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Introduccion

1. INTRODUCCION.

Debido a los problemas ocasionados por los herbicidas sintéticos de uso actual,
principalmente la induccion de especies de malezas resistentes y los dafios de tipo
ambiental en afios recientes se ha intensificado la blsqueda de nuevos agentes

herbicidas.

Para la busqueda de nuevos herbicidas se emplean varias estrategias que

incluyen:

1. Cernimiento aleatorio de nuevos compuestos quimicos sintéticos.

2. Optimizacién de agentes herbicidas conocidos.

3. Disefio biorracional mediante el estudio de las interacciones planta-planta y planta-
microorganismo.

4. Estudios quimicos biodirigidos de organismos naturales diversos con la finalidad

de encontrar nuevos herbicidas de origen natural.

El interés por los productos naturales en los programas de descubrimiento de
nuevos herbicidas a nivel industrial y académico se ha intensificado notablemente en los
ultimos afios debido a muchos factores. Entre ellos cabe destacar el alto grado de
desarrollo de los métodos analiticos para la separacion, purificacién y caracterizacion de
los productos naturales. Este avance ha traido como consecuencia una reduccion
considerable en los costos de obtencién de los principios naturales fitotoxicos y con ello
un renovado interés por parte de la industria agroquimica por el estudio de los productos
naturales como agentes plaguicidas potenciales. Asimismo, los productos naturales son
biodegradables y suelen tener blancos de accién especificos, lo que disminuye los

problemas de contaminacion ambiental y resistencia, respectivamente.

Para el descubrimiento de compuestos fitotéxicos a partir de productos naturales
se han utilizado varios procedimientos, siendo el mas efectivo, el que se resume a

continuacion:
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Inicialmente se realiza la preseleccion de las materias primas naturales; una vez
seleccionadas, se preparan los extractos organicos. El siguiente paso consiste en la
realizacion de pruebas biologicas de seleccion; estas pruebas permiten determinar el
efecto de los extractos naturales sobre la germinacion y el crecimiento radicular de varias
especies vegetales (Duke et al., 1999). Los extractos que demuestren respuestas
positivas en los ensayos de fitoinhibicibn se consideran candidatos apropiados para su
estudio quimico biodirigido con la finalidad de aislar los principios activos. Para monitorear
la actividad fitotdxica a lo largo de todo el proceso de obtencién de los productos activos
se pueden emplear los mismos ensayos bioldgicos del proceso de seleccion; también se
puede emplear un método bioautogréafico (Rahalison et al., 1994). Una vez aislados los
compuestos activos, estos se identifican mediante la aplicacion de métodos
espectroscoépicos y espectrométricos. Finalmente, los compuestos puros se someten a
distintas pruebas bioldgicas para completar los estudios conducentes a determinar el

potencial herbicida, incluyendo su mecanismo de accion.

En el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM se ha
desarrollado durante varios afios un proyecto de investigacion que tiene como objetivo
principal la obtencion de compuestos inhibidores del crecimiento vegetal a partir de
organismos naturales selectos de la biodiversidad de México. Para ello se ha aplicado la
metodologia antes descrita. Como resultado de estos primeros afios de investigacion, se
ha logrado aislar e identificar numerosos agentes fitotoxicos de organismos flngicos y
vegetales. Las especies vegetales mas promisorias como fuentes de agentes fitotoxicos
encontradas en este programa de investigacion pertenecen a la familia Asteraceae e
incluyen Cosmos pringlei; Flourensia cernua; Xanthocephalum gymnospermoides;
Ratibida mexicana; Helianthella quinquenervis; y Hofmeisteria schaffneri. En el cuadro 1

se resumen las estructuras y efectos de los principios activos aislados de esas especies.

En este marco de referencia, el presente trabajo de tesis pretende contribuir con el
proyecto mediante el aislamiento y caracterizacion de los productos fitotoéxicos de la

especie vegetal Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray (Asteraceae).
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos fitotdxicos de origen natural aislados de Asteraceae por el grupo de investigacion del
Laboratorio 124 del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica.

Benzofuranos y benzopiranos fitotoxicos de Helianthella quinquenervis (Castafieda-Lépez et al., 1998)

O OCHg OH O OH
- >VC©[( -
O O
2 3
)?J@C; )C(I(
CH30 o
5

O
4

Los compuestos 1-5 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli
con Clsg’s de 0.026, 0.513, 0.124, 0.246 y
0.047 pM, y de 0.030, 1.165, 0.362, 1.301 y
0.293 uM, respectivamente.

Compuestos fitotoxicos de Flourensia cernua (Mata et al., 2003)

CHg
COOCH3

COCH
HO OH

Las sustancias 6-8 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli
con Clsg’s de 0.196, 0.412 y 0.92 uM y de
0.62, 4,2 y 0.31 uM respectivamente.
También afectan la movilidad electroforética
de la calmodulina.
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos fitotdxicos de origen natural aislados de Asteraceae por el grupo de
investigacion del Laboratorio 124 del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica (Continuacion).

Derivados del timol de Hofmeisteria schaffneri (Pérez-Vasquez et al., 2005)

CHsj

Los terpenoides 9 y 10 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus con Clsy’'s

OH de 380y 12 uM, respectivamente.

HsC O Ademas impiden la activacién de la PDEL1 de
\[]/ O cerebro de bovino con Clsy's 4.4y 4.2 UM,
o) respectivamente.
9 10

Lactonas sesquiterpénicas fitotoxicas de Cosmos pringlei (Rivero-Cruz, 1999)

Las lactonas 11-13 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus con Clgy's
de 0.047, 0.436 y 0.88 uM, respectivamente.

13

12
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de compuestos fitotdxicos de origen natural aislados de Asteraceae por el grupo de
investigacion del Laboratorio 124 del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica (Continuacion).

Lactonas sesquiterpénicas fitotoxicas de Ratibida mexicana (Calera et al., 1995)

Los productos 14 y 15 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y E.
crusgalli.

14

Diterpenoides de Xanthocephalum gymnospermoides (Rivero-Cruz, et al 2000)

Los productos 16 y 17 inhiben el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus y P.
ixocarpa.

16 17
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2. ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE Brickellia cavanillesii
(Cass.) A. Gray (ASTERACEAE).

Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray es un arbusto de hasta 2 m de altura, con los
tallos &speros y rojizos (Figura 1). Las hojas son verde grisaceo, con pequefios hilitos en
los bordes y tienen un sabor amargo (Figura 2). Sus flores son amarillas y los frutos
pequefios. La especie habita en zonas célidas y semicalidas, a una altitud de 1130 a 1600

m sobre el nivel del mar (Argueta et al., 1994).

