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1. Justificacién y Objetivos

I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Las plantas nocivas representan uno de los mayores problemas que enfrentan los
agricultores a nivel mundial. A la fecha, se han identificado alrededor de 7000 especies de
malezas, de las cuales cerca de 250 son las que ocasionan los dafios mas graves a la
agricultura (Vyvyan, 2002). Estas especies interfieren en el proceso productivo
ocasionando una dramatica disminucién en el rendimiento de los cultivos, por lo que los

agricultores se han visto en la necesidad de aplicar un gran namero de agentes herbicidas.

Los herbicidas, en su mayoria sintéticos, representan aproximadamente el 70% de
las ventas totales de agroquimicos en los paises desarrollados. A pesar de que estos
agentes controlan las malezas, incrementan los rendimientos de las cosechas y reducen
los costos derivados de las labores de limpia de los terrenos; su uso indiscriminado
ocasiona dafios ambientales severos debido a sus altos indices de persistencia, ademas de
resultar toxicos para los animales y el hombre como consecuencia de su poca selectividad.
Por otro lado, estos agentes han ocasionado la aparicion de numerosas malezas
resistentes a los tratamientos (Cramer, 2000).

Lo anterior ha provocado que alrededor del mundo se desarrollen programas
conducentes a encontrar estrategias alternas para proteger a los cultivos de interés
econdémico. Algunas alternativas incluyen la rotacién de cultivos, la eliminacién manual y
mecanica de las plantas no deseadas, la manipulacién genética, el empleo de
bioherbicidas y la buUsqueda de fitotoxinas de origen natural a través del disefio
biorracional (Cremlyn, 1991; Abell et g/., 1993; Cutler & Cutler, 1999; Vyvyan, 2002; /nter
alia), para de esta manera garantizar la obtenciéon de productos biodegradables mas
especificos en su accion y en lo posible menos tdxicos para el hombre y los animales.

Las fitotoxinas de origen natural ademas de ser biodegradables, pueden constituir
prototipos estructurales para el disefio y la sintesis de productos novedosos de mayor
potencia y eficacia que los compuestos modelo y los productos de uso comercial. De
manera adicional, el descubrimiento de nuevos compuestos naturales con estructuras
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novedosas puede conducir al descubrimiento de nuevos blancos de accién a nivel
molecular (Duke, 1993; Duke & Abbas, 1995; Hedin et a/, 1997; Cutler & Cutler; 1999;
Macias et a/, 2000b; Evidente & Mota, 2001; Vyvyan, 2002; /nter alia). Por las razones

expuestas, la busqueda de agentes fitotéxicos de origen natural se encuentra justificada.

En México, la gran diversidad vegetal constituye una fuente potencial de productos
biodinamicos. Es por ello que, en la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha desarrollado
un programa interdisciplinario destinado a explorar el potencial fitotéxico de especies
selectas de la flora mexicana con la finalidad de contribuir al desarrollo de herbicidas

verdes. El programa empiea la estrategia metodoidgica que se resume a continuacién:

En primer lugar, se realiza la preseleccion de las materias primas. En caso de ser
materias primas vegetales, la seleccion inicial se lleva a cabo con base en los criterios
convencionales: el etnomédico, el ecolégico y el quimiotaxondmico (Espinosa-Garcia &
Delgado, 1998; Harborne, 1998; Cutler, 1999; Vyvyan, 2002).

Las materias primas preseleccionadas son sometidas a pruebas biolégicas de
seleccién, que consisten en la determinacion del efecto fitotdxico de los extractos
organicos derivados de las materias primas mediante la evaluacién de su efecto sobre la
germinacion, el crecimiento radicular y la producciéon de biomasa en las diversas especies
de prueba (Mata et a/, 1996; Ueno et a/., 1997; Miyakado et a/, 1997; Van-Puyvelde et

al., 1999; Macias et al., 2000a; /inter alia).

En general, los extractos que demuestren respuestas positivas en los ensayos de
fitoinhibicion, se consideran candidatos apropiados para la realizacion de otras pruebas
bioidgicas dirigidas a un blanco de accion especifico en la fisiologia o el metabolismo
vegetal. Aquellos extractos que presenten buena actividad en los ensayos secundarios se
consideran idoneos para la realizacién de estudios quimicos biodirigidos con la finalidad de
aislar los principios fitotoxicos. Estos estudios implican la obtencion de los extractos
vegetales a gran escala y su posterior estudio quimico, utilizando a lo largo de todo el
proceso los mismos ensayos biolégicos de seleccidén, con la finalidad de monitorear la
actividad fitotoxica. Los compuestos naturales activos puros se identifican mediante la
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aplicacién de métodos quimicos, espectroscopicos y espectrométricos. Posteriormente, se
someten a pruebas de tipo pre y post-emergente sobre especies vegetales, tanto
cultivables como nocivas. Por Gltimo, se realizan estudios conducentes a determinar el
mecanismo de accién de las fitotdxinas aisladas (Mata et a/, 1996; Ueno et a/, 1997;

Abell et a/, 1993; Cutler & Cutler, 1999; Macias et a/., 2000a; Dayan et g/, 2000; /nter

alia).

En este contexto, la especie Prionosciadiurm watsory Coulter & Rose (Umbelliferae)
fue preseleccionada con base en los criterios etnomédico y quimiotaxonémico, como una
fuente de herbicidas verdes. Posteriormente se comprobé que un extracto CH,Cl,-MeOH
(1:1) de la planta era fitotéxico contra las arvenses Amaranthus hypochondriacus,
Echinochloa crus-galliy Lemna pausicostata. En esa ocasion se inicid el estudio fitoquimico
biodirigido del extracto activo. De las fracciones activas estudiadas se logré el aislamiento

y caracterizacién de varias fitotoxinas (Valencia et g/., 2002).

Dado que la investigacion fitoquimica de A. watsoni fue parcial, es importante

continuar con el estudio de la especie, no sélo para contribuir al conocimiento del

contenido metabdlico de la misma, sino también para completar el estudio de las

fracciones bioactivas detectadas inicialmente.

En el estudio conducido por Valencia et a/. (2002), no se investigé la fraccion activa
F3, misma que presentd el mayor efecto inhibitorio del crecimiento de la planta acuatica L.
pausicostata. Esta fraccidn inhibié de manera significativa tanto el crecimiento como el

contenido de clorofila de la especie de prueba (Cuadro 1).

De manera adicional, la fracciébn F7, contenia un cromoforo mayoritario de color
amarillo (al revelar con sulfato cérico), visible al eluir las cromatoplacas del extracto
original y de esta fraccién en diferentes sistemas de elucion. Por lo tanto, se consideré que
el aislamiento y caracterizacion de este producto contribuiria a la determinacién de

compuestos marcadores de ésta especie medicinal.
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Cuadro 1. Fitotoxicidad del extracto y de las fracciones primarias en Lemna pausicostata.®

Incremento o -
Tratamiento | CONCentracion| _ en la Terecimiente. | "Celorotiia
(ng/mL) conductividad (%) (%)
__(pmho/cm)
25 -57.00 + 14.80 3.01 + 2.90 0.00 + 12.70
Extracto 50 91.50 + 39.90 7.79 + 3.80 0.00 + 0.00
100 262.50 + 12.10 100.00 + 0.00 36.74 + 11.70
200 262.50 + 24.70 100.00 + 0.00 91.51 + 6.50
10 49.80 + 35.40 17.00 + 0.70 21.90 + 4.40
F1 200 174.30 + 9.20 73.90 + 1.40 93.10 + 4.70
500 349.30 + 47.40 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
1000 412.80 + 21.10 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
10 0.00 + 55.10 8.70 + 0.70 4.00 + 8.70
F2 200 66.80 + 5.70 30.40 + 0.00 28.40 + 30.40
S 500 91.80 + 8.50 52.20 + 0.70 31.40 + 52.20
1000 157.30 + 21.90 52.20 + 2.10 66.20 + 52.20
10 85.30 + 3.50 17.40 + 0.70 31.10 £ 17.40
F3 200 334.30 + 17.70 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
g 500 354.80 + 29.70 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
L 1000 398.30 + 13.40 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
o 10 44.80 + 45.30 9.00 + 0.00 29.90 + 9.00
F4 200 304.30 + 9.20 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
500 361.80 + 2.80 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
1000 403.30 + 13.40 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
10 0.00 + 11.30 9.50 + 0.70 6.90 + 9.50
200 3.50 + 0.70 23.52 + 13.80 69.60 + 3.50
500 100.00 -+ 0.00 58.81 + 8.30 100.00 + 0.00
1000 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00
A 10 0.00 + 14.10 8.50 + 0.70 4.80 + 22.90
F6 . 200 67.30 + 14.80 8.00 + 0.00 30.70 + 5.70
i 500 97.30 + 13.40 6.50 + 0.70 73.70 + 36.40
1000 169.80 + 2.80 4.00 + 0.00 64.90 + 4.60
T 10 40.80 + 22.60 9.00 + 0.70 5.50 + 17.30
F7: - 200 120.30 + 19.90 7.50 + 0.70 35.70 + 13.00
e 500 102.80 + 14.10 5.50 + 8.30 32.60 + 21.70
o 1000 202.80 + 14.10 6.00 + 0.00 60.10 + 7.40
10 50.30 + 21.90 7.50 + 0.70 22.40 + 7.50
F8 - 200 108.80 + 8.50 7.00 + 0.00 28.10 + 7.00
- 500 86.50 + 14.10 7.50 + 0.70 33.20 + 7.50
1000 127.80 + 0.00 6.00 + 1.40 56.90 + 6.00

2 Los resultados son las medias de tres repeticiones + desviacidn estandar. Mostraron significativamente
(prueba . £Student desapareada) mayor fitotoxicidad que el control (medio de cultivo: incremento en la
conductividad, 0.00 =+ 9.40 pmho/cm; inhibicidn del crecimiento, 0.00 £ 1.00 %; reduccion de clorofila, 0.00 +

18.10 %)."
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La detecciéon de compuestos marcadores es de importancia en estudios relativos al
control de calidad de especies medicinales, ya que permite proponer pruebas de identidad

apropiadas.

Por los motivos expuestos, el presente trabajo de tesis tiene como objetivo
principal completar el estudio quimico y bioldgico de la especie P. watsorv, iniciado por
Valencia et a/. (2002), mediante el andlisis de una fraccién activa y otra inactiva; de tal
forma de contribuir al conocimiento de la flora medicinal de México, asi como al desarrollo

de nuevos agroquimicos biodegradables y de menor toxicidad.

Para el cumplimiento del objetivo principal, se han planteado los siguientes

objetivos particulares:

i. Realizar el fraccionamiento de dos de las fracciones primarias (F3 y F7) del extracto
integro de las partes aéreas de Prionosciadium watsory, que restaban por estudiar. En
el caso de la fraccién activa (F3), el fraccionamiento se hara biodirigido utilizando
como ensayo de monitoreo la actividad fitotoxica contra Lermna pausicostata.

Separar los principios de interés mediante la aplicacion de técnicas cromatograficas.

ii. Caracterizar los compuestos aislados mediante la aplicacion de métodos

espectroscopicos y espectrométricos.

iv. Determinar el potencial fitotdxico de los metabolitos aislados mediante la evaluacion
de sus efectos sobre Arnaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli y Lemna

pausicostala.

