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RESUMEN

Como parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario conducente al
descubrimiento de nuevos agentes herbicidas potenciales, el presente trabajo describe el
potencial fitotéxico de los extractos (orgénico y acuoso) y compuestos puros, obtenidos a
partir de las partes aéreas de Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) R. M. King & H. Robinson
(Asteraceae).

Los resultados de ensayos biolégicos preliminares de seleccién permitieron

determinar que la especie es una fuente de principios fitotéxicos. Este ensayo consisti6 en
la determinacién del efecto sobre la germinacion y crecimiento radicular de semillas de
Amaranthus hypochondriacus utilizando el método de la caja de Petri.
El fraccionamiento biodirigido de dos extractos orgénicos y uno acuso preparado a partir
del material vegetal seco de H. schaffneri condujo al aislamiento de catorce metabolitos
secundarios: el timol, acido angélico, euparina, f-sitosterol, B-caroteno, y nueve derivados
del timol, cuatro de los cuales resultaron ser nuevos derivados del timol: acetato de 2'-(2"-
hidroxi-4"-metilfenil)-2'-oxo-etilo  (76), 1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-diona
(78), (2Z)-2-metilbut-2-enoato de 2-isopropil-5-metilfenilo (79) y (2Z,2'Z)bis(2-metilbut-2-
enoato) de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)propan-1,3-diilo (84), a los cuales se les dio
el nombre trivial de hofmeisterina y hofmeisterinas II-IV, respectivamente. Todos los
productos fueron caracterizados por métodos espectroscopicos y espectrométricos. El
comportamiento conformacional también se estudié por modelado molecular usando la
teoria de funcionales de la a un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP.

Con la finalidad de obtener cantidades adicionales de la hofmeisterina (76) para la
realizacion de los ensayos biolégicos, asi como para comprobar su estructura molecular, se
disefi6 una sintesis basada en una transposicion de Fries del acetato de m-cresilo. El
rendimiento global de la reaccion fue de 11.8 %.

En general, todos los compuestos evaluados inhibieron el crecimiento radicular de
las arvenses de prueba de manera dependiente de la concentracién. La hofmeisterina (76)
y el compuesto 77 fueron significativamente los mas activos, incluso las concentraciones

inhibitorias medias fueron menores que las de la tricolorina A (Cls= 36.1 uM, para A.



hypochondriacus), compuesto utilizado como control positivo. El compuesto 78 mostré una
actividad fitotéxica moderada y provocé un blanqueamiento de las plantulas de A.
hypochondriacus a la concentracion 33.5 uM. Asimismo, los compuestos 76 y 77 inhibieron
las propiedades moduladoras de la CaM al inhibir la activacién de la enzima PDE1 (ICso=
4.39 y 4.22 uM, respectivamente).

El analisis por cromatografia de gases de los aceites esenciales fitotéxicos
preparados a partir de cinco lotes de material vegetal recolectado en diferentes meses del
afio, permiti6 la identificacién de 27 componentes, que representa mas del 60 % de los
constituyentes. Seis productos son derivados del timol, incluyendo la hofmeisterina III (79)
que fue el componente mayoritario en todos los lotes. Otros constituyentes importantes
fueron el cubebeno (107), cubenol (117) y el 6xido de cariofileno (115). La actividad
fitotoxica de los cinco lotes de esencias fue igualmente determinada con el ensayo de la
caja de Petri utilizando semillas de Amaranthus hypochondriacus. La actividad fitotoxica de
los aceites de los distintos lotes fue muy similar; las concentraciones inhibitorias media
(ClIs0) se encontraron en el rango de 28-93 pug/mlL. Esta actividad no fue muy diferente a la
del extracto organico de la planta, sin embargo, todas las esencias fueron mas activas que
el control positivo.

Las principales diferencias en el contenido metabdlico se ven moderadamente
reflejadas en la actividad fitotoxica; el lote de marzo, que se caracterizé por tener el menor
contenido de hofmeisterina III (79), pero el mayor de los sesquiterpenoides a-cubebeno y

cubenol, fue el més activo.



ABSTRACT

As a part of a research program to search new natural phytotoxic agents from
Mexican biodiversity useful for the development of new herbicides, the present work
describes the phytotoxic properties of some extracts and compounds from Hofmeisteria
schaffneri (A. Gray) R. M. King & H. Robinson (Asteraceae).

The species was selected as a source of phytototoxic agents by testing the effects of
some extracts of the plants on germination and radicle growth of seedlings of Amaranthus
hypochondriacus using the Petri dish bioassay.

Bioassay-guided fractionation of two phytotoxic extracts (a CH.Cl>-MeOH (1:1)
and an aqueous) prepared from the aerial parts of H. schaffneri led to the isolation of four
new thymol analogs (76, 78, 79 and 84), along with five known compounds, 77, 80-83. The
new derivatives were characterized by spectroscopic methods as 1,4-bis(2'-hydroxy-4'-
methylphenyl)butane-1,4-dione (78), 2-isopropyl-5-methylphenyl (2Z)-2-methylbut-2-
enoate (79) and 2-hydroxy-2-(2-hydroxy-4-methylphenyl)propane-1,3-diyl (2Z,2'Z)bis(2-
methylbut-2-enoate) (84). Their conformational behavior was also studied by molecular
modeling using density functional theory calculations at BBLYP/DGDZVP level. The new
compounds were designated with the trivial names of hofmeisterins II-IV, respectively.

A formal synthesis of hofmeisterin was described with a total yield of 11.8%. The
synthesis was based on Fries rearrangement of m-cresil acetate.

Compounds 76-83 significantly inhibited radicle growth of seedlings of Amaranthus
hypochondriacus and Echinochloa crus-galli in the Petri dish bioassay with ICsy’s <104 M. The
most active compounds were 76 and 77 which were more active than tricolorin A (ICs =
110 pM), used as positive control. Furthermore, the northymol analog 78 provoked
significant bleaching of the seedlings of A. hypochondriacus. However, none of the isolates
affected seedling growth or germination of Medicago sativa. The unusual phytotoxic
thymol derivatives 76 and 77 also inhibited activation of PDE1 in the presence of CaM
with ICsp values of 4.4 and 4.2 uM, respectively. Their effect was comparable to

chlorpromazine (ICso = 6.8 pM).



Essential oils from the aerial parts of the plant collected in different seasons during
a year were extracted by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled
with flame ionization detector and ion trap mass spectrometry. Twenty seven compounds
were characterized. The major compound was hofmeisterin III (79) accounting for, on
average 29.42 %, followed by thymyl isovalerate (114, 16.76%). Other important
components were a-cubebene (107), cubenol (117) and caryophyllene oxide (115). The
yield and composition remained constant during the year.

The essential oils were tested for their phytotoxic activity using the Petri dish
method. The essential oils tested were effective against Amaranthus hypochondriacus
seedlings, the ICso ranged between 28 and 93 pg/mL, being the most active the oil from
the plant collected in March, which contained the lowest amount of hofmeisterin III (79)

but the highest amount of a-cubebene and cubenol.



I. ANTECEDENTES.

1.1 EMPLEO DE HERBICIDAS PARA EL CONTROL DE LAS MALEZAS EN
LAS PRACTICAS AGRICOLAS MODERNAS: VENTAJAS, DESVENTAJAS Y
PERSPECTIVAS.

La agricultura es una de las actividades mas importantes desarrollada por los
humanos y estd encaminada a la produccion de bienes y satisfactores alimenticios. La
buena practica de esta actividad es importante para la consecucion de alimentos
suficientes para una dieta equilibrada para una poblacién que cada dia va en aumento.

Se estima que dos terceras partes de la poblacién mundial econémicamente activa
se dedican a la agricultura, representando asi, una de las industrias mas grandes del
mundo y la base de la economia de diferentes paises (Labrada, 2004). A lo largo de la
historia, los agricultores han enfrentado numerosos problemas, alguno de los cuales se
indican en los parrafos siguientes.

En primer lugar, el uso excesivo de los suelos para producir una mayor cantidad
de alimentos para satisfacer las necesidades de la creciente poblacion mundial y el
excesivo pastoreo han provocado el desgaste de la tierra y a la postre, falta de agua,
erosiéon de los suelos, destruccion de los ecosistemas, y finalmente la alteracién de la
vegetacion natural. La explotacion exagerada de los suelos ocurre principalmente en los
paises altamente industrializados donde se trabaja bajo sistemas intensivos de siembra.

Cuando no existen las condiciones deseables de temperatura, humedad y
nutrientes para el desarrollo 6ptimo de los cultivos, la capacidad de crecimiento y
reproduccién de las plantas disminuye y aumenta la competencia entre especies, originado
la propagacion y persistencia de aquellas plantas que se adapten mejor a las condiciones
extremas. Estas tltimas especies se conocen como malezas, arvenses o plantas dafiinas;
algunas son indeseables por los dafios que ocasionan a los cultivos al competir por luz,
nutrientes, agua y espacio; otras son hospederas de insectos y patégenos dafiinos. La gran
mayoria de las plantas dafiinas estdn relacionadas con enfermedades causadas por virus y

algunas son alelopaticas, llegando a representar un serio problema dentro del



agroecosistema (Weston y Duke, 2003; Singh, 2003). Una caracteristica de la mayoria de las
malezas es su capacidad para el ajuste fenotipico en los caracteres morfolégicos y las
respuestas fisioldgicas bajo diferentes condiciones del medio. La consecuencia de esta
plasticidad es evidente en la produccion de semillas (Miner, et al., 2005; Basu, et al., 2004).

Algunas arvenses tienen uso culinario o medicinal. Por lo tanto, el concepto de
maleza es relativo y antropocéntrico. Entonces, se consideran plantas dafiinas aquellas que
bajo ciertas circunstancias afecten el desarrollo de otros cultivos de interés econémico
(Vibrans, 2001; Espinosa-Garcia, et al., 2004).

Las malezas constituyen el segundo componente econémico mas importante del
complejo total de plagas antecedido por los insectos y seguido por los dcaros, vertebrados,
nematodos, y patégenos de plantas (Labrada, 2004). Se han identificado aproximadamente
7000 especies de malezas, lo que corresponde a un 10% de las especies vegetales alrededor
de mundo; de este gran ntimero, 250 especies han provocado una dramatica disminucion
en los rendimientos de los cultivos de mayor importancia econémica (Vyvyan, 2002).

El conocimiento del dafio que ocasionan las arvenses proviene de las evaluaciones
de pérdidas de cosechas agricolas. De tal forma que se considera que las malezas
ocasionan una pérdida del 10% de la produccion agricola lo cual se ve claramente reflejado
en las estadisticas agroeconémicas; estds tltimas estiman que las perdidas anuales en la
agricultura en los paises en desarrollo causadas por malezas es del orden de 125 millones
de toneladas, cantidad suficiente para alimentar 250 millones de personas (Reporte FAO).

Las principales especies de malezas registradas en el mundo pertenecen a la familia
Poaceae (Espinosa-Garcia, et al., 2004; Randall, 2002; Brundu, et al., 2001). Cada pais, por
supuesto, tiene sus listas oficiales. En el caso de México, aunque no hay una lista oficial,
los diversos reportes y publicaciones de investigadores especializados permiten inferir que
las mds importantes son las resumidas en la Tabla 1. Muchas de estas especies son también
las més agresivas a nivel global. (Espinosa-Garcia, et al., 2004; Villasefior y Espinosa-

Garcia, 2004; Villasefior, 1989).



Tabla 1. Principales malezas encontradas en los cultivos de México®.

ESPECIE FAMILIA ORIGEN DISTRIBUCION lgggﬁg’:ﬂgx‘

MALEZAS DE HOJA ANGOSTA

Cyperus esculentus Cyperaceae Europa Mayor parte del territorio Algodén, papa y maiz.

Avena fatua * Poaceae Europa Norte del pais, Oaxaca Avenay trigo

Cenchrus incertus * Poaceae América Norte del pais. Varios cultivos

Cynodon dactylon * Poaceae Africa Mayor parte del territorio Cafia de azucar, maiz

Echinochloa crus-galli *. Poaceae Europa-Asia  Norte del pais Arroz, maiz, papa

Sorghum alepense. * Poaceae Europa-Asia  Toda la republica Varios cultivos

MALEZAS DE HOJA ANCHA

Amarantus hybridus * Amaranthaceae Norteamérica Mayor parte del territorio Varios cultivos

Helianthus annuus Asteraceae Norteamérica Norte del pais, Oax. y Varios cultivos
Guerrero.

Taraxacum officinale Asteraceae Europa Norte y centro del pais Varios cultivos

Xanthium stramarium Asteraceae México Varios estados Varios cultivos

Convolvulus arvensis * Convolvulaceae Europa Varios estados Varios cultivos

Chenopodium album * Chenopodiaceae  Europa-Asia  Varios estados Varios cultivos

Salsola kali Chenopodiaceae  Rusia Norte y centro del pais Varios cultivos

Argemone echinata Papaveraceae México Norte del pais Ganado

Argemone mexicana Papaveraceae América Norte y centro del pais, Cafia de azlcar
Oaxaca

Rumex crispus Poligonaceae Europa-Asia  Varios estados Alfalfa, papa, cereales

Datura quersifolia Solanaceae México Norte del pais Ganado

Solanum rostratun Solanaceae México Varios estados Algodon

“Adaptado de: Villasefior et al., 1998.
* Especies mas agresivas a nivel mundial.

Para el control de las malezas se han utilizado diversas estrategias las cuales se

incluyen en el reporte “Manejo de Malezas en los Paises en Vias de Desarrollo” emitido

por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO,

por sus siglas en ingles) en 1997 (Labrada, 1997); las mds importantes se resumen a

continuacioén:

1. Métodos preventivos, que incluyen los procedimientos de cuarentena para
prevenir la entrada de una maleza exdtica en el pais o en un territorio particular.

2. Métodos fisicos: arranque manual, escarda con azada, corte con machete u otra
herramienta y labores de cultivo.



3. Métodos culturales: rotaciéon de cultivos, preparaciéon del terreno, uso de
variedades competitivas, distancia de siembra o plantacién, cultivos intercalados o
policultivo, cobertura viva de cultivos, acolchado y manejo de agua.

4. Control quimico a través del uso de herbicidas.

5. Control biolégico a través del uso de enemigos naturales especificos para el
control de especies de malezas.

6. Otros métodos no convencionales, como por ejemplo la solarizacién del suelo.

De los métodos anteriormente mencionados, los herbicidas han tenido un mayor
impacto en las précticas agricolas, principalmente en la agricultura convencional ejercida
en los paises desarrollados en donde la necesidad de reducir costos y aumentar la
produccién han sido los objetivos prioritarios; en general el consumo de herbicidas, en
comparacion a otras formas de control de malezas, aumenta en respuesta a la necesidad de
incrementar la produccién de alimentos.

El empleo de herbicidas para el control de malezas ha estado presente a lo largo de
la historia de la agricultura. Asi por ejemplo, los griegos utilizaban compuestos
inorganicos, como el azufre y los chinos emplearon sales derivadas del arsénico a partir
del siglo 16 (Devine, 2002). La gran mayoria de estos productos eran utilizados por
serendipia y no mostraban una accion selectiva. A principio del siglo 20 se sintetizaron los
primeros herbicidas potenciales; conforme avanzé el tiempo, el ntimero y la complejidad
de los mismos incrementaron. De esta forma nacieron los herbicidas “organicos” como el
2,4-dinitro-o-cresol. Pero no fue sino hasta el descubrimiento de los éacidos
ariloxialcanoicos y su efecto sobre la regulaciéon del crecimiento que los herbicidas
empezaron a desarrollarse y comercializarse a gran escala; los mas relevantes de estos
herbicidas son el acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) descubierto en 1945 y el acido
metaclorofenoxiacético (MCPA) en 1946 (Carson, 1967; Devine 2002). Estas moléculas de
tipo auxina eran consideradas “no téxicas” y efectivas a bajas dosis; ademas, su costo de
produccién era muy bajo. Hoy en dia, el uso del MCPA, esté prohibido y el del 2,4-D esté
restringido en varios paises debido a que ha mostrado un buen grado de toxicidad en
animales y humanos (WSSA).

En la actualidad existen alrededor de 200 herbicidas autorizados para su uso y los

criterios para su clasificacion son variados (Mallory-Smith y Retzinger, 2003; Boger, et al.,



2002; WSSA). Hay herbicidas selectivos que solo matan algtn tipo de plantas y otros no
selectivos que matan toda tipo de vegetacion. Desde el punto de vista de su naturaleza
quimica hay més de 20 familias de herbicidas. Los compuestos de tipo bipiridilos como el
paraquat y el diquat (desarrollados por Singenta®) u organofosforados como el glifosato
(desarrollado por Monsanto®) son los mas utilizados. Asi mismo, dependiendo del
momento de la aplicacién los herbicidas pueden ser post-emergentes o pre-emergentes
(WSSA)

Otra clasificacion de los herbicidas se basa en su modo de accién. A la fecha se
tienen identificados aproximadamente 27 blancos de accién. Sin embargo, mas del 50% de
los herbicidas comerciales afectan solo tres blancos (Tabla 2), principalmente la fotosintesis

(Wakabayashi y Boger, 2004a; 2004b; Cole, et al., 2000; Hess, 2000).

Tabla 2. Principales blancos de accién de los herbicidas de mayor uso

Blanco de accion No. de herbicidas
Fotosistema Il 59
Acetolactato sintasa 43

Protoporfirinogeno IX oxidasa 28 (-3)

Mimetisadores de Auxina 20
Acetil CoA carboxilasa 16
Division celular 14
Fitoeno desaturasa 11

Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 3 (+3)
Fosforilaxion oxidativa 3
Biosintesis de celulosa
Fotosistema |

Transporte de auxina
Enolpiruvatoshikimato sintasa
Dihidropteroato sintasa

Glutamino sintetasa

IS =S = SN N I N

Licopeno sintetasa
Desconocido o no especificado 48
total 254

Tomada de: Cole, et al., 2000. El nimero entre paréntesis indica
una reclasificacion.



En los afios sesenta se iniciaron los estudios de toxicidad de los herbicidas de uso
comun y hasta la fecha se han documentando un gran nimero de efectos adversos
provocado por el incremento en su uso. (Carson, 1967; Shaner, 2003 Alavanja, et al., 2004;
Abdollahi, et al., 2004). Por ejemplo, estudios recientes demostraron que el Roundup®,
forma comercial del glifosato, es muy letal para anfibios (Relyea, 2005a; 2005b); ademas,
puede ocasionar el aborto en humanos (Benachour, et al., 2007).