En los Estados de Morelos, Guanajuato y en el Distrito Federal, se conoce con los
nombres comunes de prodigiosa, atanasia amarga, gobernadora de Puebla, hierba
amargosa, hierba del becerro, hierba del perro, orégano de cerro. En el Estado de
Morelos se conoce principalmente como techichic. Las partes aéreas de la planta, bajo la
forma de infusibn o cocimiento, se emplean para tratar afecciones biliares, dolor de
estomago, agruras y amibiasis. La prodigiosa se consume sola y en combinaciéon con
otras plantas medicinales tales como; las hojas de hierbabuena y las de malva viva para
regular el estomago; asi como con las hojas de boldo, de ceniza, cuasia, pinguin y flor de
tila para el vomito; ademas, se administra con la flor de manita, de nopal, junco, jazmin,
huele de noche, hierba maestra y ajenjo para enfermos del corazéon y el paludismo
(Argueta et al., 1994).
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Figura 1. Ejemplar de Brickellia cavanillesii.

Y

Figura 2. Hojas frescas de Brickellia cavanillesii.
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2.2 CROMENOS DE LA FAMILIA ASTERACEAE.

Los benzopiranos, también denominados cromenos, son meroterpenoides
constituidos generalmente por una unidad aromatica de tipo Cs, C¢-C, 6 Cs-C3 de origen

siguimico y un anillo pirano sustituido o no, de origen mevalénico.

Los resultados obtenidos de dos investigaciones relacionadas con el origen
biogénetico de estos productos naturales, permitieron establecer que la porcion Cg, Cs-C»
0 Cg-Cs se biosintetiza a partir del acido cinamico (Proksch et al., 1983; Siebertz et al.,
1989). Posteriormente, la condensacion de la unidad aroméatica con el difosfato de dimetil

alilo permite la generacion del anillo heterociclico (Siebertz et al., 1989) (Figura 3).

La mayoria de los cromenos se encuentran en la naturaleza como monémeros, sin
embargo, también se han aislado varios dimeros. Ejemplos de estos compuestos son la
agerasanina (18), las encecanescinas (19) y el ageratocromeno (20), cada uno de los

cuales esté constituido por dos unidades de dimetilcromenos (Cuadro 2).

HO. HO.
COOH
z
)\/\( oPP © o

Figura 3. Formacioén del anillo heterociclico de los cromenos.

Es importante mencionar que estos productos naturales se acumulan
practicamente en toda la planta, aunque es comdn encontrar elevadas concentraciones

de los mismos en las hojas y las flores (Kunze et al., 1995).
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Cuadro 2. Dimeros de cromenos aislados de la familia Asteraceae.

Nombre del compuesto y

Metabolito Referencia
Fuente natural
Agerasanina Fang et al.,
Ageratina arsenii 1988

(+)-Encecanescina
Ageratum conyzoides

Gonzéalez et al.,
1991

Ageratocromeno
Ageratum conyzoides

Okunade, 2002

La mayoria de estos metabolitos se obtienen como solidos cristalinos o aceites, de

color amarillo. Todos muestran una fluorescencia intensa de color amarillo, naranja o azul
bajo la luz UV a 366 nm (Mitsakos et al., 1986; Siebertz et al., 1989).

Las investigaciones realizadas han permitido demostrar que algunos de estos

compuestos poseen propiedades fitotoxicas (Castafieda et al., 1996), bacteriostaticas

(Zalkow et al., 1962), antitumorales (Zalkow et al., 1979) e insecticidas (Bowers y

Martinez-Pardo 1977; Nébié et al., 2004). Cabe destacar que la actividad biolégica mas

explorada en estos compuestos es la insecticida aunque también se ha descrito las

propiedades fitotoxicas de algunos benzofuranos como la encecalina (23) y compuestos

relacionados (Castafieda et al., 1996).

En el Cuadro 3 se resumen los cromenos obtenidos a la fecha de la familia

Asteraceae.
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae.

Metabolito

Fuente Natural

Referencia

X

O
Desmetoxiencecalina (21)

Ageratina altissima
A. aromatica
Baccharis calvescens
B. cassinaefolia
B. ramosissima
Blepharispermum subsessile
Calea serrata
Encelia califérnica
E. halimifolia
E. taciniata
E. palmeri
Flourensia cernua
F. heterolepis
Helianthella uniflora
H. quinquenervis
Hemizonia congesta
Inula salicina
Lagascea rigida
Madia satira
Stomatanthes corumbensis
Tagetes patula
Trichogonia scottmorii
Verbesina alternifolia
V. helianthoides

Dominguez et al., 1986
Kulkarni et al., 1987
Proksch et al., 1983

Steinbeck et al., 1997

Castafieda, 1998
Agarwal et al., 1999

A

HO O
Desmetilencecalina (22)

Ageratina aromatica
A. petiolaris
Austrobrickellia patens
Calea oxylepis
Encelia californica
E. halimifolia
E. taciniata
E. ventorum
Eupatorium riparium
E. rugosum
Flourensia cernua
F. heterolepis
Helianthella uniflora
H. quinquenervis
Hemizonia congesta
H. fitchii
Lagascea rigida
Madia satira
Verbesina alternifolia
V. helianthoides
V. tetraptera

Dominguez et al., 1986
Proksch et al., 1983
Gonzélez et al., 1991
Bandara et al., 1991
Castafieda, 1998

10
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

X

MeO 0)
Encecalina (23)

Ageratina altissima
A. scorodonoides
A. adenophora
Baccharis glutinosa
Calea morii
C. oxylepis
Encelia californica
E. farinosa
E. halimifolia
E. taciniata
E. palmeri
E. ventorum
Eupatorium glandulosum
Hemizonia congesta
H. fitchii

Dominguez et al., 1986
Proksch et al., 1983
Gonzélez et al., 1991
Okunade, 2002

A

@)
Desmetilisoencecalina (24)

Blepharispermum subsessile
Calea zacatechichi

Kulkarni et al., 1987
Agarwal et al., 1999

@]
A/

OMe
6-Acetil-8-metoxi-2,2-dimetil-
(2H)-cromeno (25)

Ageratina altissima
A. scorodonoides
Eupatorium riparium

Proksch et al., 1987

(@]
AN/

Ageratina scorodonoides
Eupatorium riparium

Proksch et al., 1987
Bandara et al., 1991

E. riparium
OMe
Ripariocromeno A (26)
O
N
MeO o Zexmenia brerifolia Proksch et al., 1987
OH

6-Acetil-7-metoxi-8-hidroxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (27)