Comprobar si los metabolitos fitotdxicos aislados interaccionan con la proteina
calmodulina, la cual constituye un posible blanco de accion de las fitotoxinas

previamente aisladas de esta especie.
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II. ANTECEDENTES.

2.1 Antecedentes de la especie Prionosciadium watsoni Coulter & Rose

(Umbelliferae).

El género Prionosciadium, perteneciente a la familia Umbelliferae (Hegnauer,
1978), esta compuesto por 30 especies de las cuales alrededor de 25 crecen en las
montafias de México y Guatemala distribuyéndose generalmente en los bosques cuya
vegetacién se compone principalmente de arboles de pino, roble y matorral. En el Cuadro

2 se resumen las especies registradas para el territorio mexicano y su distribucién 4% 5°,

Cuadro 2. Distribucién del género Prionosciadium en México.
Especie Distribucion

Prionosciadiurmn acuminaturmn 3. M. Coulter | Jalisco.
& Rose

Prionosciadiurm bellif Mathias & Constance | Michoacan.

Prionosciadiurm cuneatum 3. M. Couiter & | Jalisco, Michoacan y Nayarit.

Rose

Prionosciadiurm diversifofiurn 3. M. Coulter | Guerrero y Chiapas.
& Rose

Prionosciadium durangense 3. M. Coulter | Durango.
& Rose

Prionosciadium filifolitum 3. M. Coulter & Jalisco y Durango.
Rose

Prionosciadium humile Rose Nuevo Ledn.
Prionosciadiurm filacinurm Mathias & Jalisco
Constance

Prionosciadium linearifoliurm (S. Watson) Querétaro, Guanajuato, Puebla y Jalisco.

J. M. Coulter & Rose
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Cuadro 2. Distribucién del género Prionosciadium en México (continuacion).

Especie

Distribucién

Prionosciadiurn macrophy/llum 3. M.
Coulter & Rose

Priornosciadiurm madrense S. Watson

Priorrosciadium megacarpum 3. M. Coulter
& Rose

Prionnosciadium moschaturm Rose

Prionosciadium nefsoniil. M. Coulter &
Rose

Prionosciadium palmeri Rose
Prionosciadium palustre Rose
Prionosciadium pringle/ S. Watson

Prionoscradium serratum 3. M. Coulter &
Rose

Prionosc/adiurn simplex Mathias &
Constance

Prionosciadium thapsoldes Mathias

Prionosciadiurm townsendii Rose

Prionosciadium turneri Constance &
Affolter

Prionosciadiurm watsorn/ Coulter & Rose

Jalisco y Durango.

Chihuahua, Guerrero, Jalisco, y Sonora.

Oaxaca y Michoacan.

Puebla.

Chiapas, Morelos Puebla y Guerrero.

San Luis Potosi.
Morelos.
Chihuahua.

Jalisco y Nayarit.
Tamaulipas

Estado de México, Nayarit, Veracruz,
Guanajuato, Michoacan, Hidalgo, Distrito
Federal, Jalisco, Sonora, Chihuahua, Durango,
Querétaro, Morelos, Oaxaca y Puebla.

Chihuahua y Nayarit.

Colima.
Durango, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato,
Querétaro, Tamaulipas, Jalisco, Oaxaca,

Hidalgo y San Luis Potosi.

Prionosciadiurn watson/ Coulter & Rose ex S. Watson se encuentra en bosques de
pino y roble desde Chihuahua y Tamaulipas hasta Jalisco e Hidalgo. Los individuos
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pertenecientes a esta especie son arbustos erectos que pueden alcanzar mas de 2 m de
altura, sus tallos son huecos y sus hojas son grandes y lobuladas; las flores generaimente
de color verde-amarillo se encuentran en umbelas, y los frutos oblingo-elipticos,

comprimidos y con 5 costillas, son de sabor acre y aromatico (Figura 1).

Figura 1. Prionosciadium watsorni Coulter & Rose (Umbelliferae).

TFSIS CON
8 FALLA I[E CRGEM
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Prionosciadium watsoni es una especie medicinal conocida cominmente con el
nombre de “flor de ocotillo”, “acocotillo”, “hierba del oso” (Martinez, 1979), “ococote” o
“njéo xempi”. En Durango las raices de ococote o flor de ocotillo se emplean para elaborar
un té util para aliviar el dolor intestinal y los frutos se usan en una infusion para el
tratamiento de la diabetes (Bye, 2000). Un ungliento popular para aliviar las fiebres a
finales del siglo XIX en San Luis Potosi, consistia de las de flores y raices pulverizadas de
acocotillo que eran mezcladas con “rosa de castilla” (Rosa) y “contrayerba” (Pediomelurm)
en sebo y aplicada en el estdmago (Bye, 2000). Una infusion de los frutos de A/erba de/
oso se usa para el tratamiento de las fiebres en Chihuahua y Coahuila (Bye, 2000). En
Tamaulipas, el fruto de flor de ocotillo se tuesta y pulveriza con sebo para aplicarse
tépicamente para tratamiento de la enfermedad cultural llamada “mal de ojo” o “mal de

ojo pasado” (Argueta, 1994).

De las 30 especies que conforman al género Frionosciadium, (nicamente PAP.

watson/ ha sido estudiada desde el punto de vista quimico. La investigacion permitié el
aislamiento y caracterizacién de 12 metabolitos secundarios (Valencia et a/, 2002),
incluyendo diez piranocumarinas angulares (Cuadro 3) y dos piranocromonas (Cuadro

94).

Cuadro 3. Piranocumarinas de Prionosciadium watsorii.
Estructura Compuesto Referencia

Valencia et a/.,
(+)-cis-kellactona
2002
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Referencia

Cuadro 3. Piranocumarinas de Prionosciadium watsor/ (continuacion).

Compuesto

Valencia et a/.,
2002

Estructura

(9 R, 10R)-10-hidroxi-9-(2-metil-but-(22)-

enoiloxi)-8,8-dimetii-9,10-dihidro-2H,8H-
benzo[1,2-b:3,4-b’]dipiran-2-ona

Valencia et al/.,

2002

(9 R,10R)-10-hidroxi-9-(2-metil-but-(2 £)-
enoiloxi)-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-
benzo[1,2-b:3,4-b"]dipiran-2-ona

Valencia et a/.,
2002

(9R,10R)-9-hidroxi-10-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-
9,10-dihidro-2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b"]
dipiran-2-ona

Valencia et a/.,
2002

quianhucumarina A

10
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Cuadro 3. Piranocumarinas de FPrionosciadium watson/ (continuacion).

Estructura Compuesto Referencia

Valencia et a/.,

quianhucumarina D
2002

(9 R, 10R)-9-acetiloxi-10-propioniloxi-8,8-dimetil-
9,10-dihidro-2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b’]
dipiran-2-ona

Valencia et al/.,
2002

Valencia et al/.,
2002

seravshanina

(9 R)-9-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-9, 10-dihidro-
2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b"]
dipiran-2-ona

Valencia et al/.,
2002

11
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Cuadro 3. Piranocumarinas de Priornosciadium watsory (continuacion).

Estructura Compuesto Referencia
. . Valencia et al.,
jatamansina
2002

Cuadro 4. Piranocromonas de Prionosciadiurn watsorii.

Estructura Compuesto Referencia
o
OCH; O
(3 R)-isobutiroiloxi-5-metoxi-3,4- .
On... N o Valencia et al.,
dihidro-2,2,8-trimetil-6-oxo0-2H,6H-
2002

benzo[1,2-b:5,4-b ldipirano

(3 R)-2-metil-but-(22)-enociloxi-5-

metoxi-3,4-dihidro-2,2,8-trimetil-6- Valencia et al.,
oxo-2H,6H-benzo 2002

[1,2-b:5,4-b]dipirano

De los compuestos mencionados, 9 y 10 presentaron propiedades fitotéxicas
significativas sobre la maleza acuatica Lemna pausicostata. Asimismo, 1os metabolitos 11
y 12 inhibieron la germinacién y el crecimiento radicular de las malezas Amaranthus

hypochondriacus y Echirnochloa crus-gal/i. Valencia y colaboradores (2002), encontraron
que los compuestos 1-12 retardan la movilidad electroforética de la proteina calmodulina,

12



Il. Antecedentes

lo que sugiere, @ prior/, que esta importante proteina podria constituir un blanco de accién

de estas fitotoxinas.

Por otro lado, los compuestos 11 y 12 se caracterizaron como inhibidores del

proceso de respiracion mitocondrial; en tanto que 9 y 11 se caracterizaron como

inhibidores del proceso de la fotosintesis (Valencia, 2002).

Cabe sefialar que durante la realizacion del estudio de Valencia et a/. (2002), no se
completo el andlisis de las fracciones fitotdxicas obtenidas a partir del extracto activo.

13
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Ensayos biolégicos.

3.1.1 Determinacion de la actividad fitotéxica sobre Lemna pausicostata.

Este ensayo se Nevd a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por Tanaka y
colaboradores (1993). Para ello, disoluciones del extracto y fracciones en medio Hunter
(Becerril et al., 1992) (3 mL) de fuerza mediana se adicionaron a 10 colonias de L.
Ppausicostata de 3 hojas cada una, contenidas en una caja Petri. A continuacion las placas
se incubaron durante 72 horas en una camara de crecimiento. Al cabo de este tiempo se
procedié a medir la inhibicidn del crecimiento de las plantas, la pérdida de electrolitos y la
reduccidon del contenido de clorofila. La pérdida celular de electrolitos se determind por el
incremento en la conductividad eléctrica del medio de cuitivo y se midié empleando un
conductimetro, al inicio y al final del experimento. L.a reducciéon en el contenido de clorofila
para cada tratamiento se determindé con base en el peso fresco de las plantas. Para ello,
las colonias de L. pawusicostata se removieron del medio de cultivo, se secaron sobre
toallas de papel y se pesaron. Enseguida, se colocaron en tubos de ensayo que contenian
S mL de DMSO y se mantuvieron en la oscuridad durante toda la noche. Al dia siguiente,
la clorofila total (a y b) se determind por espectroscopia UV de acuerdo al método de
Hiscox e Israelstam (1979). Por ultimo, la inhibicién del crecimiento se determiné por
diferencia en el peso fresco de las plantas, midiéndose al inicio y al final del experimento.

Estos estudios se realizaron en Crop Genetics & Production Research Unit,

USDA/ARS, Stoneville, Mississippi, Estados Unidos.

14
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3.1.2 Evaluacion cuantitativa del potencial fitotéxico de los compuestos puros
sobre la germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus

hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.

La determinacién cuantitativa del potencial fitotoxico de los compuestos puros se
realizé mediante la evaluacidon del efecto de los mismos sobre la germinacion y el
crecimiento radicular de las semillas de Armararithus hypochondriacus L. (Amaranthaceae)
y Echinochloa crus-galli (Beauv) L. (Graminae), utilizando el método en caja de Petri
previemente descrito por Anaya y colaboradores (1990 y 1995). Las semillas de
Echinochloa crus-galli fueron adquiridas en el Valley Seed Service de Fresno, California,
Estados Unidos, y las de Amaranthus hypochondriacus en el Mercado de semillas de

Xochimilco, México.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de didmetro que contenian
un disco de papel filtro (Whatman No. 1). Cada una de las muestras a evaluar se disolvié
en CHyCl; y se prepararon disoluciones a una concentracion de 10, 50, 100 y 250 ng/mL.
Posteriormente, 1.0 mL de las disoluciones se vertieron en las cajas de Petri y se permitio
la evaporacién del disolvente mediante una corriente de aire. A continuacion, se inicié la
germinacion de 60 semillas (20 por caja) de A. Aypochondriacus y 45 semillas (15 por
caja) de £. crus-galli, humedeciendo el papel filtro con 1.0 mL de agua destilada.