Por otra parte, no fue sino hasta la década de los 70 cuando se reportaron los
primeros casos de malezas resistentes a los herbicidas. Con estos hallazgos se comenzaron
a visualizar los problemas ocasionados por los herbicidas sintéticos. Actualmente, el
nimero de malezas resistentes ha incrementado sensiblemente (Beckie, 2006; Tranel y
Wright, 2002; Heap, 1997; Jasieniuk, et al., 1996; Holt, et al., 1993; Fuerst y Vaughn, 1990;
Holt y Lebaron, 1990; inter alia). Entre otras muchas causas, este problema se origina por
practicas como el monocultivo, el uso continuado de un mismo tipo de herbicida o el uso
combinado de herbicidas con el mismo blanco de accién (Rausher, 2001). Las sulfonilureas
y las imidazolinonas, en particular, provocan la evolucién rdpida de malezas resistentes y
se conocen hasta catorce especies que le son resistentes a las primeras. Cassia obtusifolia,
una maleza agresiva de la soya y el maiz en el sudeste de los EE.UU., es resistente a los
herbicidas con nticleo imidazolinona (Goldburg, 1992).

Con la finalidad disminuir el uso irracional de los herbicidas y prevenir problemas
futuros de resistencia la FAO recomienda la aplicacién de técnicas agricolas que
contribuyan a un manejo sustentable de los recursos agricolas; estas técnicas forman parte
del programa de Manejo Integrado de Plagas (MIP) promovido por esta misma organizacion
(Yussefi, y Willer, 2002; Romero, 2004; Cobbe, 1998; Labrada y Parker, 1996).

Asi mismo, diferentes grupos de investigaciéon alrededor del mundo, tanto
académicos como industriales, estdn promoviendo el uso de productos de origen natural
(provenientes de vegetales o microorganismos) para combatir las plantas nocivas. Estos
productos pueden utilizarse como herbicidas per se, 0 como “moléculas lideres” para el
desarrollo de nuevas estructuras mas potentes, con blancos de accién més especificos y en
lo posible de menor toxicidad (Rimando y Duke, 2006; Clay, et al., 2005; Duke, et al., 2002;
2000; 1999; 1997; Dayan y Romagni, 2001; Dayan, et al., 2000; 1999; Macias, et al., 2000;
Abell, 1996; inter alia).



1.2 EL REINO VEGETAL COMO UNA FUENTE POTENCIAL DE
HERBICIDAS.

En la literatura cientifica especializada se han descrito numerosos compuestos de
origen vegetal que han generado un gran interés debido a sus notables propiedades
fitotoxicas. Estos compuestos son estructuralmente mas complejos que los herbicidas
sintéticos, por lo tanto pueden actuar especificamente como inhibidores de proteinas
involucradas en los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, ya sea biomimetizando
sustratos naturales 6 intermediarios (Jeschke, et al., 2006; Duke, et al., 2002; Weir, et. al.,
2004; Vyvyan, 2002; Dayan, et. al., 2000 inter alia). Entre los metabolitos vegetales que son
dignos de mencionar por su potencia fitotoxica y/o mecanismo de accién novedoso se
encuentran el 1,4-cineol (1) y su isémero el 1,8-cineol (2), la artemisinina (3), la partenina
(4), la juglona (5), la tricolorina A (6), la sorgoleona (7), la leptospermona (8) y la hipericina
(9). Todos estos compuestos se han aislados a partir de plantas medicinales, lo que sugiere
que estas especies constituyen buenos puntos de partida para la obtencién de agentes
herbicidas (Cutler y Cutler, 1998).

El monoterpenoide 1,4-cineol (1) y el 1,8-cineol (2) que son los principales
componentes del aceite esencial de varias especies del género Eucalyptus son potentes
inhibidores de la asparagino sintetasa, enzima involucrada en la sintesis de asparagina y
que juega un papel importante en la movilidad del nitrégeno en plantas (Vyvyan, 2002).
También inhiben la division celular a nivel de la mitosis; en el caso del 1, 4 cineol (1), este
metabolito actia especificamente en la profase, a diferencia del 1,8 cineol, que actta en
todas las etapas de este proceso (Duke, 2003; Romagni, et al., 2000). Asi mismo, aunque los
dos compuestos inhiben el crecimiento radicular y la germinacion, el 1,4 cineol (1) tiene
una potencia mayor y causa distorsiones morfolégicas. La presencia del éter ciclico en las
estructuras moleculares de ambos terpenoides es esencial para el efecto fitototéxico (Duke,
et al, 2000). A partir del 1,4-cineol se desarroll6 la cinmetilina (Cinch®), un herbicida

ampliamente comercializado en Europa.
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La artemisinina (3), potente antimalérico aislado de las partes aéreas de Artemisia
annua (Asteraceae), presenta también una excelente actividad fitotoxica (Weston y Duke,
2003; Bagchi; et al., 1998; Lydon, 1997; Chen, et al., 1990; Duke, et al., 1987). En estudios
sobre cultivos experimentales, esta lactona sesquiterpénica redujo significativamente
(entre un 65 y 80 %) la aparicién de arvenses, como E. crus-galli. El analisis posterior de los
suelos confirmé la presencia de artemisinina hasta ocho semanas después de su
incorporacién; posteriormente se degradé totalmente (Delabays, et al., 2001). Otra lactona
sesquiterpénica, la partenina (4), aislada de la especie Parthenium hysterophorus
(Asteraceae) inhibe igualmente el desarrollo de varias especies vegetales (Adkins y
Sowerby, 1996, Dhawan, et al., 1994;); asi, la lactona 4 afecta de manera importante el
crecimiento de Brassica campestres una arvense muy agresiva para varios cultivos; sin
embargo, no afecta el crecimiento del trigo (Batis, et al., 1997, Pandey, 1993;). Este
comportamiento le confiere a la germacranélida un efecto selectivo sobre las

dicotiled6neas.



La tricolorina A (6) es el principal agente alelopatico de la especie vegetal Ipomoea
tricolor (Convulvulaceae) la cual es utilizada en las practicas agricolas tradicionales de
nuestro pais como cultivo de cobertura. El glicolipido 6 (Anaya et al., 1990; Pereda-
Miranda, et al., 1993). Asi mismo, actia a nivel de la fotosintesis inhibiendo el transporte
de electrones en el fotosistema II; la presencia de la macrolactona parece ser un
requerimiento estructural para esta actividad ya que el acido tricolérico es inactivo
(Vyvyan, 2002 Achnine et al., 1999; Pereda-Miranda, et al., 1993). También acttia a nivel de
la membrana plasmatica, especificamente inhibiendo a la H*ATPasa, una enzima clave en
el transporte activo (Morsomme y Boutry, 2000; Calera, et a.l., 1995).

La sorgoleona (7), compuesto mayoritario de las raices de Sorgum bicolor (Poaceae),
inhibe el transporte de electrones durante la fotosintesis debido a que compite con la
plastoquinona por su sitio de union a la proteina D-1 del fotosistema II (PS-II) (Weir, et al.,
2004; Dayan, et al., 1999; Gonzalez, et al., 1997, Nimbal, et al., 1996;). También se ha
demostrado que puede desplazar a los herbicidas de tipo atrazina en este mismo sitio de
accion. Por ultimo, recientemente se comprob6é que la sorgoleona (7) inhibe a la
dioxigenasa del 4cido hidroxifenilpiravico (HPPD, por sus siglas en inglés) (Dayan, et al.,
2007), una enzima clave en la sintesis de pigmentos que participan en los procesos de
respiracion y fotosintesis (Moran, 2005; Wu, et al., 2002; Meazza, et al., 2002; Lee, et al.,
1997).

La leptospermona (8), una tricetona natural aislada de diferentes especies de la
familia Myrtaceae (Leptospermun spp y Callistemon spp, principalmente), provoca el
blanqueamiento de las hojas ya que es un inhibidor de la HPPD. Actualmente esta enzima
es un blanco molecular atractivo para el desarrollo de una nueva clase de herbicidas de
tipo B-tricetona, como la sulcotriona y la mesotriona (Vyvyan, 2002; Dayan, et al., 2007;

Meazza, et al., 2002).



1.3 LA CALMODULINA COMO UN BLANCO DE ACCION POTENCIAL DE
COMPUESTOS FITOTOXICOS DE ORIGEN VEGETAL.

La calmodulina (CaM) es una proteina ubicua que se enlaza al calcio y regula
muchos procesos celulares a través de su interaccién con una gran variedad de proteinas
blanco en plantas y animales. Esta proteina es de bajo peso molecular (16 a 18 kD) y est4
constituida por alrededor de 148 aminoacidos arreglados en dos dominios globulares que
estan conectados por una larga hélice flexible. Cada dominio globular contiene dos sitios
funcionales que se unen al i6n calcio. Al enlazarse al calcio la CaM expone dos superficies
hidrofébicas rodeadas por una carga negativa, una en cada dominio globular. Entonces el
complejo Ca2-CaM puede enlazarse a sus enzimas blanco principalmente mediante
interacciones hidrofébicas con las largas cadenas de las enzimas blanco (Chin y Means,
2000; Bouché et al., 2005).

En plantas (trigo, papa, Arabidopsis y soya) se expresan un gran ntmero de
isoformas de la CaM (Lee, et al., 2000; Bouché, et al., 2005, Yamniuk y Vogel, 2005).
Algunas de estas isoformas (SCaM-1 a SCaM-3) tienen un alto grado de homologia (90%)
con la CaM de mamiferos; otras como la SCaM-4 y SCaM-5 muestran solamente un 78% de
identidad con la proteina animal.

La CaM vy sus enzimas blanco constituyen una red compleja que participa en casi
todos los procesos celulares, por lo tanto, la proteina es importante en la regulaciéon de
varios procesos fisiol6gicos en las plantas incluyendo los relacionados con el crecimiento y
la defensa (Daye, et al., 2001; Black, et al., 2004; Kortvely y Gulya, 2004).

La CaM regula mas de 50 enzimas y canales ionicos; estas proteinas incluyen varias
cinasas (CaM cinasa II), fosfatasas (calcineurina y fosfodiesterasa), oxido nitrico sintasas,
adenilato ciclasas (1 y 8), canales de calcio dependientes de voltaje, receptores de IP3 y un
gran numero de proteinas del citoesqueleto (Toutenhoofd y Strehler, 2000; Black, et al.,
2004; Bouché, et al., 2005). Algunas de estas proteinas son exclusivas de plantas como por
ejemplo las proteinas cinasas (CaMKs), la calcio ATPasa ACA9, de importancia particular
para el desarrollo y fertilizacién normal de los tubos polinicos; la fosfatasa ser/thr PP7 y la
proteina especifica del polen NPG1, entre otras. Estas enzimas son importantes para el
desarrollo de las plantas. Otras proteinas tienen homologos en otros organismos pero son

reguladas por la CaM tnicamente en plantas. Ejemplos de estas enzimas son la glutamato



descarboxilasa y la NAD-cinasa. El resto son enzimas que tienen homoélogos reguladas por
CaM tanto en plantas como en otros organismos. Ejemplos de este ultimo grupo son las
ATPasas de la membrana plasmatica, varias proteinas cinasas y la proteina kinesina
(Bouché, et al., 2005).

Muchos compuestos quimicos interaccionan con la CaM e inhiben sus propiedades
moduladoras. Los inhibidores de la CaM mads estudiados pertenecen a un grupo de
tranquilizantes conocidos comtinmente como fenotiazinas. Entre los més importantes se
encuentran la clorpromazina (10) y la trifluoroperazina (11). Otros inhibidores de la
proteina son el calmidozolio y el compuesto W7 ampliamente utilizados como
herramienta de investigacion en los procesos en los que participa la CaM. Todos estos

compuestos inhiben la activacién de las enzimas dependientes de CaM.
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Para detectar la interaccién de la CaM con compuestos naturales y drogas se han
utilizado diferentes métodos in vitro los cuales incluyen la cromatografia de afinidad
(Molnar, et al., 1995; Ovadi, 1989), la protedlisis limitada (Ovadi, 1989), la espectroscopia
UV, el dicroismo circular (Molnar, et al., 1995; Harmat, et al., 2000; Vertessy, et al., 1998), la
electroforesis en gel (Leung, ef al., 1985), la fluorescencia de energia de resonancia (Au, et
al., 2000; Molnar, et al., 1995; Sharma, et al., 2005), la resonancia magnética nuclear (Zhou, et
al., 1994; Craven, et al., 1996), la difraccién de rayos X (Vertessy, et al., 1998; Harmat, et al.,
2000), la mutagénesis dirigida que sirve para identificar sitios de unién e inhibicién en la

CaM (Odom, et al., 1997) y los ensayos enzimaticos funcionales utilizando enzimas



sensibles a la CaM (Orosz, et al., 1988, 1990; Ovadi, 1989; Mélnar, et al., 1995; Sharma, et al.,
1997). La enzima dependiente de CaM que maés se ha utilizado para detectar antagonistas
de la CaM es la fosfodiesterasa del AMP ciclico (PDE-1), aislada de cerebro o corazén de
bovino. Esta enzima cataliza la hidrélisis de nucleétidos ciclicos a nucledtidos de
monofosfato. La actividad de la PDE1 puede medirse mediante diversos procedimientos.
Los dos mas utilizados son el de radioinmuno-ensayo y el espectrofotométrico. En ambos
métodos la actividad de la enzima se correlaciona con la cantidad de Pi generado por la
hidrélisis del AMPc en presencia de una nucleotidasa (Ovadi, 1989; Sharma y Wang, 1979).
Muchos metabolitos secundarios aislados de microorganismos (actinomicetos,
bacterias y hongos) y plantas inhiben a la CaM; estos metabolitos presentan una gran
diversidad estructural y quizd el que mayor atencion ha recibido es el sesterterpenoide
ofiobolina A (12). El producto 12 es una fitotoxina muy potente aislada de varios hongos
fitopatégenos de los géneros Bipolaris y Drechslera. Su actividad inhibitoria de la CaM se
demostré inicialmente a través de ensayos funcionales enziméticos, estudios de
fluorescencia, electroforesis, mutagénesis dirigida y experimentos in vivo (Leung, et al.,
1984).
Los compuestos de origen vegetal que afectan las propiedades moduladoras de la
CaM incluyen alcaloides, sesquiterpenoides; cumarinas, y-pironas y xantinas, antraciclinas,
lignanos, ciclopéptidos; estilbenoides, asi como flavonoides y otros compuestos fenolicos.
A continuacién se presenta una revisiéon detallada de los metabolitos vegetales mas

importantes que afectan las propiedades moduladoras de la CaM in vitro:

1.3.1 Alcaloides y péptidos. A la fecha los alcaloides antagonistas de la CaM
pertenecen a la categoria de las isoquinolinas, de los indoles y pétidos.

En el primer grupo los mas estudiados son la bencilisoquinolina papaverina (13)
presente en el opio, y las bisbencilisoquinolinas berbamina (14), dauricina (15) y
daurisolina (16) obtenidas de Menispermun dauricum (Menispermaceae) y Berberis portieri
(Menispermaceae). Todos estos compuestos son farmacolégicamente activos e inhiben a la
PDE1 y PDE10 dependientes de CaM (Boswell-Smith et al., 2006; Siuciak, et al., 2006;
Ronca-Testoni, et al, 1985; Hu, et al., 1988).
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En el caso de la papaverina (13), parte de sus efectos farmacolégicos (relajaciéon de
la musculatura lisa) son debido a la inhibicién de la PDE1 (Boswell-Smith et al., 2006;
Siuciak et al., 2006).

Entre las bis-bencilisoquinolinas, el producto més activo es la berbamina (14) que
inhibe la PDE1 con una Cls = 22 uM, similar a la del control positivo trifluorpiperacina
(Hu, et al., 1988). Estudios de relacion estructura quimica-actividad con la berbamina
revelaron que el incremento en la lipofilia de la molécula provocaba un aumento en su
actividad inhibidora de la CaM. Asi por ejemplo, el andlogo de la berbamina con un grupo
n-propionilo en C-12 fue dos veces mds potente que la molécula prototipo; del mismo
modo, el derivado mono acetilado de la daurisolina fue mas activo que el alcaloide
original (Chen, et al., 1990). Cabe mencionar que la naturaleza del nitrégeno (terciario vs
cuaternario) de la porcién terminal de la bisbencilisoquinolina no modifica la actividad
anti-CaM de los alcaloides (Hu, et al., 1988).

Los alcaloides indélicos antagonistas de la CaM se encuentran los
indolmonoterpenoides vinblastina (17) y vincristina (18), dos agentes antitumorales de uso
terapéutico, y la melatonina (19). Los dos primeros se unen a la CaM de manera
dependiente de Ca2*. La constante de disociaciéon calculada (3uM) para el complejo CaM-
vinblastina revel6 que la afinidad del alcaloide por la CaM es similar a la que muestra por
la tubulina (Molnar, et al., 1995). Los mondémeros catarantina (20) y vindolina (21), sin
embargo no interaccionan con la proteina (Roufogalis, et al., 1999). La melatonina (19),
hormona que se encuentra en todos los organismos vivos, actia como un antagonista de
CaM induciendo cambios conformacionales en el complejo receptor de estrégeno a-CaM
(ERa-CaM) impidiendo asi su unién al DNA, y por lo tanto inhibiendo la transcripciéon
ERa-dependiente. El efecto de la melatonina es especifico dado que otras triptaminas no
interacttian con la CaM (Del Rio, et al., 2004).

Los péptidos 22-32, obtenidos a partir de las especies medicinales Zizyphus vulgaris
var. spinosus y Z. jujube var. inermis (Rhamnaceae) y que son utilizadas en la medicina
oriental para tratar el insomnio, inhiben varias enzimas dependientes de CaM (PDEI1,
Ca?*-ATPasa y proteina cinasa II (PKII). En general, estos alcaloides fueron mds potentes
como inhibidores de la CaM que la clorpromazina. La sanjoinina A (22), metabolito
mayoritario de Z. vulgaris, se une a la CaM de manera dependiente de Ca2* en una relaciéon

1:2 (Han, et al., 1993, 2005; Hwang, et al., 2001). El efecto de los alcaloides sobre la Ca2*-



ATPasa podria estar relacionado con las propiedades sedantes de las plantas (Hwang, et

al., 2001).