11
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

AN

MeO O

OMe
Metilripariocromeno (28)

Ageratina scorodonoides
Eupatorium riparium
Stevia serrata

Bandara et al., 1991

@]
A/

OH
6-Acetil-8-hidroxi-2,2-dimetil-
(2H)-cromeno (29)

Isocarpha atriplicifolia
Lagascea rigida

Proksch et al., 1987

O OH

g

OMe

6-Acetil-8-metoxi-5-hidroxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (30)

Ageratina altissima

A. scorodonoides
Eupatorium aschenbornianum

Flourensia cernua

Proksch et al., 1987

O OMe

g

OMe

5,8-Dimetoxi-2,2-dimetil-(2H)-
cromeno (31)

Ageratina scorodonoides
Eupatorium aschenbornianum

Proksch et al., 1987

O

X

6-Acetil-8-(3-metil-2-butenil)-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (32)

Flourensia cernua
F. heterolepis
Stoebe incana

S. sphaerocephala

Bohlmann et al., 1978
Proksch et al., 1987
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

O
X
O
X O

6-Acetil-8-(3-metil-1-ona-2-
buten)- 2,2-dimetil-(2H)-cromeno
(33)

Gerbera krausii
Stoebe incana

Bohlmann et al., 1978
Proksch et al., 1987

0
S
@)
HO Z

Carbinol (34)

Stoebe cinerea

Bohlmann et al., 1978
Proksch et al., 1987

0] OH
(@)

6-Etanoiloxi carbonil-5-hidroxi-
2,2-dimetil-(2H)-cromeno (35)

Calea zacatechichi

Proksch et al., 1987

0
R o

R = OH, 6-Carboxi-7-hidroxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (36)

R = OMe, 6-Carboxi-7-metoxi-
2,2-dimetil-(2H)-cromeno (37)

Lagascea rigida
Madia sativa

Proksch et al., 1987

Lk

OMe
8-Metoxi-2,2-dimetil-(2H)-
cromeno (38)

Blepharispermum subsessile

Kulkarni et al., 1987
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

O

AcO N

MeO O

6- Etanoiloxi carbonil-5-hidroxi-
2,2-dimetil-(2H)-cromeno (39)

Calea morii

Proksch et al., 1987

O

AcO. X

-HO ®)

Ripariocromeno B (40)

Ageratina altissima
A. scorodonoides
Eupatorium riparium

Kulkarni et al., 1987
Proksch et al., 1987
Bandara et al., 1991

O

1BuO X

HO ®)

Ripariocromeno C (41)

Ageratina scorodonoides
Eupatorium riparium

Kulkarni et al., 1987
Agarwal et al., 1999

X

MeO ©)

7-Metoxi-6-etano-2,2-dimetil-
(2H)-cromeno (42)

Encelia farinosa

Proksch et al., 1987

OH

X

0)
6-(1-Hidroxietil)-2,2-dimetil-(2H)-
cromeno (43)

Baccharis cassinaefolia
Baccharis glutinosa

Dominguez et al., 1986

OH

X

MeO O

6-(1-Hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (44)

Ageratina exertovenosa
A. arsenii
A. glechonophylla
Ageratum conyzoides
Baccharis glutinosa
Calea morii
Flourensia cernua
F. heterolepis
Hemizonia fitchii
Lagascea rigida

Proksch et al., 1987
Gonzalez et al., 1991
Okunade, 2002
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

OMe

A

MeO O

6-(1- Metoxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (45)

Ageratina arsenii
A. glechonophylla
Ageratum conyzoides
Encelia farinosa

Dominguez et al., 1986
Proksch et al., 1987
Gonzalez et al., 1991
Okunade, 2002

OANg
X
MeO @)

6-Angeloiloxi-7-metoxi-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (46)

Ageratina exertovenosa
Ageratum conyzoides
Flourensia cernua
Calea morii

Proksch et al., 1987
Gonzalez et al., 1991
Okunade, 2002

z R

MeO O

7-Metoxi-6-vinil-2,2-dimetil(2H)-
cromeno (47)

Ageratina arsenii
Ageratum conyzoides
Encelia farinosa
Flourensia cernua

Proksch et al., 1987
Gonzalez et al., 1991
Okunade, 2002

A

MeO @)

Precoceno | (48)

Ageratum houstonianum
A. conyzoides
Ageratina aromatica
A. aschenbornia
A. pinchinchensis
Eupatorium aschenbornianum
Verbesina alternifolia
V. helianthoides

Proksch et al., 1987
Gonzalez et al., 1991
Okunade, 2002

MeO. X

MeO @)

Precoceno Il (49)

Ageratum houstonianum
A. conyzoides
A. mexicanum
Ageratina aromatica
Calea serrata
Senecio longifolius

Siebertz et al., 1989
Gonzalez et al., 1991
Steinbeck et al., 1997

Okunade, 2002

OMe
X
HO O
Sonorol (50)

Baccharis glutinosa

Dominguez et al., 1986

15




Antecedentes

Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

MeO. X

0]
6-Metoxiageratocromeno (51)

Ageratina aromatica
A. conyzoides

Nébié et al., 2003
Okunade, 2002

O

X

OH
@)

6-Acetil-2-metil-2-hidroximetil-
(2H)-cromeno (52)

Ageratina adenophora

Proksch et al., 1987

MeO. N

R 0]

OMe
R = OMe Prunicromeno | (53)

R=H Prunicromeno 1l (54)

Calea prunifolia

Ober et al., 1985

R A

O

R~ /\/CHZOH
6-(1’,2’-(E)-propen-3'- hidroxi)-
2,2-dimetil-(2H)-cromeno (55)

R= N

COOH
6-(Acido 1’,2’-(E)-propionico)-
2,2-dimetil-(2H)-cromeno (56)

Baccharis linearis

Brown, 1994
Castafeda, 1998

HOOC Z N

O

6-[(2E)-carboxivinil]-2,2-dimetil-
(2H)-cromeno (57)

Baccharis linearis
B. rhomboidalis
B. solieri

Labbe et al., 1986

MeOOC Z N
©)

6-(1',2’-E-propen-metil-ester)-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (58)

Baccharis linearis
Werneria stuebelil

Bohlmann et al., 1984
Castafeda, 1998
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Cuadro 3. Cromenos aislados de la familia Asteraceae (continuacion).