Las cajas Petri se incubaron en la oscuridad a 28°C y la actividad fitotéxica se
registré midiendo la longitud de las radiculas y contando el numero de semillas
germinadas después de 24 horas para el caso de A. Aypochorndriacus y 48 horas para las
semillas de £. crus-gal/li. Paralelamente se evaluaron controles positivos y negativos. Como
control positivo se utilizé el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma) y como control

negativo CH;Cl,. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de anadlisis
de varianza (ANOVA, p =< 0.5). Los valores de la concentracion inhibitoria media se

determinaron mediante el programa de analisis de probabilidad Finney (Mata et a/., 1996).
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3.1.3 Evaluacion de la interaccion de los compuestos aislados con calmodulina

de cerebro de bovino.

La posible interaccion de los compuestos de prueba con calmodulina de cerebro de
bovino se determind mediante una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE sobre geles

de poliacrilamida al 15% (Macias et /., 2000b).

E! procedimiento consistid en preparar muestras con 10 ng del compuesto de
prueba (10 nbL de una disolucién de 1 mg/mL en DMSQ), 2 ug de calmodulina de cerebro
de bovino (SIGMA) y 3 nL de CaCl, 1 mM. La mezcla anterior se llevé a un volumen final
de 30 pulL con agua desionizada. Posteriormente la mezcla se incubé durante 90 minutos a
30°C. Al término de la incubacién las muestras fueron sometidas a ebullicién durante S
minutos para facilitar la interaccion de los compuestos con la proteina calmodulina de
prueba. A continuacidn, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y finalmente,
se les adicionaron 10 Ll de buffer de carga (Liao et &/, 1996). Enseguida, se llevé a cabo
una electroforesis vertical descendente en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al
12%) para determinar si la calmodulina tratada experimentaba algin cambio en la
movilidad electroforética. Cada determinacidn se realizé por triplicado y se uso
clorpromazina como control positivo (Marmé & Dieter, 1983; Leung et. al., 1988).

En el Cuadro 5 se indica la composicién de los geles y disoluciones empleadas.

3.1.4 Determinacion del efecto del (+)-5-metoxihamaudol sobre la actividad
de la enzima fosfodiesterasa del adenosin monofosfato ciclico (AMPc)

dependiente de calmodulina.

La actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina se
determind utilizando el método experimental descrito por Sharma y Wang (1979, 1986).
De acuerdo con este método la actividad de la enzima correlaciona con la cantidad de
fosfato inorganico producido durante la reacciéon de hidrdlisis del AMPc en presencia de la
enzima 5’-nucleotidasa. En ios siguientes puntos de describe la parte experimental.
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Cuadro 5. Composicién de los geles de acrilamida y de las disoluciones empleadas para
llevar a cabo la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%)

Geles y/o disoluciones Reactivos Cantidad utilizada
Gel sellador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 1mL
TEMED 100% 2 pb
APS 10% 10 uL
Gel separador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 3.7 mlL
TRIS 3 M pH 8.8 1.17 mL
Agua 4.26 mL
TEMED 100% 10 pL
APS 10% 10 plL
SDS 10% 92 uL
Gel apilador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 625 ulL
TRIS-HCI 1 M pH 6.8 625 nbL
SDS 10% 50 ub
Agua 3.67 mL
TEMED 100% 3.5 uL
APS 10% 35 ul
Disolucion de corrida TFrizma 6.0g
(pH 8.3) Glicina 28.59g
sSDs 2.0g
Agua 20L
Buffer de carga TRIS-HCI 1 M pH 6.8 0.6 mL
Glicerol 50% 5.0 mL
SDS 10% 2.0mL
2-mercaptoetanol 0.5 mL
Azul de bromofenol 10.0 mL
Agua 0.9 mL
Disolucién de tincion Metanol 50% 200 mL
Acido acético 0.5% 25 mL
Azul de Coomassie 0.2g
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3.1.49.1 Determinacién de la actividad de Ia enzima fosfodiesterasa del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en presencia de diferentes

concentraciones de calmodulina.

Los ensayos se realizaron adicionando a una disolucién de 0.015 unidades de
fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina aislada de cerebro de bovino
(Sigma), diferentes concentraciones de calmodulina de cerebro de bovino (Sigma) (2.5 x
10° pg a 0.5 pg), 15 uL de una disolucion de 5’-nucleotidasa de veneno de Crotalus atrox
de 0.3 unidades (Sigma) preparada en un buffer constituido por Tris-HCl 10 mM y acetato
de magnesio 0.5 mM a pH 7.0, y 800 nlL de un buffer de reaccién constituido por Tris-HCI
45 mM, acetato de magnesio 5.6 mM, imidazol 45 mM y CacCli; 2.5 mM, a pH 7. La mezcla
anterior se incubdé durante 30 minutos a 30°C. Transcurrido este tiempo se adicionaron
100 pL de AMPc 10.8 mM a cada una de las muestras vy la mezcla resultante se incubd
nuevamente a 30°C durante 30 minutos. Al término de este segundo periodo de
incubacién se adicionaron a cada muestra 100 pL de &cido tricloroacético al 55% para

detener la reaccion.

La cuantificacion del fosfato generado en la reaccion se llevé a cabo utilizando un
método espectrofotocolorimétrico (Sumner, 1944), de acuerdo al procedimiento siguiente:
A una alicuota de 500 nL de la mezcla de reaccion se le adicionaron 800 ul de
heptamolibdato de amonio al 6.6% en H;SO, 3.75 N y 200 uL de FeSO,4 al 10%. Las
muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
determind la densidad éptica de cada una de ellas a 660 nm. Los valores de absorbancia
obtenidos se interpolaron en una curva estandar de fosfato monobasico de potasio para
determinar la concentracidon de fosfato obtenido en cada tratamiento (Figura 22).

3.1.4.2 Obtencion de la curva estandar de fosfato inorganico.

La curva estandar se construyé a partir de una disolucion 50mM de fosfato
monobdsico de potasio (Sigma) tomando las alicuotas necesarias para obtener 14
concentraciones diferentes en un intervalo de 50 a 700 nm. A cada alicuota se afadieron
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800 1L de FeSO,4 al 10% y agua desionizada hasta obtener un volumen final de 1500 pL.
La densidad Jptica de las muestras se determiné a 660 nm utilizando un

espectrofotdmetro Cintra 5.

3.1.4.3 Determinacion del efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre Ia
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de

calmodulina.

Para evaluar el efecto del compuesto 16 sobre la actividad enzimatica de la
fosfodiesterasa en presencia de la proteina calmodulina se prepararon disoluciones de
diferentes concentraciones del compuesto de prueba (0 a 100 uM) y se incubaron con una
concentracién saturante de calmodulina de cerebro de bovino (0.2 1g), de acuerdo con el
procedimiento antes descrito. El compuesto a evaluar se adicion6é después de incubar

durante tres minutos la mezcla de reaccion que contenia 0.015 unidades de
fosfodiesterasa de cerebro de bovino, 0.2 g de calmodulina de cerebro de bovino, 0.3
unidades de 5’-nucieotidasa de veneno de Crota/us atroxy 800 L del buffer de reaccién.

Cada ensayo se realizd por triplicado y como control positivo se utilizé clorpromazina.

3.1.4.4 Determinacion del efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre la
actividad basal de la enzima fosfodiesterasa del AMPc.

La evaluacion del efecto del compuesto de prueba sobre la actividad enzimatica de
la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia
descrita en el inciso 3.1.4.3, con la excepciéon de que no se adicioné calmodulina a la

mezcla de reaccién.
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3.2 Procedimientos experimentales generales.

3.2.1 Analisis cromatograficos.

Los anadlisis cromatograficos en columna abierta se efectuaron empleando
columnas de vidrio de diferentes capacidades empacadas con gel de silice (silica gel G-60
Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230) como adsorbente. El proceso de elucién se
llevé a cabo con gradientes de Hex:AcOEt:MeOH o CH.Cl.:MeOH, y se monitoreo por

cromatografia en capa fina.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron en placas de aluminio
recubiertas con gel de silice de 0.25 mm de espesor (silica gel 60 F.s4 Merck) o con placas
de vidrio recubiertas con gel de silice de 1 mm de espesor (silica gel 60 Fs4 Merck), en su
modalidad analitica y preparativa respectivamente. Se emplearon diversos sistemas de
elucién (Cuadro 6) y sulfato cérico como agente cromdgeno para el revelado (Cuadro
7), previa visualizacion de las placas con luz UV (onda corta, 254 nm; onda larga, 365

nm).

Cuadro 6. Sistemas de eluciéon empleados para los analisis cromatogréficos en capa fina.

Sistema de eluciéon Composicion Proporciéon

1 Hexano 100%
2 Hex:AcOEt Diversas
3 AcOEt 100%
49 AcOEt:MeOH - Diversas

"5 CHCI, : 100%
6 CH,Cl2:MeOH ] Diversas
7 MeOH 100%

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se llevd a cabo en un
cromatégrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA,
USA) equipado con un detector de UV con arreglo de fotodiodos (Waters 996) colocado a
190-350 nm, y/o con un detector UV Dual (Waters 2487). Se emplearon columnas de gel
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de silice de fase normal (modalidad analitica: p-porasil™ 125 A 10 um, 3.9 x 300 mm;
modalidad preparativa: p-porasil™ 125 A 10 pm, 19 x 300 mm) o de fase reversa
(modalidad analitica: Prep Nova-Pak® HR 60 A 6 um, 3.9 x 300 mm; modalidad
preparativa: Prep Nova-Pak® HR 60 A 6 um, 19 x 300 mm). El volumen de inyeccion de
las muestras fue de 50 uL a una concentracién de 6 ng/uL para las columnas analiticas, y
de 60 ng/uL para las columnas preparativas. El control del equipo, la adquisicion de los
datos, el procesamiento y el manejo de la informacién cromatografica se llevé a cabo a
través del programa Millenium 32, Version 3.05.01 (Waters).

Cuadro 7. Agente cromdgeno utilizado para los analisis cromatograficos en capa fina.

Reactivo Composicion Referencia
12.0 g de CeSO.
. 9 * Stahl, 1969
Sulfato cérico* 22.2 mL de H,SO4 conc.
i Lowery et al, 1993
350.0 g de hielo picado

*Para el desarrollo del color fue necesario calentar las cromatoplacas en una parrilla de calentamiento a 110°C

aproximadamente por 2 minutos.