1.3.2 Terpenoides. Entre los terpenoides que inhiben a la CaM se han descrito
varios sesquiterpenoides y triterpenoides. Dos de los sequiterpenoides, el &cido
deshidroflourénsico (33) y flourensadiol (34) son los metabolitos fitotoxicos de la especie
Flourensia cernua (Asteraceae). Estos sesquiterpenoides afectan la movilidad electroforética
de la CaM (SDS-PAGE). Asimismo, inhiben a la PDE1 con valores de Clsp=23.2 y 5.2 pM,
respectivamente (Mata et al, 2003). El compuesto 34 fue mas activo que la clorpromazina
(Clso=10.2 uM).

El sesquiterpenoide gosipol (35) se biosintetiza en las semillas del algodonero
(Gossypium spp., Malvaceae) e inhibe de manera no competitiva a la Ca2*ATPasa de la
membrana plasmética de espermatozoides humanos (Clso = 13 uM) (Roufogalis, et al.,
1999). Asi mismo, también inhibe a la Ser/ Thr fosfatasa dependiente de Ca2+-CaM, la cual
es una enzima clave para muchos efectos mediados por la ciclosporina A (CsA) y el
tacrolimus (FK506) (Baumgrass, et al., 2001).

El 4cido quinévico (36) y su glucésido (37), aislados de Mitragyna stipulosa y otras
especies de la familia Rubiaceae, inhibieron la actividad de la PDE1 con valores de Cls=
0.166 y 0.374 mM, respectivamente (Fatima, et al., 2002). En este caso, la cisteina fue
utilizada como control positivo (Clso = 0.748 mM).

La jujubosida A (38), un triterpenoide aislado de la droga china conocida como
sanzaoren, es un inhibidor no competitivo de la CaM y probablemente se enlaza a la CaM

a través de interacciones hidrofébicas (Zhou, et al., 1994).
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1.3.3 Piranocumarinas, y-pironas y antraquinonas. De la especie Prionosciadium
watsoni (Umbelliferae) fueron aislados nueve piranocumarinas (39-47) y tres y-pironas (48-
50), las cuales mostraron actividad fitotéxica contra Amaranthus hypochondriacus,
Echinochloa crus-galli y Lemna pausicostata. Estos productos modificaron la movilidad
electroforética de la CaM de espinaca y cerebro de bovino (Valencia-Islas, et al., 2002).

La emodina (51), una antraquinona que se encuentra en varias plantas y hongos
afecta la movilidad electroforética de las calmodulinas de espinaca y cerebro de bovino

(Macias, et al., 2001).
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1.3.4 Lignanos. Los furofuranos 52-55 aislados de la especie Leucophyllum ambiguum
(Scrophulariaceae), afectan la mobilidad electroforética de la CaM. De manera adicional, la
actividad de la enzima PDE1 dependiente de CaM fue inhibida en presencia de estos
compuestos (Clso = 14.4, 26.4, 7.4, y 5.6 pM, respectivamente). La actividad inhibitoria de

los compuestos 54 y 55 fue mayor que la de la clorpromazina (Clso = 10.2 pM) (Rojas, et al.,

2003).
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1.3.5 Estilbenoides. Los estilbenoides 56-63 aislados de las orquideas mexicanas
Epidendrum rigidum, Scaphyglottis livida y Nidema boothii son relajantes del musculo liso y
potentes agentes fitotoxicos. Estas propiedades podrian estar relacionadas con las
propiedades anti-CaM que presentaron estos compuestos. Todos ellos inhiben a la PDE1
sin afectar la actividad basal de esta enzima (Hernandez-Romero, et al., 2004; 2005). De

estos compuestos, la nidemona (56) presenta una estructura poco coman.
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Cabe mencionar, que los compuestos 59 y 60, inhibieron el crecimiento radicular de
A. hypochondriacus con valores de Cls entre 0.1, 0.65, M, respectivamente. El 2,4-D fue
utilizado como control positivo (Clso 0.19 p#M). La aplicacion foliar de 59 a una
concentracion de 1 xM a plantas jovenes de amaranto (4 semanas) redujo

considerablemente la elongaciéon del tallo (69 %) y el peso de las plantulas (54 %).



1.3.6 Flavonoides y otros compuestos fendlicos. La quercetina (64) es uno de los
flavonoides mdas comunes en plantas; este compuesto abate completamente la
fluorescencia de la CaM inducida por la 1-N-fenilnaftilamina (NPN, por sus siglas en
ingles) a una concentracién de 50 pM. De manera adicional, las propiedades inhibidoras
de la CaM de este flavonoides se confirmaron mediante experimentos de unién de la
quercetina marcada isotopicamente con #C al complejo Ca2*-CaM utilizando la técnica de
Hummel y Dryer (Nishino, et al., 1984).

Las isoflavonas genisteina (65) y biochanina (66) asi como la naringenina (67), una
flavanona y el C-glicésido de la rutina 68, inhiben la actividad de la PDE1 de cerebro de
bovino de una manera dependiente de la concentraciéon sin afectar apreciablemente la
actividad basal de esta enzima; los valores de Clsy calculados para estos tltimos cuatro
compuestos fueron 220, 320, 529 y 317 uM respectivamente. El efecto fue comparado con la
quercetina (64; Clso 52.8 uM). Los flavan-3-oles catequina (69) y epicatequina (70) sin
embargo, no fueron inhibidores especificos ya que inhibieron la actividad basal de la
enzima.

Las chalconas antitumorales 4-hidroxiderrecina (73) y xantoangelol (74), aisladas
de Angelica keiskei (Umbelliferae), igualmente interaccionan con el complejo Ca2*-CaM a las
concentraciones de 1 y 0.5 ug/mlL, respectivamente. La interaccién de estos ultimos
compuestos con la CaM se comprobé mediante experimentos de fluorescencia (Okuyama,
et al., 1991).

La naringenina (67) y el 4cido caféico (75) inhiben significativamente la actividad
de la PDE1 dependiente de CaM con valores de Clsp de 67 y 8 uM respectivamente,
mientras que otro tipo de compuestos aromaticos como son los acidos clorogénico,
vainillinico, homovainillinico, feralico, gentisico, trans-cindmico, fenilacético y o-cumadrico
fueron inactivos presentado valores de Clso mayores a 500 uM (Paliyath yPoovaiah, 1985).
Por ultimo, el policétido orselinato de metilo, aislado de Flourensia cernua y varias especies

de hongos y liquenes, inhibe a la PDE1 con un valor de Cls = 8.1 uM (Mata, et al., 2003).
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Varios metabolitos aislados de microorganismos también inhiben a la proteina

CaM. Estos ultimos presentan una gran diversidad estructural, incluyendo péptidos tipo

polimixina (Hegemann, et al., 1991); terpenoides (Nakanishi, et al., 1992; Ichimura, et al.,
1996); policétidos (Nakanishi, et al., 1990b); alcaloides (Martinez-Luis, et al., 2006; Kase, et
al., 1986; Nakanishi, et al., 1986, Matsuda, et al., 1988; inter alia) isoflavonas (Matsuda, 1988);

naftoquinonas y antraquinonas (Matsuda, et al., 1987, 1990; Yasuzawa, et al., 1987; inter

alia).

1.4 ANTECEDENTES DE LA ESPECIE VEGETAL HOFMEISTERIA SCHAFFNERI.

El género Hofmeisteria, pertenece a la tribu Eupatorieae, subfamilia Asteroideae,

familia Asteraceae y esta constituido por 8 especies, las cuales crecen principalmente en las

regiones centro y norte de México (King, 1967). En la tabla 3 se resumen las especies

registradas y su distribucion.

Tabla 3. Distribucién del género Hofmeisteria en México.

ESPECIE

DISTRIBUCION

Hofmeisteria crassifolia S. Wats.

Hofmeisteria dissecta (Hook & Arn) R. M. King & H. Robinson

Hofmeisteria fasciculata (Benth.)Walp in Walp

Hofmeisteria filifolia 1. M. Johnston

Hofmeisteria sinaloenses H.S. Gentry

Hofmeisteria standleyi (Blake) R. M. King & H. Robinson
Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) R. M. King & H. Robinson
Hofmeisteria urenifolia (Hook & Arn) R. M. King & H. Robinson

Sonora.

Colima, Guerrero, Jalisco, Edo. de México,
Michoacén, Sinaloa.

Baja California.

Baja california.

Sinaloa.

Jalisco, Nayarit, Sinaloa.

Jalisco, San Luis Potosi

Chiapas, Guerrero, Durango, Jalisco,
Nayarit, Sinaloa.




Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) R. M. King & H. Robinson (syn. Fleischmannia
schaffneri A. Gray) es un arbusto de 25 a 35 cm de alto que habita en ambientes himedos y
calidos, crece en las grietas de las rocas, en filtraciones y salientes himedas y la mayoria
de las veces en las orillas de los arroyos; se distribuye en los estados de Jalisco y San luis

Potosi y es cultivada en el estado de México, Distrito Federal y Michoacan. Florece entre

los meses de febrero y abril (Figura 1y 2).

Figura 1. Especie vegetal Hofmeisteria schaffneri. Figura 2. Distribucion geografica de H. schaffneri
(Tomado de: King, 1967).

H. schaffneri se conoce comunmente como “ambar” en el Estado de México y como
“manzanillo australiano” en Michoacan. En las practicas médicas tradicionales de México
la infusién de sus hojas, sola o acompafiada con toronjiles, se emplea para tratar diversos
malestares estomacales. Asi mismo, la especie se utiliza bajo la forma de cataplasma para
el tratamiento de heridas.

Ninguna de las especies pertenecientes al género Hofmeisteria ha sido objeto de
estudios quimicos previos. Sin embargo, numerosas investigaciones realizadas a otras
especies pertenecientes a la familia Asteraceae han permitido el aislamiento y
caracterizacion de diversos metabolitos secundarios, incluyendo a las lactonas
sesquiterpénicas, que posiblemente sea el grupo més representativo de esta familia;
acetilenos; flavonoides y cromenos (Wu et al., 2006; Krishna et al., 1999; 2005; Herz, 2004;

2003; Lam, 1998; Heinrich, et al., 1998). Por ultimo, cabe mencionar que algunas especies de



la subfamilia Asteroideae pertenecientes a las tribus Eupatorie (Tori, et al., 2001; Herz,
2001), Heliantheae, Inuleae (Stojakowska, et al., 2004) y Tegeteae (Liang, et al., 2007)
biosintetizan andalogos del timol, los cuales se encuentran restringidos a la familia

Asteraceae.

II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Debido a los enormes problemas generados por el empleo indiscriminado de los
herbicidas orgéanicos, la necesidad de introducir nuevos herbicidas, menos téxicos,
biodegradables y con blancos de accion mds especificos, ha generado un gran interés en la
btsqueda de nuevos herbicidas de origen natural. En este sentido, el reino vegetal
constituye una fuente valiosisima de principios fitotéxicos y por ende de moléculas
modelos adecuadas para el desarrollo de nuevos herbicidas que ofrecen, entre otras la
ventaja de ser biodegradables, disminuyendo asi los riesgos de contaminacién ambiental
que provocan los herbicidas sintéticos.

Ademas los metabolitos secundarios se consideran un punto de partida importante
para el descubrimiento de agentes herbicidas potenciales debido a que son el resultado de
la coevolucién de los organismos en respuesta a los estimulos del ambiente bittico y
abiotico De esta manera, una gran cantidad de compuestos secundarios biosintetizados
por muchos organismos vegetales son parte de sus mecanismos de defensa contra otras
plantas que le son dafiinas (Rimando y Duke, 2006). En consecuencia las probabilidades de
desarrollar nuevos herbicidas a partir de estas moléculas son altas.

La gran diversidad vegetal de México constituye un escenario ideal para el
descubrimiento de productos biodindmicos que podrian constituir la base de nuevos
herbicidas. Por lo tanto, en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM), se ha desarrollado un programa multidisciplinario destinado a
explorar el potencial fitotoxico de especies selectas de la flora mexicana y asi, contribuir al

desarrollo de nuevos herbicidas verdes (Mata et al., 1997, 2002, 2003b; Valencia-Islas et al.,



2002a, 2002b; Rivero-Cruz et al., 2003, inter alia). En el marco de este programa, se
determiné que la especie medicinal Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) RM. King & H.
Robinson (Asteraceae) constituye una fuente potencial de principios fitotéxicos ya que el
extracto integro de la especie inhibi6 significativamente el crecimiento radicular de varias
arvenses. Entonces, el objetivo primordial del presente trabajo consiste en la obtenciéon de
nuevos principios fitotoxicos a partir de la especie H. schaffneri con la finalidad de
contribuir al desarrollo de nuevos agentes herbicidas mas eficaces, biodegradables y en lo
posible de menor toxicidad y establecer si su modo de accién involucra la proteina
calmodulina.

Para alcanzar el objetivo general planteado se consideraron adecuados los

siguientes objetivos especificos:

e Establecer el potencial fitotéxico de extractos y el aceite esencial preparados a
partir de la especie Hofmeisteria schaffneri utilizando el método de la caja de Petri.

e Realizar el estudio fitoquimico biodirigido de los extractos activos, aplicando las
técnicas fitoquimicas convencionales, con la finalidad de obtener los principios
fitotoxicos.

¢ Determinar la composiciéon quimica (perfiles) de los aceites esenciales preparados a
partir del material vegetal recolectado en diferentes épocas a lo largo de un afio
aplicado la técnica de cromatografia de gases y establecer en lo posible, si las
diferencias en composicion estan relacionadas con variaciones en la actividad
bioldgica.

e Determinar el efecto de los metabolitos secundarios aislados sobre el crecimiento
radicular y germinacién de dos arvenses (Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crus-galli) y una planta de importancia agricola, la alfalfa (Medicago sativa)
utilizando también el método de la caja de Petri.

e Caracterizar la estructura molecular de los metabolitos secundarios activos aislados
de Hofmeisteria schaffneri mediante la aplicacién de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

e Determinar el efecto de los metabolitos fitotéxicos sobre la fosfodiesterasa I (PDE1)
dependiente de calmodulina con la finalidad de establecer si estos afectan las

propiedades moduladoras enzimaticas de la CaM.



e Realizar una sintesis eficiente de al menos uno de los metabolitos fitotoxicos
minoritarios que se logren aislar durante el desarrollo del estudio.

e Contribuir al conocimiento de la biodiversidad vegetal de México, mediante la
difusiéon de los resultados en publicaciones en revistas indizadas y de circulacion

internacional y la presentacién de trabajos en distintos foros académicos.

III HIPOTESIS DE TRABAJO

1.-El criterio quimiotaxonémico y etnomédico de preseleccion de materias primas
para el descubrimiento de principios activos y los resultados de ensayos de fitotoxicidad
apropiados constituyen indicadores idéneos para la detecciéon de especies vegetales que
proporcionen agentes fitotoxicos de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes

herbicidas.

2.-Los productos del metabolismo secundario de H. schaffneri, pueden variar de
acuerdo al ciclo estacional y en consecuencia las propiedades fitotoxicas potenciales de la

planta.



II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Debido a los enormes problemas generados por el empleo indiscriminado de los
herbicidas orgéanicos, la necesidad de introducir nuevos herbicidas, menos téxicos,
biodegradables y con blancos de accién mas especificos, ha generado un gran interés en la
busqueda de nuevos herbicidas de origen natural. En este sentido, el reino vegetal
constituye una fuente valiosisima de principios fitotéxicos y por ende de moléculas
modelos adecuadas para el desarrollo de nuevos herbicidas.

En general, los metabolitos secundarios se consideran un punto de partida
importante para el descubrimiento de agentes herbicidas potenciales debido a que son el
resultado de la coevoluciéon de los organismos en respuesta a los estimulos del ambiente
bidtico y abidtico De esta manera, una gran cantidad de compuestos secundarios
biosintetizados por muchos organismos vegetales son parte de sus mecanismos de defensa
contra otras plantas que le son dafinos. (Rimando y Duke, 2006).

Los productos naturales ofrecen la ventaja de ser biodegradables, disminuyendo
los riesgos de contaminacién ambiental que provocan los herbicidas sintéticos Ademas,
estos compuestos han contribuido a la identificacién y esclarecimiento de nuevos modos
de accién, a menudo mas especificos. (Rimando y Duke 2006; Dayan, et al., 1999).

La gran diversidad vegetal de México constituye un escenario ideal para el
descubrimiento de productos biodindmicos que podrian constituir la base de nuevos
herbicidas. Por lo tanto, en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM), se ha desarrollado un programa multidisciplinario destinado a
explorar el potencial fitotéxico de especies selectas de la flora mexicana y asi, contribuir al
desarrollo de nuevos herbicidas verdes (Mata et al., 1997, 2002, 2003b; Valencia-Islas et al.,
2002a, 2002b; Rivero-Cruz et al., 2003, inter alia). En el marco de este programa, se
determiné que la especie medicinal Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) King & Robinson
(Asteraceae) constituye una fuente potencial de principios fitotéxicos ya que el extracto
integro de la especie inhibi6 significativamente el crecimiento radicular de varias arvenses.
Entonces, el objetivo primordial del presente trabajo consiste en la obtencién de nuevos

principios fitotéxicos a partir de la especie H. schaffneri con la finalidad de contribuir al



desarrollo de nuevos agentes herbicidas mas eficaces, biodegradables y en lo posible de
menor toxicidad y establecer si su modo de accién involucra la proteina calmodulina.
Para alcanzar el objetivo general planteado se consideraron adecuados los

siguientes objetivos especificos:

e Establecer el potencial fitotéxico de extractos y el aceite esencial preparados a
partir de la especie Hofmeisteria schaffneri utilizando el método de la caja de Petri

e Realizar el estudio fitoquimico biodirigido de los extractos activos, aplicando las
técnicas fitoquimicas convencionales, con la finalidad de obtener los principios
fitotoxicos.

e Determinar la composicion quimica (perfiles) de los aceites esenciales preparados a
partir del material vegetal recolectado en diferentes épocas a lo largo de un afio
aplicado la técnica de cromatografia de gases y establecer en lo posible, si las
diferencias en composicion estdn relacionadas con variaciones en la actividad
bioldgica.

e Determinar el efecto de los metabolitos secundarios aislados sobre el crecimiento
radicular y germinacién de dos arvenses (Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crus-galli) y una planta de importancia agricola, la alfalfa (Medicago sativa)
utilizando también el método de la caja de Petri.

e Caracterizar la estructura molecular de los metabolitos secundarios activos aislados
de Hofmeisteria schaffneri mediante la aplicacién de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

e Determinar el efecto de los metabolitos fitotoxicos sobre la fosfodiesterasa I (PDA)
dependiente de calmodulina con la finalidad de establecer si estos afectan las
propiedades moduladoras enzimaticas de la CaM.

e Realizar una sintesis eficiente de al menos uno de los metabolitos fitotoxicos
minoritarios que se logren aislar durante el desarrollo del estudio.

e Contribuir al conocimiento de la biodiversidad vegetal de México, mediante la
difusién de los resultados en publicaciones en revistas indizadas y de circulaciéon

internacional y la presentacién de trabajos en distintos foros académicos.



