45 5
OMe 38 s -
CH - 12.55, s
#TMS, CDCly, 300 MHz
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'Cuadro 18. Constantes fisicas y espectroscéopicas de la euparina (45).

Férmula molecular CisH203
Punto de fusién 120-121°C
IR e (KBr) cm™ {Espectro 6) 3414, 2922, 2852, 1742, 1642, 1464

RMN-H (CDCls) § (Espectro 7)

12.51 (s, OH), 7.9 ( 5, H4), 6.95 (5, H-
3), 6.52 (s, H-7), 5.86 (s, H-11), 52 (s,
H-11’), 2.78 (s, H-14), 2.10 (s, H-12)

RMN-"C (CDCl) & (Espectro 9

)

204.33 (C-13), 160.27 (C-B), 158.25 (C-
6), 156.75 (C-2), 132.0 (C-5), 124.79 (C-
4), 121.3 (C-9), 117.15 (C-10), 113.12
(C-11),103.35 (C-3), 98.48 (C-7), 27.23
(C-14), 18.69 (C-12)

Cuadro 19. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de fa 6-hidroxi-3-

metoxitremetona (132).
)I 0 OH
CH3O 0
Formula molecular CiaHeO4
Punto de fusién 81-83°C

IR veaz (KBr) cm’' (Espectro 17)

3200, 2928, 2855, 2827, 1637, 1484

RMN-"H (CDCls) ppm {Espectro 18)

12.8 (s, OH), 7 24 (8, H-4), 6.42 (8, H-7), 5.03 (d, H-11), 4.96.

(d, H-2), 4.92 (d, H-11%, 4.69 (d, H-3), 3.39 (s, OMe), 2.56

(s, H-14), 1.69 (H-12) .

RMN-"C (CDCls) ppm (Espectro 19}

197.8 (C-13), 161.7 (C-8), 165.1 (C-6), 143.5 (C-5), 127.1 {C-4),
1207 (C-9), 118.9 {C-10), 112.5 (C-11), 93.2 (C-T), 87.6 {C-2),
55.6 (OMe), 33.3 (C-3), 31.8 (C-14), 16.9 (C-12)

EMIE m/z {int. rel.) (Espectro 20)

248 (MW", 100), 233 (17), 217 (35), 175 (20), 431 (48)
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espectrométricas de los mismos se muestran en los Cuadros 16-19 Yy en el

apendice |l se anexan los espectros correspondientes (Espectros 1 -20).

4.3.2 ldentificacién de la 6-metoxitremetona (131)

De ia fraccién fitotéxica primaria F, se obtuvo un metabolito secundario
bajo la forma de un aceite amarilio. Este producto, se identificé como la 6-
metoxitremetona (131) y constituye un nuevo producto natural; en el Cuadro 20 se
resumen sus constantes espectroscopicas y espectrométricas

Las evidencias que permitieron establecer la estructura molecular del
producto 131 se describen a continuacién.

El espectro de IR (Espectro 21) presenta una absorcion intensa asociada
con la presencia de grupos aromatico, vinilico y carbonilo de cetona conjugada
(1634 cm™).

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrénico
presenta un idn molecular en una relacién de masa carga (m/z) de 232 uma, el
cual corresponde a fa férmula molecuiar de Cq4H1505.

La comparacion de los espectros de RMN de este producto con los de la 6-
hidroxi-3-metoxitremetona (132) confirma la presencia de un ndcleo benzofurano
con un grupo isopropilidenc en C-2 y una metilcetona en la posicién C-5.

Al igual que en el caso del producto 132, los espectros de RMN (Espectros
22 y 23) presentan las siguientes sefales diagndsticas:

-dos singuletes anchos en §,7.68 y 8y 6.42 asignables a los hidrégenos H-4 y H-7

del anillo aromatico. El valor de la constante de acoplamiento de estas sefiales es
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Cuadro 20. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la 6-metoxi-
tremetona (132).

Férmula molecular

C14H1604

IR vmax (KBr) cm™ (Espectro 17)

3200, 2928, 2855, 2827, 1637,
1484

RMN-'H (CDCls) ppm (Espectro 18)

7.68 (dd, J=1.2 Hz, H4), 6.42
(s, H-7), 5.25 (m, H-2), 5.07 (m,
H-11), 4.92 (m, H-11"), 3.87 (s,
OMe), 3.3 (ddd, J=15.3, 9.5, 0.6
Hz, H-3), 2.96 (ddd, J=15.3,
9.5, 0.6 Hz, H-3, 2.65 (s, H-14),
1.75 (s, H-12)

RMN-"C (CDCls) ppm (Espectro 19)

202. 2 (C-13), 167.1 (C-8, C-B),
141.1 (C-5), 129.2 (C-4), 117.8
(C-10), 114.4 (C-9), 113.2 (C-
11), 92.9 (C-7), )2.2 (C-3), 83.3
(C-2), 55.3 (OMe), 29.7 (C-14),
17.5 (C-12).

EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 20)

232 (M", 47), 217 (100), 189
(26), 174 (28), 91 (25), 77 (23)
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gongruente con la disposicion para de ambos hidrégenos. En el espectro de
"CRMN Ias sefiales correspondientes se observan en & 127.1 y 8¢ 93.2,
respectivamente.

-Un conjunto de sefiales atribuibles al grupo isopropilideno en C-2, las cuales se

encuentran en 64 4.92, 5.07 y 8¢ 112.5, 118.9; las sefales del metileno terminal
det residuo isopropilideno se observan como un sistema AB en el espectro de
RMN-'H,
-Un singulete en 84 2.56 mismo que correlaciona en el espectro HETCOR con [a
sefal en 3¢ 31.8. Las absorciones antes descritas y la sefial de carbonilo en d¢
197.9 confirman la presencia de ia porcién metilcetona en la molécula.

Ademas de las sefales antes mencionadas, comunes en los espectros de

los compuestos 131 y 132, los del nuevo producto natural presentan las

siguientes absorciones:

-Una sefial simple centrada en 8y 3.87 correspondiente a un grupo metoxilo unido
al anillo aromético. En el espectro de RMN™C. este grupo funcional absorbe en §¢
55.6.

-Un sistema ABX asignable a los hidrégenos H-2 y H-3 del benzofurano. La rama
AB del sistema se observa en 84 2.96 y 3.3 (J=15.3, 9.5 y 0.3 Hz). Ambas sefiales
muestran una clara correlacion en el espectro COSY (Figura 14) con la sefial en
o 5.25, atribuible al oximetino en C-2, donde se ubica también el grupo
isopropilideno. La disposicion trans entre H-2 y uno de los hidrégenos en C-3 se

establecid con base en el valor de [a constante de acoplamiento (Bohimann et al.,

1980, 1982;
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Siebertz ef al,, 1989); la magnitud observada (1.2 Hz) es congruente con esta

disposicién.
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Figura 14. Espectro COSY ('H-'H) de la 6-metoxitremetona (131).

-El ultimo grupo de sefales indicaron claramente que a diferencia del compuesto
132, el nuevo producto natural no presentaba sustituyente alguno en C-3. Por otro
lado, también es claro que en lugar de la funcion fendlica en C-6, el producto 131

presenta un grupo metilo de un metil éter fendlico.
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desplazamientos quimicos de los hidrogenos arométicos y por la otra, los
maximos de absorcién observados en el espectro de UV. De tal forma que el
desplazamiento a campos altos de uno de los hidrogenos arométicos es

congruente con a ubicacion del metoxilo en C-6. En consecuencia, el grupo metil-

cetona debia estar ubicado en ia posicién C-5.

Asi mismo, la comparacién de los méaximos de absorcion en el espectro de
UV (320 y 279 nm) para el compuesto 131con los descritos en la literatura para
una serie de S-hidroxiacetofenonas y 8-hidroxiacetofenonas permiten comprobar
la ubicacién propuesta (Siebertz et al., 1989).

Con las evidencias antes presentadas el compuesto 131 se identificd como

4.1°3 Identificacién de la 4-B-D-gIucopiranosii-3-[3-metoxi-trans~isopenten-1-i!]-
acetofenona (133).

De las fracciones de mayor polaridad (Fs), precipité un sdlido amorfo de
color café con punto de fusion de 150-154°C, Opticamente activo. Sus
caracteristicas quimicas y sus constantes espectroscépicas (Cuadro 21), asi
como la reaccién positiva frente al reactivo de Molisch, permiten evidenciar la
naturaleza glicosidica del compuesto.

El espectro de masas FAB-positivo (Espectro 29) de este producto natural,
muestra un idn quasi molecular de m/z 397 (M+1), consistente con la formula

molecular CxH250s. Su espectro de IR (Espectro 26), presenta absorciones
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Cuadro 21. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del 4-p-D-
glucopiranosii-3-(3-metoxi-frans-isopenten-1-il)-acetofenona (133).

B-D-GI

OMe
Férmula molecular CaoH230a
Punto de fusién 150-154°C
[a)o (c=1.4, MeOH) +32.5
UV A (CHCl:) nm 245, 279, 320
IR Vinax (KBr) cm™ (Espectro 21) 3378, 1664, 1604, 1576, 1492,
1364, 1074

asociadas con la presencia de los grupos hidroxilo (3378 cm ™) y carbonilo
(1664 cm™).

El analisis cromatografico de la fraccién acuosa obtenida de la hidrolisis
acida del compuesto 133 permitié detectar a la glucosa como Gnice azucar
presente en la molécula.

La comparacion de los especiros de RMN (Espectro 27 y 28) con datos

descritos previamente en la literatura, asi como consideraciones de tipo
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quimiotaxondmico permitieron establecer que el producto natural debia ser el
glucésido de una prenil-acetofenona (Bohlman y Grenz, 1970; Bohlmann y
BOhmann, 1972; Sudalai y Krishna, 1989; infer alia).

El espectro de RMN-?C del compuesto 133 (Espectro 28), presenta

sefiales para 20 atomos de carbono en armonia con la formula molecular
establecida. Las sefales centradas en 8¢ 100.00, 77.12, 76.64, 73.27, 6955 y
80.56 confirman que la porcién sacdrida es la glucosa (Uchiyama 1989: Shekhani
1990),

En el espectro de RMN'H (Espectro 27), se observa el doblete
caracteristico del hidrégenc anomérico de ia piranosa (84 5.01) cr.:m un valor para
ia constante de acopiamiento de 7 Hz io cuai permite establecer la configuracion
B del hidroxilo en C-1; una evidencia adicional de la configuracién B del hidroxilo
anomérico del azlcar se obtuvo al realizar la hidrélisis enzimética del producto
natural con la enzima B-glicosidasa.

E!‘ espectro de RMN™C indica claramente que 9 de las 14 seRales
restantes debian corresponder a un grupo metoxilo unido a un carbono alifatico
(8¢ 49.8), tres metilos (8¢ 26.8, 25.8) y cinco metinos (5¢ 137.3, 129.1, 126.5, 122.5
y 114.9). Las cinco sefales sobrantes detectadas en el espectro de °C, se
asignaron a un grupo carbonilo de cetona (§¢ 196.9), dos carbonos unidos a
funciones oxigenadas, uno de ellos de naturaleza aromatica y el segundo alifatico
(8¢ 157.9 y 74.9) y finalmente, los dos dltimos correspondian a los carbonos ipso a

los grupos metilcetona e isopentenilo.
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En el espectro de RMN'H resaltan las sefiales de un sistema AB (6¢6.35y

6.85, J= 16 Hz) correspondientes a la doble ligadura frans de la porcién

isopentenilo, asi como la sefal del grupo gem-dimetilo (64 1.3) y el grupo metoxilo

(64 3.09), pertenecientes también a este residuo.

De manera adicional, el espectro de RMN'H mostré por una parte un

singulete correspondiente a un metilo en &y 2.68; esta absorcién aunaday a las

sefales en 8¢ 196.9 y 26.8 en el espectro de RMN'C, corroboran Ia presencia del

sustituyente metil-cetona en la molécula. Por otra parte, -se observa también un

sistema ABX en la regién de los hidrégenos aromaticos (84 8.06, J= 2; 84 7.2, J=

8.8, 84 7.81, J= 2.1, 8.6); en el espectro de RMN'H homonuciear COSY se

observan los cuadros de conect}vidad entre las sefiales centradas en847.2y 7.81

y entre 84 7.8 y 8.06.

ﬁ
E
=

Figura 15. Espectro COSY ('H-'H) de la la 4-B-D-glucopiranosil-3-{3-

metoxi-frans-isopenten-1-il}-acetofenona (133).
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- Las evidencias antes descritas permiten confirmar que la estructura del
producto natural 133, corresponde a un anillo aromatico trisustituido restando

entonces por establecer |a disposicién de los sustituyentes.

En principio, era factible proponer las estructuras A y B para el producto
natural. Para discriminar entre estas dos posibilidades, se procedié a realizar el
analisis de los espectros de correlacién homonuclear (NOESY) y heteronuclear
(HMBC). Las correlaciones mas importantes observadas en ambos espectros para
este compuesto se indican en las Figuras 16 y 17. En el espectrb NOESY (Figura
16), se observa que la resonancia del hidrégeno anomérico (5 5.01 ) muestra una
correlacidn con la sefial centrada en 8y 7.2 asignada al hidrogeno aromético H-5.
Por otro lado, la sefial del hidrégeno aromatico en H-2 muestra un cuadro de
conectividad con la sefial en 84 6.35, correspondiente a uno de los hidrégenos de
la doble ligadura frans del residuo isopentenilo.

Estas interacciones solo son posibles si el grupo isopentenilo se encuentra
en disposicion orfo y meta con respecto a la porcién sacérida y al grupo metil-

cetona, respectivamente (caso de la estructura A).
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Figura 16. Correlacion homonuclear de H-5"/H-5, H-2'/H-2, H-1'/H-2 en el

espectro NOESY del compuesto 133.

La ubicacidn relativa de estas unidades estructurales, se confirmd con base
en las correlaciones detectadas en el espectro HMBC (Figura 17), entre H-2 (64
8.06) y las sefales correspondientes a C4 (5¢ 158) y al carbonilo de Ila
metilcetona (8¢ 198). De manera adicional, la sefial correspondiente a H-1' (54
6.8) correlaciona con la absorcién en &¢ 116 asignada a C-1, lo cual corrobora la
ubicacién de ia porcidn isopentenilo en la posicién C-3.

Otra evidencia que permitido confirmar Ia ubicacién de la porcidn sacarida

en C-4, es el desplazamiento diamagnético de la sefial del carbon ipso en el
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Cuadro 22. Datos espectroscépicos de RMN'H y de "°C para los compuestos 133 y

133-A
R Z I
=
X( T
OMe
133 R=p-D-Glu
133-A R=H
133 133-A
Posicion &'H §°C 5'H 53°C
1 - 125.9 - 126.9
2 8.06 (d, 2.0) 126.5 7.61(d, 2.0) 126.8
3 - 130.9 - 132.0
4 - 157.9 - 160.0
5 7.20 (d, 8.8) 114.9 7.21 (d, 9.0) 115.3
6 7.81dd(2.1,86) | 1291 [7.74(dd, 2.0,8.2) | 129.2
1’ 6.85 d (16.6) 122.5 6.79(d, 16.5) | 1229
2 6.35 d (16.6) 137.3 6.35(d, 16.5) | 136.9
3’ - 74.9 . 74.6
4 1.30 (s) 25.8 1.35 (s) 256
5 1.30 (s) 258 1.35 (s) 25.6
3-0OCH3 3.09 (s) 498 3.10 (s) 49.0
7 - 196.9 - 197.0
8 2.58 (s) 26.8 2.60 (s) 26.9
1 5.01(d, 7.0) 100.0 - -
2" 3.32 (dd, 8.5, 7.0) 73.3 - -
3" 3.39 (dd, 8.5, 8.5) 76.6 - -
4" 3.19 (m) 69.6 - -
5" 3.37 (m) 77.1 - -
6" 3.46 (dd, 11.2, 60.6 - -
5.0)
3.68 (dd, 12.0,
3.7)
OH 5.45 512 50 - 3.20 (s) -
4.56
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Figura 17. Correlacion heteronuclear de C-1/ H-5, C-4/ H-5, C-7/ H-2, C-4/ H-2 y

C-1/ H-2 en el espectro HMBC del compuesto 133.

espectro de RMN™C (A=-2.15) (Cuadro 22). Los resultados antes presentados
permitieron entonces caracterizar al compuesto 133 como la 4-p-D-glucopiranosil-

3-[3-metoxi-trans-isopenten-1-ill-acstofenona.
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4.4 EVALUACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE H.

quinquenervis SOBRE LA GERMINACION Y EL CRECIMIENTO RADICULAR DE DOS

ESPECIES DE ARVENSES

Una vez identificados y caracterizados los compuestos aislados en la

presente investigacion, se procedié a determinar su potencial fitotéxico. Es
importante mencionar, que a pesar de que el compuesto 133 no se obtuvo de una
fraccion fitotéxica, se considerd pertinente evaluar su efecto sobre ambos
bioensayos de forma tal de comprobar su inocuidad.. Los resultados obtenidos de
estas determinaciones se indican en los Cuadros 23 y en las Graficas 1-6.