Los analisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-
EM), se realizaron en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890 serie II
acoplado a un espectrémetro de masas modelo JEOL SX-102A. Se inyectaron 0.2 uL de
cada una de las muestras de prueba en una columna capilar HP-5MS (5% metil fenil
silicona) empleando helio como gas acarreador a una presién manométrica de 0.6 Kg/cm?
y con flujo de 2 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo en 260°C, la
temperatura inicial de la columna fue de 150°C y se programdé para alcanzar una

temperatura de 260°C con un calentamiento gradual de 10°C/min.
3.2.2 Determinacion de Ilas constantes fisicas, espectrosclpicas vy
espectromeétricas de los productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y no estan

corregidos.
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Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotometro FT IR
Perkin-Elmer modelo 1605, en pastilla de KBr o pelicula. Los espectros en el ultravioleta
(UV) se obtuvieron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo Lambda 2, en solucion
de MeOH. Las rotaciones o6pticas se tomaron en un polarimetro JASCO DIP-360.

Los espectros de masas se registraron en un espectrometro de masas modelo JEOL
SX-102A, a una energia de ionizacion de 70 eV. Cada uno de los espectros se registré con

un barrido de 33 a 630 unidades de masa/carga (/71/2) por segundo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN-'H) y de carbono
13 (RMN-'3C), incluyendo los experimentos bidimensionales de COSY, NOESY, HETCOR y
FLOCK; se obtuvieron en un espectrémetro Varian Unity INOVA, el cual se operé a una
frecuencia de 300 MHz (RMN-'H) o 75 MHz (RMN-13C). Los espectros se registraron en
CDCl; 6 CD;OD, y los desplazamientos quimicos se asignaron en unidades & (ppm),
referidos al tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los andlisis arriba indicados se
efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de

Quimica, UNAM.

3.3 Estudio quimico del extracto activo obtenido a partir de las partes aéreas

de Prionosciadium watsoni.

3.3.1 Material vegetal.

Las partes aéreas de Prionosciadiurn watsoni Coulter & Rose se colectaron el 12 de
Febrero de 1999, en San Luis Potosi, México (Sierra Alvarez, Municipio Villa de Zaragoza);
y fueron identificadas por el Dr. Robert Bye del Instituto de Biologia, UNAM. Un ejemplar
de referencia se conserva en la Coleccion Etnobotanica del Herbario Nacional (MEXU),

Instituto de Biologia, UNAM (Voucher R. Bye et a/. 26911).
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3.3.2 Obtencion del extracto activo de las partes aéreas de Prionosciadium
watsoni.

Las partes aéreas de P, watsori se desecaron a temperatura ambiente. Una vez
seco, la fragmentacion del material vegetal se realizé en un molino Willey Modelo 4. El
material vegetal seco y molido (1.8 kg) fue sometido a un proceso de maceracién
exhaustiva a temperatura ambiente con una mezcla de CH>Cl,-MeOH (1:1) (7 L).

El extracto obtenido se filtré y el disolvente se eliminé por evaporacion. El peso del
extracto seco fue de 345.2 g. En el Esquema 1 se resume el proceso de extraccion

empleado.

Partes aéreas de P. watsori
(1.8 kg)

1. Desecacidén a temperatura ambiente.

2. Fragmentacién.

3. Extraccién con CH,CI,-MeOH (1:1)
via maceracién.

4, Filtrar y concentrar al vacio.

I I

Extracto activo Residuo vegetal
(345.2 g) (descartar)

Esquema 1. Obtencion del extracto activo de P. watsor.

3.3.3 Fraccionamiento primario del extracto activo de Prionosciadium watsoni.

El fraccionamiento primario del extracto se realizé por medio una cromatografia en
columna abierta usando gel de silice como adsorbente (1.2 kg). Para eluir la columna se
utilizé un gradiente de Hexano-AcOEt-MeOH, con lo que se obtuvieron un total de 49
fracciones de 1 L cada una (Cuadro 8) que se reunieron en ocho fracciones primarias por
la similitud mostrada en cromatografia en capa fina. Este proceso se resume en el

Esquema 2.
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Cuadro 8. Fraccionamiento primario del extracto activo de P. watsory.

Sistema de . Fracciones Clave de la
. Proporcion R . Peso (g)
elucion combinadas fraccion
Hexano 100% 1-49 F1 -
Hexano-AcOEt 90:10 5-9 F2 60.14
Hexano-AcOEt 80:20 10-16 F3* 523 | i
Hexano-AcOEt 70:30 17-23 F4* -144.37 -+,
Hexano-AcOEt 50:50 F5= T
AcOEt 10070,‘ T F6 i
AcOEt—MeOH 90:10 F7. 0 o 57954
ACOEt—MeOH 50:50 ) -

*Fracciones fitotoxicas en Lenmna pausicostata.

Es importante mencionar que los procesos enunciados en los puntos 3.3.1 a 3.3.3
son los que se realizaron durante el anterior estudio de Prionosciadiurm watsori (Valencia
et a3/, 2002). Los puntos que se mencionaran de aqui en adelante corresponden al estudio
de las fracciones que quedaron sin investigar (F3* y F7) en el trabajo de Valencia y

colaboradores (2002).

Extracto activo
(345.2 g)

Cromatografia en columna
abierta (1.2 kg de gel de silice)
Gradiente de elucidn:
Hex-AcOEt-MeOH

o + v { ¥ ¥ + i

F1 F2 F3* Fa* F5* F6 F7 F8

*Fracciones activas

Esquema 2. Fraccionamiento primario del extracto activo de P. watsoni.
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3.3.4 Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria activa F3.

La fraccién primaria F3* (52.3 g) se sometio a un fraccionamiento secundario

(Esquema 3) por cromatografia en columna abierta usando 785 g de gel de silice y un
gradiente de elucién de Hexano-AcOEt-MeOH. Se colectaron un total de 129 fracciones de
250 mL que se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica en seis fracciones

secundarias como se indica en el Cuadro 9.

El ensayo de fitotoxicidad sobre Lernna pausicostata indicé que las fracciones con

mayor actividad fitotoxica eran las fracciones F3-2 (23.4395 g), F3-4 (0.9776 g) y F3-5

(0.6284 g).

Cuadro 9. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria activa F3.

Sistema de . Fracciones | Fracciones | Clave de la
. Proporcion Peso (g)
elucion colectadas [combinadas| fraccién
Hexano 100% 1-13 1-24 F3-1 9.0364
Hex-AcOEt 90:10 14-25 25-491 F3-2%* 23.4395
Hex-AcOEt 80:20 26-37 42-56 F3-3 17.4389
Hex-AcOEt 70:30 38-49 57-70 0.9776
Hex-AcOEt 60:40 50-61 71-108 . |- 0.6284
Hex-AcOEt | 50:50 62-73 ~109-129 1.1672
Hex—AcOEt - 40:60 74-85 =
Hex-AcOEt 20:80 86-97 -
AcOEt 100% 98-109 -
AcOEt-MeOH 50:50 110-127 -
MeOH 100% 128-129 -

*Fracciones fitotdxicas en Lemna pausicostata.
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F3*
(52.3 9)
Cromatografia en columna abierta
(785 g de gel de silice).

Gradiente de elucidn:
Hex-AcOEt-MeOH

v ) 2 [ It 3

F3-1 F3-2* F3-3 F3-4* F3-5% F3-6

*Fracciones activas

Esquema 3. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria activa F3.

3.3.4.1 Obtenciéon de los compuestos p-sitosterol (13), (9R)-9-isobutiroiloxi-
8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b’]ldipiran-2-ona (9) y
jatamansina (10) a partir de la fraccién secundaria activa F3-2.

La fraccion secundaria activa F3-2 (23.4395 g) se sometié a un fraccionamiento por
cromatografia en columna abierta usando 235 g de gel de silice y un gradiente de elucién
de Hex-AcOEt-MeOH. Se colectaron 152 fracciones de 100 mL, las cuales se reunieron de
acuerdo a su similitud cromatografica en nueve fracciones terciarias, como se indica en el

Cuadro 10.

El ensayo de fitotoxicidad sobre L. pausicostata permitio determinar que la
actividad fitotéxica se concentraba en la fraccidon terciaria F3-2-2 (13.6434 g). Esta
fraccion se sometid a otro fraccionamiento por cromatografia en columna abierta sobre gel
de silice (409.3 g) con un gradiente de elucién Hex-AcOEt-MeOH. Se colectaron 325
fracciones de 100 mL, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatogréfica en

nueve fracciones cuaternarias (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Fraccionamiento terciario de la fraccién secundaria activa F3-2.

Sistema de Fracciones | Fracciones | Clave de la
Proporcién i Peso (g9)
elucion colectadas |combinadas fracciéon ;
Hexano 100% 1-10 1-29 F3-2-1 0.6539
Hex-AcOEt 95:5 11-20 30-43 F3-2-2* 13.6434
Hex-AcOEt 90:10 21-31 44-49 F3-2-3 1.6185
Hex-AcOEt 85:15 31-40 50-52 F3-2-4 0.1571
Hex-AcOEt 80:20 41-85 53-73 F3-2-5 1.4551
Hex-AcOEt 75:25 - ;. 86-95: . 74-90 e 0.7269
Hex-AcOEt 70:30 0.6489
Hex-AcOEt 60:40 - .0.9342
Hex-AcOEt 50:50.: "2.3414
Hex-AcOEt 2575 -
AcOEt -100% -
AcOEt-MeOH 50:50 146-152 - -

*Fraccion fitotoxica sobre Lemna pausicostata.

De la fraccion F3-2-2-I1 precipitaron 133.3 mg de unos cristales blancos
correspondientes a pB-sitosterol (13), idéntico en todos sus aspectos a una muestra

auténtica.

El analisis de la fraccién F3-2-2-IV por CG-EM y RMN-'H reveld que se trataba de
una mezcla (aproximadamente en una relacién 2:3) de los compuestos 9 y 10. El
Esquema 4 resume el aislamiento y purificacién de los compuestos 9, 10y 13.
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Cuadro 11. Fraccionamiento cuaternario de la fraccién terciaria activa F3-2-2.

Sistema de . Fracciones | Fracciones | Clave de ia
elucion Proporcion colectadas |combinadas| fraccidn Peso (9)
Hexano 100% 1-18 1-148 F3-2-2-1 0.1586
Hex-AcOEt 99:1 19-39 149-174 F3-2-2-11 0.4427
Hex-AcOEt 98:2 40-56 175-183 F3-2-2-II1 1.1844
Hex-AcOEt 97:3 57-72 184-216 F3-2-2-IVv* 7.4627
Hex-AcOEt 96:4 73-90 217-256 F3-2-2-V 1.7422
Hex-AcOEt .95:5 - 91-107 257-299 - F3-2-2-VI 0.4008
Hex-AcOEt 94:6 108-115 300-307 . F3-2-2-vII 0.4707
Hex-AcOEt | . ~93:7 .%|:7.116:123 -] ,308-31:8 ‘ “VIIL.|... -0.6703. |
Hex-ACOEt | . . 92:8 . | 124-131 |  319-32¢ >-TX 0.6
Hex-ACOEt | 9L:9. '
Hex-AcOEt '} ./:90:10
Hex-AcOEt :89:11
Hex-AcOEt 85:15
Hex-AcOEt 80:20
Hex-AcOEt 50:50
AcOEt 100%
AcOEt-MeOH 50:50

*Fraccidn fitotoxica sobre Lemna pausicostata.
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F3-2*
(23.4395
Cromatografia en columna abierta
(235 g de gel de silice)

Gradiente de elucién:
Hex-AcOEt-MeOH

v v
F3-2-1 F3-2-2* F3-2-3 — F3-2-9
(13.6434 g)

Cromatografia en columna abierta
(409.3 g de gel de silice)
Gradiente de elucidn:
Hex-AcOEt-MeOH

. y [ 1
F3-2-2-1 F3-2-2-11 F3-2-2-111 F3-2-2-Iv* F3-2-2-V — F3-2-2-IX
(7.4627 g)
]
13 Mezcla de
9v 10

*Fracciones activas

Esquema 4. Aislamiento y purificacion de los compuestos 9, 10 y 13.