MeOOC Z N
O
R
R= X
8-[3"-Isopenten-(2)il}-6-(1- Werneria stuebelil Bohimann gt al., 1984
propen-metil-ester)-2,2- dimetil- Castafieda, 1998

(2H)-cromeno (59)

R= &
OH

8-[3"-Hidroxi-(E)-isopenten-(1)-il]-
6-(1'-propen-metil-ester)-2,2-
dimetil-(2H)-cromeno (60)

O OH

S
Kulkarni et al., 1987

OH Blepharispermum subsessile Agarwal et al., 1999

O

6-Acetil-5-hidroxi-2-hidroximetil-2-
metil-(2H)-cromeno (61)

2.3 EJEMPLOS SELECTOS DE FITOTOXINAS VEGETALES

Las plantas biosintetizan y acumulan una gran cantidad de metabolitos
secundarios que les sirven como mecanismo de defensa contra el ataque de insectos,
microorganismos y plantas nocivas. Asi, muchas de estas sustancias tienen un papel
importante en las interacciones alelopéaticas de tipo planta—planta y planta—
microorganismo y en las interacciones planta—insecto en los distintos ecosistemas. Estas
interacciones regulan la densidad y distribucion de plantas, insectos y microorganismos y
se establecen en todo tipo de ecosistemas, tanto naturales como en los agrosistemas. Por
lo tanto, no es de sorprender que el reino vegetal constituya una gran fuente de agentes

herbicidas.

Hasta la fecha se han descrito numerosos compuestos de origen vegetal con
actividad fitotoxica que han generado un interés debido a su estructura y a los diferentes

mecanismos de accién mediante los cuales ejercen su efecto.
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Entre los compuestos de origen vegetal mas importantes por su actividad fitotoxica
se encuentra el cineol (62) (Cobb et al., 2000), la artemisina (63) (Duke, 2002), la
tricolorina A (64) (Anaya et al., 1990; Pereda-Miranda et al., 1993), el &cido p-
hidroxibenzoico (65) (Tissut et al., 1980), la juglona (66), la leptospermona (67) (Van Klink
et al.,, 1999) y la sorgoleona (68) (Rojas et al., 2000) (Figura 4). Algunos de estos
compuestos acttan especificamente como inhibidores de enzimas, sustratos naturales 6
intermediarios de reaccién que estan involucrados en procesos de crecimiento y
desarrollo de las plantas (Weir, et al., 2004; Inderjit, et al., 2003; Weston, et al., 2003;
Vyvyan, 2002; Dayan, et al., 2000). Asi por ejemplo la sorgoleona (68), actia como un
analogo de la plastoquinona, e interfiere con la unién de esta ultima al sitio activo de la
proteina D1 del fotosistema I, limitando la transferencia de electrones entre la Qa y Qg, ¥
de esta manera el proceso de fotosintesis de una planta; ademas la sorgoleona, al igual
que la juglona (66), es un inhibidor efectivo de la respiraciébn mitocondrial a muy baja
concentracion (Weir, et al., 2004). La tricolorina A (64) inhibe la actividad de la H*-ATPasa
y el transporte de electrones en el fotosistema Il (Calera, et al., 1995). La artemisinina (63)
gue es altamente fitotoxica, también actia a nivel del fotosistema Il. Asi mismo, se ha
encontrado que modifica la permeabilidad de la membrana celular. (Duke, et al., 1988). El

cineol (62) inhibe la mitosis y la respiracion mitocondrial (Romagni, et al., 2000).

Algunos de estos productos antes mencionados se usan comercialmente o han

servido como moléculas prototipo para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas.
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o :
(62)
(63)
OH CH3CH2(CH3)CHCOO
0
OCOCH(CHa)CH,CH,
o) (64)
(65) O O
OH O
(66)
0] O
@) (67)
OH
CH50 — N X

(68)

Figura 4. Compuestos de origen vegetal con actividad fitotéxica.

En el Cuadro 4, se muestran otros ejemplos de compuestos de origen natural con
propiedades fitotéxicas, algunos de los cuales han servido de prototipo para el desarrollo

de productos comerciales.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos.

Cumarinas
Metabolito Blanco de Accidn Referencia
X
ResplrauoDnFl\(/;ltocondnal: Duke, 1993
O O '
Cumarina (69)
Respiracion Mitocondrial:
N DFO -
' Moreland y Novitzky,
HO o) ') Fotosintesis: Inhibiciéon de la 1987
ATPasa.
Umbeliferona (70)
z A _
Fotosintesis: IRH Macias et al., 2000
O O O
Xantiletina (71)
/ X
O O Fotosintesis: DF; estimulante
o) de la ATPasa; IRH. Mata et al., 1998
Imperatorina (72)
Fotosintesis: IRH y DF Macias et al., 2000

@) 0) O

3-(1",1"-Dimetilalil)-
xantiletina (73)

IRH = Inhicién de la Reaccion de Hill. DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos (continuacion).

Compuestos Aromaticos Simples

Metabolito

Blanco de Accidn

Referencia

COOH

i ~OCH,
OH

Acido vainilico (74)

COOH

OCH;
Acido ferulico (75)
COOH

HO i
OH

Acido protocatequico (76)

HO

Acido p-cumarico (77)

o

Acido cinamico (78)

COOH

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Duke, 1993

Moreland y Novitzky,
1987

Tissut et al., 1980

Tissut et al., 1980

Tissut et al., 1980

IRH = Inhicién de la Reaccién de Hill.

DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos (continuacion).

Compuestos Aromaticos Simples

Metabolito Blanco de Accion Referencia
COOH
Respiracion Mitocondrial: Tissut et al., 1980
HO OH DFO.
OH
Acido galico (79)
COOH

Acido benzoico (80)

Respiracion Mitocondrial:

DFO.

Tissut et al., 1980

Lactonas Sesquiterpénicas

Metabolito

Blanco de Accidn

Referencia

HO,,

:

Ivalina (81)

O

Zaluzanina (82)

Fotosintesis: IRH

Fotosintesis: IRH

Lotina-Hennsen et al.,
1998

Lotina-Hennsen et al.,
1992

IRH = Inhicién de la Reaccion de Hill.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
ITrE = Inhibidor de la transferencia de energia.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotéxicos (continuacion).

Lactonas Sesquiterpénicas

Metabolito Blanco de Accién

Referencia

O
O
Fotosintesis: IRH

Isoalolactona (83)

OH
Q
// Fotosintesis: IRH

Cacalol (84)

Calera et al., 1995

Aguilar-Martinez et al.,
1996

Benzoquinonas

Metabolito Mecanismo de Accidén

Referencia

o]

OH
Fotosintesis: ITrE en el
CH3CH,O o TS fotosistema |I.