De manera generai, ei efecto inhibidor demostrado por los seis compuestos
evaluados fue dependiente de la concentracion.

Como se puede apreciar en las Gréficas 1, 3 y 4, la encecalina (13), la
desmetilencecalina (4) y la 6-metoxitremetona (131) presentaron un efecto
inhibidor significativo sobre el crecimiento radicular de Ia especie A.
hypochondrfac&s, ya que demostraron mas de un 50% de inhibicion en el intervalo
de concentraciones comprendido entre 10 y 40 pg/mL; la desmetilencecalina
inclusive, inhibié totalmente la elongacion de la radicula a concentraciones
superiores a 50 pg/mL (230 uM) ; el valor de Ia concentracion inhibidora media
(Clso) es de 27 pg/mL (124 uM).

La euparina (45) y la 6-hidroxi-3-metoxitremetona (132) a diferencia de los
compuestos antes descritos, demostraron un efecto moderado sobre el

crecimiento radicular del amaranto (Graficas 2 y 5§). Ambos benzofuranos inhiben
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Cuadro 23. Efecto de los compuestos aislados de H. quinquenervis sobre la

germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y
Echinochloa crusgalli.

Amaranthus hypochondriacus Echinochloa crusgalfi
Compuesto | Concentracién | Crecimiento Inhibicion® | Germinacion | Crecimiento inhibicidn® | Germinacion
(ugfml) radicular * radicular "
{mm, £ d.e) {%) (%) {(mm, +d.e.} (%) {%)
Encecalina 0 132+34 0 100 237 +1.120 0 100
10 10.6 + 1.12 19.3 100 20.3 £ 2.4 14.1 80
20 53150 59.8 100 102+ 1.36° 571 65
40 49+1.11° 62.9 100 7.2 +1.40° 69.5 50
100 36+1.0° 72.2 100 7.2086° 69.6 35
200 31+134° 76.4 74.4 53+£1.55 77.5 30
Euparina 0 9.5+249 0 100 20149 0 100
20 73+1.82 238 94 18.1 £ 4.72° 9.4 0.9
40 6.7 +2.06 248 94 178434 10.7 84.8
50 6.6+1.39 31.3 92 16.5 * 1.11° 14.5 84.8
100 54%15° 52.7 71 16.2 £ 4.49° 18.5 81.8
200 31100 67.5 B85 9.5+4.3¢° 52.2 72
Desmetilenc 0 10.2+£185 0 100 201+3.74 4] 100
20 87207 33.8 78 14.0 £ 1.08° 30.5 18
40 3.5+045 €5.6 34 13.0 £ 1.10° 358 62
50 2.8 +£0.87° 72.5 27 103+ 1.03 48.4 56
100 0 100 0 89+11%F 55.5 50
200 0 100 0 74 +1.84 54.2 38
&-metoxi- o} 142 +1.66 0 100 27.2 +1.0821 0 100
tremetona
10 4.6 £ 0.99° 56.2 92 26.3+1.27 4.7 100
20 35+0865° 61.8 90 211 +1.05 238 o8
50 3.3+£058° 71.1 84 98+148 62.3 92
100 30+£074° 75.8 66 62%142° 74.7 85
200 20+001° 85.5 48 6.6+ 1.22° 771 84
&-hidroxi-3- 0 142 +166 0 100 27.5+3.56 #] 100
metoxi-trem
20 13.4+1.04 5.8 95 275+£1.10 0 100
50 81+197° 4.7 90 27411 58 87
100 48+ 129 65.1 B4 211 £162 231 B4
200 3.6 +1.00° 741 82 16.2 + 1.08° 40.3 B84
400 27 +0.66° 80.4 34 129+127° 522 63
Ghcosido 0 14.1+1.64 s 100 249+ 0.93 0 100
40 14.0x1.20° 0 g5 23.5+1.04 55 85
50 117 £238° 11.3 92 227+ 1.1 8.7 84
100 56+1.07° 43.1 79 148 +085° 40.4 74
200 7.5+208° 57.7 &3 129+ 0.70° 47.9 81
400 2.3+048° 82.4 21 14.6 +0.52° 51.1 53

*Cada cifra representa el promedio de cuatro réplicas
® Porcentajes expresados en relacion ai crecimiento del control negativo
“p< 0.05 {ANQVA)
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Grafica 1. Efecto fitotxico de la encecalina (13) sobre el crecimiento radicular de
A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa el promedio de cuatro
réplicas. Se utilizd el acido 2,4-diclorofenoxiacético (10 ug/mL) como un control
positivo.
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Grafica 2. Efecto fitotéxico de la euparina (45) sobre el crecimiento radicular de A.
hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa el promedio de cuatro
replicas. Se utilizd el acido 2 4-diclorofenoxiacético (10 pg/mL) como un control
positivo.
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Grafica 3. Efecto fitotdxico de la desmetilencecalina (4) sobre el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa el promedio
de cuatro réplicas. Se utilizé el acido 2,4-diclorofenoxiacético (10 ng/mL) como un

control positivo.
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Grafica 4. Efecto fitotoxico de la 8-metoxitremetona (131) sobre el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor represenia el promedio
de cuatro réplicas. Se utilizd e! acido 2,4-diclorofenoxiacético (10 ng/mL) como un

control positivo.
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Grafica 5. Efecto fitotéxico de la 8-hidroxi-3-metoxitremetona (132) sobre el
crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa
el promedio de cuatro réplicas. Se utilizé el acido 2,4-diciorofenoxiacético (10
ng/mL) como un control positivo.
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Gréfica 6. Efecto fitotoxico de la 4-B-D-glucopiranosil-3-[3-metoxi-frans-isopenten-
1-il]-acetofenona (133) sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E.
crusgalli. Cada valor representa el promedio de cuatro réplicas. Se utilizé el acido

2,4-diclorofenoxiacético (10 ug/mL) como un control positivo.
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Figura 18. Efecto de la encecalina (4) sobre el crecimiento radicular de A.

hypochondriacus y E. crusgalli.
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en un 60% el crecimiento radicular de esta especie a una concentracion de 100
ng/ml (483 y 421 uM para 45 y 132, respectivamente).
Los resultados obtenidos para las semillas de E. crusgaili, demostraron que

esta especie es menos sensible a los tratamientos con los compuestos objeto de

evaluacién.

Como se puede observar en las Gréficas 1,3 y 4, los compuestos 4, 3y
131 presentaron una vez mas un efecto inhibidor significativo sobre el crecimiento
radicular de esta especie en el intervalo de concentraciones evaluados: la
encecalina por ejemplo, reveld un efecto apreciable a partir de la concentracién
de 10 ug/mL (Figura 15). Los valores de la Cly calculados fueron 78, 8 y 68

y 312 uM, respectivamente} para ia desmetilencecalina, la

(#}]

ug/mi (3862, 2
encecalina y la 6-metoxitremetona, respectivamente.

Por otra parte, la euparina y la 6-hidroxi-3-metoxitremetona inhibieron en
menor grado el crecimiento radicular de E. crusgalli, con un valor para la Cls de
252 y 323 ng/mL, respectivamente.

Finalmente, el compuesto 133 como era de esperarse, no afecté de manera
significativa el crecimiento radicular de ninguna de las dos malezas de prueba.

En el Cuadro 23, se muestran también los resultados obtenidos en los
bioensayos de germinacién de las dos especies de semillas de prueba. Como se
desprende de los mismos, la desmetilencecalina es el Unico compuesto que
demuestra un efecto inhibidor significativo sobre el proceso de germinacién, ya

que inhibe totalmente la germinacién de las semillas de A. hypochondriacus a una
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eoncentracion de 100 pug/mL, en tanto que la germinacion de E. crusgalli se inhibe
en un 50% a una menor concentracion (40 ug/mL).

El resto de los compuestos no demostraron un efecto apreciable sobre el
proceso de germinacidn de ambas especies de prueba.

De los compuestos obtenidos en el presente estudio, Unicamente la
encecalina (13) y la desmetilencecalina (4) han sido objeto de una evaluacién
previa (Merrill, 1989). En esa oportunidad, la desmetilencecalina inhibié de
manera significativa el crecimiento radicular de las especies Panicum miliaceum,
Medicago sativa, Lolium perenne, Lacfuca sativa, Sefaria viridis, Ipomoea
purpurea y E. crusgalli a una concentracion de 0.01 uM. La encecalina por ei
contrario, mostro unicamente un efecto inhibidor para E. crusgalli y Panicum
miliaceum a una concentracion de 0.1 uM.

En consecuencia, esta investigaciéon constituye el primer reporte del efecto
fitotdxico potencial de benzofuranos.

Por otro lado, la comparacion de la actividad fitoinhibidora de! crecimiento
vegetal demostrada por la encecalina (13), es similar a ia actividad descrita para
algunos compuestos aromaticos. De manera general, los compuestos aromaticos
investigados a la fecha ejercen su efecto en un intervalo de concentracidn

comprendido entre 10° y 107 uM (Einhellig, 1993; Macias et al.,1995).

4.5 EVALUACION DEL EFECTO FOTOTOXICO POTENCIAL DE LOS CONSTITUYENTES

MAYORITARIOS DE H. quinquenervis
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- Diversas investigaciones realizadas durante las dos Gltimas décadas, han
permitido establecer que un gran ndmero de productos naturales de origen
vegetal son significativamente téxicos a plantas y animales cuando estos se

someten a una irradiacion con luz visible & luz UV (Arnason y Towers, 1988).

Los compuestos fotodindmicos, se dividen en dos grupos. Los
pertenecientes al primero, ejercen su efecto fototdxico interaccionando con el
DNA 6 RNA. Esta categoria incluye metabolitos tales como furanocumarinas,
furanoquinolinas y alcaloides de tipo B-carbonilico (McKenna et af., 1981). Debido
a que estos compuestos reaccionan con los &cidos nucleicos y causan
aberraciones a nivel de ios cromosomas, no tienen apiicacién en las practicas
agricoias. No obstante, estos son Utiles en la terapéutica para el tratamiento de la
psoriasis, vitiligo y algunos casos de leucemia (Arnason y Towers, 1988).

El segundo grupo, mejor conocido como los compuestos fotodinamicos de
tipo I}, cuando son excitados por la luz transfieren energia al oxigeno molecular
produciendo normalmente oxigeno singulete (102). Este estado excitado del
oxigeno es altamente reactivo y es el responsable de la potente actividad
fototoxica demostrada por estos productos. Este grupo incluye algunas nafto y
antraquinonas, poliacetilenos (Towers et al., 1977; Wat ef al., 1979) y alcaloides
isoquinolinicos, por tan solo mencionar algunos ejemplos. Un ejemplo
representativo de metabolitos secundarios fototdxicos de tipo Ii es el a-tertienilo.
Este compuesto inhibe significativamente el crecimiento radicular de diversas
especies, entre las que se encuentran Asclepias syriaca, Chenopodium album,

Trifolium perenne y Amaranthus retroflexus L_.

127



% Inhibicién

Considerando que en un estudio previo realizado por Proksch y
colaboradores (1983) se demostrd que la encecalina, la desmetilencecalina y la 6-
metoxieuparina ejercen un ligero efecto fototdxico sobre S. cerevisiae, C. albicans
y B. subtilis, se consideré pertinente comprobar si el efecto fitotdxico demostrado
por la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina estaba mediado por un
efecto fototdxico. Para ello, se repitieron los ensayos de fitotoxicidad irradiando en
esta oportunidad con luz UV a dos diferentes longitudes de onda (254 y 365 nm).

En las Graficas 7-9 se ilustran los resuliados derivados de este segundo

conjunto de evaluaciones.

H24-D
A, hypochondriad

HE. crusgalli

concentracién {ug/mL.)

Grafica 7. Efecto fototdxico de la encecalina (13) sobre el crecimiento radicular de
A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa el promedio de tres
réplicas.

El analisis comparativo de los resultadcs obtenidos en las dos condiciones
de prueba, permite concluir que Gnicamente la encecalina (13) y la euparina (45}

producen un incremento moderado (30%) del efecto inhibidor del crecimiento
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Grafica 8. Efecto fototdxico de la euparina (45) sobre el crecimiento radicular de

A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor represenia e promedic de tres

réplicas.

H24-D

i} QA hypochondriacus
:_q .
5 M E crusgalli
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Grafica 9. Efecto fototéxico de la desmetilencecalina (4) sobre el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. Cada valor representa el promedio

de tres réplicas.
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fadicular bajo las condiciones de irradiacion; sin embargo, estadisticamente las
diferencias no son significativas. En consecuencia, el efecto fitotdxico demostrado

por los compuestos 13 y 45, no estd mediado por un efecto fototoxico.

4.6 EVALUACION DEL EFECTO DE LA ENCECALINA (13), LA EUPARINA (45) Y LA
DESMETILENCECALINA (4) SOBRE DIVERSAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS.

Considerando la actividad fitoinhibidora significativa demostrada en este
estudio para la encecalina y la desmetilencecalina sobre Ias dos especies de
arvenses de prueba, se considerd conveniente explorar de forma detallada el
potencial herbicida de estos compuestos. De tal forma que se evalud el efecto de
ambos benzopiranos sobre ias reacciones iuminosas de la fotosintesis in vitro en
cloroplastos aislados de espinacas.

Cabe senalar, que a pesar del efecto inhibidor significativo demostrado por
la 6-metoxitremetona sobre el crecimiento radicular de las especies de prueba, no
fue posible determinar su efecto sobre las diferentes actividades fotosintéticas
debido a los bajos rendimientos obtenidos de este compuesto en los diferentes
estudios fitoquimicos realizados sobre la planta. Asi mismo, considerando que [a
euparina constituye uno de los compuestos mayoritarios obtenidos en el presente
estudio y que ademas presentd un efecto fitoinhibidor significativo, aunque de
menor potencia, se juzgo pertinente también evaluar su efecto sobre este blanco
de accion.

Las actividades fotosintéticas estudiadas se seleccionaron tomando como

referencia el blanco de accién de los herbicidas comerciales.
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- En primer lugar, se determind el efecto que presentan la encecalina (13}, la
euparina (45) y la desmetilencecalina (4) sobre la sintesis de ATP. En este
sentido cabe recordar que los compuestos que inhiben la sintesis de ATP lo
pueden hacer por mecanismos de desacoplamiento, inhibiendo 1a transducion de
energia 6 bien inhibiendo la reaccién de Hill (Trebst, 1978; Moreland, 1980; Ort,
1986).

Considerando que los tres compuestos evaluados presentaron un efecto
inhibidor sobre la sintesis de ATP, se evalué su efecto sobre el transporte de
electrones basal, desacoplado y fosforilante, asi como sobre la captacion de H',
con la finalidad de establecer cual de los mecanismos antes mencionados
resultaba activado.

Posteriormente, se interpretd su mecanismo de accion y se procedié a
caracterizar el sitio 6 la enzima redox de la cadena transportadora de electrones
que fue afectada por cada compuesto.