3.3.4.2 Obtencion de los compuestos (+)-lomatina (14), seravshanina (8) e
isopterixina (15) a partir de la fraccion secundaria activa F3-4

El fraccionamiento y purificacion de la fraccién secundaria F3-4 se llevé a cabo por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) usando una columna preparativa de gel
de silice fase normal, una fase maovil constituida por Hex-iPrOH-MeOH 90:5:5 con un flujo
de 8.3 mL/min; la deteccion se realizé a una A =220 nm. Este proceso permitié la
obtencién del compuesto 14 (12.7 mg). El tiempo de retencién de dicho compuesto fue de

20.43 min (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma de la fraccién secundaria activa F3-4.

El analisis por cromatografia de gases del pico con tiempo de retencién de 19.33
min, revelé que se trataba de una mezcla de tres compuestos, por lo que esta fraccién,
F3-4-3, se purificé por CLAE usando una columna de gel de silice fase reversa analitica,
una fase movil constituida por CH3;CN-MeOH 90:10 con un flujo de 0.35 mL/min; la
deteccidn se realizé a una A = 207 nm. Este proceso permitié la obtencién de los
compuestos 8 (4 mg) y 15 (3 mg) con un tiempo de retenciéon de 6.36 min y 6.81 min,

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma de la fraccién terciaria F3-4-3.

3.3.5 Obtencién del compuesto (+)-S-metoxihamaudol (16) y del p-D-
glucositosterol (17) a partir de la fracciéon primaria F7.

La fraccion primaria F7 (5.8572 g) se someti6 a un fraccionamiento por
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (100 g). Se utilizé un gradiente de
elucion de CH,Cl,-MeOH y se colectaron un total de 137 fracciones de 40 mL, las cuales se
reunieron segun su similitud cromatografica en 10 fracciones secundarias (Cuadro 12).

Parte de la fraccién F7-4 (50 mg) se cromatografié en capa fina preparativa con un
sistema de elucién de CH,Cl.-MeOH 95:5 y cada placa se eluyé 3 veces. Posteriormente se
purificé el compuesto 16 por CLAE usando una columna preparativa de gel de silice fase
reversa, una fase maovil constituida por CH3;CN-MeOH 60:40 con un flujo de 8.3 mL/min; la
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deteccion se realizéd a una A = 216 nm. Este proceso permitié la obtencién de 30 mg de

16 con un tiempo de retencion de 5.86 min (Figura 4).

Cuadro 12. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria F7.

Sistema de Fracciones | Fracciones | Clave de la
., Proporcion Peso (9)

elucion colectadas | combinadas fracciéon

CHCl; 100% 1-35 1-19 F7-1 0.0376
CH_Cl>-MeOH 99:1 36-42 20-49 F7-2 0.0858
CH_Cl,-MeOH 98:2 43-50 50 F7-3 0.1016
CH>Cl>-MeOH 97:3 51-75 51-58 F7-4 0.6299
CHCl,-MeOH 96:4 . 76-79 59-66 ‘F7-5 . 0.0699
CH_Cl;-MeOH 95:5 - 3033 | 6778 [ . F76 0.0484
CH,Cl,-MeOH 946 . | "‘817§7, e 79-88 . | 1. 0.3947
CH,Cl,-MeOH 93:7 ; - 89-95 .7 - 0.4634
CHCl,-MeOH 92:8 :96-110 -0.7753
CH,Cl,-MeOH 91:9° ©:111-13 :;26,45
CH,Cl,-MeOH 90:10
CH,CI,-MeOH | 88:12
CHCl;-MeOH 80:20 112-121
CH,Cl;-MeOH 70:30 4122-126 : v _ :
CH,CI;MeOH | 50:50 127131 |- = |  — | -

MeOH 100% 132-137 - } — —_

A partir de la fraccion F7-8 precipité un sdlido blanco (131.3 g) que se separd por
filtracién. Dicho soélido correspondidé al compuesto 17, idéntico en todos sus aspectos a
una muestra auténtica de p-D-glucositosterol. EI Esquema 5 resume el aislamiento y

purificacion de los compuestos 16 y 17.
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Figura 4. Cromatograma de la fraccion secundaria F7-4p.

F7
(5.8572 g)

. Cromatografia en columna abierta
(100 g de gel de silice).
Gradiente de elucién:
CH,Cl,-MeOH

. I R | {
F7-1— F7-3 F7-4 F7-5 — F7-7 F7-8 F7-9 — F7-10
(0.6299 g) -+ -

: CCF. preparativa.
CH.Cl-MeOH 95:5 m
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CLAR preparativa
CH3;CN-MeOH 60:40
Vflujo = 8.3 mL/min
A =216 nm.

e

Esquema 5. Aislamiento y purificacién de los compuestos 16 y 17 a partir de la fraccion

primaria F7.
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3.3.6 Preparacion de isopterixina (15).

A una solucién de 20 mg del compuesto 2 en 1 mL de piridina, se adicioné 1 mL de
anhidrido acético. La mezcla de reaccion se dejé en reposo durante 24 horas; al término
de ese tiempo se adicioné agua destilada y se extrajo con CH,Cl,. La fase organica
resultante se lavé con HCI 1 N, posteriormente con una solucion de NaHCO; al 10% vy
finalmente con agua. Por ultimo la fase organica se secd sobre Na,SO, anhidro. El
producto acetilado se purificé por cromatografia en capa fina preparativa (Hex-AcOEt 6:4)
obteniéndose 13 mg del compuesto 15. El producto 15 se obtuvo como un sdélido blanco
de punto de fusién 134°-135°C, [a]o®® -39 (conc. 1 mg/mL EtOH), idéntico en todos los

aspectos al producto natural.

3.3.7 Preparacion del (+)-5-metoxihamaudol (16).

A una solucion de 11 (5 mg) 6 de 12 (10 mg) en 2 mL de MeOH se adicionaron 2
mL de KOH metandlico 1 N. La mezcla se calenté a reflujo por 3.5 horas. Cada mezcla de
reaccion se diluyé con agua destilada, se concentré al vacio para remover el disolvente
organico, se acidificé con H,SO; 2 N (2 mL) y se extrajo con AcOEt. La fase organica
resultante se lavé sucesivamente con una solucién acuosa al 10% de NaHCO; y agua, y
por ultimo, se secé sobre Na,SO, anhidro. En cada caso el producto resultante se purificé
por cromatografia en capa fina preparativa (Hex-AcOEt 1:1) para generar 2 mg de 16 a
partir de 11 y 5 mg a partir de 12. El producto 16 se obtuvo como un sdlido cristalino de
punto de fusién de 137—138 °C; [«]p?° + 560 (conc. 1 mg/mL CHCIs), idéntico en todos los

aspectos al producto natural.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

La especie Prionosciadium watsoni Coulter & Rose (Umbelliferae) fue seleccionada
con base en los criterios etnomédico y quimiotaxondmico como una fuente de principios
biodindmicos. El estudio de esta especie, iniciado por Valencia et a/ (2002), condujo a la
obtencién de varios compuestos con actividad fitotoxica sobre el crecimiento de las
arvenses Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli'y Lemna pausicostalta.

De tal manera que el presente trabajo de tesis complementa el estudio de las
fracciones activas detectadas inicialmente en la investigacion de Valencia et a/. (2002), y

ademas incluye el estudio de una fracciéon inactiva en la cual se detectd

cromatograficamente un compuesto mayoritario. Este compuesto se observaba como un
croméforo amarillo al visualizar las placas con CeSO,4. El producto se aislé finalmente
mediante una combinacion de métodos cromatograficos y representa un nuevo producto

natural.

El estudio biodirigido de la fraccidn primaria activa F3 se realizé empleando como
ensayo de monitoreo la determinacién de la actividad fitotéxica sobre Lemna pausicostata

(inciso 3.1.1, Parte Experimental).

Los compuestos aislados también se evaluaron para determinar su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las arvenses Amaranthus hypochondriacus y

Echinochloa crus-galli.

De manera adicional, se investigé la interaccion potencial de los compuestos
aislados con la proteina reguladora calmodulina (CaM), ya que se ha observado que esta
proteina constituye un importante blanco de accién de otras fitotoxinas (Lee et a/., 1995).
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4.1 Aislamiento de los compuestos (9R)-9-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-9,10-
dihidro-2H,8H-benzo[ 1,2-b:3,4-b’]dipiran-2-ona (9) y jatamansina (10),
B-sitosterol (13), (+)-lomatina (14), seravshanina (8) e isopterixina (15)
a partir de la fraccion primaria activa F3; y del (+)-5-metoxihamaudol
(16) y p-D-glucositosterol (17) a partir de la fraccién primaria F?7.

El fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccion primaria activa F3 mediante
una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice permitié la obtencién de seis
fracciones secundarias, de las cuales F3-2, F3-4 y F3-5 resultaron fitotdxicas contra Lemna

pausicostata (Cuadro 13).

Cuadro 13. Actividad fitotdxica sobre L. pausicostata de las fracciones secundarias
obtenidas a partir de la fraccion primaria activa F3.

Tratamiento Actividad fitotéxica (ug/mL)*
F3-1 >1000
F3-2* 500
F3-3 >1000
F3-4* e 62
F3-5% RN 62
F3-6.: .. . 7. 1000

* Fracciones activas. ® Concentracion en la cual se observé claramente el blanqueamiento de los

tejidos de las plantas.

El fraccionamiento terciario de la fracciéon secundaria activa F3-2, a través de una
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice, permitié la obtencién de nueve
fracciones secundarias. El ensayo biolégico de monitoreo indicé que la actividad fitotéxica

se concentraba en la fraccion terciaria F3-2-2 (Cuadro 14).

El fraccionamiento cuaternario de la fraccion activa F3-2-2 por cromatografia en
columna abierta sobre gel de silice, condujo a la obtencién de nueve fracciones
cuaternarias. A partir de la fraccién F3-2-2-11I cristalizé el B-sitosterol (13). El andlisis de la
fraccién mayoritaria F3-2-2-IV por CG/EM (Figura 5) indicé que se trataba de una mezcla
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constituida por los compuestos 9 y 10, previamente aislados por Valencia y colaboradores

(2002) de la fraccion F4.

Cuadro 14. Actividad fitotdxica sobre L. pausicostata de las fracciones terciarias
obtenidas a partir de la fracciéon secundaria activa F3-2.

c°';ﬁ;’,‘f;?_‘):“"" 18 36 75 150 300 600
Tratamiento Reduccion de clorofila (%)
F3-2-1 0 ) ) 0 5 100
F32.2% 5 5 25 25 25 50
F3-2-3 ) 0 5 5 25 100
F3-2-4 0 0 ) 5 | 5 . | -50
F3-25 0
F3-2-6 ~ 0 o
F327 0 )
F3-2-8 o 3]
F3-2.0 0 )

*Fraccion fitotoxica contra L. pausicostata.