0]

Etoxisorgoleona (85)

Rojas et al., 2000

Cromenos

Metabolito Blanco de Acciodn

Referencia

. . Fotosintesis: IRH.
Desmetilencecalina (22)

Encecalina (23) DFO

Fotosintesis: IRH.

Respiracion Mitocondrial:

Castafieda-Lopez, 1998

IRH = Inhicién de la Reaccion de Hill. DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. ITrE = Inhibidor de la transferencia de energia.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos (continuacion).

Flavonoides

Metabolito

Blanco de Accién

Referencia

OH

HO. : OH
OH O
Buteina (86)
OH
HO : O. @
OH
OH O
Kaempferol (87)
OH
oo O

OH O
Naringenina (88)

HO : O
OH O
5,7-dihidroxiisoflavona (89)

SO

O
Flavona (90)

O

Respiracion Mitocondrial:
DFO.

Inhibe el Citocromo C de la
cadena de transporte de
electrones.

Respiracién Mitocondrial:
DFO.

Respiracion Mitocondrial:
DFO.

Respiracion Mitocondrial:
DFO.

Ravanel et al., 1982

Valencia-Islas, 2000

Moreland y Novitzky,
1987

Stenlid, 1970

Stenlid, 1970

IRH = Inhicién de la Reaccion de Hill. DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. ITrE = Inhibidor de la transferencia de energia.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos (continuacion).

Flavonoides

Metabolito Blanco de Accién Referencia

Respiracion Mitocondrial:

DEO. Stenlid, 1970

Respiracion Mitocondrial:

DEO. Ravanel et al., 1982

OH O

Floretina (92)

Fenilpropaniode

Metabolito Blanco de Acciodn Referencia
CH30 Z

CH30 OCHg Fotosintesis: IRH Jiménez et al., 1998

OCHg3
1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-
propenil)benceno (93)

Benzofurano

Metabolito Blanco de Accidn Referencia

O OH

I Eotosintesis : [TrE Lotina-Hennsen et al.,

1998

Euparina (94) o)

IRH = Inhicion de la Reaccion de Hill. DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. ITrE = Inhibidor de la transferencia de energia.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de productos vegetales con efectos fitotoxicos (continuacion).

Bencilos
Metabolito Blanco de Accidn Referencia
CHs; O
@) CHs3
Fot93|pt_e5|s: IRH de_I complejo Rojas et al., 2000
HO OH enzimatico que fotolisa el agua
OH

Lecanorina (95)

Monoterpenoides

Metabolito Blanco de Accidn Referencia
OH
Fotosintesis : ITrE Mendoza et al., 1994
OH

Piquerol A (96)

IRH = Inhicién de la Reaccion de Hill. DF = Desacoplante de la Fotofosforilacion.
DFO = Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. ITrE = Inhibidor de la transferencia de energia.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

En la actualidad la agricultura enfrenta una serie de problemas que han
aumentado con el paso del tiempo. Los mas importantes son la proliferacién de malezas y
la aparicion de biotipos resistentes a los herbicidas de uso comercial; la contaminacion de
rios, lagos y aguas subterraneas con nitrégeno y fésforo, elementos presentes en los
fertilizantes quimicos y agentes biocidas; la transformacion de ecosistemas naturales
(terreno cultivado); la pérdida de la biodiversidad; la erosion de terrenos; la disminucion de

los minerales del suelo; y la salinizacion del suelo en zonas secas.

Todos estos problemas han ocasionado el agotamiento de los suelos cultivables
haciendo evidente la necesidad de respuestas efectivas para el aumento de la
productividad agricola, asi como, para alcanzar un manejo ambiental adecuado de los
recursos. De igual forma se requiere hacer cambios encaminados a reducir el impacto
ambiental negativo que han tenido sobre la agricultura el uso indiscriminado de herbicidas

empleados para la eliminacion de malezas.
Los dafios mas importantes que ocasionan las malezas son los siguientes:

¢ Compiten con las plantas ornamentales y de interés econdmico.
¢ Incrementan los costos de produccion

e Reducen la calidad de los cultivos

e Reducen lariqueza de la tierra

¢ Disminuyen la estética de los jardines y terrenos de cultivo

e Son refugio de insectos y organismos patdégenos

e Pueden causar grandes incendios

El costo para erradicar las malezas es muy grande aumentando
considerablemente cada afio, debido a las complicaciones cada vez mayores para el
control de estas (Kohli et al., 2006; Singh et al., 2003), quizds la resistencia a los
herbicidas es una de las mas importante. Esta resistencia se genera en primera instancia

por la aplicacion recurrente de herbicidas eficaces con un mecanismo de accion idéntico.
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Actualmente, se han identificado 315 biotipos de malezas resistentes
pertenecientes a 183 especies (110 dicotiledéneas y 73 monocotiledoneas). Las 10
malezas de mayor importancia econdémica que han desarrollado resistencia a los
herbicidas son: el vellico (Lolium rigidum), la avena silvestre (Avena fatua), el bledo o
sabia (Amaranthus retroflexus), el chaguaquelite o quelite verde (Chenopodium album), la
cola de zorro (Setaria viridis), el zacate pinto (Echinochloa crus-galli), la pata de gallo o
zacaton (Eleusine indica), la coquia (Kochia scoparia), la hierba de caballo (Conyza

canadensis) y el quelite blanco (Amaranthus hybridus) (Heap, 2007).

Por los problemas antes mencionados es necesario intensificar la basqueda de
nuevos agentes herbicidas, tanto de origen natural como sintético mas eficaces. En este
sentido la biodiversidad de México ofrece buenas perspectivas para el descubrimiento de
nuevos agentes potencialmente Utiles para el desarrollo de nuevos herbicidas. De tal
forma que objetivo principal de este trabajo consiste en establecer el potencial fitotdxico
de la especie Brickellia cavanillesii, una Asteraceae ampliamente distribuida en la
Republica Mexicana con la finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos agentes

herbicidas.

Para el cumplimiento del objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

e Determinar la fitotoxicidad del extracto integro de las partes aéreas de la planta
mediante la evaluacion de su efecto sobre la germinacion y el crecimiento radicular

de la especie Amaranthus hypochondriacus.

¢ Obtener al menos un agente fitotoxico de la planta mediante la realizacién de un

estudio quimico biodirigido.

e Caracterizar los compuestos activos mediante el empleo de técnicas

espectroscoépicas y espectrométricas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES.