III. HIPOTESIS DE TRABAJO

1.-El criterio quimiotaxonémico y etnomédico de preseleccion de materias primas
para el descubrimiento de principios activos y los resultados de ensayos de fitotoxicidad
apropiados constituyen indicadores idéneos para la detecciéon de especies vegetales que
proporcionen agentes fitotoxicos de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes

herbicidas.

2.-Los productos del metabolismo secundario de H. schaffneri, pueden variar de
acuerdo al ciclo estacional y en consecuencia las propiedades fitotéxicas potenciales de la

planta.



IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL VEGETAL

Para la preparacion de los diferentes extractos y esencias analizados en esta
investigacion, se utilizaron las partes aéreas de la especie vegetal Hofmeisteria schaffneri
recolectada en diferentes épocas del afio. Todos los lotes fueron proporcionados por el Dr.
Robert Bye y la Dra. Edelmira Linares del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
UNAM (Tabla 4). Un ejemplar de referencia de cada uno de ellos se deposité en el
Herbario Nacional (MEXU).

Tabla 4. Registros de recoleccién de los siete lotes de material vegetal (H. schaffneri) utilizados en esta
investigacion.

LOTE

FECHA DE RECOLECCION LOCALIDAD VOUCHER
Extracto organico:
Lote | 18 Noviembre 2002 San Luis Potosi Bye & Linares 31018
Lote Il 17 Febrero de 2005 Ozumba, Edo. Mex. Bye 33848
Extracto acuoso 18 Enero 2006 Ozumba, Edo. Mex. Bye & Linares 34585
Aceite esencial:
Lote AEIII 2 Febrero 2006 Ozumba, Edo. Mex. Bye & Linares 34609
Lote AEIV 1 Marzo 2006 Ozumba, Edo. Mex. Bye & Linares 34631
Lote AEV 30 Agosto 2006 Ozumba, Edo. Mex. E. Linares 1846
Lote AEVI 31 Octubre 2006 Ozumba, Edo. Mex. E. Linares 1736
Lote AEVII 16 Enero 2007 Tepococulco Edo. Mex. Bye & Linares 34962

En el caso de los dos extractos organicos y del acuoso, el material vegetal se
sometié a un proceso de desecacién a temperatura ambiente por ocho dias; posteriormente
se fraccion6 en un molino Willey Modelo 4. Para la preparacion de los aceites esenciales, se

utiliz6 la planta fresca fragmentada en trozos pequenos.



4.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES

4.2.1 Andlisis cromatogrificos. Los andlisis cromatograficos en capa fina analitica
(CCF) se efectuaron con placas de aluminio de distintas dimensiones recubiertas con una
capa de gel de silice de 0.25 mm de espesor (silica Kieselgel 60 F2s4 Merck), utilizando
varios sistemas de elusién; como agentes cromoégenos se utilizaron sulfato cérico
amoniacal o cloruro férrico (2.5 g de FeCls diluido con 50 mL de H>O y ajustado a 100 mL
con etanol). Adicionalmente, la visualizacién de las placas se realiz6é con una lampara de
luz UV (onda corta, 254 nm; onda larga, 356 nm). Los analisis cromatograficos en columna
abierta se realizaron en columnas de vidrio empacadas con gel de silice (silica gel 60
Merck, tamafio de particula de 0.063-0.200 mm, malla de 70-230p) empleando varios
sistemas de elusiéon, También se emple6 sephadex LH20 (Pharmacia ®); en este caso la
elusion se efectué6 con MeOH. Para la purificacion de algunos productos se utilizé la

cromatografia en capa fina, en placas de vidrio recubiertas con gel de silice (0.25 mm).

4.2.2 Determinacién de constantes fisicas, espectrométricas y espectroscopicas. Los
puntos de fusién se midieron en un aparato Fischer-Jonhs y no estan corregidos. Los
espectros en el infrarrojo se obtuvieron en pastilla de KBr o pelicula en un espectrémetro
Perkin Elmer 599. Los espectros en el ultravioleta se obtuvieron en un espectrémetro
Lambda II UV en MeOH o CHCl,. La rotacion 6ptica se midié en un polarimetro digital
JASCO DIP 360 en MeOH o CHxCl,. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
Proténica (RMN-H) y de Carbono-13 (RMN-13C) asi como los espectros de RMN
bidimensionales homonucleares COSY (“Correlated Spectroscopy”) y NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy) y heteronucleares HECTOR (Heteronuclear Correlation)
y HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity) se registraron en los aparatos
Varian Unity INOVA, el cual se oper6 a una frecuencia de 300 MHz para 'H y 75 MHz
para 13C; Varian unity INOVA el cual se oper6 a una frecuencia de 400 MHz para *H y 100
MHz para 3C y Bruker DMX500 el cual se oper6 a una frecuencia de 500 MHz para 'H y
125 MHz para 3C. Los espectros se registraron en CDCl; y solo en el caso del compuesto
77 se utilizé6 MeOD. Los desplazamientos quimicos [ (ppm)] se refieren al tetrametilsilano

(TMS) como referencia interna.



Los espectros de masas se registraron en un espectréometro de masas JEOL SX 102
utilizando como métodos de ionizacién, bombardeo rapido de dtomos (MS-FAB) en modo
positivo y como matriz alcohol nitrobencilico (NBA) y por impacto electrénico (MS-EI)
acoplado a un cromatoégrafo de gases a una energia de ionizacién de 70 eV. El andlisis de
difraccion de rayos X para 78 se realiz6 en un aparato Broker Smart Apex CCD

difractometer.

4.3 ENSAYOS BIOLOGICOS

4.3.1. Determinacién cuantitativa del potencial fitotoxico. La determinacion
cuantitativa del potencial fitotéxico de los extractos, fracciones y compuestos puros se
realiz6 mediante la evaluaciéon del efecto de los mismos sobre la germinaciéon y
crecimiento radicular de semillas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus), zacate pinto
(Echinochloa crus-galli) y alfalfa (Medicago sativa) empleando el ensayo de la caja de Petri
(Anaya, et al., 1990; Valencia-Islas, et al., 2002a). Todas las semillas fueron adquiridas en el
mercado de Tulyehualco, Estado de México. El bioensayo se realizé por triplicado en cajas
de Petri de 10 cm de diametro cubiertas con discos de papel filtro (Whatman no. 1) y se
hizo por triplicado. Los extractos, fracciones y compuestos puros se disolvieron en CH>Cly,
mezclas de CH>Cl>-MeOH o MeOH dependiendo de la solubilidad de los mismos y se
prepararon diluciones para obtener concentraciones finales de 1000, 100 y 10 pg/mL para
extractos y fracciones y de 500, 100 y 10 pg/mL para compuestos puros. 3 mL de cada una
de las diluciones con las concentraciones apropiadas se adicionaron sobre el disco de papel
filtro y posteriormente el disolvente se evapord por medio de una corriente de aire. Una
vez evaporado el disolvente, el papel filtro se humedecié con 3 mL de agua destilada y a
continuacién se colocaron 15 semillas ya sea de A. hypochondriacus, E. crus-galli o M. sativa
en cada caja. Inmediatamente después las placas se incubaron a 28 °C durante 24, 48 y 72
horas respectivamente. Como control positivo se utiliz6 la tricolorina A a las

concentraciones finales de 500, 100 y 10 ppm; como blanco se emple6 agua destilada.

4.3.2. Determinacién cualitativa del efecto fitotoxico. Para monitorear la actividad
titotoxica a lo largo de los estudios fitoquimicos en cada una de las fracciones en estudio,

se utiliz6 el método bioautografico (Anaya, ef al., 1990). Se utilizaron para esto, placas de



vidrio de 20.0 x 2.5 cm recubiertas de gel de silice (silica Kieselgel 60 Fass Merck). En cada
placa se aplicaron 10 pg de la fraccién a evaluar. Posteriormente, cada placa se eluy6 con la
mezcla de disolventes que permitiera la mayor separacion de los componentes de cada
una de las fracciones evaluadas. Al cabo de la elusion, se evaporé el disolvente de las
cromatoplacas y una vez secas se cubrieron con 15 mL de una suspension de agar
bacteriologico (Bioxon) al 1%. Una vez solidificado el agar, se colocaron las semillas de
amaranto hasta cubrir completa y homogéneamente la superficie. Las placas se incubaron

en una atmosfera humeda a 28 °C durante 24 h.

4.3.3 Determinacién de la actividad sobre la Fosfodiesterasa del AMPc (PDE1)
dependiente de CaM para las fitotoxinas 1y 2.

Preparacion del medio de reaccién: 0.0015 unidades de PDE1 de cerebro de bovino,
0.83 png de CaM de cerebro de bovino, 0.3 unidades de 5'-nucleotidasa de veneno de
Crotalus atrox y 30 nM de ASB (albimina sérica de bovino) se incubaron, durante 1 hora a
30 °C, en un vial que contenia exactamente 2.5 mL de solucién amortiguadora.

Procedimiento: el ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos (250 pL de capacidad).
Para cada muestra se prepararon 9 diluciones seriadas, de forma tal de obtener
concentraciones finales de 65, 50, 32, 20, 13, 7, 4, 2, 1 uM. A continuacién, se transfirieron a
los pozos de la placa 10 pL de las diluciones de prueba conteniendo las concentraciones
antes indicadas y 40 pL de la mezcla de reaccién previamente preparada y mantenida a
una temperatura aproximada de 30 °C. Posteriormente, la placa se incubé a 30 °C durante
30 minutos. Al finalizar el tiempo de incubacién, se agregd a cada pozo 10 uL de AMPc
10.8 mM en intervalos de 10 segundos. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Al término de este segundo periodo de incubacién, se adicioné a
cada pozo 190 puL de verde de malaquita para detener la reaccion. La cantidad de fosfato
generado durante la reaccion de  hidrélisis del AMPc se cuantificé
espectrofotométricamente midiendo la densidad 6ptica de las muestras a 695 nm, en un
espectrofotometro marca BioRad modelo 660. La actividad de la enzima se calcula de
manera indirecta al interpolar las densidades 6pticas registradas en una curva estdndar

preparada con fosfato monobésico de potasio en un intervalo de 0.2 a 3 nmol. Para cada



muestra se realizaron seis réplicas independientes. Como control positivo se emple6

clorpromazina.

44 ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ORGANICO LOTE 1
OBTENIDO A PARTIR DE LAS PARTES AEREAS SECAS DE H. SCHAFFNERI

4.4.1. Preparacién del extracto orgdnico. El primer extracto orgénico total se
preparé a partir del material vegetal seco y molido (1.6 Kg) por un proceso de maceracion,
utilizando una mezcla de MeOH-CH>Cl; (1:1) como disolvente. Posteriormente, el extracto
resultante se concentré bajo condiciones de presion reducida obteniéndose un total de 350

g de extracto vegetal crudo.

4.4.2 Fraccionamiento preliminar del extracto orgdnico total. El extracto integro se
sometid a una separacion via cromatografia en columna abierta empacada con 818 g de gel
de silice. Como eluyentes se emplearon mezclas de hexano-CHxCl» (5:5 — 0:10) y CH>Cl»-
MeOH (10:0 — 5:5) y se recolectaron 272 fracciones de 1 L cada una, las cuales se
analizaron por cromatografia en capa fina combindndose todas aquellas que resultaron
cromatograficamente similares. Este proceso generé 12 fracciones primarias (Tabla 5).
Cada una de las fracciones primarias resultantes se evalué mediante el bioensayo de
germinacioén y crecimiento radicular en caja de Petri, utilizando semillas de amaranto y
siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.3.1. De la fraccién primaria F2 precipitaron
49 mg de B-caroteno; de la fraccién F3 cristalizaron espontaneamente 456 mg de euparina
y de la fraccién primaria activa F4 cristalizaron 147 mg de B-sitosterol. En la Figura 3 se
resume el proceso de extraccion y fraccionamiento primario del extracto organico obtenido

de la especie H. schaffneri.

4.4.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion activa F4. La fraccion primaria F4
(16 g) se someti6 a un fraccionamiento secundario via una cromatografia en columna
abierta utilizando 269 g sobre de gel de silice. Los eluyentes empleados fueron mezclas de

hexano-CHxCl> (10:0 — 0:10) y CH2Cl>-MeOH (10:0 — 0:10). Al finalizar este proceso se



obtuvieron ocho fracciones secundarias (Tabla 6). Cada una de las fracciones se analiz6

por el método bioatografico (inciso 4.3.2).

4.4.4 Fraccionamiento terciario de la fraccion secundaria activa F4-4. La fraccion
secundaria F4-4 (2.60 g) se someti6 a un fraccionamiento terciario via una cromatografia en
columna abierta sobre gel de silice (80 g) empleando como eluyentes mezclas de hexano-
CH2Cl> (10:0 — 0:10) y CH2Cl>-MeOH (10:0 — 0:10). Este proceso generé 11 fracciones

terciarias (Tabla 7). El método bioautografico indicé que la fraccion fitotoxica era F4-4-8.

Tabla 5. Fraccionamiento primario del extracto organico Lote | de H. schaffneri.

Proporcion Fracciones

Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (9)
Hexano: CHCl, 50:50 1-48 1-7 F1 0.61
Hexano: CH,Cl; 40:60 49-65 8-14 F2* 5.18
Hexano: CHxCl, 30:70 66-111 15-29 F3* 4.58
Hexano: CH,Cl, 20:80 112-120 30-67 F4* 16.7
Hexano: CH,Cl; 10:90 121-131 68-149 F5* 13.51

CHCl, 100 132-145 150-173 F6* 12.08
CH2Cl>:MeOH 99:1 146-159 174-192 F7 2.10
CHCl>:MeOH 98:2 160-186 193-203 F8 2.28
CH,Cl;:MeOH 97:3 187-198 204-243 F9 23.02
CH2Cl>:MeOH 96:4 199-214 244-253 F10 13.50
CHCl>:MeOH 95:5 215-229 254-259 F11 7.29
CHCl>:MeOH 90:10 230-244 260-272 F12 18.33
CHCl>:MeOH 80:20 245-250
CHCl>:MeOH 70:30 251-261
CH,Cl;:MeOH 60:40 262-266

CH,Cl>:MeOH 50:50 267-272 * Fracciones fitotoxicas contra A. hypochondriacus




Partes aéreas secas y molidas de H. schaffneri
(1.6 kg)

1. Extraccién con CH,Cl,-MeOH (1:1)
via maceracién por 7 dias.
2. Filtracién y concentracion in-vacuo

|

Extracto organico (350 g) Residuo vegetal
Cromatografia en columna abierta (descartar)
(gel de silice).

Gradiente de Hexano: CH,Cl, y
CH,Cl,: MeOH

NENEREEEEN.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12

B-caroteno Euparina B-sitosterol
(49 mg) (456 mg) (147 mg)

Figura 3. Fraccionamiento primario del extracto organico lote | obtenido a partir de las partes aéreas secas de
H. schaffneri.

Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F4 del extracto orgénico lote | de H. schaffneri.

Proporcion Fracciones

Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (9)
Hexano 100 1-8 1-27 F4-1 <0.01
Hexano: CHCl, 90:10 9-12 28 F4-2 0.03
Hexano: CH,Cl, 80:20 13-17 29-34 F4-3* 1.83
Hexano: CHxCl, 70:30 18-23 35-52 F4-4* 2.60
Hexano: CHCl, 60:40 24-27 53-84 F4-5* 1.90
Hexano: CH,Cl 50:50 28-40 85-93 F4-6 0.02
Hexano: CHxCl, 40:60 41-51 94-98 F4-7 1.14
Hexano: CHxCl, 30:70 52-61 99-102 F4-8 0.02
Hexano: CH,Cl, 20:80 62-69
Hexano: CH,Cl, 10:90 70-75
CHCl, 100 76-86
CH2Cl>:MeOH 99:1 87-93
CHCl>:MeOH 90:10 94-98

CH,Cl>:MeOH 50:50 99-102 * Fracciones fitotoxicas contra A. hypochondriacus.




Tabla 7. Fraccionamiento terciario de la fraccién secundaria F4-4 del extracto organico lote | de H. schaffneri.

Proporcion

Eluyente (%) Fracciones Fracciones combinadas Clave Peso (mg)
Hexano 100 1-9 1-20 F4-4-1
Hexano: CHxCl, 75:25 10-20 21-23 F4-4-2
Hexano: CHxCl, 50:50 21-77 24-32 F4-4-3 14
Hexano: CH,Cl, 40:60 78-96 33-39 F4-4-4 4
Hexano: CHxCl, 30:70 97-124 40-94 F4-4-5 158
Hexano: CHxCl, 20:80 125-152 95-107 F4-4-6 110
Hexano: CH,Cl, 10:90 153-165 108-125 F4-4-7 95
CHCl, 100 166-198 126-194 F4-4-8* 342
CHzCl>:MeOH 99:1 199-230 195-234 F4-4-9 632
CH,Cl:MeOH 98:2 231-244 235-240 F4-4-10 67
CH2Cl:MeOH 97:3 245-254 241-308 F4-4-11 154
CH2Cl»:MeOH 96:4 255-265
CH,Cl:MeOH 90:10 266-276
CHCl:MeOH 85:15 277-285
CH2Cl»:MeOH 70:30 286-292
CH,Cl:MeOH 50:50 293-300
CH,Cl;:MeOH 25:75 301-307
CH2Cl»:MeOH 100 308 * Fraccion fitotoxica contra A. hypochondriacus.

4.4.5 Fraccionamiento cuaternario de la fraccién terciaria activa F-4-8:
Aislamiento del acetato de 2°-(2”°-hidroxi-4""-metilfenil)-2 -oxo-etilo (76). La fraccion
terciaria F4-4-8 (342 mg) se someti6 a un fraccionamiento cuaternario via cromatografia en
columna abierta sobre gel de silice (30 g) utilizando como mezcla de elusién hexano:
CHCl; en gradiente de polaridad (10:0 — 0:10) y CH2Cl>. Como resultado de este proceso
se obtuvieron 10 fracciones cuaternarias (Tabla 8). De la fraccién cuaternaria activa F4-4-8-
III (10 mg ) se obtuvieron 8 mg del acetato de 2°-(2""-hidroxi-4""-metilfenil)-2"-oxo-etilo
(76) como un sdlido blanco. En la Figura 4 se resumen los procesos de obtencion para este

producto.