La discusién del efecto mostrado por cada uno de los compuestos sobre
las actividade§ fotosintéticas antes mencionadas, es el objetivo de la seccion

siguiente.

4.6.1 Efecto sobre la sintesis de ATP y captacion de H'.

La sintesis de ATP se midio registrando los cambios de pH en el medio de
reaccion entre pH 8.0 y 8.1, tal y como se indica en la seccién experimental
(Pefia-Valdivia ef al., 1991). Este procedimiento se basa en determinar los

cambios de pH en el medio de la reaccidn, inducido por la sintesis de ATP en
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presencia de ATP y Pi (Calera et a/., 1996). Cabe destacar que durante la sintesis
de ATP a pH 8, la enzima H'-ATPasa consume irreversiblemente un protén por
cada molécula de ATP sintetizada. En consecuencia, la variacion de pH debido al

consumo de protones es proporcional a la cantidad de ATP generada.

En la Grafica 10, se muestra el efecto de los compuestos evaluados sobre

la fotofosforilacién cuando los electrones se transportan de H,0 a MV (Figura 19).
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Figura 19. Determinacion del transporte de electrones de H,0 a MV

Como se puede observar, la euparina (45) vy la desmetilencecalina (4)
inhiben de manera significativa y dependiente de la concentracion el proceso de
la fotofosforilacidn. Ambos compuestos inhiben en un 70% la fosforilacién a una
concentracion de 300 uM. Por el contrario, la encecalina es menos activa a la

misma concentracién, inhibiendo Unicamente en un 10% la sintesis de ATP. Sin
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embargo, a la méxima concentracién de prueba (400 uM) el compuesto 13 inhibe
por completo el proceso. Los valores de lsy (concentracion que produce el 50% de
inhibicidn) obtenidos se muestran en el Cuadro 24 y como se infiere de los
mismos, la desmetilencecalina es el inhibidor mas potente de la fotofosforilacion.
Con base en estos resultados, resulta claro que existen ciertos
requerimientos estructurales para que se lleve a cabo la inhibicién de la
fosforilacién por estos compuestos. Asi por ejemplo, la presencia del grupo OH en
la posicion C-7 de los compuestos 4 y 45 parece ser importante para la accién
inhibidora sobre la sintesis de ATP esto debido probablemente, a una menor
liposclubilidad en las membranas tilacoidales. De manera adicional, se puede
concluir que la naturaleza del anillo heterociclico (furano vs pirano) no influye

sobre esta actividad.

Cuadro 25. Valores de Clss de la encecalina (13), la euparina (45) vy la
desmetilencecalina (4) en [a fotofosforilacion, captacion de protones y transporte

de electrones.

Clsa (pg/ml)

Encecalina Euparina Desmetilencecalina
Sintesis de ATP >300 154.5 151.6
Captacidn de protones 35 3,5 317.9
Transparte de electrones 121.6 339.5 109
basal
Transporte de electrones 7.2 >400 336.5
desacoplade
Transporte de electrones 851 >400 >400
fosfoniado

En la Gréfica 11 se muestran los resultados obtenidos para los compuestos

4, 13 y 45 sobre la captacién de H*; de manera general, los tres compuestos

inhibieron esta actividad fotosintética en forma dependiente de la concentracién.
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Grafica 10. Efecto de la encecalina (14), la euparina (45) y la desmetilencecalina
(4) sobre ia sintesis de ATP. Las velocidades de ios controles son: 254, 283 y 302
umol de ATP'mg de clor’ para la encecalina (@), la euparina (A) y Ia

desmetilencecalina (M), respectivamente. T, desviacién estandard maxima.
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Grafica 11. Efecto de la encecalina (14), la euparina (45) y la desmetilencecalina
(4) sobre la captacion de H'. Las velocidades de los controles son: 123, 123 y 132
uequiv de H™mg de clor' para la encecalina, la euparina(®) y la

desmetilencecalina (M), respectivamente. T, desviacion estandard maxima.

135



4.6 2 Efecto sobre el transporte de electrones

Con el objeto de dilucidar el mecanismo de accién mediante el cual estos
compuestos inhiben la sintesis de ATP y ia -captacién de H', se determind su
efecto in vitro sobre el transporte de electrones fotosintético no-ciclico, empleando
agua como un donador naturai de electrones y el metilvioldgeno como un aceptor
final de electrones (Figura 16). Este efecto se investigd bajo tres condiciones
experimentales diferentes: basal, fosforilante y desacoplado (Trebst,
1972 ;McCarty, 1977 ; Mitchell, 1977).

En primer lugar, se evalud el transporte de electrones basal mediante la
determinacion del flujo de electrones dependiente de la luz en el medio basal;
cabe mencionar que en este caso, |la velocidad dei transporte de electrones es
baja debido a la ausencia de ADP y Pi en el medio de reaccion (Trebst, 1972).

En la Gréfica 12, se observa que la encecalina (13) y la desmetilencecalina
(4) inhiben ia velocidad del transporte de electrones basal en un 70% a una
concentracion de 300 uM. La euparina por su parte, muestra un efecto moderado,
ya que la inhibicién de Ieste flujo de electrones es del 40% a !a misma
cancentracion.

Por otra parte, cuando al medio de reaccion se adicionan ADP y Pi
(transporte de electrones fosforilante) para permitir la actividad catalitica de la
enzima H'-ATPasa, la velocidad del transporte de electrones es de una a ires
veces mayor que [a del transporte de electrones basal, ya que el gradiente de pH

es utilizado para la fotofosforilacidn (Trebst, 1972). En este caso, la encecalina
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Gréfica 12. Efecto de la encecalina (14), la euparina (45) y la desmetilencecalina
(4) sobre el transporte de electrones basal. Las velocidades de Ios controles son:
878, 878 y 543 uequiv de " h™' mg de clor’ para la encecalina ( @), la euparina
(A) y la desmetilencecalina (M), respectivamente. T, desviacion estandard
maxima.
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Grafica 13. Efecto de la encecalina (14), la euparina (45) y la desmetilencecalina
(4) sobre el transporte de electrones fosforilante. Las velocidades de los controles
son: 903, 966 y 1210 pequiv de " h™ mg de clor” para la encecalina ( @), la

euparina (A) y la desmetilencecalina (M), respectivamente. I, desviacion
estandard maxima.

137



inhibid el transporte de electrones fosforilante en un 50 y 75% a 100 y 400 uM,
respectivamente (Gréfica 13). La desmetilencecalina inhibié también la velocidad
del transporte de electrones fosforilante aunque en una forma moderada la
maxima inhibicién se observa a la concentracién de 400 uM (58%). Con respecto
a la euparina, esta muestra un efecto de inhibicién constante (35%) en el intervalo
de concentraciones de 150 a 400 uM.

En relacion con la determinacion de la velocidad del transporte de
elecirones desacoplado, se adiciond al medio de reaccién basal NH,Cl como un
agente desacoplante; es importante mencionar, que este Ultimo compuesto
promueve la disipacion del gradiente de H* generado en la cadena fotosintética,
observandose una velocidad méxima del flujo de electrones. Si un compuesto
inhibe el transporte de electrones bajo estas condiciones, se le conside:-ra como
un inhibidor clasico de la reaccién de Hill (McCarty, 1977; Mitchell, 1977). Como
se puede observar en la Grafica 14, la encecalina y la desmetilencecalina
inhibieron drasticamente el flujo de electrones desacoplado en forma dependiente
de la concentracion, en un 90 y 80%, respectivamente a una concentracion de
400 uM. Por el contrario, la euparina activo la velocidad en un 20% a 75 uM ; a
mayor concentracién del compuesto, la activacion disminuye siendo igual a la del
control desde una concentracion de 250 uM.

El Cuadro 25 muestra los valores de |5 calculados para los compuestos
evaluados sobre los transportes de electrones basal, fosforilante y desacoplado.

El analisis de los resultados obtenidos hasta el momento, indicaron

claramente, que ambos benzopiranos actlian como inhibidores tipicos de la
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Grafica 14. Efecto de la encecalina (14), la euparina (45) y la desmetilencecalina
(4) sobre el transporte de electrones desacoplado. Las velocidades de los
controles son: 2060, 2060 y 2054 pequiv de ¢ h™" mg de clor™ para la encecalina
( @), la euparina (A) y la desmetilencecalina (W), respectivamente. T, desviacion

estandard maxima.

Cuadro 26. Efecto de la encecalina (13), la euparina (45) y la desmetilencecalina

(4) sobre el transporte de electrones comparado con el control (100% de

actividad).
Reacciones Concentracion de los % Inhibicién Clso (uM)
compuestos 4, 13 y 45 (uM)
H:0 a MV 13 45 4 13 45 4 13 45 4
Transporte de electrones 300 300 300 7143 41,94 6924 | 12161 | 3395 [ 10885
basal '
Transporte de eiectrones 400 400 400 7414 66.66 £6.45 65.14 - 362.5
fosforlado -
Transporte de elecironas 400 400 400 93 39 ND° 8231 | 397.22 ND® 336.5
desacoplado
Fotosisterna i
DAD a2 Mv 300 - 300 5.27 - ND® - - -
Fotosistema il
H:0 a DAD 300 - 200 66.68 - 100 205.13 - 145.82
H20 a SiMo 300 - 200 70.53 - &1 210.84 - 150.59
DPC a DCPIP 300 200 75.62 83 241.88 17337

*Las velocidades de (0s controles para et flujo de electrones en el fotosistema Il de Hz:0 a DAD, de H,0 a SiMo y de DPC
2 DCPIP fusron 410, 450 y 364 pequiv de ¢.h".mg de Clor", respectivamente.
® No determinado
‘No detectado
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reaccion de Hill. En consecuencia, la inhibicion de la sintesis de ATP demostrado
por estos compuestos se debe a una interferencia con el flujo de electrones en la
cadena redox.

La potencia demostrada por la encecalina y la desmetilencecalina es
similar a la encontrada para una gran variedad de productos naturales con
actividad inhibidora del transporte de electrones enire los cuales se encuentran,
el cacalol (Lotina-Hennsen et al.,, 1981), el piquerol (Mendoza ef al, 1994), la
ivalina (Bernal-Morales et al., 1994) y la isoalloalantolactona (Calera ef al., 1995),

por tan s6lo mencionar algunos ejemplos.

4.6.3 Caracterizacion del efecto de la encecalina y la desmetilencecalina sobre el
transporte de electrones fotosintético.

Con el objeto de localizar el sitio y/6 la enzima redox de la cadena
transportadora de electrones inhibido por la encecalina y la desmetilencecalina,
se determind su efecto en pequefios fragmentos de los fotosistemas | y lI. Para
estas determinaciones, se emplearon diferentes donadores y aceptores artificiales
de electrones, asi como inhibidores de la cadena fotosintética (Vemon y Shaw,
1969 ; Saha et al., 1971).

En primer lugar, se determind la actividad en el fotosistema | empleando
como sistema DAD/ascorbato. El DAD reducido con ascorbato actia como un
donador artificial de electrones a nivel dei complejo citbe/f. EI MV se empled como
un aceptor final de electrones y el DCMU se adiciond a la mezcla de reaccidn con

la finalidad de inhibir el flujo de electrones del fotosistema 1l al fotosistema | a
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nivel de Qg (Figura 20). Los resultados de esta determinacién se muestran en la
Gréfica 15 y en la Figura 19 los registros obtenidos; como se puede observar, Ia
actividad en el fotosistema | no es afectada por la presencia de ambos

compuestos, por lo que el blance de accién debia encontrarse en ef fotosistema I.

El transporte de electrones desacoplado en el fotosistemna If se determing
de H.O a DAD; en esta reaccién, el agua actGo como un donador natural de
electrones y el DAD/KsFe(CN)s acttio como un aceptor artificial de electrones,
equivalente al aceptor natural citbe/f. Para inhibir el paso de e!ectronés hacia el
fotosistema | se adiciond DBMIB a la mezcla de reaccién (Figura 22). Los
resultados obtenidos sobre esta reaccion parcial se pvesentan en ia Gréfica 16 y
como se puede observar, esta es inhibida significativamente por los tratamientos
con los compuestos 4 y 13 (Figura 21).

Posteriormente, se determind el efecto de ambos benzopiranocs en las
reacciones parciales del flujo de electrones de H,O a SiMo y de DPC a DCPIP
(Figuras 23 y 24). En la primera de ellas, el agua actio una vez mas como un
donador natural de electrones y el SiMo (equivalente a Ia FeQ) actiio como una
aceptor final de electrones. El DCMU se empled para inhibir el transporte de
electrones hacia el fotosistema |, especificamente sobre el transporte de
electrones de la FeO a Qa (Figura 20). Con respecto a la determinacién de Ja
velocidad del flujo de electrones en el intervalo de DPC a DCPIP, se adicioné al

medio de reaccién tris con la finalidad de impedir 12 hidrélisis del agua; ta DPC

actuo como un donador artificial de electrones a nivel de Psso ¥ €l DCPIP reducido
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Grafica 15. Efecto de la encecalina (14) y la desmetilencecalina (4) sobre el
transporte de electrones en el fotosistema I. Las velocidades de los controles son:
4750 y 5000 pequiv de e h™ mg de clor’ para la encecalina (@) y la

desmetilencecalina (M), respectivamente. I, desviacidon estandard maxima.

142



\\ KelFe(CN)e]
\ | } 200 pM
300 uM KsFe(CN)e]
[l 150uM
~ 200 uM ' F
\ 100 uM // 500 1M ; 125 uM
: 50 uM “ ’
250 uM
Desm 110 gM
c ,
\ / 200 pm f
\' 300 pM / / 100 p
\ 200 uM / 100 uM /
75 uM
| 100 uM / 50 uM ’
\ Enc 50 uM
™ S0uM iy Desm
Enc /
C ,
C C
FSII
FS II

FS 1

Figura 21. Efecto de la encecalina (4) y la desmetilencecatina (13) sobre el transporte de

electrones en los fotosistemas 1 y Ii.
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€on ascorbato actio como un aceptor final de electrones, equivalente al aceptor
natural citbe/f (Figura 23).

En el Cuadro 25 se resumen los resultados obtenidos para las reacciones
parciales del FS 1l, los cuales se expresan en términos de la concentracién que
inhibié¢ el 50% de la reaccidon (ls). Tanto la encecalina como la
desmetilencecalina, inhiben el flujo de electrones de las tres reacciones parciales
del fotosistema |l ensayadas; para el caso de la desmetilencecalina (4), se
obtiene un 100% de inhibicion a una concentracién de 200 uM en el flujo de
electrones de H,O a SiMo, en tanto que para la encecalina (13) se obtiene el
mayor porcentaje de inhibicion (75%) a una concentracion de 300 uM en la
reaccion parciat de DPC a DCPIP.

Los resultados obtenidos sobre el flujo de electrones en los fotosistemas | y
il, permiten establecer que la encecalina y la desmetilencecalina inhiben
significativamente las reacciones parciales del fotosistema Il, por io que su
blanco de accién se establecié entre Psso‘y Qa.

Otros compuestos de origen sintético tales como el CCCP (lzawa, 1977) y
el dinoseb (Renger, 1979 ; Giardi et al, 1988),y algunos productes naturales
como el cacalol (Lotina-Hennsen ef al., 1991), 1a zaluzanina C (Lotina-Hennsen ef
al.,, 1992) vy la isoalloalantolactona (Calera ef al, 1995a) inhiben la cadena

fotosintética al mismo nivel que los compuestos 4y 13.

4.6.4 Efecto de la euparina sobre la actividad de la enzima Mg**-ATPasa
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- Como se menciond previamente, la eupafina (45) inhibe significativamente
la sintesis de ATP, la captacion de H® y los transportes de electrones basal y
fosforilante (Gréficas 10-14). Sin embargo, no muestra efecto alguno sobre la

velocidad del transporte de electrones desacoplado y por io tanto, a diferencia de

la encecalina y la desmetilencecalina, la euparina no se comporta como un
inhibidor de la reaccion de Hill.