El fraccionamiento y purificacion de la fracciéon secundaria activa F3-4 por CLAE
(gel de silice fase normal) permitié la obtencién del compuesto (+)-lomatina (14) y de
una mezcla (F3-4-3) constituida por tres compuestos, de acuerdo al analisis por
cromatografia de gases (Figura 6). A partir de esta mezcla se lograron separar por CLAE

(gel de silice fase reversa) la seravshanina (8) e isopterixina (15).

Por ultimo, el fraccionamiento por cromatografia en columna abierta sobre gel de
silice de la fraccion primaria F7, permitié la obtencién de 10 fracciones secundarias. La
fraccion F7-4 contenia al compuesto mayoritario 16 (cromodforo amarillo), el cual se
separé por cromatografia en capa fina preparativa y se purifico por CLAE (gel de silice fase
reversa). De la fraccion F7-8 precipité de manera espontanea el B-D-glucositosterol (17).
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Figura 5. (a) Cromatograma de gases de la fraccion F3-2-2-1V, (b) Espectro de masas
(IE) del compuesto 9, (c) Espectro de masas (IE) del compuesto 10.
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Figura 6. Cromatograma de gases de la fraccion terciaria F3-4-3.

En el Cuadro 15 se indican las estructuras de los productos naturales aislados en
el presente estudio, su rendimiento (en base al peso del material vegetal seco) y la
fraccion cromatografica de la cual se obtuvieron. Los compuestos 14 y 15 son productos
novedosos de la especie A. watsorn/, en tanto que el compuesto 16 constituye un nuevo

producto natural.

Cuadro 15. Metabolitos aislados a partir de las fracciones primarias F3 y F7.

Rendimiento Fracciéon de B
Metabolito Referencia
(%) origen
Swager & Cardellina II,
2.22 x 10™ F3-4-3
1985.
8
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Cuadro 15. Metabolitos aislados a partir de las fracciones primarias F3 y F7

(continuacién).

i Rendimiento Fraccion de
Metabolito Referencia
(%) origen
Mezcla de
Valencia et a/., 2002;
0.41 F3-2-2-1V
Shanbhag et a/., 1964.
) - - Anderson et al., 1926;
7.41 x 10 F3-2-2-11
Bernstein, 1937.
Nielsen, et a/l., 1971,
L, Shanbhag et al., 1964,
7.06 x 10 F3-4
Bolhman & Franke,
1971.
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Cuadro 15. Metabolitos aislados a partir de las fracciones primarias F3 y F7

(continuacion).

Rendimiento Fraccion de
Metabolito Referencia
(%) origen
1.67 x 10 F3-4-3 Nielsen & Soine, 1967.
2.45 x 102 F7-4 -
oy S Dictionary of Natural
©7.29 x 10 F7-8

Products, 1994.
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4.2 Caracterizacion de los compuestos aislados.

4.2.1 Caracterizacion de (9R)-9-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-
benzo[1,2-b:3,4-b’]ldipiran-2-ona (9), jatamansina (10), seravshanina
(8), pB-sitosterol (13) y B-D-glucositosterol (17).

La caracterizacion de los compuestos 9 y 10 se realizé por comparacién con
muestras auténticas obtenidas a partir de la fraccién primaria activa F4 por Valencia et a/.
(2002). El patrén de fragmentacion de estos compuestos en el espectro de masas
modalidad impacto electrénico (Figura 5), resuité ser idéntico al de los compuestos
previamente aislados. De manera adicional, los espectros de RMN de una mezcla 2:3 de
los productos 9 y 10 obtenidos previamente, resultaron idénticos a los generados en el

presente estudio (Espectro 1, Apéndice).

La seravshanina (8) (Espectros 2, 3 y 4, Apéndice) se caracterizé por
comparacién de sus constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas, con aquellas
de muestras auténticas (Valencia et a/., 2002) y las reportadas en la literatura (Swager y

Cardellina II, 1985).

El PB-sitosterol (13) y el p-D-glucositosterol (17) se caracterizaciéon por

comparacion con muestras auténticas.

4.2.2 Caracterizacion de (+)-lomatina (14) e isopterixina (15).

Los compuestos 14 y 15 constituyen productos novedosos de la especie P.
watsory. El andlisis detallado de los espectros de RMN (Cuadros 18 y 21) permitio
establecer que los productos naturales pertenecen al grupo “de las piranocumarinas
angulares (Valencia et a/, 2002). lLas evidencias mas importantes que permitieron
proponer las estructuras de los productos se resumen a continuacion. En primer lugar se

analizaran las evidencias del compuesto 14 y enseguida las del 15.
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El compuesto (+)-lomatina (14) se obtuvo como un sdlido cristalino color amarillo

claro. Sus constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas se indican en los

Cuadros 16 y 17.

Cuadro 16. Constantes fisicas de (+)-lomatina (14).

Metabolito

14
Férmula molecular Ci14H1404
Peso molecular 246
Punto de fusion 181-183 °C
+130

[«21%° (c 1 mg/mL, CH,CI;)

Cuadro 17. Constantes espectroscépicas (IR y UV) y espectrométricas (EM-IE m/z) de
(+)-lomatina (14)

IR vaax. (Pastilla)
. 3494, 2984, 2878, 1699, 1492, 1192.
(Espectro 5, Apéndice)
UV (MeOH) 2 pax. (M
( ) Xmax. (M) 326.40

(Espectro 6, Apéndice)
EM-IE m/z (int. rel.)
(Espectro 7, Apéndice)

246 [M*](60), 213 (15), 188 (12), 176 (100), 175
(77), 147 (9), 131 (7), 91 (8), 71 (11), 43 (12).

El espectro de RMN-'H (Cuadro 18; Espectro 8, Apéndice) del producto 14

presentd las siguientes caracteristicas:
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a) En 8y 6.24 (H-3) y &4 7.63 (H-4) se observan dos dobletes (J = 9.3 Hz), sefales

diagnésticas de los protones de la porciéon a-pirona de una cumarina.

b) En la region de los protones aromaticos se aprecian dos dobletes (7 = 8.7 Hz) en &u4
7.25 y 6.79 asignables a H-5 y H-6, respectivamente.

c) En &4 1.36 y 1.42 se observan dos singuletes, integrando cada uno para tres
hidrégenos, atribuibles a los metilos angulares sobre el anillo pirano de una

piranocumarina.

d) Por Udltimo, las sefiales restantes del anillo pirano (H-9, H-10 y H-10") se observan
como un sistema ABX, las cuales correlacionan en el espectro *H-'H-COSY (Figura 7).

Figura 7. Correlaciones encontradas en el Figura 8. Correlaciones encontradas en el

espectro 'H-'H-COSY de (+)-lomatina (14). espectro NOESY de (+)-lomatina (14).

En el especto de RMN-*C (Cuadro 18; Espectro 11, Apéndice) se observé una
sefial base de oxigeno, asignable al metino de la funcién carbindlica en 3¢ 68.5 (C-9). Las
restantes sefales se asignaron como se indica en el Cuadro 18, por comparacién con

modelos apropiados (Valencia et a/., 2002).
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La informacion proporcionada por los espectros de RMN (Cuadro 18), IR,
espectrometria de masas, asi como el valor positivo de rotacién optica (Cuadro 16)
permitieron identificar al producto 14 como (+)-lomatina. Esta cumarina ha sido obtenida
previamente a partir de otras fuentes naturales (Nielsen et g/, 1971; Shanbhag et al/.,
1964; Bolhmann y Franke, 1971). Sin embargo, este estudio constituye la primera
descripcion en Prionosciadium watsor.

Cuadro 18. Datos de RMN de (+)-lomatina (14).*
Posicion Sn multiplicidad J (Hz) 5c°
2 —_ — —
3 - 9.3 .
4

10@ e | T =

11 136000 BSEEE oE
12 7 1.42 oo s e R R I RS IR 25.8
OH-9 - o : — ) - -
*Espectro registrado en CDCls. Asignados por DEPT y HETCOR.

El compuesto 15 se obtuvo como un sdlido de color blanco. Sus constantes fisicas,
espectroscopicas y espectromeétricas se indican en los Cuadros 19 y 20.
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Cuadro 19.

Constantes fisicas de isopterixina (15).

Metabolito

16

is
Férmula molecular C21H5,07
Peso molecular 386
134-135 °C

Punto de fusion

[¢1o2° (¢ 1 mg/mL, EtOH)

,'39 CaT

Cuadro 20. Constantes espectroscépicas (IR y UV) y espectrométricas (EM-IE m/2) de

isopterixina (15).

IR vmax. (pelicula)
(Espectro 13, Apéndice)

29821747, 1607, 1233

UV (MeOH) Anmax. (M)
(Espectro 14, Apéndice)

322.58

EM-IE m/z (int. rel.)
(Espectro 15, Apéndice)

386 [M*] (2), 326 (20), 311 (61), 287 (79), 261
(23), 245 (100), 229 (81), 213 (12), 189 (12), 175
(14), 83 (72), 55 (18), 43 (8).

Los espectros de RMN del producto 15 (Cuadro 21; Espectros 16 y 18,

Apéndice) presentaron también sefales diagndsticas para una piranocumarina angular.

46




IV, Resultados y Discusion

Los espectros fueron muy similares a los de la (+)-c/s-kellactona (1) aislada por Valencia y
colaboradores (2002). Las principales diferencias entre los espectros del producto 15 vy los

de la (+)-cis-kellactona (1) fueron las siguientes:

i) Las sefiales para H-9 y H-10 se encuentran desplazadas a campos mas bajos en 15
[64 5.41 (H-9) y &4 6.60 (H-10)] debido a que los hidroxilos se encuentran
esterificados en este caso. El valor de 4,0 de 4.8 Hz, fue consistente con la

disposicién c¢is de grupos carbinoles.

ii) Ademas de las sefiales antes indicadas, se observan las sefiales asociadas con la
presencia de un residuo derivado del acido acético [y 2.11 (H-19); §c 169.8 (C-18),
8¢ 20.6 (C-19)] y otro derivado del acido angélico [61 6.14 (H-15), &4 1.96 (H-16), &4
1.87 (H-17); 8¢ 166.4 (C-13), 5¢c 126.9 (C-14), 5¢c 139.8 (C-15), &¢ 15.8 (C16), ¢ 20.5

(C-17)].

Para determinar la ubicacién de los residuos angeloil y acetil en el nicleo de la (+)-
cis-kellactona se ptilizc') un método quimico. Al tratar el compuesto (9R,10R)-10-hidroxi-9-
(2-metil-but-(2.2)-enoiloxi)-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-benzo[ 1, 2-b:3,4-b }dipiran-2-
ona (2) aislado por Valencia et a/. (2002) en el estudio anterior, con anhidrido acético y
piridina (Figura 10), se obtuvo un producto idéntico en todos sus aspectos al producto
natural 15. Esta reaccién evidencié entonces, que el grupo acetoxi se encontraba en C-10
y el angeloiloxi en C-9, y que por lo tanto el compuesto 15 se trataba de la isopterixina.