Tabla 8. Fracc. cuaternario de la fraccidn terciaria F4-4-8 del extracto organico lote | de H. schaffneri.

Proporcion

Fracciones

Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (mg)
Hexano: CH,Cl, 70:30 1-8 1-17 F4-4-8-1 4
Hexano: CH,Cl, 60:40 9-13 18-32 F4-4-8-11 11
Hexano: CH,Cl, 50:50 14-17 33-37 F4-4-8-111* 10
Hexano: CH,Cl, 40:60 18-22 38-43 F4-4-8-1V 14
Hexano: CH,Cl, 30:70 23-27 44-62 F4-4-8-V 37
Hexano: CH,Cl, 20:80 28-32 63-88 F4-4-8-VI 8.6
Hexano: CH,Cl, 10:90 33-110 89-118 F4-4-8-VII 9

CHCl, 100 111-122 119-134 F4-4-8-VII 4
CH,Cl;:MeOH 98:2 123-134 135-137 F4-4-8-1X 110
CH2Cl>:MeOH 96:4 135-138 138-142 F4-4-8-X 19
CHCl>:MeOH 90:10 139-142 * Fraccion fitotoxica contra A. hypochondriacus.

F4
(16.7 g)
C. C. abierta (gel de silice).
Gradiente de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH.
l F4-4 l
F4-1—F4-3 (2.69) F4-5—F4-8

C. C. abierta (gel de silice)
Gradiente de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH

! }

F4-4-1—F4-4-7 Fa4-4-8 F4-4-9—F4-4-11
(342 mg)
C. C. abierta (gel de silice).
Gradiente de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH.
l F4-4-8-111 l

F4-4-8-1—F4-4-8-11 F4-4-8-1V—F4-4-8-X

(10 mg)

Compuesto 76 (7 mg)

Figura 4. Aislamiento de la hofmeisterina (76) a partir de la fraccién primaria F4 del extracto orgéanico lote | de
H. schaffneri.

4.4.6 Fraccionamiento terciario de la fraccién secundaria activa F4-5: Aislamiento
del 3',4'4a',9a'-tetrahidro-6',7'-dimetilespiro[benzofuran-3(2H),2'-pirano[2,3-b]
benzofuran]-2,4a'-diol (77) y timol (105). La fracciéon secundaria activa F4-5 (1.90 g) se



someti6 a un fraccionamiento terciario en columna abierta sobre gel de silice (50 g) usando

como fase moévil mezclas de hexano-CH>Cl, (10:0 — 0:10), lo que llevo a la obtencién de

ocho fracciones terciarias (Tabla 9). De la fraccién terciaria F4-5-I1 (17 mg) precipitaron 9

mg de timol (105) y de la fraccion terciaria activa F4-5-VI (714 mg) precipitaron 72 mg de

3'4'4a',9a'-tetrahidro-6',7'-dimetilespiro[benzofuran-3(2H),2'-pirano|[2,3-b]benzofuran]-

2,4a'-diol (9) como sélido blanco. La estrategia metodolégica para la obtenciéon de estos

productos se resume en la figura 5.

Tabla 9. Fraccionamiento terciario de la fraccién secundaria F4-5 del extracto orgéanico lote | de H. schaffneri.

Proporcion

Fracciones

Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (mg)
Hexano: CH,Cl, 70:30 1-4 1-12 F4-5-1 27
Hexano: CH,Cl, 11 5-11 13-18 F4-5-II 17

CHxCl> 100 12-106 19-20 F4-5-8-IlI 4
CHCl;:MeOH 97:3 107-109 21-32 F4-5-1IvV 91
MeOH 100 110 33-49 F4-5-v 199
50-105 F4-5-VI* 714

106-109 F4-5-VII* 8
110 F4-5-VIII 267

* Fraccion fitotdxica contra A. hypochondriacus.
F4
(16.7 )

|

F4-1—F4-4

C. C. abierta (gel de silice).
Gradiente de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH.

C. C. abierta. (gel de silice)
Gradiente de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-MeOH

F4-5
(1.99)

l

F4-6—F4-8

|

F4-5-1

Timol 105 (9 mg)

F4-5-11
17 mg

l

l

F4-5-111—F4-4-V

F4-5-VI
(714 mgq)

l

F4-5-VII—F4-5-VIII

Compuesto 77 (72 mg)

Figura 5. Aislamiento del compuesto 77 y del timol (105) a partir de la fraccion primaria F4 del extracto
organico lote | de H. schaffneri.



4.5 ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ORGANICO LOTE II OBTENIDO A
PARTIR DE LAS PARTES AEREAS SECAS DE H. SCHAFFNERI

4.5.1 Preparacién del extracto orgdnico. La preparacion del extracto organico lote 11
a partir de 1.5 kg de material vegetal seco y molido se realiz6 igualmente por maceracion

siguiendo la metodologia descrita para la primera investigacién (seccién 4.4.1).

4.5.2 Fraccionamiento preliminar del extracto orgdnico total. El fraccionamiento
primario del extracto organico II (340 g) via cromatografia en columna abierta, empacada
con 600 g de gel de silice generé 250 fracciones de 1 L cada una. Cada fraccion se analiz6
por cromatografia en capa fina, combindndose todas aquellas que resultaron
cromatograficamente similares. Este proceso condujo a la obtencién de nueve fracciones
primarias (Tabla 10). Como eluyentes se emplearon mezclas de hexano-CHCl, (10:0 —
0:10) y CH2Cl,-MeOH (10:0 — 0:10). Cada una de las fracciones primarias resultantes se
evalu6é mediante el bioensayo de germinacién y crecimiento radicular en caja de Petri

siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.3.1.

Tabla 10. Fraccionamiento primario del extracto orgénico lote Il de H. schaffneri.

Eluyente Propz&)r)cién Fracciones czrricb%o;de:s Clave Peso (9)

Hexano 100 1-45 1-55 F1 15.09
Hexano: CH,Cl, 90:10 46-67 56-62 F2 7.32
Hexano: CHCl; 80:20 68-85 63-77 F3* 4.21
Hexano: CHxCl, 60:40 86-94 78-91 F4* 13.43
Hexano: CHxCl, 20:80 95-119 92-123 F5 35.76
Hexano: CH,Cl, 50:50 120-132 124-155 F6 51.98
Hexano: CHxCl, 30:70 133-142 156-185 F7 55.25

CHCl, 100 143-168 186-213 F8 67.41
CHxCl;:MeOH 80:20 169-180 214-250 F9 59.07
CH,Cl;:MeOH 70:30 191-223
CH,Cl>:MeOH 50:50 223-250 * Fracciones fitotoxicas contra A. hypochondriacus.

4.5.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F3: Aislamiento del (2Z)-
2-metil-2-butenoato de 2-hidroxi-4-metilfenilo (79) y del timol (105). La fraccién primaria

F3 (4.2 g) se someti6é a una cromatografia en columna abierta empleando 90 g de gel de



silice y una mezcla de elusién hexano:AcOEt en gradientes de polaridad (10:0 — 0:10). Este

proceso condujo a la obtencion de 12 fracciones secundarias (Tabla 11). De la fracciéon

secundaria F3-2 se identific6 un producto mayoritario. Para separar el producto, la

fraccién se analizé por cromatografia en capa fina, modalidad preparativa (4 placas con

aprox. 250 mg cada una), empleando una mezcla de hexano-AcOEt (9.5:5). Después de

eluir las placas dos veces y procesarlas de manera habitual se obtuvieron 600 mg de un

aceite color amarillo, que se caracterizé como el (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-isopropil-5-

metilfenilo (79). De la fraccién secundaria F3-12 precipitaron 16 mg de timol (105). En la

figura 6 se resume la estrategia metodoldgica para la obtencién de estos productos.

Tabla 11. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F3 del extracto orgénico lote Il de H. schaffneri.

Proporcion

Fracciones

Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (9)

hexano 100 1-10 1-11 F3-1 0.08
Hexano: AcOEt 99:1 11-15 12-35 F3-2 111
Hexano: AcOEt 98:2 16-21 36-47 F3-3 0.45
Hexano: AcOEt 97::3 22-41 48-50 F3-4 0.43
Hexano: AcOEt 95:5 42-49 51-56 F3-5 0.12
Hexano: AcOEt 93:7 50-64 57-65 F3-6 0.16
Hexano: AcOEt 90:10 65-78 66-75 F3-7 0.31
Hexano: AcOEt 87:13 78-86 76-88 F3-8 0.08
Hexano: AcOEt 85:15 86-91 89-115 F3-9 0.41
Hexano: AcOEt 80:20 92-99 100-115 F3-10 0.2
Hexano: AcOEt 50:50 100-115 116-121 F3-11 0.52
Hexano: AcOEt 30:70 116-121 122-125 F3-12 021

AcOEt 100 121-125

| FB@2g |

Cromatografia en columna abierta.
Gradiente de hexano-AcOEt.

|

F3-1

l

F3-2
(11g)

C.CF. preparativa.
hexano-AcOEt (9.5:0.5) 2 veces.

Compuesto 79
(600 mg)

}

F3-3—F3-11

}

F3-12
(0.21)

Timol (105)

(16 mg)

Figura 6. Aislamiento de la hofmeisterina Ill (79) y del timol (105) a partir de la fraccion primaria F3 del

extracto organico lote Il de H. schaffneri.



4.5.4 Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria F4: Aislamiento del dcido

angélico. La fracciéon primaria F4 (13.43 g) se someti6 a un fraccionamiento secundario via

una cromatografia en columna abierta utilizando 200 g de gel de silice. Los eluyentes

empleados fueron mezclas de hexano y AcOEt en gradientes de polaridad (10:0 — 0:10). Al

finalizar este proceso (Tabla 12) se obtuvieron 25 fracciones secundarias (F4-1—F4-25). De

la fracciéon secundaria F4-5 precipitaron 19 mg de un sélido cristalino que se caracterizé

como el acido (2Z)-2-metil-2-butendico, conocido cominmente como acido angélico

(Joseph-Nathan, et al., 1984).

Tabla 12. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F4 del extracto organico lote Il de H. schaffneri.

Eluyente Propz&)r)cién Fracciones cli;’r?wcbﬁi]o;deass Clave Peso (9)
Hexano 100 1-9 1-8 F4-1 0.12
Hexano: AcOEt 99:1 10-25 9-12 F4-2 0.14
Hexano: AcOEt 98:2 26-45 13-14 F4-3 0.23
Hexano: AcOEt 96:4 46-73 15-24 F4-4 0.25
Hexano: AcOEt 92:8 74-96 25-27 F4-5 0.56
Hexano: AcOEt 90:10 96-132 28-34 F4-6 0.47
Hexano: AcOEt 85:15 133-152 35-42 F4-7 0.26
Hexano: AcOEt 80:20 153-184 43-46 F4-8 0.14
Hexano: AcOEt 70:30 185-195 47 F4-9 0.15
Hexano: AcOEt 50:50 196-210 48-54 F4-10 0.43
55 F4-11 0.08
56-68 F4-12 0.58
69- F4-13 0.06
70-92 F4-14 1.63
93 F4-15 0.98
94-110 F4-16 3.12
111-122 F4-17 0.88
123 F4-18 0.95
124-129 F4-19 0.26
130-137 F4-20 0.430
138-142 F4-21 1.350
143-150 F4-22 0.273
151-158 F4-23 0.522
159-166 F4-24 0.455
167-210 F4-25 0.028




4.5.5 Fraccionamiento terciario de la fracciéon secundaria F4-14: Aislamiento del

1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-diona (78). La fraccion secundaria F4-14 (1.63

g) se sometié a una cromatografia en columna abierta utilizando gel de silice (125.7 g) y

como eluyentes mezclas de hexano y AcOEt en gradientes de polaridad (10:0—0:10). Al

finalizar este proceso se obtuvieron trece fracciones terciarias (Tabla 13). De la fraccién

terciaria F4-14-2 (15 mg) precipitaron 7 mg de 1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-

diona (78). La estrategia metodolégica para la obtenciéon de este producto se resume en la

Figura 7.

Tabla 13. Fracc. terciario de la fraccién secundaria F4-14 del extracto organico lote Il de H. schaffneri.

Proporcion . Fracciones
Eluyente (%) Fracciones combinadas Clave Peso (mg)
Hexano 100 1-20 1-3 F4-14-1 100
Hexano: AcOEt 99:1 21-43 4-10 F4-14-2 15
Hexano: AcOEt 98:2 44-54 11-24 F4-14-3 130
Hexano: AcOEt 96:4 55-58 25-27 F4-14-4 120
Hexano: AcOEt 92:8 59-65 28-43 F4-14-5 131
Hexano: AcOEt 90:10 66-79 44-54 F4-14-6 122
Hexano: AcOEt 88:12 80-92 55-62 F4-14-7 140
Hexano: AcOEt 85:15 93-106 63-66 F4-14-8 123
Hexano: AcOEt 80:20 107-122 67-78 F4-14-9 134
Hexano: AcOEt 75:15 123-127 79-106 F4-14-10 133
Hexano: AcOEt 70:20 128-139 107-122 F4-14-11 111
Hexano: AcOEt 65:35 140-151 123-153 F4-14-12 111
Hexano: AcOEt 50:50 152-159 154-170 F4-14-13 250
Hexano: AcOEt 35:75 160-165
AcOEt 100 166-170
F4 (13 g)
C. C. abierta (gel de silice).
Gradiente de Hexano-AcOEt (10:0—0:10)
! F4-14 '
F4-1—F4-13 F4-15—F4-25
163¢g
C. C. abierta (gel de silice).|
Gradiente de Hexano-AcOEt (10:0—0:10)
' v
F4-14-1 F4-14-2 F4-14-3—F4-14-13
15 mg
Recristalizacién con Hexano

Compuesto 78 (7 mg)

Figura 7. Aislamiento de la hofmeisterina Il (78) a partir de la fraccion primaria F4 del extracto organico lote Il
de H. schaffneri.



4.5.6 Fraccionamiento terciario de la fraccién secundaria F4-16: Aislamiento del
1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-diona (78). El fraccionamiento terciario via
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (110 g) de la fracciéon secundaria F4-16
(3.12 g) empleando como eluyentes mezclas de hexano y AcOEt en gradientes de
polaridad (10:0 — 0:10) dio como resultado quince fracciones terciarias (F4-16-1—F4-16-
15). De la fraccion terciaria F4-16-2 (300 mg) precipitaron espontdneamente 25 mg del

compuesto 78, que ya habia sido aislado anteriormente.

4.5.7 Fraccionamiento terciario de la fraccion secundaria F4-17: Aislamiento del
(2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)-(isopropeniloxi) propilo
(80). EI fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta sobre gel de silice
de la fraccién secundaria F4-17 (885 mg) empleando como eluyentes mezclas de hexano y
acetato de etilo en gradientes de polaridad (10:0 — 0:10), dio como resultado veintidds
fracciones. De la fraccién terciaria F4-17-15 (92 mg) se identificé la presencia de un
producto mayoritario. Para separar el producto, la fraccion F4-17-15 se analizé por
cromatografia en capa fina, modalidad preparativa (3 placas con aprox. 30 mg cada una)
empleando una mezcla de CHxCl>-MeOH 96:4. Después de eluir las placas dos veces y
procesarlas de manera habitual se obtuvieron 79 mg de (2Z)-2-metilbut-2-enoato de 2-
hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)-(isopropeniloxi)propilo (80) en forma de aceite. La

estrategia metodolégica para la obtencion de este producto se resume en la figura 8.

F4 (13 g)

C. C. abierta (gel de silice).
Gradiente de Hexano-AcOEt (10:0—0:10)
l F4-17 l
F4-1—F4-16 F4-18—F4-25
0.88 g
! V
F4-17-1—F4-17-14 F4-17-15 F4-17-16—F4-17-22

92 mg
CCF preparativa
CH,Cl,-MeOH (9.6:0.4) 2 veces

Compuesto 80 (79 mg)

Figura 8. Aislamiento del compuesto 80 a partir de la fraccion primaria F4 del extracto organico lote Il de H.
schaffneri.



4.5.8 Fraccionamiento terciario de la fracciéon secundaria F4-19: Aislamiento del
3',4'4a',9a'-tetrahidro-6',7'-dimetil-espiro-[benzofuran-3(2H),2"-pirano-[2,3-b Jbenzofuran]
-2,4a'-diol (77). La fracciéon secundaria F4-19 (260 mg) se sometié a un fraccionamiento
terciario por cromatografia en columna abierta sobre gel de silice utilizando como
eluyentes mezclas de hexano-acetato de etilo (10:0— 0:10). De la fraccion terciaria F4-19-17
(85 mg) precipitaron 22 mg de el 3'4'4a',9a'-tetrahidro-6',7'-dimetil-espiro-[benzofuran-
3(2H),2'-pirano-[2,3-b]-benzofuran]-2,4a'-diol  (77) compuesto aislado anteriormente

durante la primera investigacion de la especie (lote I, seccion 5.4.1.3)

4.6 ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO OBTENIDO A PARTIR DE
LAS PARTES AEREAS SECAS DE H. SCHAFFNERI

4.6.1 Preparacién del extracto acuoso a partir de las partes aéreas secas de H.
schaffneri. El extracto acuoso se prepar6 a partir del material vegetal seco (108 g) mediante
un proceso de maceracion utilizando 3 L de agua destilada a 70 °C por 30 minutos. Pasado
este tiempo, el extracto acuoso se filtr6 inmediatamente por papel filtro (Whatman No. 1)
para eliminar la mayor cantidad de residuos sélidos y posteriormente se fracciond
mediante particiones sucesivas con CH>Cl> (3 L x 3). La fase organica resultante se sec6 con
NasSO, anhidro y se concentré al vacio para obtener finalmente 2.0 g de un residuo color

ambar (Clso = 126 ppm sobre A. hypochondriacus).

4.6.2 Fraccionamiento preliminar del extracto acuoso. El extracto acuoso se
sometié a una cromatografia en columna abierta sobre sephadex LH-20 y se eluy6 con
MeOH, obteniéndose 18 fracciones de 20 mL cada una. Cada fracciéon se analizé por
cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas que resultaron
cromatograficamente similares obteniéndose finalmente siete fracciones primarias (Tabla
14). En la figura 9 se resume el proceso de obtencién del extracto y el fraccionamiento

primario.