En consecuencia, considerando que la principal caracteristica de un
inhibidor de la transferencia de energia es la disminucién en la velocidad del
transporte de electrones en condiciones fosforilantes, se planteé la hipétesis de
gue ia euparina actia como un inhibidor de la transferencia de energia
la sintesis de ATP a nivel de la H*-ATPasa, enzima responsable de la sintesis de
ATP. Por tal motivo, se procedid a determinar el efecto de la euparina sobre la
actividad enzimatica de la enzima ATPasa dependiente de Mg**. En la Grafica 17
se muestran los resultados obtenidos de esta evaluacion. Como se puede
apreciar, el compuesto afecta significativamente la actividad de Iz enzima
ATPasa, induciendo una inhibicidn def 50% a una concentracién de 105 uM. Este
resultado permite confirmar la propuesta de que la euparina actia como un
inhibidor de la transferencia de energia, aunque con un mecanismo de accién
unico y diferente a los descritos previamente para algunos productos naturales
como la florizina (I1zawa et al., 1966), el kaempferol (Artzen et al., 1974), la 5-0-p-
D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4-dihidroxi-4-fenilcumarina (Calera et af., 1995b),

el piquerol (Mendoza et al., 1994) y la ajmalina (Vallejos y Andero, 1974) ya que
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todos estos compuestos no presentan efecto alguno sobre el transporte de
electrones basal. La euparina sin embargo, muestra un efecto inhibidor del 30%

sobre la velocidad de este flujo de electrones.
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Grafica 17. Efecto de la euparina (45) sobre la actividad de la enzima Mg®-
ATPasa. La conceniracion de prueba de la euparina es de 250 pM. La velocidad

del control es de: 341 umoles de Pi' ™" mg de clor”. I, desviacién estandard

maxima.

4.6.5 Efecto de los compuestos 4, 13 y 45 en la velocidad del transporte de
electrones desacoplado y basal a diferentes pHs.

Con la finalidad de determinar si el benzofurano y los benzopiranos
evaluados sufren reaciones acido-base durante la determinacién de la velocidad

del fransporte de electrones basal y desacoplado, respectivamente, se determiné

su efecto sobre los mismos a diferentes pHs.
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- La Grafica 18, muestra |la dependencia del pH del compuesto 45 sobre el

transporte de electrones basal. Como se puede observar, el maximo efecto
il

inhibidor se obtiene a pH neutro.

Para el caso de los benzopiranos, el efecto.inhibidor sobre el transporte de

electrones desacoplado es notablemente incrementado a pHs alcalinos {(pH 8.0-
8.5) (Gréfica 19).

Con estos resultados se sugiere, que en estas condiciones de pH el sitio
de interaccion sufre cambios conformacionales dé tal forma que, el sitio de
inhibicion estd més expuesto para unirse. Es importante sefalar, que en términos
de reactividad quimica (p. j. formacién de especies iénicas mas activas) es dificil
proporcionar una posible expiicacion para ei comportamiento de inhibicién de los
compuestos 4, 13 y 45 a diferentes pHs.

Estos resultados preliminares para la encecalina y la desmetilencecaling,
permiten especular sobre el posible establecimiento de puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas con el sitio de union en la subunidad de Ila

_plastoquinona Qa. Este modelo se veria entonces favorecido en condiciones de
pH alcalino y de esta manera el sitio de inhibicién estaria mas expuesto a estos
benzopiranos. En la Figura 25, se esquematiza la posible interaccién de estos
compuestos con la enzima blanco a nivel de la cadena fotosintética.

Cabe destacar que un mecanismo de accion similar se ha propuesto para
el herbicida comercial atrazina (Trebst, 1987) el cual, interactua al mismo nivel
que los benzopiranos de H. quinquenervis en la cadena transportadora de

electrones.
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Grafica 18. Efecto de la encecalina (13) v la desmetilencecalina (4) sobre el
transporte de electrones desacoplado a diferentes pHs.
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Grafica 19. Efecto de la euparina (45) sobre el transporte de electrones basal a
diferentes pHs.
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4.7 EVALUACION DEL EFECTO DE LOS CONSTITUYENTES MAYORITARIOS DE H.
quinquenervis SOBRE LA RESPIRACION EN EL PROCESO DE GERMINACION DE CUATRO
DIFERENTES ESPECIES DE SEMILLAS

El proceso de germinacion, inicia con la toma de agua de las semillas
(imbibicién) y concluye con el origen de la elongacién de los ejes embrionarios.
Es decir, cuando las semillas secas imbiben agua se promueven una serie de
eventos los cuales, tienen como resultado final la emergencia de la radicula. Este

ultimo evento indica que se ha completado la germinacion (Bewley y Black, 1994).

La germinacion es un evento que requiere de energia y depende entonces
de la respiracién de la semilla, de tal forma que las tnicas sustancias que se

consumen durante este proceso son H;0 y 0.

De manera general, la germinacion comprende tres fases (Mayer y
Poljakoff, 1989; Bewley y Black, 1994). La fase | 6 imbibicidn, es el paso inicial y
esencial para que se lleve a cabo la germinacién. Durante la fase Il (llamada
también fase lag), se llevan a cabo los principales eventos metabdlicos previos a
fa emergencia de la radicula: respiracién, sintesis de proteinas, DNA y RNA, y
division celular.-Finalmente, durante la fase Il se inicia la elongacién de la
radicula. La duracién de cada una de estas fases, depende de las propiedades
distintivas de las semillas, por ejemplo permeabilidad, tamafo de l1a semilla y

captura de oxigeno, ademas de las condiciones dominantes durante la fase de

imbibicién (temperatura y contenido de humedad).
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- Dado el efecto demostrado por la desmetilencecalina sobre el proceso de
germinacion y con la finalidad de explorar un segundo blanco de accién a nivel
pre-emergente de este producto natural como un agente herbicida potencial, se

procedid a determinar su efecto sobre la respiracion de semillas durante el

w w W W W W vV w v v v vV v v v UV 'v v W GOV WV

proceso de germinacion empleando como especies de prueba, semillas de E.
crusgalli, A. hypochondriacus, Z. Mays, P. sativum y P. ixocarpa.

Asi mismo, se determind el efecto de la euparina y la desmetilencecalina
con el objeto de determinar si este es el blanco de accién de ambos productos
naturales.

De manera general, el efecto en la respiracion demostrado por estos
compuestos es dependiente de la concentracion, tiempo de imbibicién y de las
semillas empleadas. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

4.7 1 Efecto de |a encecalina

Este compuesto, demuestra un comportamiento similar para las dos
especies de malezas empleadas. Para el caso de A. hypochondriacus, en la
tercera hora de imbibicién se observa un incremento moderado en el consumo de
O, en tanto que transcurridas 12 y 24 horas, disminuye notablemente la
respiracion comparada con el control; a las 12 hr se obtiene una activacién del
250% (Gréfica 20). Con respecto a la respiracion de las semillas de E. crusgalli, a
las 12 horas se observa una activacion del consumo de oxigeno en un 212 % a

150 uM (Gréfica 21).
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Grafica 20. Efecto de ia encecalina (13) sobre el consumo de O, de semillas de A.
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Gréfica 21. Efecto de la encecalina (13) sobre el consumo de O, de semillas de E.

crusgallia las 3 (W), 12 (@), 24 (A) y 48 (¥) hr. T, Desviacion estandard méxima.

154

1



Para el caso de los embriones de maiz, la encecalina revela un efecto
desacoplante en la tercera hora, ya que activa de manera significativa el consumo
de oxigeno hasta un 218 % a una concentracién de 400 uM (Gréfica 22 )-Alas 12

y 24 horas, demuestra un efecto moderado de inhibicién a bajas conceniraciones;

sin embargo, conforme ésta se incrementa se observa un efecto de activacién.

natomos de O,
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Grafica 22. Efecto de la encecalina (13) sobre el consumo de O; de semilias de Z,

mays alas 3 (H), 12 (®) y 24 (A) hr. Desviacién estandard méxima.

El efecto de la encecalina sobre las semillas de chicharo fue similar af
observado para A. hypochondriacus ; a las 48 hr de imbibicién, revela un efacto
desacoplante significativo a la mayor concentracién de prueba (Grafica 23, 90%
de activacion).

Como se puede apreciar en la Gréfica 24, la respiracion de las semillas de
tomate se observa un efecto desacoplante significativo durante |a tercera hora de

imbibicién. Por el contrario, a las 12 horas se obtiene un efecto notable de
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inhibicién (60%) desde una concentracion de 75 uM. A las 24 hr se observa de

nueva cuenta un efecto desacoplante dependiente de la concentracion.
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Gréfica 23. Efecto de la encecalina (13) sobre el consumo de O, de semillas de P.

sativum a las 12 (), 24 (@) y 48 (A) hr. L, desviacion estandard maxima.
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Grafica 24. Efecto de la encecalina (13) sobre el consumo de O, de semillas de P.

ixocarpaalas 3 (W), 12 (@), 24 (A) y 48 (V) hr. T, Desviacion estandard maxima.
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4.7 2 Efecto de la desmetilencecalina

En las Gréaficas 25-29 se muestran los resuitados de ia desmetilencecalina

para las cuatro semillas de prueba. Durante Ia tercera hora de germinacion, la

desmetilencecalina no presenta un efecto de inhibicidn para la especie A.

hypochondriacus a las concentraciones de prueba. En tanto, a las 12 y 24 hr se

observa un efecto de activacién (212%) a una concentracién de 200 uM en e

consumo de oxigeno.
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Grafica 25. Efecto de la desmetilencecalina (4) sobre el consumo de O, de

semillas de A. hypochondriacus a las 3 (W), 12 (@) y 24 (A) hr. I, Desviacion

estandard maxima.

Para las semillas de E. crusgalli, este compuesto inhibe moderadamente el

consumo de oxigeno; a las 12 hr, se obtiene un efecto inhibidor significativo
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desde una concentracién de 50 uM. A las 48 hr de germinacién, el benzopirano

induce un efecto desacoplante de una manera dependiente de la concentracion.
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Grafica 26. Efecto de la desmetilencecalina (4) sobre el consumo de O, de
semillas de E. crusgalli a las 3 (W), 12 (@), 24 (A) y 48 (V) hr. I, Desviacion

estandard maxima.

Para el caso de los embriones de maiz, este compuesto demuestra un
efecto desacoplante significativo dependiente de la concentracién durante el
tiempo de experimentacion.

Para las semillas de tomate, a las 12 hr se observa un ligero incremento en
la actividad en el intervalo de concentraciones de 50 a 100 uM, mientras que a
mayores concentraciones se revierte el efecto. A las 48 hr, este pirano presenta

un efecto desacoplante significativo para esta misma especie.
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Gréfica 27. Efecto de ia desmetilencecalina (4) sobre el consumo de Q, de

semillas de Z. maysa las 3 (M), 12 (®) y 24 (A) hr. T, Desviacién estandard

maxima.
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Grafica 28 Efecto de la desmetilencecalina (4) sobre el consumo de O, de

semillas de P. ixocarpa a las 3 (H), 12 (@), 24 (A) y 48 (V) hr. I, Desviacion

estandard méaxima.
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Por ultimo, como se puede apreciar en la Grafica 29 este benzopirano no
mostrd efecto alguno a las 12 hr de imbibicion para la especie P. safivum ; sin
embargo, a ias 24 y 48 hr reveld un efecto de activacion considerable sobre el

consumo de O, de una manera dependiente de la concentracién (70 y 100%,

respectivamente.
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Grafica 29. Efecto de la desmetilencecalina (4) sobre el consumo de O, de
semillas de P. safivum a las 12 (H), 24 (@) y 48 (A) hr. L, desviacion estandard

maxima.

4.7 .3 Efecto de la euparina

Los resultados obtenidos para la euparina se muestran en las Graficas 30-
34. Durante las primeras horas, el benzofurano indﬁce un incremento en el
consumo de oxigeno (110%) en un rango de concentraciones de 50-75 uM; por el

contrario, a partir de 150 uM se obtiene un efecto moderado de inhibicién (20%).
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A la maxima concentracién evaluada, se observa nuevamente una inhibicién del

S0%. A las 24 hr de germinacion este compuesto demuestra también un ligero

efecto de inhibicion.

Para el caso de E. crusgalli, a las 24 hr la euparina presenta un efecto de

- W W W W ¥y W w W

inhibicién de la respiracion.

Con respecto a las semillas de tomate, Ia euparina no induce efecto alguno
en fa primera hora de germinacién. Sin embargo, a las 12 hr de imbibicién, inhibe
el consumo de oxigenc hasta en un 60%. Por Uitimo, a las 48 hr provoca un efecto

de activacioén de hasta un 200% a una concentracién de 400 uM.

Finalmente, este compuesto provoca una activacion de la respiracién de
las semillas de maiz y de chicharo de una manera dependiente de Ia

concentracion (Graficas 33 y 34).
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Grafica 30. Efecto de la euparina (45) sobre el consumo de 0. de semillas de A.

hypochondriacus a las 3 (-), 12 (@) y 24 (A) hr. T, Desviacion estandard maxima.
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Gréfica 31. Efecto de la euparina (45) sobre el consumo de O, de semillas de E.

crusgallia las 3 (R), 12 (@), 24 (A) y 48 (V) hr. I, Desviacion estandard maxima.
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Grafica 32. Efecto de la euparina (45) sobre el consumo de O, de semillas de 2.

ixocarpa alas 3 (W), 12 (@), 24 (A) y 48 (V) hr. I, Desviacion estandard maxima.
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Gréfica 33
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Efecto de la euparina (45) sobre ei consumo de O, de semillas de Z.
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Gréfica 34. Efecto de la euparina (45) sobre el consumo de O, de semillas de P.

sativum alas 12 (H), 24 (@) y 48 (A) hr. L, desviacidén estandard méxima.
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La comparacidn de los resultados obtenidos en el presente estudio con los
descritos previamente en ia literatura para diversas fitotoxinas (cumarinas y
quinonas), permiten establecer ciertas similitudes. Por ejemplo, la encecalina y la
desmetilenceéalina activaron la respiracién debido probablemente a un
desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa, lo que implica una inhibicién en el
suministro de ATP y en consecuencia, un efecto de inhibicion a nivel del
crecimiento vegetal (Van Sumere ef al, 1971). Por otra parte, los compuestos que
inhibieron el consumo de O, se debid quiza a |a inhibicidon de algun intermediario
de la fosferilacidn oxidativa lo cual, provoca una disminucion en el flujo de
electrones (Van Sumere et a/, 1971).

Independientemente del modo de accién, todos los compuestos evaluados
afectan de manera significativa el consumo de oxigeno durante el proceso de
germinacion. Las concentraciones necesarias para la inhibicién 6 activacion del
consumo de oxigeno son similares a las requeridas para inhibir la sintesis de ATP
en el proceso de la fotosintesis en cloroplastos aislados de espinacas.

Con la finalidad de comprobar la actividad desacoplante demostrada por la
encecalina en la respiracion durante el proceso de germinacion, se procedié a
evaluar el efecto del producto natural sobre la sintesis de ATP durante el
transporte de electrones mitocondrial utilizando para ello, mitocondrias aisladas

de las radiculas e hipocotilos de P. vulgaris.

Esta determinacion se realizd en presencia de succinato de sodio [el cual
actia como un donador de electrones (sustrato, sitio 1)], de ADP (sitio iI), de

fosfato inorganico y de concentraciones crecientes de encecalina (50-400 uM).
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Como un control positivo se utilizd el FCCP, el cual constituye un conocido agente
desacoplante.

En la Figura ;lO se muestran los registros obtenidos de esta determinacion,
inducida por la encecalina en una manera dependiente de la concentracion.

El incremento de la respiracién mitocondrial y un valor de ADP:Q menor
que uno, permitieron confirmar que la encecalina actia como un agente
desacoplante de la fosforilacion oxidativa (Einhellig, 1985).

Sin embargo, el sitio de accion especifico mediante el cual este
benzopirano ejerce un efecto desacoplante no puede establecerse con los
resultados descritos en la presente investigacion. No obstante, al igual que en los
procesos de la fotosintesis, esta actividad no puede estar asociada con su
capacidad para cambiar de una forma neutra a una ionizada a nivel de la
membrana mitocondrial (Terada, 1990).