El producto 15 ya ha sido aislado ha partir de otras fuentes naturales (Nielsen &
Soine, 1967); sin embargo, al igual que el compuesto 14, este estudio constituye la

primera descripcion de su presencia en Prionosciadiurm watsori.
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Datos de RMN de isopterixina (15).*

Cuadro 21.
Posicion Sn multiplicidad J (Hz) 3"
2 - —_ —
d 9.3
d 9.6

8.4
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OH

2 i5
Figura 10. Semisintesis del compuesto 15 por acetilacion de (9R8,10R)-10-hidroxi-9-(2-
metil-but-(2.2)-enoiloxi)-8,8-dimetil-9, 10-dihidro-2H,8H-benzo[ 1,2-b:3,4-b"]
dipiran-2-ona (2).

4.2.3 Caracterizacion del (+)-5-metoxihamaudol (16).

En los Cuadros 22 y 23 se indican las constantes fisicas, espectroscépicas (UV e
IR) y espectrométricas (EM-1E /7/2) del compuesto 16.
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El compuesto 16 se aisld como un sdlido cristalino de color amarillo claro, soluble
en CHxCl;, CHCl;, AcOEt, MeOH y DMSO. Su férmula molecular se establecié como
Ci16H180s por espectrometria de masas, observandose el i6n molecular [M*] en una
relacion /m/z 291. La férmula calculada permite un indice de deficiencia de hidrogeno de
ocho. El espectro en el IR presenta bandas de absorcién asociadas con la presencia de un
carbonilo «,B-insaturado (Vmax, ~1657 cm) y de un grupo hidroxilo (Vmax. ~3380 cm™).

Cuadro 22. Constantes fisicas del (+)-5-metoxihamaudol (16).

OCH; O

Metabolito

Foérmula molecular Ci16H1805

Peso molecular 290

Punto de fusion 137-138 °C
+560

[21o?° (¢ 1 mg/mL, CHCI3)

Cuadro 23. Constantes espectroscopicas (IR y UV) y espectrométricas (EM-IE /1/2) del
(+)-5-metoxihamaudol (16).

IR < (em™? stilla

. vemax ) (pa ) 3380, 3150, 2966, 2917, 2850, 1657, 1465, 1172.
(Figura 11)
uUv (MeOH) 2 nm

i ( ) Amax (NM) 214.57, 242.93, 290.65
(Figura 12)

290 [M*](100), 275 (6), 257 (10), 244 (5), 231

EM-IE m/z (int. rel.) [M7XC ) (® (10 S

) (65), 213 (65), 201 (24), 189 (16), 186 (15), 174
(Figura 13)

(5), 59 (21).
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Figura 11. Espectro en el IR del (+)—5-metoxihamaudol (16).
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Figura 12. Espectro en el UV del (+)-5-metoxihamaudol (16).
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Figura 13. Espectro de masas (IE) del (+)-5-metoxihamaudol (16).

El analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear unidimensionales
(RMN-'H y RMN-13C) y bidimensionales (HETCOR y FLOCK) indicaron que el compuesto 16
era una piranocromona relacionada con el hamaudol (18) (Nitta, 1965) y los productos 11

y 12 aislados por Valencia et a/. (2002).

= o o
Figura 14. Estructura del hamaudol (18).

Las sefales diagndsticas de los espectros de RMN (Cuadro 24) se resumen a

continuacién:

a) En la regién aromédtica del espectro de RMN-'H (Figura 15) se observa un singulete
en 84 6.59 (H-9) asignable al uUnico hidrégeno aromatico de la molécula y que
correlaciona con el metino en &c 94.5 en el espectro HETCOR (Figura 17).
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b) En 84 6.01 (c, 7= 0.9 Hz, H-7) se aprecia una sefial atribuible al hidrégeno o al grupo

©)

=)

carbonilo, el cual correlaciona con el metino en ¢ 111.5 en el espectro HETCOR.

En la regién alifitica del espectro de RMN-'H se observan dos singuletes, uno en &y
1.23 y el otro en &4 1.29. Estas sefales son caracteristicas de los metilos geminales
ubicados sobre el anillo pirano del compuesto. Ademas, se observa un sistema ABX
integrado por las sefiales de un hidréogeno geminal a una funcion oxigenada [y 4.74
(dd, 7 = 8.4; H-3)] y del metileno del anillo pirano (54 ~3.32, H-4). En el espectro
HETCOR dichas sefiales correlacionan con un metino en 3¢ 92.6 y el unico metileno en
3¢ 28.7, respectivamente. Cabe mencionar que el espectro se registré en CD3;0D y la
sefial de este disolvente aparece en &y 3.3; por lo que las sefiales de los hidrégenos H-
4 y H-4’ no se observan claramente. Debido a esto, la asignacion de las sefiales del
sistema ABX se realizé en el espectro de RMN-'H registrado en CDCl; (Espectro 20,
Apéndice), en donde se observa el hidrégeno H-3 en 54 4.81 (dd, 7= 9.3), H-4 en &x
3.37 (dd, 7 = 9.3, 16.2) y H-4’ en 54 3.50 (dd, J = 9.3, 16.2). Asimismo, la sefial del

hidroxilo en el espectro registrado en CDCl; aparece en 34 5.03.

En 84/8c 3.91/61.0 se aprecia una sefial caracteristica para un grupo metoxilo unido a

un anillo aromatico.

Para ubicar los grupos metoxilo y metilo en el nucleo piranocromona, se analizé el

espectro FLOCK (Figura 18) generado por el producto 16, y las correlaciones mas
importantes se resumen en la Figura 19. Asi la correlacion entre C-5 y los hidrégenos del

grupo metoxilo indican que este grupo funcional se encuentra sobre el carbono C-5. Por
otro lado las correlaciones C-8/—CH; y C-7/—CHs corroboran la ubicaciéon del metilo en C-8.
Otras correlaciones observadas fueron C-2/H-10, H-11; C-3/H-10, H-11 y C-4a/H-4, H-4".

Por analogia con los compuestos 11 y 12, y con base en los desplazamientos

quimicos observados para C-3/H-3 y C-4a/H-4, H-4’; el grupo hidroxilo carbindlico se ubicé

en C-3 y con una disposicién a.
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Cuadro 24. Datos de RMN del (+)-5-metoxihamaudo! (16).°

OCH3 o

Posicion S “Multiplicidad R ICHO S o Er 5c* -
2 = = '
= :
4
e
4a
5
5a

OH3 -

—OCH;

2 Espectro registrado en CD;OD. *Asignado
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Figura 15. Espectro de RMN-'H del (+)-5-metoxihamaudol (16).
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Figura 16. Espectro de RMN-"C del (+)-5-metoxihamaudol (16).
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Figura 17, Espectro de RMN modalidad HETCOR del (+)-5-metoxihamaudol (16).
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Figura 19. Correlaciones observadas en el espectro de RMN modalidad FLOCK del
(+)-5-metoxihamaudol (16).

Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectromeétricas del compuesto 16
resultaron ser idénticas a las del producto de hidrdlisis alcalina de los compuestos 11y 12
(Figura 20). La configuracién absoluta del centro quiral C-3 en los compuestos 11y 12
se determinéd como R, aplicando la metodologia avanzada de los ésteres de Mosher
(Valencia et a/., 2002). Por lo tanto, la configuracion absoluta de C-3 en 16 es también R.

KOH _1N/MeOH
70°C

£ o (o)

12
Figura 20. Obtencién del (+)-5-metoxihamaudol (16) por hidrdlisis alcalina de los
compuestos 11y 12,
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4.3 Determinacion del potencial fitotéxico de los metabolitos aislados.

4.3.1 Determinaciéon del potencial fitotoxico de los metabolitos aislados sobre

la arvense acuatica Lemna pausicostata.

De los nuevos compuestos encontrados en la planta, la (+)-lomatina (14) y el (+)-
5-metoxihamaudol (16) no presentaron actividad fitotoxica contra lLemna pausicostata.
Por el contrario, la mezcla de los compuestos (9K)-9-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-9, 10-dihidro-
2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b ]ldipiran-2-ona (9) y jatamansina (10) presento fitotoxicidad
significativa contra la arvense acuatica de prueba (Cuadro 25). En el estudio realizado
por Valencia y colaboradores (2002), se comprobé que estos compuestos individuales eran
los Unicos que afectaban el crecimiento de la planta (Cuadro 26). Sin embargo, al evaluar
la isopterixina (15), obtenida a partir de la fraccién F3 que era la mas activa contra £.
pausicostata, se encontré que también afectaba el crecimiento de la planta acuatica
(Cuadro 26) aunque en menor magnitud que los compuestos individuales 9 y 10. Es
evidente que la actividad fitotoxica de la fraccion F3 se debe a un efecto sinérgico de las

tres cumarinas, 9, 10 y 15.

Actividad fitotoxica de la mezcla de los compuestos 9 y 10 sobre

Cuadro 25.
L. pausicostats.
Tratamiento Co?z;l;:;iién Reduccié;no/doc)a clorofila
18 (0]
36 25
75 25
150 | 50
, | ’. P 100
O)j/ 10 , 600 e 100
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Cuadro 26. Actividad fitotéxica de los compuestos 9, 10 y 15 sobre L. pausicostata.®

_ Concentracion | Incremento en la | Inhibicién del | Reduccién
Tratamiento conductividad crecimiento | de clorofila
(ng/mL)  (uM) (umho) (o) (%)
8 25 124.20 £ 21.1 19.59 + 8.3 20.00 + 16.8
16 50 100.00 + 1.4 23.52 +- 13.8 54.30 £ 2.1
32 100 86.00 + 2.1 58.81 + 8.3 84.92 + 4.0
64 200 260.00 +13.4 100.00 = 0.0 87.38 + 0.0
4 12 -77.00 +42.4 1533 + 11.49 5.94 + 4.9
18 - k 25 -30.50 + 31.1 ‘37.51 + 14.2 4.37 +4.3
16 [ 50 5950271 | 4759257 |12.82%108
32 | 100 | 100.00%9.2 | 100.00%0.0 | 40.32 3.3
a8 | 125 | 36741143 41.9 + 419
96 - 250 123.7 + 35.6 25.6 + 6.9 18.6 + 23.2

2Estos resultados son el promedio de tres repeticiones =+ desviacién estdndar. Mostraron diferencias
significativas (prueba #Student sin aparear): mayor fitotoxicidad que el control (medio de cultivo; incremento
en la conductividad, 0.00 + 26.2 nmho/cm; inhibicidn del crecimiento, 0.00 £ 2.7 %; reduccidén de la clorofila,

0.00 + 4.2 %).

4.3.2 Determinacion del potencial fitotéxico de los metabolitos aislados, sobre
las arvenses Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli.

De manera adicional, los compuestos 14-16 se evaluaron para determinar su
potencial fitotéxico sobre la germinacidn y el crecimiento radicular de las arvenses

Amaranttfius hypochondriacus'y Echinochloa crus-galll.

Los tres compuestos evaluados inhibieron el crecimiento radicular de las semillas

de prueba de un modo dependiente de la concentracién. Sin embargo, los compuestos

evaluados no inhibieron la germinacién de las semillas a la maxima concentracion

evaluada (250 ng/mL). Los resultados se muestran en el Cuadro 27.

61



V. Resultados y Discusion

Cuadro 27.