Tabla 14. Fraccionamiento preliminar del extracto acuoso.

combinadae  Clave  Peso(@

16 1-A 0.04

7 1B 0.05

8-9 1-Cc 0.76
10-12 1D 0.47
13-14 1E 0.09
15-16 1-F 0.06
17-18 1-G 0.03

| Partes aéreas secas de H. schaffneri (108 g) |

Extraccién con agua ( 70°C, 3 1)
via maceracién por 30 minutos.
Filtracion sobre papel filtro.

!

| Extracto acuoso | Material vegetal
Particiones con CH,Cl, (31x 3) (descartar)

Fase acuosa

| Fase organica |
(descartar)

Secar sobre Na, SO,
Concentrar al vacioé

| Extracto total (2 g) |
C. C. abierta (sephadex LH-20) MeOH.

o

1-A  1-B 1-C 1-D 1-E 1-F 1-G

Figura 9. Obtencién del extracto acuoso y fraccionamiento primario de las partes aéreas secas de H.
schaffneri.

4.6.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria 1-D: aislamientos de los
compuestos (27,2'Z)bis(2-metil-2-butenoato) de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)-1,3-
propanoilo (84), (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2,3-dihidroxi-2-(2-hidroxi-4-
metilfenil)propilo (82), (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-[2-(hidroximetil)-2-oxiranil]-5-
metilfenilo (81), (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-[2-(acetoximetil)-2-oxiranil]-5-metilfenilo
(83). La fraccion 1-D (470 mg) se sometié a una cromatografia sobre sephadex LH-20

(MeOH) para obtener 21 fracciones terciarias (1-D-1 a 1-D-21). La fraccién terciaria 1-D-10



(130 mg) se purificé por cromatografia en capa fina preparativa (CH2Cl.:MeOH 9.6:0.4),
para obtener 5 mg de (2Z,2'Z)bis(2-metil-2-butenoato) de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-
metilfenil)1,3 propanoilo (84), 15 mg de (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-[2-
(hidroximetil)oxiran-2-il]-5-metilfenilo (81), y 8 mg de (2Z)-2-metil-2-butenoato de 2-[2-
(acetoximetil)oxiran-2-il]-5-metilfenilo (83). Todos estos compuestos fueron obtenidos en
forma de aceite. La fraccién terciaria 1-D-16 (78 mg) también se purificéd por cromatografia
en capa fina preparativa (CH>Cl>: MeOH 9.6:0.4) para obtener 15 mg del compuesto (2Z)-2-
metil-2-butenoato de 2,3-dihidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)propilo (82) también en forma

de aceite. En la figura 10 se resume el proceso de aislamiento de estos productos.

1D
047 g

C. C. abierta (sephadex LH-20) MeOH.

1-D-1-1-D-9 1-D-10 1-D-11-1-D-15 1-D-16 | 1-D-17-1-D-21

130 mg 78 mg
CCEF preparativa CCF .
. . preparativa
CH,Cl,:MeOH (9.6:0.4) CH,CL,:MeOH (9.6:0.4)
! }
84 (5 mg) 83 (8 mg) 81 (15 mg) 82 (15 mg)

Figura 10. Aislamiento de los compuestos 81-84 a partir de la fraccion primaria 1-D del extracto acuoso de H.
schaffneri.

4.7 ESTUDIO FITOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL DE H. SCHAFFNERI

4.7.1 Preparacién del aceite esencial de H. schaffneri. La preparacién de los cinco
lotes de aceite esencial a partir de 500 g de material vegetal fresco de H. schaffneri se realiz6
mediante un proceso de hidrodestilaciéon (3500 mL de H>O; por 4 h). Posteriormente a la
obtencién de cada uno de los hidrodestilados, se realizaron particiones con CH>Cl, (3 x 500
mL). Al cabo de este proceso, el disolvente se eliminé por una destilacién al vacio. Los

volimenes obtenidos de los cinco lotes se muestran en la tabla 15.



Tabla 15. Rendimiento de las esencias obtenidas por hidrodestilacion.

LOTE FECHA DE COLECTA VOL. OBTENIDO
RM76AEII FEBRERO 450 mg
RM76AEIV MARZO 435 mg
RM76AEV AGOSTO 429 mg
RM76AEVI OCTUBRE 460 mg
RM76AEVII ENERO 470 mg

4.7.2 Identificacién de los componentes presentes en las esencias de H. schaffneri:
cdlculo de los indices de retencion. Para el analisis conducente a determinar los indices de
retencion de los componentes de las esencias se utilizé un Cromatégrafo de Gases (5890
Hewlett Packard) acoplado a un detector de ionizacién de flama con inyector split y se
empled helio como gas acarreador a flujo constante de 1 mL/min, (relacién split 1/50). La
temperatura del inyector y del detector fue de 280 °C. Se utilizaron dos tipos de columna
capilar de silice fundida, una no polar SPB 1 (polidimetilsiloxano) de 60 m de longitud x
250 mm de didmetro interno x 0.25 um grosor de pelicula (SUPELCO, USA) y otra polar
SUPELCOWAX 10 (100% polietilenglicol) de 30 m de longitud x 250 mm de didmetro
interno x 0.25 pm grosor de pelicula. (SUPELCO PACK, USA). Se analizaron los cinco lotes
de dmbar en diferentes disoluciones (tabla 16) utilizando como disolvente CH2Cly. Se
utilizé una mezcla de hidrocarburos lineales como estandares y se inyect6 esta mezcla en
las mismas condiciones cromatograficas a las que fueron analizados los diferentes lotes de

esencias.

Tabla 16. Concentraciones de inyeccion de los lotes de esencias de H. schaffneri.
LOTE MES DE COLECTA Concentraciones

No polar Polar
RM76AEII FEBRERO 6.3 mg/2mL 10.4 mg/2mL
RM76AEIV MARZO 6.3 mg/2mL 10.2 mg/2mL
RM76AEV AGOSTO 6.3 mg/2mL 10.1 mg/2mL
RM76AEVI OCTUBRE 6.0 mg/2mL 10.2 mg/2mL

RM76AEVII ENERO 6.0 mg/2mL 10.1 mg/2mL




4.7.3 Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas en
su modalidad impacto electrénico. Para la caracterizaciéon de los constituyentes presentes
en las esencias a partir del analisis de los espectros de masas en su modalidad impacto
electronico se utilizé un cromatégrafo de Gases (6890N Agilent Technologies) acoplado a
un detector selectivo de masas (5973 Agilent Technologies) con inyector split/splitless. Se
utiliz6 una columna capilar de silice fundida ZB-5 (5% difenil 95% polidimetilsiloxano) de
30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno x 0.25 pm de grosor de pelicula. (Zebron
Phenomenex, USA) y como disolvente CH>Clo. Se emple6 He como gas acarreador a flujo
constante de 1 mL/min. La temperatura del inyector fue de 260 °C modo “splitless” (1
min.). La temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C, la de la fuente de
ionizacién de 230 °C y la del analizador (cuadrupolar) de 150 °C. Los anaélisis se realizaron
por impacto electrénico a 70 eV, utilizando el modo de barrido total del espectro de 50 a
550 m/z para la identificacién de iones para la caracterizacién. Para el andlisis de los
espectros de masas, se utiliz6 la biblioteca de espectros de masas del NIST (NIST Mass

Spectral Search, ver. 2.0) en conjunto con datos de literatura.

4.7.4 Anidlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas en
su modalidad ionizacion quimica. Se utilizé6 un cromatégrafo de Gases (5890 series II
Hewlett Packard) utilizando una columna capilar de silice fundida Ultra 2 (5%-fenil 95%
metilsiloxano) de 25 m de longitud x 0.20 mm de didmetro interno x 0.33 pm de grosor de
pelicula (Agilent, USA) y como disolvente CH>Cl,. Se empleé He como gas acarreador a

flujo constante de 1 mL/min y metano (CH4) como gas de ionizacion.



4.8 SINTESIS DE LA HOFMEISTERINA.

4.8.1. Sintesis del acetato de m-cresilo (86).

85 86

En un matraz bola de 50 mL provisto con un aparato de agitacion magnética, se
adicionaron 10 g (92.6 mmol) de m-cresol (85), 13.1 mL de anhidrido acético (138.6 mmol) y
una gota de HxSO, y se mantuvo en agitaciéon a temperatura ambiente por 4 hrs.
Finalizado este tiempo, la mezcla resultante se trat6 con una solucién de NaOH al 10% y se
extrajo con CH>Cl (10 mL x 3). La fase organica se secé sobre NaSO; anhidro y se
concentro in vacuo para generar el producto 86 (12.4 g, 90% de rendimiento) como un
aceite cristalino.

Acetato de m-cresilo (86). IR vmax (pelicula) 1747, 1508, 1277, 1229 cm; RMN-1H
(CDCls, 300 MHz) 6 2.28 (3H, s, 2-CH3), 2.44 (3H, s, 3'-CHz), 6.80 (1H, dd, ] = 8.0, 2.3 Hz, H-
6'), 6.81 (1H, sa, H-2'), 6.9 (1H, dd, ] = 8.1, 2.3, Hz, H-4"), 7.12 (1H, dd, ] = 8.1, 7.7 Hz, H-5");
EM-IE m/z 150 [M]* (50), 135 (100), 107 (18), 77 (10), 43 (5).

4.8.2. Sintesis de 2-hidroxi-4-metilacetofenona (87).

o
\H/ AlCl3, CS,
o 180°C, 2 h

86

En un matraz bola de tres bocas de 50 mL provisto con un embudo de adicién, un
refrigerante conectado a una trampa de absorcion de gases, un aparato de agitacion
magnética y una canasta de calentamiento, se pesé rapidamente 5 g (37.4 mmol) de AlCl;
anhidro y se disolvieron en 10 mL de CS;. Se adicionaron lentamente 5 g (33.4 mmol) de

acetato de m-cresilo (86) disueltos en la minima cantidad de CS;. La mezcla se calent6 a



reflujo por 90 minutos. Pasado este tiempo, se eliminé el disolvente y posteriormente la
mezcla de reaccién se llevo hasta 180 °C, manteniendo esta temperatura por tres horas. Al
finalizar este tiempo, la resina resultante se dejo enfriar, se adicionaron 10 mL de HCI
diluido (1:1) y después de 20 minutos, 50 mL de agua; se dej6é en agitaciéon por 4 horas y
posteriormente se extrajo con CH>Cl»> (10 mL x 3). La fase organica resultante se sec6 sobre
Na>SO4 anhidro y se concentro in vacuo. La resina final fue purificada por cromatografia en
columna sobre gel de silice (80 g, hexano-AcOEt 9.6:0.4) para dar 3.76 g del compuesto 87
(75.2 % de rendimiento) como un aceite amarillo.

2-Hidroxi-4-metilacetofenona (87). UV (MeOH) Amax (log €) 258 (4.12) 325 (3. 59)
nm; IR vmax (pelicula) 2925, 1637, 1507, 1367, 1247, 1225, 795 cm-}; RMN-'H (CDCls, 300
MHz) 6 2.34 (3H, s, 4'-CH3), 2.59 (3H, s, 2-CH3), 6.70 (1H, ddq, J= 8.1, 1.7, 0.6 Hz, H-5'"), 6.77
(1H, sa, H-3"), 7.60 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-6'), 12.28 (1H, s, OH); RMN-13C (CDCls, 75 MHz)
21.9 (4'-CHs), 26.4 (2-CHs), 117. 5 (C-5'), 118.3 (C-3"), 120.2 (C-4"), 130.6 (C- 6'), 148.1 (C-1'),
162.5 (C-2'), 203.8 (C-1); EM-IE- m/z 150 [M]* (60), 135 (100), 107 (10), 105 (4), 77 (15), 63 (4),
43 (10).

4.8.3. Sintesis de 2-metoxi-4-metilacetofenona (88).

OH
NaOH, (CH 3)2802,

o 4°C,5h

87

En un matraz bola provisto de un aparato de agitaciéon magnética y un bafio de

hielo se mezcl6 1 g (6.6 mmol) de 87 con una solucién de NaOH (0.28 g en 2,6 mL de agua)
por 5 minutos. Posteriormente, se agregaron lentamente x 5 minutos 0.95 mL (9.9 mmol)
de (CH3)2SO4 manteniendo una agitacion vigorosa. Finalizada la adicién, la mezcla de
reacciéon se mantuvo en agitacion y temperatura ambiente por 5 hr. Pasado este tiempo se
adiciono hielo, se filtr6 y lavo el precipitado con una solucién de NaOH (10%). El solido
obtenido fue purificado por cromatografia en columna [50 g gel de silice, hexano-AcOEt

(9:1)] para dar 0.74 g del producto 88 como un soélido vitreo (68% de rendiemiento).



2-metoxi-4-metilacetofenona, (88) UV (MeOH) Amax (log €) 253 (4.07), 304 (3.71) nm;
IR Vmax (pelicula) 2923, 1656, 1604, 1257, 1169, 1031, cm-1; RMN-1H (CDCls, 300 MHz) 6 2.36
(3H, s, 4-CHz), 2.57 (3H, s, 2-CH3), 3.87 (3H, s, -OCHs), 6.74 (1H, da, H-3'"), 6.79 (1H, dd, J=
8.1, 1.7 Hz, H-5'), 7.65 (1H, d, J= 8.1 Hz, H-6'); EM-IE m/z 164 [M] * (70), 149 (100), 134 (15),
119 (10), 106(27), 91 (53), 77 (26), 65 (12), 43 (8).

4.8.4. Sintesis de 2-benziloxi-4-metilacetofenona (89).

OH
C6H5 CHzBr,Kl, K2C03

o acetona, reflujo, 5 dias

87

En un matraz bola de dos bocas de 150 mL provisto de un refrigerante, un embudo
de adicién, un aparato de agitacién magnética y una canasta de calentamiento, se
colocaron 2.5 g (16.65 mmol) de la hidroxiacetofenona 87, 3.98 g (28.80 mmol) de KoCOsy
0.398 g (5.527 mmol) de Kl y se disolvieron en 100 mL de acetona anhidra. Posteriormente,
se agreg6 2.13 mL (18.0 mmol) de bromuro de bencilo. Terminada la adicién, el matraz se
puso bajo atmdsfera de nitrégeno, se calent6 a reflujo y se agité vigorosamente por 5 dias.
El producto obtenido se filtr6 y lavé en repetidas ocasiones con acetona. Las aguas madres
se concentraron y el crudo obtenido se separ6 por cromatografia en columna sobre gel de
silice con una mezcla de elusién de hexano: AcOEt (9:1). De las fracciones mas polares se
obtuvieron 3.36 g (83.9 % de rendimiento) de un sélido vitreo blanco (89).

2-benziloxi-4-metilacetofenona (89). p.f 53°C; UV (CH2Cl2) Amax (log €) 252 (4.19),
301 (3.8), 305 (3.82) nm; IR vmax (KBr) 2947, 1660, 1604, 1408, 1254, 1170, 997, 698 cm-;
RMN-H (CDCls, 300 MHz) 6 2.37 (3H, s, 4'-CHs), 2.57 (3H, s, 2-CHs), 5.14 (2H, s, O-CHb),
6.83 (1H, da, J= 7.8 Hz, H-5"), 6.82 (1H, sa, H-3'), 7. 47-7.40 (5H, m, H-2"- H-6"), 7.71 (1H, d,
J= 8.1 Hz, H-6'); RMN-13C (CDCls, 75 MHz) 6 21.9 (4'-CHzs), 32.1 (C-2), 70.6 (O-CH>), 113. 5
(C-5), 121.8 (C-3'), 125.9 (C-4'), 127.6, 128.2, 128.7 (C-2"-C-6"), 130.6 (C-6"), 136.3 (C-1"),
144.7 (C-1'), 158.3 (C-2), 199.2 (-CO); EM-IE m/z 240 [M] * (95), 225 (27), 197(32), 195 (3), 162
(4), 135 (44), 119 (7), 91 (100), 77 (26), 65 (41), 43 (12).



4.8.5. Sintesis de 2-Metiloxi- @-bromo-4-metilacetofenona (90).

OCH;
Brz, CGHG

/o) 25°C,4h

88

En un matraz bola de 50 mL provisto de una aparato de agitacién magnética y un
bafio de hielo se colocaron 5 g (4.04 mmol) de la acetofenona 88 y se disolvieron en 10 mL
de benceno anhidro y se agregaron gota a gota 0.15 mL de Br, (3.04 mmol) disueltos
previamente en benceno. La mezcla se mantuvo en atmdsfera de nitrégeno y agitacion
vigorosa por 4 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo la mezcla se concentr6 in
vacuo. El s6lido obtenido se purificé por cromatografia en columna abierta sobre gel de
silice utilizando una mezcla de hexane-AcOEt (97:3) para obtener finalmente 0.31 g (36 %
de rendimiento) del intermediario 90.

2-Metiloxi-w-bromo-4-metilacetofenona (90). IR (pelicula) vmax 1675, 1600, 1500,
1200 cm-1; RMN-H (CDCls, 300 MHz) 6 2.40 (3H, s, 4'-CH3), 3.85 (3H, s, -OCHs), 4.7 (2H, s,
-CH2Br), 6.86 (1H, m, H-3"), 6.87 (1H, da, J= 7.2 Hz, H-5'), 7.76 (1H, d, J= 8.4 Hz, H-6'); EM-
FAB* m/z 243, 245 [M+H]* (20, 16).

4.8.6. Sintesis de 2-Benziloxi-w-bromo-4-metilacetofenona (91).

89

En un matraz bola de 50 mL provisto de una aparato de agitacion magnética y un
bafio de hielo se colocaron 2 g (8.33 mmol) de la acetofenona (89) y se disolvieron en 15 mL
de benceno anhidro. Posteriormente se agregaron gota a gota 0.427 mL (8.33 mmol) de Br>
disueltos previamente en 10 mL de benceno. El matraz se puso bajo atmésfera de
nitrégeno, se mantuvo en agitacion y se calenté a 40 °C por cuatro horas. Pasado este

tiempo, se concentré a sequedad y la mezcla obtenida se separé por cromatografia en



columna abierta sobre gel de silice usando como eluyente una mezcla de hexano: AcOEt
97:3. De las primeras fracciones se obtuvieron 0.98 g (40% de rendimiento) un sélido
blanco (91).