Por ditimo, cabe mencionar que la encecalina difiere de los desacoplantes
reportados hasta el momento, ya que la mayoria de ellos se comportan como

ionoforos & bien son acidos débiles con propiedades hidrofébicas.
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Figura 26. Efecto demostrado por la encecalina en la sintesis de ATP en la

cadena respiratoria mitocondrial
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4.8 EFECTO DE LA ENCECALINA LA EUPARINA, LA DESMETILENCECALINA Y LA 6&-
METOXITREMETONA SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA DE TRES DIFERENTES ESPECIES
DE MALEZAS

Con la finalidad de determinar si la encecalina, compuesto fitotdéxico mas

potente aislado en el presente estudio, manifestaba un efecto post-emergente in
vivo sobre la produccién de biomasa de tres diferentes especies de malezas, A.
hypochondriacus, E. crusgalli y Trifolium alexandrinum L, se realizd un
experimento de invernadero. De manera adicional, se considerd pertinente
determinar si la desmetilencecalina, la euparina y la 6-metoxitremetona
presentaban un efecto herbicida post-emergente sobre las mismas especies de
prueba.

Como ya se indicd en la seccién experimental, este biocensayo consiste en
aplicar directamente las muestras objeto de estudio a una concentracidn
equivalente a la obtenida para la Cls; de A. hypochondriacus y E. crusgalli, a las
plantulas de las especies antes mencionadas. Los tratamientos realizados con las
muestras y los controles positivo y negativo (Paraquat y agua, respectivamente)
se verificaron diariamente.

Como se puede apreciar en las Figuras 24-38, al compararse el efecto
inducido por la aplicacidn foliar de los compuestos y el extracto vegetal con los
controles, destacan las plantulas tratadas con la encecalina y la euparina ya que
presentan dafos severos tales como desecacion de las partes aéreas y necrosis.
El efecto es més evidente para las especies E. crusgalliy T, alexandrinum en el

caso de [a encecalina. Para el caso de la euparina, A. hypochondriacus y T.
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alexandrinum fueron las especies mas afectadas. Sin embargo, es importante
destacar que la encecalina reveld un efecto significativo desde el primer dia de
tratamiento.

Asi mismo, ambos compuestos causaron también un efecto fitotoxico post-
emergente sobre la produccién de biomasa de las especies estudiadas. Como se
desprende de los resultados mostrados en los Cuadros 26 y 27, la encecalina
disminuyé moderadamente el peso fresco de E. crusgalli en un 33.4%, en tanto
que para trébol y amaranto presenta Unicamente un 11.5 y 9.8% de inhibicién,

respectivamente.

Cuadro 27. Resultados obtenidos de la evaluacién de la produccion de biomasa

de la encecalina sobre tres especies de malezas.

Especie Tratamiento* peso (g)

fresco seco
E. crusgalli Encecalina | 0.8823 £ 0.0208 0.1092 £ 0.0071
MV 0.4808 £ 0.1088 0.0658 + 0.0131
H.O 1.3255 £ 0.2881 0.2917 £ 0.0723
T. alexandnnum Encecalina | 0.438510.0135 0.0691 £ 0.0016
MV 0.2334 £ 0.0137 0.0258 £ 0.0053
H.O 0.4956 + 0.0723 0.0703 £ 0.0140
A. hypochondriacus Encecalina | 0.0369 £ 0.0023 0.0075 £ 0.0006
MV. 0.0129 £ 0.0055 0.0032 £ 0.0003
H.0O 0.0410 £ 0.0071 0.0084 + 0.0017
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* [Encecalina] = 4.3 x 10° M, [MV] = 102 M
En relacién al peso seco, la encecalina revela un comportamiento similar al
antes descrito; disminuye notablemente la produccién de biomasa de la especie

E. crusgalli (62.5%). La disminucién de la biomasa de amaranto y trébol fue

mucho menor (6.3 y 10.7 %, respectivamente).

Con respecto a la euparina, el efecto de inhibicién sobre la produccion de
biomasa de las plantulas de T. alexandrinum fue también significativo (peso
fresco y peso seco con un 74.2 y 68.8% de inhibicién, respectivamente). Los
porcentajes de inhibicién de la biomasa inducidas por el paraquat, herbicida
comercial empleade en este biosnsayc como un control positivo, resultaron
similares al de la euparina. Asi mismo, este benzofurano inhibié ei peso fresco de

la especie A. hypochondriacus en un 72.8 %.

Cuadro 28. Resultados obtenidos de la evaluacién de la produccion de biomasa

de la euparina, la desmetilencecalina y la 6-metoxitremetona sobre tres especies

de malezas.
Especie Tratamiento* peso (g)
fresco seco

E. crusgalli Euparina 0.1191 £ 0.0459 0.0157 £0.0145
Desmetil 0.0813 £0.0538 0.0130 £ 0.0043

6-metox 0.1276 +0.0306 0.0204 £ 0.0065

MV 0.0623 £ 0.0136 0.0106 £ 0.0027

H.O 0.1550 £ 0.0302 0..0284  .00061
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T. alexandrinum Euparina 0.0555 £ 0.0408 0.0052 £ 0.0044
Desmetil 0.1418 £0.0314 0.0096 £ 0.0029

6-metoxi 0.1026 +0.0322 0.0085 + 0.0028

MV 0.0638 £ 0.0293 0.0051 £ 0.0019

H.0 0.2157 £0.1791 0.0167 £ 0.0187

A. hypochondnacus Euparina 0.0035 £ 0.0019 0.0011 £ 0.0004
Desmetii 0.0079 + 0.0021 0.0011 £ 0.0005

6-metox 0.0042 £ 0.0041 0.0011 £ 0.0007

MV 0.0009 + 0.0008 0.0007 £ 0.0007

H.O 0.0129 + 0.0037 0.0013 £ 0.0007

* [Euparina) = 1.3 x 10° M, * [Dsmetilencecalina] = 3.8 x 10™* M, [6-metoxitremetona] =

3.1x10°M

Por ofra parte, la 6-metoxitremetona presentd también un efecto
considerable sobre la pérdida de biomasa de [a especie A. hypochondriacus. La
perdida de biomasa inducida por este benzofurano fue deun67.4 %.

Para el caso de la desmetilencecalina, este demostré unicamente un efecto
apreciable para las plantulas de E. crusgalli (41.1 y 54.2 % de inhibicion para el
peso fresco y seco, respectivamente.

De los resultados antes presentados, se desprende que la alta
especificidad y la significativa inhibicion en la produccién de biomasa demostrada

por la encecalina a la concentracion evaluada, la coloca entre los compuestos
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fitotoxicos de origen vegetal, como un candidato para el posible desarroilo como
un agente herbicida potencial.
En el caso de la euparina, se demostré que este compuesto constituye

también un herbicida potencial post-emergente, ya que los resuitados obtenidos

en los bicensayos realizados a nivel de pre-emergencia fueron menores a los

obtenidos en este bioensayo.

Figura 27. Efecto herbicida post-emergente de la encecalina sobre las plantulas

de A. hypochondriacus (dia 1).
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Trifolium alexandrinum L. Trifoliurn aiexandrinum l.

Trfolium afexandrinumm L Encecalina 4.3 x 10° M Control

MV 107 M

Figura 28. Efecto herbicida post-emergente de la encecalina sobre las plantulas

de T. alexandrinum (dias 3, 8 y 10).
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MV 107 M Control

Figura 29. Efecto herbicida post-emergente de Ia encecalina sobre las pléntulas

de E. crusgalli (dias 1, 4 y 10).
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Amaranthus hypochondriacus L .
MV 10°M  Dia3 Amaranthus hypochondriacus L.
Euparina 1.3 x10°M
Ria3

Amaranthus hypochondriacus | | Amaranthus hypoc

MV 10°M  Dia7 sL.. Amaranthus hypochondriacus L.

Euparina 1.3 107 M Cantrol Dia 7

Dia 7

Figura 30. Efecto herbicida post-emergente de la euparina sobre las plantulas de

A. hypochondriacus (dias 3y 7).
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Figura 31. Efecto herbicida post-emergente de la euparina sobre las plantulas de

T. alexandrinum (dias 1, 3, 8 y 10).
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Figura 32. Efecto herbicida post-emergente de Ia euparina sobre las plantulas de

E. crusgalli (dias 1, 8y 10).




Amaranthus hypochondriacus L.

Amaranthus hypochondriacus L . Desmetilencecaling 3.8 x 10° M

Amaranthus hypochondriacus L
MV 10°M  Dia3 Dia3

Control Dia3

Amaranthus hypochongriacus L.
Axrag;;u: hypgg;r(;ndrfacus L. Desmetilencecalina 3.8x10*m | Amamnthus hypochondriacus L.

Dia 7 Control Dia 7

Figura 33. Efecto herbicida post-emergente de la desmetilencecalina sobre las

plantulas de A. hypochondriacus (dias 3y 7).
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Figura 34. Efecto herbicida post-emergente de la desmetilencecalina sobre ias
plantulas de T. alexandrinum (dias 1, 3, 8 y 10).
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Figura 35. Efecto herbicida post-emergente de ia desmetilencecalina sobre las

plantulas de £, crusgalli (dias 1, 8y 10).
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Amaranthus hypochondriacus L.,
A narantius hypochondriacus L. E-metoxitremetona 3.1x 10°M
MY 102M  Dia3 e

Armaranthys p
MY 10°M " piay

Figura 36. Efecto herbicida post-emergente de la 8-metoxitremetona sobre las

plantulas de A. hypochondriacus (dias 3 y 7).
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Trfolium alexandrinum L_.!
_&-metoxitremetona 3ix10°M

Figura 37. Efecto herbicida post-emergente de la 6-metoxitremetona sobre las

plantulas de T. alexandrinum (dias 1, 3, 8 y 10).
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Figura 38. Efecto herbicida post-emergente de la 6-metoxitremetona sobre las

plantulas de E. crusgalli (dias 1, 8y 10).




4 9 DETERMINACION DE LOS CAMBIOS CELULARES INDUCIDOS FOR LOS TRATAMIENTOS
DE LA ENCECALINA, LA EUPARINA Y LA DESMETILENCECALINA SOBRE CORTES SEMIFINOS
DE LAS RADICULAS DE LAS ESPECIES A. hypochondriacus Y E. crusgailli.

Con la finalidad de evaluar si los compuestos fitotéxicos mayoritarios de

H. quinquenervis inducen cambios en la ultraestructura de las radiculas de las
semillas de A. hypochondriacus y E. crusgalli se evalud el efecto de estos
compuestos, mediante la técnica de microscopia electrénica.

Las Figuras 36-38 muestran la ultraestructura de las células
parenquimatosas de las radiculas de las dos especies de arvenses frente a los
tratamientos de la encecalina, |a euparina y la desmetilencecalina.

En el control correspondiente & la especie de A. hypochondriacus (Figura

36), se observa que hay un nimero considerable de cuerpos residuales debido
probablemente a una degradacién de material celular en las vacuolas. Asi
mismo, se puede apreciar claramente el nlcleo, el nucleolo y la parea celular.

Los cuerpos residuales previamente mencionados, aumentan
considerablemente en las células de las semillas de esta misma especie frente
al tratamiento con la encecalina (Figura 37). Asi mismo, al comparar el control
con los cortes tratados con la encecalina se puede apreciar claramente que las
mitocondrias sufren un alargamiento significativo.

Para el caso de la euparina (Figura 24), destaca la presencia de
numerosos cuerpos lamelares dentro de las vacuolas debido a un aumento en
la degradacion de lipidos; también se puede apreciar que el ndcleo, el nucleolo

y la pared celular permanecen intactos. Cabe mencionar que, Konishi y
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arenquimatosas de la radicula de A.

Figura 39. Ultraestructura de las células p

hypochondriacus.

Figura 40. Ultraestructura de las células parenquimatosas de la radicula de A.

hypochondriacus frente al tratamiento de la encecalina (100 ug/mL).
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Figura 41. Ultraestructura de ias céiuias parenquimatosas de la radicula de A.

hypochondriacus frente al tratamiento de la euparina (100 pg/mL).

Figura 42. Ultraestructura de las células parenquimatosas de la radicula de A.

hypochondriacus frente al tratamiento de la desmetilencecalina (100 ug/mL).
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Figura 45. Ultraestructura de las células parenquimatosas de la radicula de E.

crusgalli frente al tratamiento de la euparina (50 ug/mi).

Figura 46. Ultraestructura de las células parenquimatosas de la radicula de E.

crusgalli frente al tratamiento de la desmetilencecalina (50 pg/mL).
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colaboradores (1995) describen la presencia de numerosos esferosomas
(cuerpos lipoides) de varios tamafios y formas en la especie A
hypochondriacus, lo que constituye entonces una caracteristica citologica de
esta especie. Es importante destacar también, el cambio morfolégico
considerable (disminucién en el tamano) provocado por este benzofurano a
nivel de las mitocondrias.

La desmetilencecalina (Figura 25), muestra un dafio celular severo, ya
que se observa una hidrélisis general en varias células; no obstante, es de
hacer notar que las mitocondrias sufren una moderada alteracion.

Con respecto a la especie de E. crusgalli, no se observan cambios
considerables con los tratamientos de los ires compuestos, a excepcion de las
mitocondrias que muestran cambios moderados en su morfologia.

De los resultados obtenidos mediante el analisis de la ultraestructura de
las dos especies de prueba, resulta evidente que existen diferencias
significativas en la morfologia de las mitocondrias frente a los diferentes

fratamientos.

4.10 Evaluaciones biolégicas adicionales

Considerando que la especie objeto defestudio se pre-seleccioné
fundamentalmente con base en el criterio etnobotanico, se considerd pertinente
realizar evaluaciones biclégicas adicionales, con la finalidad de ampliar el

conocimiento de la potencialidad de H. quinquenervis como una fuente de

principios activos de interés medicinal.
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Las evaluaciones realizadas incluyeron la determinacion de la
citotoxicidad in vifro sobre tres lineas celulares, asi como la evaluacién del

potencial antimicrobiano.

4.10.1 Determinacién del efecto citotéxico de los compuestos obtenidos de H.
quinquenervis

Con la finalidad de establecer posibles efectos toxicos sobre el hombre y

otros animales de los compuestos que presentaron una actividad herbicida

potencial (la encecalina, la euparina y Ia desmetilencecalina), se determiné la

actividad citotéxica in vifro de los mismos, sobre tres lineas ceiuiares derivadas

de tumores humanos

———,

Cuadro 28). De manera adicionai, se evaluaron los
compuestos 131, 132 y 133, considerando que se tenian cantidades suficientes
para determinar su potencial citotdxico.

De los compuestos evaluados Gnicamente la desmetilencecalina 4) yla
6-metoxitremetona (131), revelaron una actividad citotéxica marginal;, el
compuesio 4, mostré actividad para las lineas celulares MCF-7 y HT-28, con un
valor para la DEs, de 2 ug/mL, en tanto que el compuesto 131 afectd la linea
celular A-549 con un valor para la DEs, de 1 ug/mL.

Los compuestos restantes, no mostraron actividad citotéxica significativa
ya que los valores de la DEs, fueron > 20 pg/mL.

Estos resultados aunque muy preliminares, contribuyen a la compilacién
de datos bioldgicos relativos a la inocuidad de estos para el hombre y otros

mamiferos. Cabe destacar que, ninguno de estos compuestos habian sido
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objeto de evaluacion en contra de las lineas celulares indicadas en el cuadro

anterior.