Actividad fitotéxica de los compuestos aislados sobre el crecimiento

radicular de Amaranthus hypochondriacusy Echinochloa crus-galli.

clso CISO
Tratamiento A. hypochondriacus Echinochloa crus-galli
(ng/mL) (moles/L) (ng/mL) (moles/L)
111.2 3.83 x 10™ 133.9 4.61 < 10
111.7 2.89 x 107 172.8 4.47 < 10™
84.67 3.44 x 10™ 73.1 2.96 x 107
39.8 1.80 x 10™ >48.6 >2.20 x 10
a
2,4-D*

4Controt positivo (acido 2,4-diclorofencoxiacético). Estos resultados son el promedio

*Mostraron diferencias significativas en ANOVA.
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De los tres compuestos evaluados, el (+)-5-metoxihamaudol (16) fue el que
presenté mayor fitotoxicidad sobre las semillas de prueba; sin embargo su Cls, fue mayor

a la del control positivo (Cuadro 27).

Es importante destacar que aunque el compuesto se aislé de una fraccién inactiva,
se decidié estudiarlo por su analogia estructural con los compuestos 11 y 12. Los
resultados indicaron que el producto puro 16 presenta una moderada actividad contra
Amaranthus hypochondriacus y Echiinochloa crus-galli. Es altamente probable que la
fraccion de origen (F7) fuese inactiva debido a la presencia de sustancias que

antagonizaban el efecto del producto natural 16.

4.3.3 Interaccion de los compuestos puros con la proteina calmodulina.

interaccion de los nuevos compuestos aislados con la proteina
se estudid por medio de una electroforesis

La posible
calmodulina (cerebro de bovino)
desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado en presencia de CaCl,; y clorpromazina como control positivo (Marmé & Dieter,

1983; Leung et g/., 1988).

En los eucariotes, la calmodulina (CaM) actia como un receptor intracelular para el
Ca?*, modulando la respuesta enzimatica a este ion. La proteina CaM tiene un papel muy
importante en la transduccion de sefiales en las plantas durante los procesos de
germinacion y crecimiento al modular la actividad de varias enzimas importantes tales
como la NAD-cinasa, la glutamato descarboxilasa, la Ca?*-ATPasa y la fosfodiesterasa del
AMPc. Por lo tanto, CaM y/o las enzimas que modula podrian ser importantes blancos de
accion para la accién de muchas fitotoxinas /7 vivo (Lee et al, 1995). Es conveniente
mencionar que la interaccion de un compuesto con el complejo CaZ*-CaM altera su
conformacién y cambia su movilidad electroforética (Leung et a/., 1985); sin embargo,
esto no permite determinar si la interaccion modifica las propiedades moduladoras

enzimaticas de la CaM (Au et al.,, 2000).
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La interaccién de los productos naturales 14-16 con la CaM en presencia de Ca®*
se ilustra en el electroforetograma de la Figura 21. En general, se aprecia que los tres
compuestos retardan la movilidad electroforética de la CaM, lo cual indica que
posiblemente estos compuestos interactiian con la CaM interfiriendo con los praocesos que

regula /in? vivo.

' - c ‘D N F.

Figura 21. Gel de electroforesis SDS-PAGE de la calmodulina de cerebro de bovino
después del tratamiento de los compuestos aislados. A, CaM en H,0 y Ca?*;
B, clorpromazina; C, 14; D, 15; E, 16; F, CaM en DMSO.

4.3.4 Determinacion del efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre Ila
actividad de la enzima fosfodiesterasa del monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) dependiente de calmodulina.

El experimento de electroforesis permitié determinar que los compuestos 14, 1S y
16 interaccionan con la proteina calmodulina. Sin embargo, esto no permite establecer si
la interaccién de los compuestos con la CaM afecta sus propiedades reguladoras
enzimaticas. Para determinar /i vitro si el compuesto 16 afecta la habilidad de la
calmodulina para interaccionar con sus proteinas blanco, se procedié a evaluar su efecto
sobre la actividad de la enzima fosfodiesterasa del monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) dependiente de caimodulina, obtenida a partir de cerebro de bovino. Se seleccioné
s6lo este producto con la finalidad de comparar su efecto con aquel de los productos 11 y
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12, los cuales afectaron el complejo CaM-fosfodiesterasa y estimularon la actividad basal

de la enzima (Santillan, 2002).

La estrategia experimental utilizada para evaluar el efecto del compuesto 16 sobre
la enzima fosfodiesterasa en presencia de calmodulina se realizé en tres etapas (Santillan,

2002):

a) En primer lugar se determind la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en
presencia de diferentes concentraciones de calmodulina de cerero de bovino. Este
experimento permitié determinar la concentracion o6ptima de calmodulina requerida
para la maxima activacion de la enzima fosfodiesterasa del AMPc.

b) A continuacién se determind el efecto del metabolito secundario 16 sobre la actividad

de la enzima fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina.

Por ultimo se evalud el efecto del metabolito 16 sobre la actividad enzimatica de la

<)

fosfodiesterasa en presencia de calmodulina.

La actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc se determind utilizando un
método espectrofotocolorimétrico de acuerdo al procedimiento experimental descrito por
Sharma y Wang (1979; 1986), en el cual se mide la actividad de la enzima mediante la
cuantificacion del fosfato inorganico generado por la hidrdlisis del 5-monofosfato de
adenosina en presencia de la enzima 5’-nucleotidasa de Crotalus atrox (Sigma). El 5'-
monofosfato de adenosina se genera por la actividad enzimatica de la fosfodiesterasa

sobre el AMPc (Figura 22).

El fosfato liberado se determiné por un método colorimétrico bajo la forma de
fosfomolibdato de amonio (Sumner et a/., 1944). Para cuantificar la cantidad de fosfato
inorganico (HPO,?) generado se construyé la curva patrén que se observa en la Figura
23 a partir de una disolucion 50 mM de fosfato monobasico de potasio (Sigma).
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Figura 22. Reacciones bioquimicas involucradas en la determinacion de la actividad
de la enzima fosfodiesterasa del AMPc.

La interpolacion de los valores de absorbancia obtenidos en cada caso en la recta
de la Figura 23 permitié determinar cuantitativamente la concentracion de fosfatos
inorganicos liberados durante la reaccion de hidrélisis del 5-monofosfato de adenosina y
por ende la actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina en cada

tratamiento (nNM de fosfato inorganico).
4.3.4.1 Determinacién de la concentracion 6ptima de calmodulina necesaria
para la activacion de la enzima fosfodiesterasa del AMPc.

En la Figura 24 se ilustra la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc
dependiente de calmodulina en presencia de diferentes concentraciones de calmodulina de

cerebro de bovino.
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La maxima activacion de la enzima fosfodiesterasa del AMPc (223%) se obtuvo en

presencia de 0.2 ng de la proteina calmodulina.

1.1 4
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0.8 4
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Densidad dptica (Acgo)

y = 0.0014x + 0.0072
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Figura 23. Curva patrén de fosfatos inorganicos.
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Figura 24. Actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de varias
concentraciones de calmodulina de cerebro de bovino.
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4.3.4.2 Efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc en ausencia de calmodulina.

Antes de proceder a determinar el efecto del compuesto 16 sobre la actividad de la
fosfodiesterasa en presencia de calmodulina era necesario determinar si el compuesto
modifica la actividad basal de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina, con la
finalidad de descartar un efecto directo del compuesto sobre la enzima. De tal manera que
se analizé el efecto de diferentes concentraciones de la clorpromazina (Figura 25) y del
compuesto 16 (Figura 26) sobre la enzima blanco. Estas evaluaciones indicaron que ni el
compuesto 16 ni el control positivo (clorpromazina), modificaron la actividad de la

fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina de cerebro de bovino.

4.3.4.3 Efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina.

Una vez que se determiné que el compuesto 16 no modifica la actividad basal de
la enzima fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina, se evalué el efecto sobre
la actividad de la enzima en presencia de calmodulina, observandose que si hay una
inhibiciéon del complejo CaM-fosfodiesterasa. El compuesto 16 presenté una Clsg de 20 uM
(Figura 25), mayor a la de la clorpromazina, CIlss 10 puM (Figura 26). Estos datos
confirman los resultados de la electroforesis desnaturalizante.

La interaccion del (+)-5-metoxihamaudol (16) con la proteina reguladora
calmodulina podria ser uno de los mecanismos de accion a través del cual el compuesto
16 ejerce su accion fitotéxica sobre el crecimiento radicular de las semillas Amaranthus

hypochondriacusy Echinochloa crus-galli.
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Figura 25.
AMPc en ausencia (e) y en presencia de calmodulina de cerebro de bovino(s).
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Figura 26. Efecto del (+)-5-metoxihamaudol (16) sobre la actividad de la enzima

fosfodiesterasa del AMPc en ausencia (») y en presencia ( = ) de calmodulina
de cerebro de bovino.
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Es importante mencionar que los compuestos 11 y 12 evaluados por Santillan
(2002) aceleran la actividad de la fosfodiesterasa del AMPc en ausencia de calmodulina,
aunque también inhiben su activacion en presencia de esta proteina. Estos resultados
indican que la presencia de un éster en C-3 conlleva a una interaccién con la enzima
blanco. También indican que los compuestos 11, 12 y 16 modifican las propiedades

moduladoras enzimaticas de la CaM.

70



V. Resumeny Conclusiones

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se completé el estudio de las fracciones primarias activas detectadas durante la
investigacion de Valencia y colaboradores (2002) de la especie Prionosciadium watsorni

Coulter & Rose (Umbelliferae), y ademas se realizé el estudio de una fracciéon inactiva de

interés.

El estudio quimico biodirigido de l|a fraccion primaria activa F3, permitié el
aislamiento y caracterizacion de dos nuevos productos en la especie Prionosciadium
watson/, (+)-lomatina (14) e isopterixina (15). De manera adicional se obtuvieron los
compuestos seravshanina (8), una mezcla de (9R)-9-isobutiroiloxi-8,8-dimetil-9, 10-dihidro-
2H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b"]dipiran-2-ona (9) y jatamansina (10), previamente descritos en
esta especie. La mezcla de 9 y 10 y la isopterixina (15) inhibieron de manera significativa
la arvense Llemna pausicostats, en consecuencia, estos productos

el crecimiento de
naturales son l[os responsables de la actividad del extracto integro contra la planta

acuatica.

El estudio quimico de la fraccion primaria F7, permitié el aislamiento vy

caracterizaciéon de una piranocromona novedosa, el (+)-5-metoxihamaudol (16). Su
caracterizacion se realizé por métodos espectroscépicos, espectrométricos y quimicos. El
compuesto 16 mostré fitotoxicidad moderada contra las arvenses Amaranthus
hAypochondriacus y Echinnochloa crus-galli. Dada su concentracion y facilidad de detecciéon
al revelar en placas del extracto integro con sulfato cérico, el producto 16 puede constituir

un compuesto marcador de utilidad para las pruebas de identidad de la droga P. watsoni.

Se demostré que el compuesto novedoso 16 es un inhibidor de la proteina
calmodulina /n vitro, ya que el producto natural modifica la movilidad electroforética de la
proteina vy sus propiedades reguladoras enzimaticas al inhibir la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc de cerebro de bovino dependiente de CaM.
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V. Resumeny Conclusiones

Este estudio constituye una contribucién al conocimiento del contenido metabdlico
del género Prionosciadium y en particular de la especie P. watsorn/i. Asimismo representa
una contribucién al conocimiento de la flora medicinal mexicana.
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