2-Benziloxi-@-bromo-4-metilacetofenona (91). p.f. 84 °C. IR (KBr) vmax 1676, 1601,
1494, 1418, 1267, 1180, 1119, 991 cm-!; RMN-'H (CDCls, 300 MHz) $ 2.40 (3H, s, 4'-CHz),
4.51 (2H, s, H-2), 5.17 (2H, s, Ar-CH;O), 6.86 (1H, m, H-3'), 6.87 (1H, da, ] = 7.2 Hz, H-1'),
7.45-7.39 (5H, m, H-2"-H-6"), 7.76 (1H, d, | = 8.4 Hz, H-6"); RMN-13C (CDCls, 75 MHz) & 22
(-CHa), 37.6 (-CH2Br), 70.9 (ArCHxO), 113. 3 (C-5'), 122.3 (C-4'), 122.5 (C-3"), 127.8, 128.5,
128.8 (C-2"-C-6"), 131.8 (C- 6"), 135.7 (C-1"), 146.0 (C-1"), 158.0 (C-2"), 193 (-CO); EM-FAB*
m/z 319,321 [M + H]* (10, 8), 239 (15), 149 (40), 91 (100), 69 (34), 43 (44).

4.8.7. Sintesis del acetato de 2'-(2"'-metoxi-4'"-metilfenil)-2'-oxoetilo (92).

OCHg  och,

AcOH, DBU

_ =

Br  THF,25h

(0]
90 92

En un matraz bola de dos bocas de 50 mL provisto de un aparato de agitacion
magnética, se disolvieron 0.20 mL (43 mmol) de AcOH glacial en 7 mL de
tetrahidrofurano anhidro (THF). Manteniendo la mezcla en agitacion vigorosa, a
continuacién se agregaron 0.65 mL (4.3 mmol) de DBU (1, 8-diazabiclo[5.4.0]-undec-7-eno);
la mezcla se mantuvo en atmodsfera de nitrégeno y se dejo agitando a temperatura
ambiente por un tiempo aproximado de tres minutos. Posteriormente, se agregaron,
lentamente, 0.2 g (2.88 mmol) de la a-bromoacetofenona 90 disueltos previamente en 5 mL
de THF. Finalizada la adicién, la reacciéon se mantivo por 2.5 horas a temperatura ambiente
y despusés el disolvente se eliminé in vacuo para dar un crudo que se disolvié en CHxCly; y
se realizaron extracciones con una solucién de NaHCO:s. La fase organica se concentré a
sequedad y el producto obtenido se purificé por cromatografia en columna abierta sobre
gel de silice, utilizando una mezcla de hexano: AcOEt (80:20). Finalmente se obtuvieron

0.48 g (76 % de rendimiento) del intermediario 92, en forma de sélido vitreo.



Acetato de 2'-(2"-metoxi-4"-metilfenil)-2'-oxoetilo (92). IR (pelicula) vmax 1735,
1678, 1605, 1404, 1236, 1172 cm’; RMN-!H (CDCls, 300 MHz) & 2.21 (3H, s, H-2), 2.38 (3H,
s, 4"-CHzs), 3.93 (3H, s, -OCHs), 5.22 (2H, s, H-1'), 6.78 (1H, da, | = 8.1 Hz, H-5"), 6.85 (1H,
da, J=1.2 Hz, H-3"), 7.85 (1H, d, ] = 8.4 Hz, H-6"); RMN-3C (CDCl;, MHz) § 20 (C-2), 22
(Ar-CHs), 55 (-OCH3), 70 (C-1"), 112 (C-3"), 113 (C-4"), 122 (C-5"), 131 (C-6"), 146 (C-1"), 160
(C-2"), 171 (C-1), 192 (C-2'); EM-IE m/z 222 [M]* (15), 207 (19), 197 (2), 195 (1), 161(4), 135
(4), 134 (5).

4.8.8. Sintesis del acetato de 2'-(2"'-benzoil-4"-metilfenil)-2'-oxoetilo (93).

O~ _CeHs
AcOH, DBU
Br  THF,25h
o)
91

En un matraz bola de 50 mL provisto de un aparato de agitacion magnética, se
disolvieron 0.402 mL (7.031 mmol) de AcOH glacial en 10 mL de tetrahidrofurano anhidro
(THF). A continuacién se agregaron 1.05 mL (7.031 mmol) de DBU; la mezcla mantuvo en
atmosfera de nitrégeno y se dejo agitando a temperatura ambiente por un tiempo
aproximado de tres minutos. Posteriormente, se agregaron 1.5 g (4.68 mmol) de la a-
bromoacetofenona 91 previamente disuelta en THF. Finalizada la adicién, la mezcla se
dejo en agitacion por un tiempo aproximado de dos horas y media a temperatura
ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. Pasado este tiempo la mezcla de reaccion se
concentré a sequedad y el precipitado obtenido se disolvié en CH>Cl> para realizar dos
extracciones con una solucién de NaHCO:. La fase organica se concentré a sequedad y el
solido obtenido se purificé por cromatografia en columna abierta sobre gel de silice,
utilizando una mezcla de hexano: AcOEt (80:20) y se obtuvieron finalmente 1.15 g el
producto 93 como un sé6lido blanco cristalino (82.45 % de rendimiento).

Acetato de 2'-(2'"-benzoil-4"-metilfenil)-2'-oxoetilo (93). p f. 73°C; UV (CH2CL)
Amax (log €) 253 (4.14), 308 (3.7) nm; IR (KBr) vmax 1735, 1678, 1605, 1404, 1236, 1172, 815 cm-
1, RMN-H (CDCls, 300 MHz) 8 2.17 (3H, s, H-2), 2.39 (3H, s, Ar-CH3), 5.15 (2H, s, CH>),



5.16 (2H, s, CHy), 6.86 (1H, da, | = 1.2 Hz, H-5"), 6.82 (1H, da, | = 7.8 Hz, H-3"), 7.47-7.26
(5H, m, H-2"-H-6"), 7.87 (1H, d, ] = 8.1 Hz, H-6"); RMN-13C (CDCls, 75 MHz) & 20.6 (-
CH3), 21. 9 (-CHa), 70.1 (CH,), 70.87 (CH,), 113.2 (C-5"), 122.2 (C- 4"), 122.3 (C-3"), 127.9,
128.5, 128.9 (C-2"-C-6"), 131.2 (C- 6"), 135.7 (C-1"), 146.2 (C-1"), 158.8 (C-2"), 170.5 (C-1),
192.2 (C-2"); EM-IE m/z 298 [M]* (2), 238 (30), 225 (92), 197 (2), 135 (4), 134 (5), 91 (100).

4.8.9 Preparacion del acetato de 2'-(2"'-hidroxi-4'"-metilfenil)-2'-oxoetilo (76).

S

o H,, Pd-C 10%

60 psi, 60° C, 5h

(0]
93 76

En un frasco de hidrogenaciéon de 500 mL se suspendieron, bajo atmodsfera de
nitrégeno, 1.0 g de acetoxybencilacetofenona 93 (3.3 mmol) en 100 mL de AcOEty 0.1 g del
catalizador Pd/C (10%). El frasco se acopl6 al hidrogenador y se eliminé el aire presente
en la botella mediante la administracion de hidrégeno (30 Ib/plg? x 3 veces) seguido de la
expulsion por succién con vacié. Una vez instalado el frasco en el sistema de
hidrogenacién, la mezcla se cargé con hidrégeno (60 Ib/plg?) y fue calentada a 60 °C por 5
horas. Pasado este tiempo, la mezcla de reaccién se filtr6 al vacio sobre papel filtro y celita
para eliminar el catalizador. Las aguas madres se concentraron in vacuo y la mezcla
resultante se purificé por cromatografia en columna abierta sobre gel de silice utilizando
hexano: AcOEt (80:20) como mezcla de elusién para dar 0.564 g (57 % de rendimiento) de
la hofmeisterina (76).

Los datos espectroscopicos y espectrométricos fueron idénticos al producto

natural.

4.9 CALCULOS DE MODELADO MOLECULAR.

La optimizacién de la geometria para los compuestos 79 y 80 se realiz6 utilizando

calculos de campo de fuerza MMFF94 implementados en el programa Spartan’04.



Primeramente, una bisqueda conformacional sistematica para los compuestos 79 y 80 se
realiz6 con ayuda de modelos de Dreiding considerando el movimiento de los angulos de
torsion a ca. 60°, los valores de Emwrr se utilizaron como criterio convergente.
Posteriormente se llevo a cabo una btusqueda usando un protocolo Monte Carlo (Chang, et
al., 1989) obteniendo una seleccion de estructuras de minima energia con valores relativos
entre 0 a 3 kcal/mol las cuales fueron optimizadas por DFT a un nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP usando el programa Gaussian 03W (Godbout, et al., 1992). Los calculos
de las frecuencias en el infrarrojo se realizaron con el mismo nivel de teorfa a 298 Ky 1

atm.



V.RESULTADOS Y DISCUSION

El presente proyecto de investigacion se desarrollé de acuerdo a la estrategia
metodolégica siguiente: En primer lugar se realizé la seleccion primaria de la especie
Hofmeisteria schaffneri como una fuente potencial de principios fitotéxicos utilizando las
estrategias convencionales. A continuacién se realizé el aislamiento y la caracterizacién
estructural de los productos puros aislados a partir de los distintos extractos obtenidos de H.
schaffneri, asi como la determinacién de las propiedades fitotoxicas y anti-CaM de los productos
obtenidos. Por dltimo, se analizé la composicion quimica de los aceites esenciales fitotéxicos
preparados a partir de material vegetal recolectado en distintas épocas del afio. En las siguientes
secciones se presentaran y discutirdin de manera detallada los resultados obtenidos en las

distintas fases del trabajo.

5.1 SELECCION PRIMARIA DE LA ESPECIE VEGETAL H. SCHAFFNERI COMO UNA
FUENTE POTENCIAL DE PRINCIPIOS FITOTOXICOS.

La seleccién primaria de la especie H. schaffneri como una fuente de agentes fitotéxicos se
realiz6 considerando los criterios quimitaxonémico y etnomédico de selecciéon de materias
primas para el descubrimiento de agentes herbicidas potenciales (Cutler y Cutler, 1998).

El criterio quimiotaxonémico tiene su fundamento en el hecho de que en madltiples
ocasiones se han aislado productos con importantes actividades biol6gicas de especies de la
familia Asteraceae (Compositae). En esta familia en particular, el numero de agentes fitotdxicos
con una gran variedad estructural es relevante (Liu, et al., 2006; Chon, et al., 2003; Mata, et al.,
2002a; Kumbhar, 2001; Macias, et al., 2000; Van Puyvelde, et al., 1999; Mata, et al., 1999; Bagchi; et
al., 1998; inter alia).

El criterio etnomédico se apoya en el hecho de que las plantas de amplio uso en las
practicas médicas tradicionales para el tratamiento de multiples patologias constituyen una
fuente invaluable de principios biodindmicos incluyendo aquellos con propiedades de interés

agroquimico (Cutler y Cutler, 1998; Heinrich, 1998; Moerman, 1991; Valencia-islas, et al., 2002;



Hernandez-Romero, et al., 2005). De tal forma que muchas especies medicinales, por ejemplo
Artemisia annua, Hypericum perforatum, Arnica montana, biosintetizan productos con propiedades
herbicidas potenciales.

Una vez seleccionada la especie vegetal, se realizaron las pruebas biol6gicas preliminares
de fitotoxicidad para determinar el efecto sobre la germinacién y crecimiento radicular de
semillas de la arvense Amaranthus hypochondriacus utilizando la prueba de germinacién y
crecimiento radicular en caja de Petri (Anaya, et al., 1990). Los ensayos se realizaron con dos
extractos organicos, uno acuoso y cinco aceites esenciales preparados a partir de material vegetal
recolectado en diferentes épocas del afo. Los resultados de estas evaluaciones se resumen en la
Tabla 17 y los mismos permitieron establecer el potencial fitotéxico de la planta. Como control
positivo se utilizé un extracto cloroférmico de Ipomoea tricolor, planta medicinal ampliamente
utilizada en la agricultura mexicana como cultivo de cobertura (Anaya, et al., 1990). El extracto
acuoso de H. schaffneri mostr6é una actividad similar al extracto de Ipomoea, en tanto que los

extractos organicos y los aceites fueron atin més activos.

Tabla 17. Efecto de los extractos y aceites esenciales obtenidos de H. schaffneri
sobre la germinacion y crecimiento radicular de la arvense A. hypochondriacus.

Extracto Clso (ug/mL)

Extracto organico Lote | 52. 54
Extracto organico Lote Il 59.09
Extracto acuoso 126.0
Aceite esencial lll 89.37
Aceite esencial IV 28.38
Aceite esencial V 93.45
Aceite esencial VI 44.02
Aceite esencial VII 56.5

Extracto cloroférmicode |. tricolor 120.3




5.2 AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS FITOTOXICOS A PARTIR DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS DE H. SCHAFFNERI.

Con la finalidad de obtener los productos fitotoxicos, los extractos activos (dos orgénicos
y un acuoso) se fraccionaron de manera preliminar mediante una cromatografia preparativa, en
columna sobre gel de silice o sephadex. En el caso los extractos organicos, las fracciones
primarias resultantes se evaluaron también para determinar su efecto sobre la germinacién y
crecimiento radicular de semillas de amaranto utilizando el método de la caja de Petri. Los
resultados obtenidos se resumen en la Tabla 18. Del extracto organico del Lote I, las fracciones
mas activas fueron F-4 a F-6 y del lote II las fracciones F3 y F4. Posteriormente las fracciones
primarias activas obtenidas en cantidades suficientes se sometieron a sucesivas separaciones
cromatograficas, dirigiendo el estudio mediante un ensayo bioautogréfico (Anaya, et al., 1990).
Estas separaciones finalmente conllevaron a la obtencién de 14 metabolitos secundarios: el timol
(105), acido anggélico, euparina, B-sitosterol, p-caroteno, y nueve derivados del timol (76-84)

cuyas estructuras, y datos relacionados con su aislamiento se resumen en la Tabla 19.

Tabla 18. Efecto de los extractos organicos y fracciones primarias sobre la germinacion
y crecimiento radicular (Clso, pg/mL) de la arvense A. hypochondriacus.
Extractos organicos

Fraccién | T

Extracto 52.54 59.09
F1 113 134.3
F2 75.8% 2 112.7
F3 63.1* 2 75.7*
F4 52.7* 46.2*
F5 45.4* 149.0
F6 47.2* 150.2
F7 154.9 127.9
F8 100.5 498.4
F9 258.8 >1000
10 589.5 -
Fl11 >1000 -
F12 >1000 -

*Fracciones activas. °No se estudiaron debido a lo escaso de las muestras.



5.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE H.
SCHAFFNERI.

La determinacién de las estructuras moleculares de los compuestos aislados se realizo
mediante la aplicacién de métodos espectroscépicos, espectrométricos y modelado molecular
(Breitmaier, 2002; Mohan, 2000; Silverstein y Webster, 1998; Joseph-Nathan, et al., 1984).

En el caso de los derivados del timol, el andlisis detallado de las propiedades fisicas y
espectroscopicas de los compuestos 77, y 80-83, permitié constatar que sus estructuras ya habian
sido reportadas anteriormente. Los nombres de estos productos y sus estructuras se indican en
la Tabla 19.

Los compuestos 76, 78, 79 y 84 resultaron andlogos naturales nuevos. En el caso del
compuesto 78, la estructura se confirmé inequivocamente mediante un andlisis de Rayos X y
para la estructura 76 por sintesis. A continuacioén se discutird la elucidacién estructural de estos

cuatro compuestos.

Tabla 19. Metabolitos derivados del timol aislados de H. schaffneri.

METABOLITO AISLADO Extracto y fraccion

. COMENTARIOS
de origen

Extracto organico Estructura no reportada previamente
Lote I/F4 en la literatura.

OH (7 mg)

e

(@)

Hofmeisterina (76)

Previamente aislado de las partes
Extracto organico aéreas de Arnica schalinensis
Lote I/F4 (72 mg) (Pasrreiter, et al., 1999).
Lote II/F4 (22 mg) Este es el segundo reporte del
aislamiento de este producto.

1°,4",4a’,9a’-tetrahidro-6",7 "-dimetil-espiro[benzofuran-
3(2H),2-pirano[2,3-b] benzofuran]-2, 4a’-diol (77)




Tabla 19. (Cont.)

o)

@)

hofmeisterina Il (78)

R

hofmeisterina Il (79)

| R
~

(2Z)-2-metilbut-2-enoato de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)-
(isopropeniloxi) propilo (80)

(6]
)H)
O
(e]
OH

(22)-2-Metilbut-2-enoato de 2-[2-(Hidroximetil)oxiran-2-il]-5-

metilfenilo (81)

OH

Extracto organico
Lote I/F4 (32 mg)

Extracto organico
Lote II/F3
(600 mg)

Extracto organico
Lote Il/F4
(79 mg)

Extracto acuoso
D-10
(15 mg)
aceite

Estructura no reportada previamente
en la literatura como producto
natural.

Estructura no reportada previamente
en la literatura.

Previamente aislado de las partes
aéreas de Eupatorium fortunei
(Tori, et al., 2001).

Previamente aislado de las partes
aéreas de Eupatorium fortunei (Tori,
et al., 2001).




Tabla 19. (Cont.)

Previamente aislado de un extracto
Extracto acuoso acuoso de las partes aéreas de
D-16 Eupatorium stoechadosmum.
OH (15 mg) (thi Diem Trang, et al., 1993).
H\n, aceite
O
~
OH
© OH

(22)-2-Metilbut-2-enoato de 2,3-dihidroxi-2-(2-hidroxi-4-
metilfenil)propilo (82)

Previamente aislado de las partes

q aéreas de un extracto acuoso de
~ Eupatorium  stoechadosmum  (thi
O H Diem Trang, et al., 1993).
0]
Doronicum  hungaricum  (raices).

(Bohlmann, et al., 1980).
Extracto acuoso

D-10
(8 mg) Eupatorium kiirunense, hojas,
(22)-2-Metilbut-2-enoato de 2-[2-(Acetoximetil)oxiran-2-il]-5- aceite extracto con acetona (Ya-Ching, et

metilfenilo (83) al., 2005).

Estructura no reportada previamente
en la literatura.

OH Extracto acuoso
D-10
5mg
OH
o (¢}
z X
¢} (¢}

hofmeisterina IV (84)




5.3.1 Elucidacion estructural del Compuesto 76.

El compuesto 76, se aisl6 como un sélido cristalino blanco soluble en diclorometano y
metanol. La férmula molecular del producto se establecié como Ci11H12Os con base en sus
espectros de RMN (Espectro 1y 2) y espectrometria de masas. En este altimo experimento el ién
molecular se encuentra en una relacién de m/z 208. El andlisis integral de los espectros de RMN,
IR y UV permitieron determinar su estructura como la del acetato de 2'-(2"-hidroxi-4"-
metilfenil)-2'-oxo-etilo (76) al cual se le dio el nombre trivial de hofmeisterina.