Cuadro 29. Resultados obtenidos para los compuestos obtenidos de la especie

H. quinquenervis sobre tres lineas celulares.

Compuesto Linea celular
DEso (ng/mlL)
MCF-7 HT-29 A-549
2 2 10
45 29 18 25
13 6 6 22
131 33 16 1
132 34 16 31
133 44 61 6
Adriamicina 2x10° 4x10* 2x10°

Finalmente, cabe mencionar que en un estudio previo realizado por
Zalkow y colaboradores (1979) se describe la actividad antitumoral de dos
benzopiranos (el toxol y el angelato de toxilo) sobre la leucemia linfocitica (P-
388); ambos compuestos demostraron una actividad moderada en Ia linea

celular empleada.
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4.10.2 Actividad antifungica

En la actualidad, un gran nimero de enfermedades infecciosas humanas

son de origen micdtico, p. ej. pie de atleta, aspergilosis, actinomicosis,

coccidiomicosis, etc (Paxton, 1991), y son pocos los agentes antifingicos
indicados en estos tratamientos, ademas de que su eficacia es muy limitada. Es
por esto, que la busqueda de agentes antifingicos requiere de una atencion
especial, aunado a! incremento de las micosis oportunistas, asociadas
principalmente con el SIDA y el tratamiento con farmacos inmunosupresores
(Hamburger y Hostettman, 1991; Paxton, 1991 ).

Por io antes descrito, se procedid a determinar el potencial antifingico
del extracto total y de los consituyentes mayoritarios obtenidos de H.
quinquenervis, mediante el andlisis cuantitativo antimicrobiano en contra de C.
albicans, A. nigery T. mentagrophytes.

Los resultados obtenidos de este bioensayo, demostraron que el extracto
metandlico, la encecalina y la desmetilencecalina desarrollaron un efecto
inhibidor del crecimiento microbiano especifico sobre T, mentagrophytes. Las
conceniraciones minimas que inhibieron completamente la proliferacidon dei
microorganismo antes mencionado (CIM) correspondieron a 300, 29 y 58 pg/mL,
respectivamente.

Finalmente, no se observé ningun efecto inhibidor del crecimiento sobre

los microorganismos de prueba adicionales que fueron ensayados para los tres

productos naturales.
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.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos preliminares sobre
diversas especies vegetales pre-seleccionadas principaimente con base en los
crtierios quimiotaxondémico y etnobotanico, permitieron por una parte
seleccionar a la especie Helianthella quinquenervis como una fuente potencial
de agentes herbicidas potenciales y por la otra, permitieron confirmar una vez
mas que las observaciones de tipo etnobotanico y quimiotaxonémico
constituyen dos criterios importantes para la pre-selecciéon de materia primas
como una fuente potencial de compuestos bioactivos.

El estudio fitoquimico biodirigide del extracto metandlico obtenido de las
raices de H. quinquenervis utilizando como biocensayo de monitoreo la
determinacion del crecimiento radicular de las malezas de A. hypochondriacus
y E. crusgalli, permitid el aislamiento y caracterizacién de dos cromenos (la
encecalina y la desmetilencecalina) y tres benzofuranos (la euparina, la 8-
metoxitremetona y la 3-metoxi-6-hidroxitremetona), uno de los cuales
constituyé un nuevo producto natural. De manera adicional, de las fracciones
de mayor polaridad se obtuvo un metabolito secundario novedoso
caracterizado como la 4-B-D-glucopiranosil-3{3-metoxi-frans-isopenten-1-il]-
acetofenona.

La valoracion de la actividad fitotdxica de los compuestos evaluados
condujo a demostrar que la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina
constituyen agentes fitotoxicos capaces de inhibir el crecimiento radicular de

las malezas estudiadas. Es importante destacar, que el presente estudio
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constituye el primer reporte describiendo la actividad fitotdxica de
benzofuranos. Los resultados obtenidos en la determinacion del efecto
fototéxico de la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina sobre el

crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli, permiten establecer

que el efecto fitotéxico demostrado por estos constituyentes no estd mediado
por un efecto fototdxico.

Se establecié también, que estos tres compuestos interfieren con el
metabolismo energético vegetal afectando el proceso de la fotosintesis y la
respiracion durante el proceso de germinacion in vifro. La encecalina y la
desmetilencecaling, inhiben el transporte de eiecirones fotosintético en
cioropiastos aisiados de espinacas, a nivel del fotosistema Il en el intervalo de
la cadena transportadora de electrones comprendido entre Peso ¥ Qa. La
euparina inhibe la actividad de la enzima H'-ATPasa, actuando por lo tanto
como un inhibidor de la transferencia de energia.

En la determinacién del efecto de la encecalina, la euparina y la
desmetilencecalina sobre la respiracion durante la germinacion de cuatro
especies de semillas, destacé la significativa actividad desacoplante
demostrada por la encecalina. Por tal motivo, se evaludé su efecto sobre la
cadena respiratoria mitocondrial en mitocondrias aisladas de frijol; los
resultados establecen que este compuesto se comporta como un agente
desacoplante de! proceso de la fosforilacién oxidativa.

El presente estudio constituye la primera descripcion del efecto de
benzopiranos y benzofuranos sobre la interferencia del metabolsimo

energético vegetal, por lo que asume el carécter de original.
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La encecalina y la euparina, manifestaron un efecto post-emergente
significativo sobre la produccidén de biomasa de las especies objeto de estudio
lo que los coloca como un candidato para el posible desarrollo de agentes
herbicidas. La encecalina y la euparina presentan entonces caracteristicas
como agentes herbicidas potenciales no selectivo y de post-emergencia,
respectivamente

Ei anélisis de la ultraestructura de las radiculas de las semillas de A.
hypochondriacus y E. crusgalli proporciond las evidencias para establecer que
existen diferencias significativas principalmente a nivel de las mitocondrias,
frente al tratamiento de la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina.

Considerando que la encecalina posee una reconocida actividad
insecticida contra una gran variedad de especies, la presencia de la misma en
la planta justifica entonces el uso popular de la misma en las practicas
medicinales tarahumaras para eliminar ectoparasitos en humanos y animales
domeésticos. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se
sugiere que este cromeno ejerce la actividad insecticida mediante un
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en la cadena respiratoria

mitocondriai de los insectos, similar al efecto demostrado por la rotenona.
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PERSPECTIVAS DERIVADAS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Determinar el efecto post- y pre-emergente in vivo de la encecalina y la

euparina sobre otras especies de monocotiledéneas y dicotileddneas.

Explorar el mecanismo de accién mediante el cual la encecalina ejerce un
efecto desacoplante en el proceso de la fosforilacidn oxidativa.

Obtener cantidades adicionales de los constituyentes minoritarios aislados
de este estudio, con la finalidad de establecer una posible relacidn
estructura quimica-actividad bioldgica de los cromenos y benzofuranos y de
esta manera, enconirar candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos
agentes herbicidas con probabie aplicacion en el 4rea agricola

Determinar la presencia de los compuestos potencialmente herbicidas en
los diferentes érganos de la planta en diferentes sistemas de cultivo de
tejidos vegetales in vitro.

Explorar si el uso medicinal de la especie H. quinquenervis para el
tratamiento de trastornos gastrointestinales esta relacionado con un efecto
de activacién ¢ relajacion del musculo liso del tracto gastrointestinal,
considerando como una causa etioldgica de estos trastornos una alteracién
en la motilidad de la musculatura lisa gastrointestinal (p.ej. colicos
intestinales, emésis, constipacion). En este sentido, cabe mencionar qQue
durante la realizacion del presente estudio se determiné la actividad
antiamibiana de la encecalina, la euparina y la desmetilencecalina sobre

Entamoeba hystolytica y Giardia lamblia en el laboratorio de Parasitologia
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del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Los

resultados obtenidos de este bioensayo, se muestran en el Cuadro 28 y de

los mismos se desprende que los compuestos evaluados no demuesiran

actividad antiprotozoaria. Desafortunadamente, estos resultados no son

determinantes para establecer que el uso medicinal que se le atribuye a la

especie para la cura de trastornos gastrointestinales, no esta relacionada

con la amibiasis.

Cuadro 30. Resultados de la actividad antimicrobiana de los constituyentes

mayoritarios sobre E. hystolitica y G. liamblia.

E. hysfolitica G. liamblia
Compuesto DLso (ug/mL)
Encecalina 71.58 276.18
(81.1-63.2)* (392.6-194.1)*
Euparina 172.22 192.75
(211.1-140.5)* (243.6-152.4)*
Desmetilencecalina 117.7 38.8
(133.1-104.1)* (50.0-30.1)*
Metronidazol 0.04 0.21

* intervalos de confianza

o Explorar otras propiedades bioldgicas de la encecalina y congéneres que

escapan de la propuesta original de |a presente disertacion.
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ANEXO I

Articulos generados de la presente investigacion

1. Phytogrowth-ihhibitory and antifungal constituents of Helianthella quinquenervis.
P. Castarfieda, R. Mata, B. Lotina-Hennsen, A.L. Anaya and R. Bye

J. Nat. Prod. 59 : 323-326 (1996).

2. Effect of encecalin, euparin and demethylencecalin- on thylakoid electron
tranport and photophosphorylation in isolted spinach chloroplasts.
P. Castafeda, B. Lotina-Hennsen and R. Mata

J. Sci. Food Agr. (En prensa) 1998.
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*hytogrowth-Inhibitory and Antifungal Constituents of Helianthella

uinquenervis'

erla Castafieda, Leda Gémez, and Rachel Mata*

epartamento de Farmacia, Facultad de Quimica and Unidad Conjunta de Plantas Medicinales, Instituto de Quimica and
acultad de Quimica, Universidad Necional Auténoma de México, Coyoacdn 04510, México D.F., Mexico

las Lotina-Hennsen

epartamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México,

ovoacan 04510, México D.F., Mexico

na Luisa Anaya

wstituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, Apartado Postal 70-265,

1511, México D.F., Mexico

obert Bye

zrdin Botdnico, Instituto de Biologia, Uriversidad Nacional Auténoma de México, Coyoacdn 04510, México D.F., Mexico

eceived April 21, 1995%

Investigation on the roots of Helianthella quinguenervis (Hook.) A, Gray (Asteraceae), led to
the isolation of one new benzofuran (6-methoxy-tremetone (1)) and a new prenylacetophenone
(4-f-D-(glucopyranosyloxy)-3-[3-methoxy-trans-isopenten-1-yllacetophenone (3}). In addition,
6-hydroxy-3-methoxytremetone (2}, encecalin (6), euparin (5), demethylencecalin (4), and angelic
acid were obtained. Structural assignments of the isolated compounds were based on
spectroscopic and spectrometric analysis. Natural produets 1—4 showed marginal cytotoxicity
against three human tumor cell lines [MCF-7, A-549, and HT-291. Compounds 4 and 8 inhibited

the radicle growth of Amaranthus hypochondriacus and Echinochloa crusgalli. Furthermore,

substances 4--6 exhibited antifungal activity against Trichophytor mentagrophytes.

Helianthelle quinguenervis (Hook.} A. Gray (Aster-
ceae), commonly known as “little sunflower”, is a
erennial herb with large yellow flowering heads and
rows in the subalpine coniferous forests of the Rocky
fountains of the western United States from Montana
y New Mexico. Isolated populations extended into the
ine—oak forests of the extreme northern Sierra Madre
iccidental and Sierra Madre Oriental of Mexico. Itis
nown to the Tarahumara Indians of Chihuahua,
lexico, as “rarésoa”, and its thick, vertical roots are
sed medicinally.* The powdered roots are applied
ypically to the body of humans and domestic animals
1 order to eliminate ectoparasites. The decoction can
e employed for the same purpose as well as to improve
ne quality of the hair. Taken internally, the decoction
 said to be good for treating gastrointestinal ailments
nd ulcers.

A previous phytochemical study on the aerial parts
f this plant led to the isolation and characterization of
ne prenylhydroxyphenone and several known acetyl-
hromenes, including demethylencecalin (4) and enceca-
n (6).2

In the course of our continuing search for antitumor,
ntimicrobial, and herbicidal agents from Mexican
redicinal plants,>~% we describe in this investigation
he isolation and structural elucidation of the major
hytotoxic, cytotoxic, and antifungal principles from the
oots of H. quinqueneruvis.

t Chemical Studies on Mexican Plants Used in Traditionai Medicine.
1. Taken 1n part from the Ph.D. dissertation of P.C.
@ Abstract published in Advance ACS Abstracts, March 1, 1996.

0163-3864/96/3259-0323$12.00/0

1: R=-0Me, Ry =-H

7: RaR,=-H OMe

2 R=-0M, R, =-OMe a: R =-p-D-glucopyranosyl

Ja: Ra-H

4: R=-0OH 5
6: R=-OMs

Results and Discussion

The roots of H. quinguenervis were extracted with
MeOH. The MeOH extract and the isolated compounds
were evaluated for their potential cytotoxic, phyto-
growth-inhibitory, and antifungal properties. Their
lethality to brine shrimp larvae (BST) was also inves-
tigated.® The cytotoxic activity was determined against
three human solid tumor cell lines.5 The results are
summarized in Table 1. The initial phytogrowth-
inhibitery activity (Table 2) was evaluated on seedlings
of Amaranthus hypochondriacus L. and Echinochloa

© 1996 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy



Table 1. Cytotoxicity and Brine Shrimp Lethality of the
MeOH extract and Compounds 1-6 from H. quinqueneruvis

EDso Aug/mL Lcso ug/’mL
compd MCF.-7¢ HT-29¢ A-549¢ BST
1 33 16 1 8
2 34 16 31 68
3 44 61 6 >1000
4 2 2 16 31
1 6 8 22 44
6 29 18 25 31
extract 3 =160 3 9
Adriamyein? 2 x 1072 4x 1072 2 x 1073 ND

@ Cytotoxicities in human breast (MCF-T),® colon (HT-29),12 and
lung (A-549) tumor cell lines. Activity criteria: extracts, EDso
< 20 pg/mL; pure compounds, EDsp < 4 ug/mL. ® Positive standard
control.

Table 2. Phytogrowth-Inhibitory Activity of the MeOH Extract
and Compounds 1-6 from H. guinquenervis

seedling growth 1Csq (eg/mL)

compd E, crusgaili A. hypochondriacus
1 68 11
2 323 61
3 231 148
4 79 27
5 252 111
] 6 7
MeOH extract 53 25
tricolorin A® 12 37

@ Positive standard control.

crusgalli (L.) Beauv. by using the Petri dish bioassay
(PDPIB).” Finally, the antifungal bioassay was per-
formed by the agar dilution procedure® against Candida
albicans, Trichophyton mentagrophytes and Aspergillus
niger. The minimum inhibitory concentrations (MIC)
were >1000, 300, and >1000 ug/mL, respectively. Ac-
cording to the results of the biclogical evaluations, the
MeOH extract of H. quinquenervis was bioactive in the
BST (Table 1) and in the phytogrowth-inhibitory bio-
assay (Table 2). It also showed antifungal properties
against T. mentogrophytes.

The active extract was fractionated by column chro-
matography over Si gel, using the BST at each step for
activity-directed fractionation, to yield three toxic pri-
mary fractions (F-1, F-3, and F-4, see Experimental
Section). F-1, F-3, and F-4 also showed inhibitory
activity when tested by the bioautographic phytogrowth-
inhibitory bioassay (BPIB1® Repeated column chroma-
tography on Si gel of fraction F-1 (BST LCs, = 35 ug/
mL) and F-4 (BST LCsp = 65 ug/mL) afforded the known
compounds 4—6 and 2, respectively. Their spectral
characteristics, including UV, IR, and 'H NMR data,
were identical to those previously described for 6-hy-
droxy-3-methoxytremetone (2),1° encecalin (6), euparin
(5), and demethylencecalin (4).1112 Fyll assignment of
the *C-NMR (not previously described) of compounds
2, 4, and 6 was carried out.

Extensive chromatographic separation of active frac-
tion F-3 (BST LCso = 22 ug/mL) allowed the isolation
of the novel compound 1. Finally, the new glycoside 3
and angelic acid were isolated from the inactive fraction
F-6.