4.1.1 Métodos cromatograficos.

En los analisis de cromatografia en capa fina tipo analitico (CCF) se utilizaron
placas de aluminio de distintas dimensiones recubiertas con una capa de gel de silice de
0.25 mm de espesor (silica gel 60 F,s4 Merck). La visualizacién de las placas se realizé
con una lampara de luz UV (onda corta 254 nm; onda larga 356 nm) y como agente

cromaogeno se utilizo el sulfato cérico.

Los analisis cromatograficos en columna abierta se realizaron siguiendo las
técnicas convencionales, empleando columnas de vidrio empacadas en todos los casos

con gel de silice (silica gel 60 Merck) y empleando varios sistemas de elucién.

4.1.2 Determinacién de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.

Los puntos de fusién se midieron con un aparato Fisher-Johns. Los espectros en el
infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599-
B, utilizando la técnica de pastilla de KBr. Los andlisis de espectrometria de masas por
impacto electrénico (EM-IE) se realizaron en un espectrometro de masas Agilent Modelo
6890N.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear protonica (RMN-'H) y de
Carbono-13 (RMN-'3C), se registraron en un aparato Varian VXR-300S, el cual se oper6 a
una frecuencia de 300 MHz para protén y 75 MHz para carbono-13. Los desplazamientos
quimicos se asignaron en ppm referidos a tetrametilsilano (TMS) que se utiliz6 como

referencia interna. Los espectros se registraron en CDCls.

Todos los andlisis espectroscépicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad

de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.
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4.2 MATERIAL VEGETAL.

Las partes aéreas de la especie Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray se
recolectaron en Yecapixtla, Morelos en Enero del 2006. Un ejemplar de referencia
[Voucher: R. Bye & Linares 34570] se depositdé en el Herbario Nacional (MEXU). La
recoleccién e identificacion fue realizada por el Dr. Robert Bye, del Instituto de Biologia de
la UNAM. El material vegetal fue desecado a temperatura ambiente y fragmentado en un

molino Wiley modelo 4.

4.3 ENSAYOS BIOLOGICOS

4.3.1 Evaluacion del potencial fitotoxico del extracto, fracciones y metabolitos aislados.

La determinacién del potencial fitotéxico del extracto, fracciones (primarias y
secundarias) y compuestos puros, se realizé mediante los bioensayos de germinacion y
crecimiento radicular de semillas de Amaranthus hypochondriacus, de acuerdo con los

procedimientos descritos en la literatura (Anaya, et al., 1990; Castafieda et al., 1996).

El bioensayo se realizo en cajas Petri de 10 cm de diametro; las muestras objeto
de estudio (extracto, fracciones y compuestos puros) se disolvieron en diclorometano y en
mezcla de diclorometano-metanol. Se prepararon disoluciones de diferentes
concentraciones: el extracto y las fracciones se evaluaron a 10, 100, 500 y 1000 pg/ml y
los compuestos puros se evaluaron a 1, 10, 50 y 100 pg/ml. Tres mililitros de las
disoluciones preparadas, se vertieron en las cajas Petri sobre un disco de papel filtro
permitiendo enseguida la evaporacion del disolvente mediante una corriente de aire.
Posteriormente, se adicion6 3 ml de agua destilada sobre el papel filtro y se colocaron 15
semillas de la especie vegetal de prueba. Las cajas Petri se incubaron a 30° C y la
actividad fitotéxica se registré calculando el porcentaje de germinacion e inhibicién, y

midiendo la longitud de las radiculas a las 24 horas del tratamiento.

El 4cido 2,4-diclorofenoxiacético se empleo como control positivo (Pereda-Miranda

et al., 1993); el H,O y el CH,CI, se utilizaron como controles blancos.
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Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Los resultados obtenidos se expresaron
como concentraciones inhibidoras medias (Clsy), las cuales fueron calculadas por

regresion lineal a partir de los porcentajes de inhibicion del crecimiento radicular.

4.3.2 Determinaciéon del efecto fitotoxico de las fracciones mediante un método

bioautografico.

Para monitorear la actividad fitotoxica a lo largo del estudio fitoquimico se empled
la técnica cualitativa de bioautografia (Anaya et al., 1990; 1995). Para ello se emplearon
placas de vidrio de 20.0 x 3.0 cm recubiertas de gel de silice. En cada placa se aplicaron
las fracciones correspondientes hasta saturacion del punto de aplicacion; posteriormente

cada placa se eluyé en un sistema previamente seleccionado.

Finalizada la elucion, se dejo evaporar el disolvente de la placa, misma que se
cubrié con 10 ml de agar bacteriol6gico (Clinical Standards Laboratories) al 1%. Una vez
solidificado el agar, se colocan las semillas de A. hypochondriacus hasta cubrir completa y
homogéneamente la superficie de las placas. A continuacién, el conjunto semillas-placas
se incubd en un ambiente humedo a 30° C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se observan las zonas de inhibicion de la germinacion y el crecimiento
radicular.

4.4 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA ESPECIE Brickellia cavanillesii.

4.4.1 Preparacion del extracto.

El material vegetal seco y molido (5.5 Kg) se extrajo mediante un proceso de
maceracién exhaustivo con 355 | de una mezcla diclorometano-metanol (1:1) a
temperatura ambiente. Posteriormente, se filtr6 y se concentro a presion reducida. El peso

del extracto resultante fue de 496.5 g.
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B. cavanillesii

1 Desecacion a temperatura ambiente

2 Fragmentacion

Extraccién con CH,Cl,-MeOH (1:1)
via maceracion

4  Filtracion y concentracién al vacio

Extracto
organico

Evaluacién utilizando el
método de la caja Petri

Esquema 1. Obtencidn del extracto activo de Brickellia cavanillesii.

4.4.2 Fraccionamiento primario del extracto de Brickellia cavanillesii.

El extracto integro (346.5 g) se sometié a un proceso de particion empleando de
manera sucesiva diferentes disolventes de polaridad creciente: hexano, diclorometano y

acetato de etilo.
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Extracto integro

346.5 g

Particién con hex, CH,Cl, y AcOEt

\ 4
Fraccién de
diclorometano

Fraccion de
acetato de etilo

Esquema 2. Fraccionamiento Primario del Extracto de Brickellia cavanillesii.

Fraccion
hexanica

4.4.3 Fraccionamiento secundario del extracto de Brickellia cavanillesii.

La fraccion hexanica (40 g) se someti6 a un fraccionamiento secundario via
cromatografia en columna abierta, empleando una columna de vidrio empacada con gel
de silice (1 Kg) y un gradiente de elucién de hexano-CH,Cl, (10:0 — 0:10) y CH,Cl,-

MeOH (10:0 — 0:10) obteniéndose once fracciones secundarias indicadas en el Cuadro 8.