6-Methoxytremetone (1) was a yellow oil, optically
active, and analyzed for C,:H1503. The UV, IR, and
NMR spectra were very similar to those of tremetone
(7) and related benzofurans.’3 !> When the 'H NMR
data of 1 and 7 were compared, the main differences

Table 3. 'H and 13C NMR Data for Compounds 3 and 3a¢

3 3a

position &'H A613C o'H o3¢
1 125.9 126.9
2 8.06 d (2.0} 1265 7.61d(2.0) 126.8
3 130.9 132.0
4 157.9 160.0
5 7.204d(8.8) 1149 7.21d(8.0) 1153
6 7.81dd (2.1, 8.6) 1281 7.74dd (2.0,8.2) 1292
1 6.85 d (16.6) 122.5 6.79d (16.5) 122.9
2 6.35 d (16.6) 1373 6.35d4(16.5) 136.9
3 74.9 74.6
4 1.30s 258 1.35s 25.6
5 1.30s 258 1.35s 25.6
3-OMe 3.09s 498 3.10s 49.0
7 196.9 197.0
8 2.58s 268 260s 26.9
1 53.01d(7) 100.0
27 33244 (85,7 73.3
3 3.20 dd (8.5, 8.5) 76.6
4" 3.19m 69.6
5” 3.37Tm 771
6" 3.46 dd (11.2, 5), 60.6

3.68dd (12,3.7)
OH 5.45,5.12,5.0,4.56 3.20 brs

¢ Spectra are recorded in DMSO-dg. Chemical shifts are in ppm
with TMS as internal standard. Assignments were supported by
COSY, DEPT, HETCOR, and NOESY experiments. Coupling
constants in Hz are given in parentheses.

were the presence of a singlet at & 3.87 due to the
methoxyl group at C-6 and the aromatic region, which
exhibited two para related protons at & 6.42 (s, H-7) and
7.68 (1, J3—4 = 1.2 Hz, H4). The chemical shift values
of H-4 and H-7 as well as the UV absorption maxima
at 279 and 320 nm were in agreement with the place-
ment of the ketone moiety and the methoxyl group at
C-5 and C-6, respectively.®
4--p<{Glucopyranosyloxy)-3-{3-methoxy-frans-isopent-
en-1-yllacetophenone (3), was an amorphous powder.
The molecular ion was indicated by a peak at m/z 397
[M + 1] in the FABMS (nba), and it was consistent with
the molecular formula CopH2s0s established by elemen-
tal analysis. The IR spectrum exhibited characteristic
absorptions for an aromatic compound bearing hydroxyl
and conjugated carbonyl groups. Acid or enzymatic
hydrolysis of 3 gave the aglycon 3a and glucose. The
1H NMR data of the aglycon turned out to be identical
to that previously described for 4-hydroxy-3-[3-methoxy-
trans-isopenten-1-yl]acetophenone (3a), isolated from H.
uniflora.’! The !3C NMR data of 3 (Table 3) supported
the assignment of -D-glucopyrancse as the sugar unit
[oc 100.02, 77.12, 76.64, 73.27, 69.55, 60.56].+17 The
configuration of the sugar residue was inferred from the
enzymatic hydrolysis (f-glucosidase} and the chemical
shift and coupling constant values observed for the
anomerie proton (8 5.01, d, J = 7 Hz). The linkage of
the 5-D-glucopyranocsyl moiety to the phenolic group at
C-4 was clearly indicated in the !*C NMR spectrum
(Table 3) by the significant upfield displacement of the
ipso carbon (A = —2.15) when compared with aglycon
3a* The strong interaction observed between the
resonances at & 7.20 (H-5) and 6 5.01 (H-1") in the 2D
NOESY NMR spectrum of 3 provided additional evi-
dence for the attachment of the glucopyranosyloxy
moiety at C-4. The NOESY spectrum also exhibited a
cross-peak between the signais at § 6.35 (H-2') and &
8.06 (H-2); this correlation was consistent with the
disposition of the isoprenyl moiety at C-3 and with the



closer proximity of H-2" to H-2 (H-1’ did not show
correlation with H-2}.

Biological activities of compounds 1 6 are sum-
marized in Tables 1 and 2. All of these compounds but
1 were inactive in the BST, and only 1 and 4 showed
weak cytotoxicity against MCF-7 (breast)!® and HT-29
{colon)*® human solid tumor cells in 7-day in vitro tests,
using adriamycin as the positive control compound.

The six compounds were also evaluated for their
ability to inhibit the radical growth of Echinochloa
crusgalli and Amaranthus hypochondriacus.” According
to the results summarized in Table 2, these products
reduced the radical growth of both target spec1es 1n a

Extraction and Isolation. The air-dried plant
material (3 kg) was ground into powder and extracted
exhaustively by maceration at room temperature with
MeQH. After filtration, the extract was concentrated
in vacuro to yleld 735 g of residue. The active extract
was subjected to column chromatography (CC) over Si-
gel (1.25 kg) and eluted with a gradient of hexane/
CHClyMeOH. One hundred fifteen fractions (1 L each)
were collected and pooled on the basis of their TLC
profiles to yield six major fractions (F-1-F-6); bioac-
tivities in the BST showed three active pools (F-1, F-3,
and F-4). F-1(23 g, BST LCs; = 35 ug/mL), eluted with
hexane CHClg (9: 1) was further chromatographed on

at increasing concentratlons E. crusgallz was less
sensitive to compounds 2, 3, and 5.

The phytotoxic effects displayed by compounds 4 and
6 were similar to the results previously described by
Merrill,?* who found that both compounds reduce the
growth of the radicle and hypocotyl of Panicum mili-
aceum, E. crusgalli, Medicago sative, and Lolium pe-
renne at concentrations ranging from 1 to 200 ug/mL.

Compounds 4 and § showed antifungal activity against
T. mentagrophytes with MIC values of 58 and 29 ug/
ml, respectively. Griseofulvin (MIC of 2.6 4g/mL) was
used as the reference antibiotic. None of the isolated
compounds was active against C. albicans and A. niger.

The results of this study showed that the isolated
compounds possess promising phytogrowth-inhibitory
activity, Therafore, they could be developed intc envi-
ronmentally safe herbicide agents. To our knowledge,
this is the first report of benzofurans as plant growth
regulators and these compounds, together with the
igolated chromenes, might be involved in the allelo-
pathic interactions of H. quinquenervis.

It has been reported that encecalin and related
chromenes possess insecticidal and repellent proper-
ties.?2 Thus, the presence of this type of compounds in
H. quinquenervis might be related to the ethnomedical
application of the roots to eliminate ectoparasites in
humans and domestic animals.

Free angelic acid has been previously found in the
carabid beetle acting as a defensive substance.?3-% To
the best of our knowledge this is the first report of free
angelic acid in plants.

Experimental Section

General Experimental Procedures. IR spectra
were obtained in KBr on a Perkin-Elmer 599 B spec-
trophotometer. NMR spectra were recorded on a Varian
VXR-300 S or on Varian VXR-500 S spectrometers.
Mass. spectra were taken on a Hewlett-Packard 5985
apparatus. Melting points were determined in a Fisher
Johns apparatus and are uncorrected. Optical rotations
were taken on a digital polarimeter JASCO Dip 360.
UV spectra were registered on spectrophotometer Per-
kin-Elmer 202. The FAB-MS spectrum (positive mode)
of compound 3 was recorded in a JEOL DX 300 with
JMA-3500 system. The target was bombarded with 10-
keV Xe atoms. The sample was suspended in nba.

Plant Material. The plant material (roots) was
collected in Bocoyna, Chihuahua, Mexico, in November
1991. A voucher specimen (R. Bye 18058) has been
deposited at the Ethnobotanieal collection of the Na-
tional Herbarium (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM.

amou.nts of CH013 to yield 4 (100 mg), 5 (45 mg), and 6
(300 mg) which were further purified by preparative
TLC over Si-gel using hexane—EtQAc (9:1) as the
eluant. Further CC of fraction F-3 (5g, BST LCs5y = 22
pg/ml, eluted with CHCl:) on Si-gel (100 g}, using
hexane with increasing amounts of EtOAc, followed by
preparative TLC (hexane—Et0OAc (9:1), three develop-
ments) yielded 1 (48 mg). Fraction F-4{53 g, BST L.C5;
= 65 pg/ml, eluted with hexane—CHCIl;, 1:1)] was
subjected to CC on Si-gel (940 g) using hexane—EtOAc
(9:1) to yield 2 (42 mg). Finally, the BST-inactive
fraction F-6 [6.6 g eluted with CHCl;—MeOH (1:1)] was
further chromatographed cn a column of silica gel (120
g. using CHCIl; with increasing amounts of MeOH) to
vield impure compound 3 which was purified by pre-
parative TLC (CHCl3—MeOH, 9:1) to afford 3 (72 mg).

8-Methoxytremetone (1): yellow oil; [alp = —42.27
ic = 1.1, CHCls); IR vmax (KBr) 2020, 1634, 1484, 1400,
1370, 1262 cm™!; UV A (CHCl3) nm 245, 279, 320; EIMS
miz (rel int) 232 (M*, 47.4), 217 (100), 189 (28), 175 (9),
174 (28), 91 (24), 46 (18), 43 (98), 39 (28); 1H-NMR
(CDCls) 0 1.75 (s, CH3-12), 2.56 (s, CH3-14), 2.96 (ddd,
J =15.3, 8.0, 1.2 Hz, H-3), 3.30 (dd, J = 15.3, 9.5, 0.6
Hz, H-3"), 3.87 (s, 6-OMe), 4.92 and 5.07 (m, CH,-11),
5.25 (m, H-2), 6.42 (s, H-7), 7.68 {dd, J = 1.2 Hz, H-4};
13C-NMR (CDCl3) 6 16.9 (C-12), 31.8 (C-14), 33.3 (C-3),
55.6 (6-OMe), 87.6 (C-2), 93.2 (C-T), 112.5(C-11), 1189
(C-10), 120.7 (C-9}, 127.1 (C-4), 143.5 (C-5), 161.7 (C-
8), 165.1 (C-6}, 197.9 (C-13). Anal. Caled for C1,HgOs:
C, 72.41; H, 6.89. Found: C, 72.37; H 6.80.

6-Hydroxy-3-methoxytremetone (2): yellow oil;
BC-NMR (CDCl;) 6 17.5 (C-12), 29.7 (C-14), 55.3 (OMe),
83.3(C-2),92.2(C-3),92.9 (C-T), 113.2(C-11), 114.4 (C-
9), 117.8 (C-10), 129.2 (C-4), 141.1 (C-5), 167.1 (C-6, C-8),
202.2 (C-13).

4.4-D-(Glucopyranosyloxy)-3-(3-methoxy-trans-
isopenten-1-yljacetophenone (8): amorphous pow-
der; [ajp = +32.5 (¢ = 1.4, MeOH); mp 150—154 °C; IR
Vmax 3378, 1664, 1604, 1576, 1492, 1364, 1074 em~}; 'H
and **C-NMR data (see Table 3); FAB-MS 397 [M + HI*.
Anal. Caled for CooHzsOs: C, 60.60; H, 7.07. Found:
C, 60.99; H, 6.99.

Enzymatic Hydrolysis of 3 with -Glucosidase.
To 5 mg of 3 were added 1 mL of HyO and 5 mg of
B-glucosidase (Sigma Type 1). The mixture was incu-
bated at 36 °C for 72 h. After the usual workup, the
aglycon 3a (2 mg) and glucose (TLC) were obtained.

Acid Hydrolysis of 8. The glycoside 3 {20 mg) was
refluxed for 30 min with 1 mL of 1 N HCl. The acid
solution was diluted with water (13 mlL) and then
extracted with CHCl; (3 x 15 mL); the organic phase



was successively washed with NaHCQ; (10% aqueous)
and water and then dried over Na>SQ4. After removal
of the solvent, 3 mg of 3a was obtained.

Demethylencecalin (4): *C-NMR (CDCly) 8 26.2 (C-
13, C-14), 28.5 (C-12), 77.8 (C-2), 104.4 (C-8), 113.9 (C-
10}, 120.9 (C-3), 122.9 (C-6), 128.5 (C4), 128.8 (C-5),
160.4 (C-9), 165.1 (C-T), 202.3 (C-11).

Euparin (5): Yellow crystals; mp 97—100 °C.

Encecalin {6): 1*C-NMR (CDCly) § 28.3 (C-12), 31.8
(C-13, C-14), 55.5 (7-OMe), 77.8 (C-2), 99.5 (C-8), 113.8
(C-10), 120.5 {C-3}, 121.2 (C-6), 128.3 (C-4), 128.9 (C-
5), 158.3 (C-9), 161.0{C-7), 197.4 (C-11).

Phytogrowth-Inhibitory Bioassays. The phyto-
growth-inhibitory activity of the MeOH extract, primary
fractions, and pure compounds were evaluated on seeds
of A. hypochondriacus and E. erusgalli by using a Petri
dish bicassay.” In addition, a direct bicautographic
bioassay system® was employed to guide secondary
fractionation. The seeds of E. crusgalli were purchased
from Valley Seed Service, Fresno, CA, and those of A
hypochondriecus from Mercado de Tulyehualco, D.F.,
Mexico. The data were analyzed by ANOVA (p < 0.05),
and ICsp values were calculated by Probit analysis based
on percent inhibition obtained. The exiract was evalu-
ated at 10, 20, 50, 100, 150, and 200 pg/m1.. Compounds
13 were evaluated at 50, 100, 200, and 400 pg/mL.
Finally, compounds 4—6 were evaluated at 10, 20, 40,
10¢, and 200 pg/mL. Tricolorin A was used as positive
control.?6 The direct bioautographic assay was carried
out as previously described.® The concentration thresh-
old required for most of the natural phytogrowth-
inhibitors tested in similar experimental designs is often
in the 100—1000 ug/mL range.2®

Antimicrobial Assay. The microorganisms used in
the present study were obtained from ATCC: C. albi-
cans (ATCC 10281), A. niger (ATCC 16888), and T.
mentagrophytes (ATCC 9129). For each microorganism
a positive control was employed: amphotericin B (Sigma)
for C. albicans and A. niger and griseofulvin (Sigma)
for T. mentagrophytes. To test the quantitative antimi-
crobial activity against T. mentagrophytes, the agar
dilution method was used.®

Cytotoxiciiy Assays. The extracts, fractions, and
isolated compounds were evaluated for lethality to brine
shrimp larvae (BST). Criteria of activity: 1.Csp values
of <1000 ug/mL for extracts and <20 ug/mL for pure
compounds.? Cytotoxicities against human solid tumor
cells were measured at the Purdue Celi Culture Labora-
tory, Purdue Cancer Center, in a 7 day MTT assay, for
MCF-7 breast carcinoma,’® HT-29 colon adenocarci-
noma,’? and A-549 lung carcinoma,?® with adriamycin
as the positive control. Criteria of activity: EDs values
of <20 pug/mL for extracts and <4 ug/mL for pure
compounds.
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Abstract: The major phytoioxic compounds (encecalin, euparin and
demethylencecalin) isolated from Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray
(Asteraceae) were evaluated on different photosynthetic activities in chioroplasts
isolated from spinach leaves. ATP synthesis, proton uptake and electron flow
(basal, phosphorylating and uncoupled) were inhibited by encecalin and
demethylencecalin in a concentration dependent manner, therefore acting as Hill
reaction inhibitors.

Encecalin and demethylencecalin did not affect photosystem 1 (electron transport
from diaminodurene to methylviclogen), but they inhibited photosystem I (from
water to 2,5-dibromo-3-methyi-6-isopropyl-1,4-p-benzoquinone). Since these
compounds inhibited electron flow in the photosystem [l partial reactions from
water to silicomolybdate and from diphenylcarbazide to dichiorophenol-
indophenol, the site of inhibition was located in the span from Pgs to Q4 of the
electron transport chain.

Euparin, inhibited ATP synthesis, proton uptake and basal and phosphorylating
electron transports, but it has not effect on uncoupled electron flow from water to
methylviologen. Mg*-ATPase activity from bound membrane thylakoid
chloroplasts was also inhibited by this compound. These results suggested that
euparin inhibited phosphorylation in chloroplasts, acting as an energy-transfer

inhibitor.



Key Words: Helianthella quinguenervis, Asteraceae, encecalin, euparin,
demethylencecalin, benzopyrane, benzofurane, photosynthesis. uncoupler,

energy-transfer inhibitor.