Fraccién
Hexanica (40 g)

1 Cromatografia en columna abierta (1 Kg de
gel de silice.

2 Gradiente de eluciéon hex-CH,Cl,-MeOH

<

NN

FH-1 FH-2 FH-3 FH-4* FH-5 FH-6 FH-7 FH-8 FH-9 FH-10 FH-11

* Fraccién activa

Esquema 3. Fraccionamiento secundario de la fraccién hexanica de Brickellia
cavanillesii.
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4.4.4 Obtencion del 6-acetil -5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno (Desmetilisoencecalina).

De la fraccion secundaria activa FH-4 (16 g) cristalizé espontdneamente un sélido
cristalino amarillo, soluble en diclorometano, el cual fue lavado sucesivamente con hexano

para generar 1.120 g de 5-hidroxi-6-acetil-2,2-dimetil-(2H)-cromeno con un punto de
fusion de 102° C.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 SELECCION PRIMARIA DE LA ESPECIE Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray
(ASTERACEAE) COMO UNA FUENTE DE PRINCIPIOS FITOTOXICOS.

La seleccién primaria de la especie Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray se
realizd con base en los criterios, etnomédico y 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. De esta forma se
descubrieron el cineol y la artemisina por mencionar dos ejemplos. El cineol constituyo
el prototipo estructural para el desarrollo del herbicida comercial Cinmmetilino®. El
criterio quimiotaxonémico, en cambio, se fundamenta en los antecedentes de la familia
de las Asteraceaes como una fuente valiosa de compuestos bioactivos, incluyendo de
tipo fitotéxicos (Duke et al., 1999).

Una vez realizado el proceso de selecciobn primaria, se procedid a la
recoleccion de la especie y a la preparacién del extracto organico. Los resultados
obtenidos de la evaluacion del efecto del extracto organico de B. cavanillesii sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus hipochondriacus, permitié
determinar el potencial fitotdxico. El valor de Clso calculada es similar al de otros

extractos vegetales a partir de los cuales se han aislado compuestos fitotoxicos.

Cuadro 5. Efecto del extracto CH,Cl,-MeOH (1:1) de la especie B. cavanillesii sobre la

germinacion y crecimiento radicular de Amaranthus hipochondriacus.

Evaluacién

Fitotoxica Clso (1g/ml)
Extracto 2 276.53
2,4-D " 0.0099

& Concentraciones evaluadas: 1000, 500, 100 y 10 pg/ml
b Control positivo

5.2 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO.

El fraccionamiento primario del extracto organico integro se realizé6 mediante
particiones sucesivas con diferentes disolventes. En primer lugar, el extracto (346.5 g)

se disolvié en una mezcla de metanol acuoso (1:1) y se extrajo de manera exhaustiva
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con varias porciones de hexano, luego con diclorometano, y finalmente con acetato de

etilo; cada una de las fracciones se concentro al vacio. En el Cuadro 6 se muestran los
rendimientos obtenidos de cada fraccién.

Cuadro 6. Cantidades obtenidas del proceso de particion de B. cavanillesii

Fraccion Peso (g) Rendimiento %
Hexanica 50 14.43
Diclorometano 45.48 13.12
Acetato de etilo 15.42 0.44
Metanol acuoso (1:1) 175.2 50.56

Las tres fracciones primarias fueron evaluadas mediante el ensayo de la caja
de Petri; los resultados se resumen en el Cuadro 7. De los mismos se desprende que

las fracciones mas activas fueron la hexanica y la de diclorometano.

Cuadro 7. Actividad fitotoxica de las fracciones primarias de B. cavanillesii sobre

Amaranthus hypochondriacus

Evaluacién
Fitotéxica Clso (Hg/ml)
Fraccion hexanica 254.98
Fracmon de 20.35
diclorometano
Fraccion de_ 1175 50
acetato de etilo

El estudio bioautografico de las dos fracciones primarias activas permitid
establecer que los compuestos fitotoxicos presentes en ambas fracciones son

distintos. En el caso del extracto hexanico la zona de inhibicién (Figura 5) presento un
factor de retencion de 0.48 y correspondia a un solo componente.

36



Resultados y Discusién

Figura 5. Vista frontal de la Bioautografia de las Fracciones Hexanica (A) y de
Diclorometano (B).
A: gel de silice; CH,Cl,. B: gel de silice; CH,Cl,-MeOH (95:5).
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Figura 6. Vista lateral de la Bioautografia de la Fraccion Hexanica (A).
A: gel de silice; CH,Cl,.

Figura 7. Vista lateral de la Bioautografia de la Fraccion de Diclorometano (B).
B: gel de silice; CH,Cl,-MeOH (95:5).
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5.3 FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LA FRACCION HEXANICA.

Con la finalidad de aislar el componente activo de la fraccion primaria hexanica
activa (40 g) se realiz6é un fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en
columna abierta empleando gel de silice, como fase estacionaria (1 Kg). Como
eluyentes se utilizaron mezclas de hex-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH con incrementos

graduales de polaridad. Este proceso se resume en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Fraccionamiento secundario de la porcion hexanica de B. cavanillesii.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave Peso (g)
Hexano - 1-14 FH-1 0.638
Hex-CH,Cl, 9:1 15-37 FH-2 0.190
Hex-CH,Cl, 8:2 38-55 FH-3 2.779
Hex-CH,Cl, 7:3 56-119 FH-4 16.120
Hex-CH,Cl, 11 120-151 FH-5 0.922
Hex-CH,Cl, 37 152-178 FH-6 9.800
CH,Cl, - 179-198 FH-7 1.083
CH,Cl,:MeOH 9:1 199-233 FH-8 24.296
CH,Cl,:MeOH 8:2 234-247 FH-9 10.371
CH,Cl;:MeOH 11 248-266 FH-10 1.079
CH,Cl,:MeOH 11 267-297 FH-11 2.581

5.4 AISLAMIENTO DE LA DESMETILISOENCECALINAY EL B-SITOSTEROL.

De acuerdo al andlisis bioautografico de las fracciones FH-1 - FH-11, el
compuesto activo se encontraba en la fraccion secundaria FH-4. El producto
mayoritario, que felizmente correspondié al activo, precipité copiosamente (1.2 Q)
como un solido cristalino verde-amarillo (Tabla 1).

De la fraccion FH-7 cristalizaron de manera espontanea grandes cantidades del

esteroide B-sitosterol.