Abbreviations: CF, chloropiast coupling factor 1; DAD, diaminodurene; DBMIB,
2,5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-1,4-p-benzoquinone; DCCD, N,N'-
dicyclohexyl-carbodiimide; DCMU, 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea;
DCPIP, dichlorophenol-indophenci; DPC, dipheniicarbazide; HEPES, N-2-
hydroxyethyipiperazine-N'-2-sthanesulphonic acid; MES, ‘2-(N-morpholino)-
ethanesulphonic acid; MV, methyl viologen; PS I, PS I, photosystem | and Ii; Qa,

primary-plastoquinone ; SiMo, silicomolybdate; .



INTRODUCTION

As a part of a research program to obtain leads for the developments of new
herbicide agents, we have screened a number of plants for their phytogrowth-
inhibitory activity on seedlings of Amaranthus hypochondriacus L. and
Echinochloa crusgalli (L). Beauv (Calera et a/ 1995a; Castafieda ef al 1996;
Jiménez ef al 1996; infer alia). Among these plants, a MeOH extract of
Helianthella quinguenervis was found to be very active. Moreover, bioactivity-
guided fractionation led to the isolation of several phytotoxic chromenes and
benzofurans (Castafieda ef af 1996).

Chromenes (benzopyrans) and benzofurans are common metabolites
isolated from many species of higher plants; the majority of these compounds
are known to occur in the Asteraceae family (Proksch and Rodriguez 1983). A
number of biclogical properties, including phytogrowth-inhibitory activity, have
been described for some of these secondary metabolites (Bowers ef al 1976;
Brooks et al 1979; Proksch ef al 1985; Proksch and Rodriguez 1983; Merrill
1889; Castanieda ef al 1996; inter alia). However, their allelopathic role as well
as their effect on metabolic pathways remains unexplored.

Considering that the process of photosynthesis is the target of a wide
range of herbicide compounds (Einhellig 1995), the aim of the present
investigation was to determine if the mode of action of the major phytogrowvh-
inhibitory chromenes and benzofurans from H. quinquenervis involves an

interference with the process of photosynthesis in isolated spinach chloroplasts.



MATERIALS AND METHODS

Tested material

Encecalin (1), euparin (i), and demethylencecalin (lll) (Fig 1) were obtained from

the roots of Helianthella quinquenervis (Hook.) A. Gray as previously reported

(Castafieda ef af 1996).

Chloroplasts isolation and chlorophyli determination

Intact chloroplasts were prepared from market spinach leaves (Spinacea
oleracea L.) as described earlier (Mills ef a/ 1980; Saha et af 1971) and
suspended, uniess otherwise indicated, in 400 mM sorbitol, 5 mM magnesium
chloride, 20 mM potassium chloride, and buffered with 0.03 M Na*-tricine at pH

8.0. Chlorophyll concentration was determined according to Strain (1971).

Measurement of proton uptake and ATP synthesis

Proton uptake was measured as the pH rose between 8.0 and 8.1 (Dilléy 1971)
with a combination microelectrode connected to a Corning potentiometer with
expanded scale, and registered in a Gilson recorder. The reaction medium was
100 mM sorbitol, 5 mM MgClz, 10 mM KCI, and 1 mM Na'-tricine pH=8. ATP
synthesis was measured titrametrically by the procedure of Dilley (1971). MV 50

uM was added as an electron acceptor for the Hill reaction.



Measurement of electron transport

Photosynthetic non-cyclic electron transport activity from water to MV was
monitored with a YSI (Yellow Spring Instrument) Model 5300 oxygen monitor and
a Clark electrode. The reaction medium was the same as in the proton uptake
assay except for the tricine concentration (15 mM) and for the presence of 6 mM
NH.CI (Calera et a/ 1995b, 1996), in the case of the uncoupled electron
transport measurement. All reaction mixtures were illuminated with actinic light
of a projector lamp (GAF 2662) passed through a 5 cm filter of 1% CuSO,
solution (Calera ef af 1995b, 1996). In all cases the measurements were carried

out at 20°C.

Photosystems | and Il electron transport activity
Photosystem [ electron transport was determined in a similar way to non-cyclic
electron transport (Calera et al 1995b, 1996; Saha et a/ 1971). The following
reagents were added: 10 uM DCMU, 100 pM DAD, 50 uM MV, 300 uM
ascorbate and 6 mM NH,Cl. Uncoupled photosystem Il electron flow was
measured in presence of 100 uM DAD, 1 uM DBMIB, 500 uM Ki[Fe(CN)s] and 6
mM NH,C! (Calera ef a/ 1995a). Uncoupled electron transport from water to
SiMo, was determined with the same reaction mixture as in photosystem I
except that 200 uM SiMo and 10 yM DCMU were added (Giaquinta et a/ 1974).
To determine uncoupled electron transport from DPC to DCPIP, isolated
chloropl‘asts were previously treated with Tris 0.8 M, pH=8 and incubated 30

minutes at 0°C. After this treatment, 40 ml of reaction medium were added and
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the chioroplasts were centrifugated at 5000 xg for 2 min. Chlorophyll
concentration was determined according to Strain (1971). Uncoupled electron
transport from DPC to DCPIP was measured spectrometrically as reported

previbusly (Vernon and Shaw 1969); 200 uM DPC was added to the medium.

Basal and uncoupled electron transport measurements at different pH
The activity was determined as in basal and uncoupled electron flows but
different buffers 20 mM (tricine pH 8.0-8.5; HEPES pH 7.0-7.5 and MES pH 6.0-

6.5) were added to the reaction medium.

Mg**-ATPase activity

Methods for the activation and assay of Mg**-dependent ATPase in chloroplasts
were adapted from those of Mills et a/ (1980) and released inorganic phosphate
was measured as previously reported (Sumner 1944).

In each reaction a biank experiment was performed with the isolated
chloroplasts in the reaction medium. All reactions were conducted by triplicate
and the data analyzed by ANOVA. The maximal standard deviation is indicated
in each graph.

The Iso values for each activity were extrapolated in the graph of % activity
vs concentration of the compounds under study. ls; is the concentration

producing 50% inhibition.



RESULTS AND DISCUSSION
Effect of encecalin, euparin and demethylencecalin on ATP synthesis and
H'-uptake
Encecalin (l), euparin (ll) and demethylencecalin (lIl) were tested for their ability
to inhibit ATP synthesis on freshly lysed intact chloroplasts isolated from spinachﬁ
leaves. Euparin and demethylencecalin displayed strong inhibitory activity (70%)
on ATP synthesis at a concentration of 300 uM (Fig 2). Encecalin was less
active at the same concentration, inhibiting ATP synthesis only by 10%.
However, at higher concentration (400 uM) encecalin abolished ATP synthesis.
The caiculated Iso values for encecalin, euparin, and demethylencecalin were
340, 154 and 15.9 uM, respectively.

The presence of a free hydroxyl group at C-7 appears to be an important
structural feature for the observed inhibitory activity on ATP synthesis, as
demonstrated by the lower effect displayed by encecalin, which possess a
methoxyl group at the same position. On the other hand, the nature of the
heterocyclic ring (furane vs pyrane) seems to have no effect on activity.

Proton uptake in spinach chiocropiasts was also inhibited by Il in a
concentration dependent manner. Euparin and encecalin were more potent H'-
uptake inhibitors than demethyiencecalin as shown in Fig 3. The |5, values for

H*-uptake inhibition of compounds I-1ll were 317, 317, and 118 uM, respectively.



Effect of encecalin, euparin and demethylencecalin on electron flow
The light-dependent synthesis of ATP might be inhibited by blocking electron
transport, by uncoupling ATP synthesis from the electron transport or by

blocking the phosphorylation reaction itself (Good et al 1981). Therefore,

encecalin, euparin and demethylencecalin could be acting at any of these levels.
In order to discriminate between these possibilities the effect of compounds I-1il
on non-cyclic electron transport from water to MV in basal, phosphorylating and
uncoupled conditions was investigated.

According to the results showed in Fig 4 and Table 1, encecalin (l) and
demethylencecalin (ill) inhibited basal, uncoupled and phosphoryiating electron
transport in a concentration dependent manner. These results support the view
that compounds | and Il behave as Hill reaction inhibitors. Hence, the mode of
action of encecalin and demethylencecalin may be due to an interference with
the electron flow of the electron transport chain in spinach chioroplasts.

Euparin failed_ to inhibit uncoupled electron transport (Fig 4), but basal
and phosphorylating electron flow from water to MV were significantly inhibited

by this compound (see Table 1).

Localization of the target of encecalin and demethylencecalin inhibition on
electron transport chain

In order to localize the site of inhibition on the electron transport pathway, the
effect of benzopyrans | and Il on partial reactions (PS | and PS Il) was

measured using artificial electron donors, electron acceptors, and appropriate
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inhibitors. Table 1 shows that the uncoupled PS | electron transport from DAD to
MV was not affected by these compounds. However, uncoupled PS | electron
transport from water to DAD was selectively inhibited by them; the 15 vaiues for
encecalin (1) and demethylencecalin (11} were 205 and 145 uM, respectively.

To identify the site of interaction of compounds | and Ill on PS I,
uncoupled electron flow was measured between water to Qa {using SiMo as
electron acceptor) and from DPC to DCPIP. It is important to point out that DPC
donate electrons either to Yp (or Z) or to Pesp in Tris washed chioroplasts. In
addition, this treatment blocks the photolysis of water (Vernon and Shaw, 1969:
Barr ef af 1975) and abolishes the electron flow from H,O to DCPIP and from
H20 to SiMo (Barr ef al 1975).

Since compounds | and Ilf inhibited the electron flow from H,Q to DAD,
from H,O to SiMo and from DPC to DCPIP, the target was located in one of the

redox enzymes in the span from Pgso to Qa of the electron transport chain.

Effect of compounds Il on basal and uncoupled electron transport at
different pHs

The uncoupled electron transport inhibitory activity induced by encecalin (1} and
demethylencecalin (lil) from water to MV was strongly enhanced at alkaline pH
[pH 8.0-8.5] (Fig 5). In the case of euparin (), the maximal effect on basal
electron transport was achieved at atkaline pH (Fig 6). It appears that in all the
cases the interaction with the target is facilitate somehow at the pH range where

maximal inhibitory activity was observed. Therefore, we postulate that in these
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pH conditions the site of interaction undergoes conformational changes in such
a way that the inhibitory site is more exposed for binding. It is important to point
out that in terms of chemical reactivity (ie., formation of more active ionic

species), it is difficult to provide a plausible explanation for the inhibiting

behavior of compounds [-lll at different pHs.

Euparin as an energy-transfer inhibitor
The inhibitory activity of euparin on ATP synthesis (Fig 2) and proton uptake
(Fig 3), as well as its effect on electron flow suggest that this compound behaves
as an energy-transfer inhibitor.

it is well known that some secondary metaboiites such as phiorizin (lzawa
et al 1966), kaempferol (Arnzten et al 1674), 5-0-B-D-galactopyranosyl-7-
methoxy-3",4"-dihydroxy-4-phenylcoumarin (Calera ef al 1995), piquero}
(Mendoza et af 1994), ajmaline (Vallejos and Andreo 1974), DIO-9, leucinostatin
and efrapeptin (McCarty ef a/ 1965; Lucero ef a/ 1976) as well as several
synthetic compounds like, DCCD (McCarty and Racker 1967), N.N-
dimethylformamide (Pefia-Valdivia ef a/ 1991), triphenyitin chloride (Gould
1976), chlorotri-n-butyltin (Kahn 1976), synthalin (Gross ef a/ 1968) among
others, act as energy-transfer inhibitors. Most of these compounds inhibited
photophosphorylation by interacting with the H*-ATPase complex but at different
levels and with different mechanism of action. It is important to point out that

these energy-transfer inhibitors do not have common chemical structures, which
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could explain their different mechanism of action and different zones of
interaction at the H'-ATPase complex.

In this report we found that euparin (lI) inhibits ATP synthesis (Fig 2), H'-
uptake (Fig 3), basal and phosphorylating electron flow without any effect on
uncoupled electron flow (Fig 4), therefore the mechanism of action of compound
Il is unique and different to all other energy-transfer inhibitors (reported and
cited in the previous paragraph).

To continue the characterization of il as an energy-transfer inhibitor, its
effect on Mg**-ATPase activity bound to thylakoids was tested. Fig 7 shows that
this compound inhibited at 104 uM the light membrane activated Mg**-ATPase
by 50%. This observation strengthens the proposal that suparin (ll) is acting as
an energy-transfer inhibitor by interacting with H'-ATPase complex. The Mg*-
ATPase activity is also partially or totally inhibited by other energy-transfer
inhibitors, including phlorizin (lzawa et al 1966), DIO-8 (McCarty ef al 1965),
ajmaline (Vallejos and Andreo 1974), DCCD (McCarty and Racker 1967) and

triphenyitin chloride (Gould 1976).

CONCLUSIONS
The benzopyrans encecalin and demethylencecalin, act as Hill reaction
inhibitors but the related benzofuran euparin, behaves as an energy-transfer
inhibitor in spinach chloroplasts. These results suggest that the nature of the
heterocyclic ring is an important structural requirement for the observed

activities. In conirast to other energy-transfer inhibitors, euparin does not
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interfere with uncoupled electron flow. Therefore, we propose that the
mechanism of action.of this benzofuran is unique.
Although in this investigation the evaluated benzopyranes and

benzofurane demonstrated significant effects on several photosynthetic

activities, their potencies were lower than those of commerciaily herbicide
agents. However, these natural products could be used as leads for the
synthesis of more potent analogues which in turn could generate commercially
viable products.

In this context, it is important to point out that few natural products have
all the necessary characteristics tc compete with the best synthetic herbicides. it
is much more likely that a piant materiai product wiii be used as a lead for
synthesis rather than as a product per se (Benner 1993).

Finally, this work intends to be part of a much larger survey of the effects
of naturally occurring compounds, on various biochemical plant processes in

order to understand the interaction between plants.
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Legends

Fig 1. Structures of the tested compounds

Fig 2. Effect of encecalin, euparin and demethylencecalin on ATP synthesis.
Each cuvette contained 20 ug of chlorophyll per ml in the reaction medium.
Other conditions as described in materials and methods section. Control value
were 254, 283 and 302 umol of ATP'h™'mg of Chi™ for encecalin (®), euparin (0)

and demethylencecalin (W), respectively.

Fig 3. Effect of compounds I-lli on proton uptake in chloroplasts isolated from
spinach leaves. Each cuvette contained 20 ug of chlorophyll per mi in the
reaction medium Other conditions as described in materials and methods.
Control value rates were 123, 123 and 132 pequiv of H"h™' mg of Chi™ for I (@),

i1 (O) and Il (W), respectively.

Fig 4. Inhibition of uncoupled electron transport from water to methylviologen by
compounds |-lll. Each cuvette contained 20 ug of chlorophyll per mi in the
reaction medium. Other conditions were as described in materials and methods
section. Controi value rates were 2060, 2060 and 2054 in pequiv of e"h™'mg of

ChI™ for encecalin (®), suparin (O) and demethylencecalin (W), respectively.



Fig 5. pH dependence of uncoupled electron transport flow in the presence of
250 uM of encecalin (®) and demethylencecalin (W); control (). Each cuvette
contained 20 pg of chlorophyll per mi, either MES (pH 6.0-6.5) or HEPES (pH

7.0-7.5) or tricine (pH 8.0-8.5) in the reaction medium. Other conditions are

described in materials and methods section.

Fig 6. pH dependence of basal electron transport flow in the presence of 250 uM
of euparin (o); control (0). Each cuvette contained 20 ug of chiorophyit per mi,

either MES (pH 6.0-6.5) or HEPES (pH 7.0-7.5) or fricine (pH 8.0-8.5) in the

reaction medium. Other conditions are described in experimental section.

Fig 7. Effect of the euparin on the Mg®-dependent ATPase activity of

chioropiasts. Control value was 341 umoles Pih™''mg Chi”.
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Basal electron transport, % of control
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