39



Resultados y Discusion

Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados de la fracciéon hexanica de B.

cavanillesii.
Compuesto Cantidad Fraccion
@) OH
X
O 1.2¢g FH-4
(24)
6-acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-
cromeno
200 mg FH-7
HO
(97)
B-sitosterol

55 CARACTERIZACION DE LA DESMETILISOENCECALINA (24) Y EL g-
SITOSTEROL

5.5.1 Caracterizacién de la desmetilisoencecalina (24).
Para identificar el compuesto 24 se registraron sus espectros de masas, RMN

uni- y bidimensionales y en el infrarrojo. Las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas del producto se resumen en Tabla 2.

40



Resultados y Discusion

Tabla 2. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 6-acetil-5-

hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno.

Férmula molecular C13H1403
Peso molecular 218
Punto de Fusion 102° C
IR ymax (KBr) cm™ 2974, 1749, 1614, 1578, 1485, 1301, 1108
12.97 (s,0H), 7.52 (d, H-7, J = 8.8 Hz), 6.71 (d, H-4, J = 10
RMN *H Hz), 6.33 (d, H-8, J = 8.8 Hz), 5.58 (d, H-3, J = 10 Hz), 2.54

(s, H-12), 1.45 (s, H-13 y H.14)

202.8 (C-11), 159.7 (C-5), 159.6 (C-9), 131.6 (C-7), 128.2 (C-
RMN *3C 3), 115.8 (C-4), 113.9 (C-6), 108.3 (C-8 y C-10), 77.7 (C-2),
28.3 (C-13y C-14), 26.1 (C-12)

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrénico presenta
un i6n molecular en una relacion m/z de 218 uma, que corresponde a la formula
molecular de Ci3H1403. El espectro en el IR presentd bandas de absorcidon
caracteristicas para grupos hidroxilo (2974 cm™) carbonilo de cetona conjugada (1749
cm™) y aromaticidad (1600 — 1450 cm™).

El analisis detallado de los espectros de RMN indicaron que el producto natural
pertenece a la categoria de los cromenos (Castafieda, 1998). Las caracteristicas mas
relevantes observadas en los espectros se indican a continuacion:

1) En &y de 12.97 se observa un singulete asignable a un grupo hidroxilo, este
desplazamiento quimico sugiere que este grupo se encuentra quelatado con un
carbonilo. La presencia del grupo carbonilo se confirmé mediante la presencia
de una sefal en 6 202.8 en el espectro de RMN-*3C.

2) En &y de 7.52 y 6.33 se observan dos dobletes (J = 8.8 Hz), los cuales integran
para un protdn respectivamente, asignables a los hidrégenos H-7 y H-8,
respectivamente, del ndcleo cromeno. Estas sefiales mostraron una clara
correlacion con las sefiales en d¢c 131.6 y 108.3 en el espectro bidimensional
de tipo HETCOR.
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3) En dy de 6.71 (H-3) y 5.58 (H-4) se observaron los dobletes (J = 10 Hz) de los
hidrégenos vinilicos de la doble ligadura conjugada del esqueleto benzopirano.
Estas sefiales correlacionan con las absorciones en ¢ 128.2 y 115.8.

En la regién de los carbonos aromaéticos y vinilicos del espectro de RMN-*C
del producto 24 se aprecian tres singuletes en dc 159.7, 159.6 y 108.3, los
cuales corresponden a tres carbonos cuaternarios del nucleo base.

4) En 04 de 2.54 y 1.45 se observaron dos singuletes, el primero es asignables a
los protones de una metil cetona ubicada en la posicion C-6; el segundo, en
cambio, corresponde a los hidrogenos de los grupos metilos sobre la posicién
C-2.

5) Por dltimo, en la zona de carbonos unidos a oxigenos del espectro de RMN se
aprecia un carbono cuaternario en 8¢ 77.7. Esta sefial es atribuible a un

carbono cuaternario (C-2) que soporta dos grupos metilos.

Con base en las evidencias presentadas, el producto 24 se identificé como el 6-
acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno previamente descrito en esta especie por

Rodriguez-Lopez y colaboradores (Rodriguez-Lépez et al., 2006).

5.5.2 Caracterizacion del B-sitosterol (97).

El B-sitosterol (97) identificado como un sdlido cristalino color blanco con punto
de fusién de 138 — 140° C, fue caracterizado por comparacion de sus constantes

fisicas, espectroscopicas y espectrométricas con aquellas de una muestra autentica.

5.6 DETERMINACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO DE LA
DESMETILISOENCECALINA (24).

El 6-acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno se evalué para determinar su
potencial fitotdéxico sobre la germinacion y el crecimiento radicular de la especie
Amaranthus hypochondriacus, también mediante el ensayo de la caja de Petri. El
metabolito inhibié el crecimiento radicular de la semilla de prueba de manera

dependiente de la concentracion. La Cls, calculada fue de 58.40 pg/ml.
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Conclusiones y Perspectivas

CONCLUSIONES.

1. Los resultados del presente trabajo corroboraron que la preseleccion de
especies vegetales con base en el criterio etnomédico y quimiotaxonémico en conjunto
con la determinacion del potencial biolégico mediante evaluaciones apropiadas puede
conducir a la obtencion de productos naturales biodindAmicos de posible utilidad herbicida.

2. El estudio fitoquimico biodirigido del extracto organico preparado a partir de
la especie Brickellia cavanillesii permitié el aislamiento de dos metabolitos secundarios
identificados como el 6-acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno (24) y el B-sitosterol (97).

3. El 6-acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-(2H)-cromeno (24) presenté una actividad
inhibitoria  significativa del crecimiento radicular de la especie Amaranthus
hypochondriacus (Clsp = 58.4 ug/ml).

4, La presente investigacion fitoquimica constituye una contribucién al

conocimiento del contenido metabdlico secundario de la especie Brickellia cavanillesii.

PERSPECTIVAS.

e Realizar el estudio quimico de la fracciobn de diclorometano para completar la
obtencién de los metabolitos secundarios con actividad fitotoxica de la especie Brickellia
cavanillesii.

e Determinar el efecto sobre la germinacion y el crecimiento radicular de los
productos naturales en especies vegetales (malezas) de prueba con la finalidad de
ampliar el conocimiento de estos compuestos como agentes reguladores del crecimiento
vegetal.

e Establecer mediante las evaluaciones apropiadas los posibles mecanismos de

accién del metabolito obtenido como agentes reguladores del crecimiento vegetal.
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