El espectro en el infrarrojo registrado en fase solida presenta principalmente bandas de
absorcién asociadas a su cardcter aromatico (Vmax 2930, 1570 cm?), a la presencia de un carbonilo
de una cetona conjugada (1657 cm) asi como una banda de absorcién débil caracteristica para

hidroxilo fendlico (3300 y 1228 cm) (Tabla 20).

Tabla 20. Constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 76.

Nombre ftrivial:

Hofmeisterina

Nombre IUPAC:
Acetato de 2'-(2"-hidroxi-4"-metilfenil)-2'-oxo-etilo

Punto de fusion (°C) 87°C
IR vmax (KBr) cm™ 3300, 2939, 1228, 1570, 1508, 931
UV Amax [nm] (log €) 328 (3.78), 263 (3.30)
EM-IE m/z (int. rel.) 208 [M" (33)], 166 (48), 149 (18), 135 (100), 119 (6), 107 (21), 91 (3); 77 (21),
53(5), 43 (15).

En 6u 11.8 (C-2"-OH) se aprecia un singulete tipico de un protén fenélico que forma un
puente de hidégeno con un grupo cabonilo. En la region aromatica del espectro de RMN-1H se
aprecian las sefiales de un sistema ABX, caracteristico del anillo aromatico del timol y sus
derivados, a 6u 7.49 [ H-6" (d, | = 8.4 Hz)], 6n 6.83 [H-3" (sa)] y ou 6.73 [H-5" (ddc, ] = 0.6, 1.5, 8.1
Hz)]. Cada una de estas sefiales correlacionan en el espectro HETCOR con las econtradas en dc

128 (C-6"), 121 (C-3") y 119 (C-5"), respectivamente. En 8y 5.33 (H-1') se observa un singulete que



integra para dos protones asignables a un metileno unido a una funcién oxigenada y al grupo
carbonilo conjugado detectado en el IR (Tori, et al., 2001). Finalmente, en la regién comprendida
entre 6u 2.4 y 2, se encuentran dos sefales para grupos metilos en 6u 2.36 y 2.24 asignables al
metilo sobre anillo aromético y al de un grupo acetilo. Las sefiales correlacionan en el espectro
HETCOR con aquellas en 6c 22 y 20, respectivamente.

El espectro de RMN-13C (Espectro 2) permiti6 identificar la presencia de 11 carbonos. A
partir de las correlaciones HETCOR se pudo asignar directamente aquellos carbonos que se
encuentran protonados. De esta manera se estableci6 la presencia de tres carbonos cuaternarios
pertenecientes al anillo bencénico los cuales se asignaron a partir de las correlaciones observadas
a larga distancia en el espectro HMBC (Espectro 3). Las correlaciones mas importantes se
muestran en la Tabla 21. Finalmente, Las sefales a 6c 196.4 (C-2') y 170.1 (C-1) se encuentran
claramente asociadas a grupos carbonilos; la primera al carbonilo de la cetona y la segunda al

carbonilo del residuo de acido acético que se encuentra esterificando a un grupo hidroxilo.

H-6"d H-3", sa H-5",ddc

Jyo= 8.1 He

Jye =84 Hz
1, = 15Hz

M J&ij H-1' ®-CH; | H-2

e i i

7:52

LU [TFTITFITITTIITITITIT Sy e
C-2"-OH 6.830 6.735 ppm
L T P T T T T TR i G T T - T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Espectro 1. Espectro de RMN-"H (300 MHz, CDCl3) de la hofmeisterina (76).
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Espectro 2. Espectro de RMN-"°C (75 MHz, CDCls) de la hofmeisterina (76).
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Espectro 3. Espectro HMBC de la hofmeisterina (76).



Tabla 21. Datos de RMN-"H (CDCls, 300 MHz) y RMN-"*C (CDCls, 75 MHz) de la hofmeisterina (76).

Posicién Sc 8y (mult, J en Hz) |_||—|I\LB(§:
2 20 2.24 (s)
CHs-4" 22 2.36 (s) 3", 5"
1 64 5.33 (s)
3" 119 6.83 (sa) -CHjs, 4", -OH, 5"
5" 121 6.73 (ddc, 8.1, 1.5, 0.6) -CHjs, 3", 4"
6" 128 7.49 (d, 8.4) 2" 1" 2
OH-2" - 11.8 (s) 4", 2", 5"
4" 115 - 5", 3", -OH
1" 149 - -CHs, 6"
2" 162 - 6", -OH
1 170 - 2,1
2 196 - 6", 1'

El patrén de fragmentacion que se obtiene del espectro de masas esta en armonia con la
presencia de la cetona y del éster acético, grupos que promueven fragmentaciones caracteristicas
(espectro 14, ver anexos). En este caso, el pico base (m/z 135) se genera por una ruptura
homolitica inducida por el carbonilo de la cetona (McLafferty y Ture€ek, 1993). Asi mismo, los
fragmentos en m/z 166 y 149 se generan por una disociacion heterolitica dirigida por el carbonilo

y el oxigeno del ester, respectivamente (Esquema 1).

—

HO
0
o \H/
i (c—o0) o)
/ miz 208 (35) \

o

HO HO

/

O + o]

m/z 149 (18) HO P m/z 166 (49)

L\
O™ miz 135 (100)

Esquema 1. Patron de fragmentacion de la homeisterina (76).



Con la finalidad de obtener cantidades adicionales de la hofmeisterina (76) para la
realizacion de los ensayos biolégicos, asi como para comprobar su estructura molecular, se
disefié una sintesis, teniendo como estrategia principal una transposicién de Fries del acetato de
m-cresilo (86); este ultimo se preparé a partir del m-cresol (85), anhidrido acético y HxSO,
(catalizador; dos gotas por cada equivalente de anhidrido acético) para generar el
normonoterpenoide 87 que presenta el mismo esqueleto normentano que la hofmeisterina. Las
condiciones para llevar a cabo la transposiciéon de Fries estan ampliamente documentadas en la
literatura; estas dan fé que la regioselectividad depende de la temperatura. Asi, la formacién del
derivado en orto se favorece a temperaturas elevadas (> 100 °C); en cambio, a temperaturas bajas
se favorece la formacion del isémero para (Fieser y Fieser, 1944); por lo tanto, se realizaron varias
pruebas a diferentes temperaturas mayores a 100 °C y a diferentes tiempos de reaccién. Los

mejores rendimientos se obtuvieron a 180 °C durante dos horas (Tabla 22).

Tabla 22. Condiciones de reaccion probadas para la transposicién de Fries.
Temperatura Tiempo de reaccion Rendimiento* (%)

110 4 hr 56
145 4 hr 70
160 4 hr 78
180 4 hr 90
180 2hr 91

* Promedio de varias repeticiones.

El siguiente paso en el disefio de la sintesis consistié en introducir el residuo de acetilo en
la posicién deseada. Para tener una quimioselectividad efectiva en la posicion alfa a la cetona y
generar el ester deseado fue necesario inicialmente proteger el grupo hidroxilo del fenol, lo cual
se logro utilizando cloruro de bencilo en presencia de KI y K,CO; para generar el intermediario
alquil eter 89. Una vez protegido el fenol se realizé una bromacién alfa a la cetona con este
altimo intermediario. Existen en la literatura varias opciones para llevar a cabo reacciones de o-
halogenacion de cetonas, pero la mas utilizada es la que se realiza con Brz, Cl; o I» en presencia
de cantidades cataliticas de un &cido (Smith y March, 2001). Inicialmente se ocup6 Br; en acido
acético glacial, a diferentes temperaturas; luego se evaludé la opciéon de Bro en benceno,
igualmente a diferentes temperaturas. Los mejores resultados, aunque en bajos rendimientos, se

obtuvieron a 37°C utilizando tinicamente Br, disuelto en Benceno o Br; en acido acético glacial a



40°C. Finalmente, con la finalidad de incrementar los rendimientos se decidié utilizar N-

bromosuccinimida como agente monohalogenante; sin embargo, no se logré este objetivo.
Después de todos los ensayos realizados (Tabla 23), la mejor opcién fue Brz en benceno a

temperatura ambiente; en estas condiciones fue mas facil controlar la formaciéon del producto

mono-bromado 91 con rendimientos aceptables.

Tabla 23. Condiciones de reaccion ensayadas para la a-bromacién para la formacioén del intermediario 91

Condiciones de temperatura Tiempo de reaccion Rendimiento* (%)
reaccion (°C) (hr)

Brz en benceno 4 5 no hubo transformacion
Brz en benceno 10 5 no hubo transformacion
Bro en benceno 15 5 10

Brz en benceno t.a 5 36

Brz en benceno 37 3 28

Broy AcOH t.a 3 <10

Broy AcOH 40 3 28

NBS t.a 5 no hubo transformacion

* Promedio de varias repeticiones.

Cabe mencionar que inicialmente se intentd aplicar la estrategia que se resume en el
Esquema 2. De igual forma la reacciéon se inici6é con 85, que tratado con bromuro de
bromoacetilo en presencia de piridina generé 86a con un rendimiento moderado (63 %). Sin
embargo, el punto critico en esta propuesta fue la reaccion de transposicion de Fries para
obtener 91a. En todas las condiciones de temperatura y tiempos de reacciones ensayadas no fue

posible obtener 91a.

OH Br)j\/B

OH
\n/\Br AlCl; OH o
PRDNA 145-180°C B — OJJ\

CH,Cl, 2-4n. g

85 86a 91a 76

No pudo ser identificado

Esquema 2. Ruta de sintesis alterna para preparar el producto a-bromado a la cetona.




Una vez obtenido el intermediario 91 se llevé a cabo la reaccién de esterificaciéon en
presencia de acido acético. Los acidos carboxilicos, entre otros muchos métodos, se esterifican,
via una sustitucion nucleofilica por tratamiento con un halogenuro de alquilo en presencia de
DBU; este dltimo es un catalizador nucleofilico muy utilizado para esterificaciones ya que
promueve la deshidrohalogenacién con muy buenos resultados (Shieh, et al., 2002; Smith y
March, 2001; Conrad, et al., 2000). La aplicacién del procedimiento condujo a la formacion del
ester 93 con buenos rendimientos.

Finalmente la desproteccién de 93 en condiciones de hidrogenacién catalitica condujo a
la obtencién del producto natural 76 con un rendimiento (Tabla 24). De manera simultinea se
preparé el derivado metilado 92 siguiendo la misma estrategia. En este caso la metilacion se
logré utilizando (CH3)2SOs, como agente metilante e hidroxido de sodio como base para

promover la formacién del fenolato. La reaccion se realiz6 a temperatura ambiente.

Tabla 24. Rendimientos y puntos de fusién de los compuestos sintetizados.

Compuesto pf (°C) Rendimiento (%) t (h)
86 liquido 90 4
87 liquido 90 3
89 53 78 5 dias
91 84 40 4
93 73 82.4 25
76 87 57 5
88 <40 68
90 - 36
92 <40 76 25

Cada uno de los intermediaros generados en la sintesis de la hofmeisterina se
identificaron por sus datos espectroscopicos y espectrométricos (Breitmaier, 2002; Mohan, 2000;
Silverstein y Webster, 1998; Joseph-Nathan, et al., 1984). En el caso del producto 76 las
propiedades espectroscopicas y fisicas resultaron identicas a las del producto natural (Esquema

3).
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5.3.2 Elucidacion estructural del compuesto (78).

El compuesto 78 se aislé como un sélido cristalino soluble en diclorometano. El espectro
en el infrarrojo registrado en fase sélida presenta bandas de absorcién asociadas a su caracter
aromatico (Vmax 2930, 1570 cm1), a la presencia de un carbonilo conjugado (Vmax 1632 cm!) y una
banda de absorciéon débil caracteristica para hidroxilo aromatico (3417 cm?). En la Tabla 25 se

resumen sus constantes fisicas y espectroscopicas.

Tabla 25. Constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 78.

Nombre ftrivial:

Hofmeisterina Il

Nombre IUPAC:
1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-diona.

Formula molecular C18H1604

Punto de fusion (°C) 192-193

IR vimax (KBr) cm™ 3417, 2930, 1632, 1618, 1570, 1502.

UV Amax [nm] (log €) 227 (4.48), 264 (4.58), 326 (4.08)

EM-IE- m/z (int. rel.): 298 [M]" (36), 280 (4), 163 (83), 135 (100), 107 (7), 77 (10).

Los espectros de RMN (Espectros 4 y 5) y masas resultaron muy similares a los
registrados para la hofmeisterina (76). Sin embargo, la presencia de nueves sefales en el espectro
de RMN-13C, la integracién del espectro de RMN-!H para nueve protones, asi como el valor del
i6on molecular en una relacién de m/z 298 permitieron determinar que la estructura se trataba de
un dimero simétrico con una formula molecular de Ci1sH1sO4; asi, el compuesto esta conformado
por dos unidades de 2'-hidroxi-4'-metilfenilmetilencetona. El andlisis integral de los espectros de
RMN, IR y UV permitieron determinar su estructura como 1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-
buten-1,4-diona, y se le dio el nombre trivial de hofmeisterina II (78).

Al igual que en la hofmeisterina (76), el espectro de RMN-'H presenta las siguientes

sefiales diagnosticas:



-Un sistema ABX asignable a tres metinos aromaéticos en 6u 7.76 (2H, d, J= 8.1 Hz, H-6'),
6.79 (2H, m, H-3") y 6.74 (2H, ddc, J= 8.1, 1.5, 0.6 Hz, H-5'), que correlacionan en el espectro
HSQC con las sefiales en &¢ 118.5 (C-6'), 120.4 (C-3') y 117.1 (C-5').

-En 8 12.1 (C-2'—OH) se observa también la sefial de un protén fenélico implicado en
un puente de hidrogeno.

-Por altimo en &y 3.45 se observa un singulete atribuible a los dos grupos metilenos
presentes en la molécula. En el espectro de RMN-13C la sefial correspondiente aparece en dc 31.6.

La unién de las dos unidades de 2'-hidroxi-4'-metilfenilmetilencetona, asi como el patréon
de sustitucién del anillo aromético se pudo confirmar mediante el anélisis de las correlaciones a
larga distancia observadas en los experimentos de correlaciéon heteronuclear (HMBC) y
homonuclear (NOESY), mismos que se resumen en la Tabla 26.

El espectro de masas de este producto result6 similar al de la hofmeisterina (espectro 15,

ver anexos), encontrandose el pico base en una relacion m/z de 135 (Esquema 4).

HO O O OH

.+O O
m/z 298 (38)

7N

OH
HO

+04 * °

m/z 135 (100) m/z 163 (80)

Esquema 4. Patron de fragmentacion de la hofmeisterina Il (78).
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Espectro 5. Espectro de RMN-"C (CDCl3, 75 MHz).de la hofmeisterina 1l (78).
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Espectro 6. Espectro HMBC de la hofmeisterina Il (78).

Tabla 26. Datos de RMN-'H (300 MHz, CDCls) y RMN-"2C (75 MHz, CDCls) de la hofmeisterina Il (78).

Posicién 8¢ 8u (mult, J en Hz) 'E'thl_?g)
1 2035 - -
2 31.6 3.45 (s) 1,2,3
1 171 - -
2 1625 - -
3 1204  6.79 (m) 2',4' 4'-CHs
4 1482 - -
5' 118.5  6.73 (ddc, 0.6, 1.5, 8.1) 4'6', 4'-CHs
6' 129.7 7.75(d, 8.1) 1,1,2,4,5
4'-CHjs 21.9 2.36 (s) 1,3,5
2'-OH - 12.09 21

Con la finalidad de analizar con mayor detalle la propuesta estructural de la
hofmeisterina II (78), se realiz6 una btisqueda conformacional sistematica para este compuesto

empleando el programa de modelado molecular Spartan’04. Los calculos de modelado



molecular usando la teoria de funcionales de la densidad revelaron dos conformaciones

principales de minima energia (78a y 78b) representadas en la Figura 11.

78a : pprr = 35.52 78b : pprr = 30.14
Figura 11. Conférmeros principales de minima energia de la hofmeisterina Il (78).

Finalmente, la estructura de la hofmeisterina II (78) se confirmé de manera inequivoca a
través de un andlisis de difraccion de rayos X. En este caso, la estructura cristalina muestra
claramente la disposicién anti del grupo 1,4-butanodiona (Figura 12), cuya conformacién es muy

similar a la de 78b.

Figura 12. Vista estereoscépica de la estructura de la hofmeisterina Il (78) obtenida por rayos X.

Cabe destacar que Passreiter, et al. (2002) obtuvo este compuesto como un subproducto

de una degradacién oxidativa con dicromato de potasio del compuesto 77.



5.3.3 Elucidacién estructural de los compuestos 79 y 84.

Los compuestos 79 y 84 se aislaron como aceites amarillos solubles en diclorometano; el
producto 84 fue soluble también en metanol. Los espectros en el infrarrojo registrados en
pelicula presentan bandas de absorcién asociadas a funciones olefinicas (Vmax 2962, 1574 para 79
y 2954, 1577 cm! para 84) y un grupo éster (1734 cmly 1128 cm para 79 y 1719 cm? y 1154 cm?
para 84). La férmula molecular se establecié como Ci5H200> para el compuesto 79 con base en los
espectros de RMN (Espectros 7 y 8) y espectrometria de masas modalidad impacto electrénico;
el i6bn molecular se observa en una relacion de m/z 232. Para el compuesto 84, la férmula se
establecié como CxH2Os igualmente con base en los espectros de RMN (Espectros 10 y 12) y
espectrometria de masas pero en la modalidad de bombardeo rapido de atomos positivo (FAB*,

por sus siglas en inglés); el ién cuasimolecular se observa en una relacion de m/z 363.

Tabla 27. Constantes fisicas y espectroscépicas del compuesto 79.

Nombire ftrivial:

Hofmeisterina lll

1 3 Nombre IUPAC:

(22)-2-metilbut-2-enoato de 2-isopropil-5-metilfenilo.

Formula molecular:  C45H2002
IR vmax (KBr)cm™ 2962, 2870, 1734, 1224, 1128, 1036, 815
UV Amax [nm] (log &) 230 (4.16)
EM-IE- m/z (int. rel.): 232 [M]" (9), 149 (10), 135 (12), 105 (5), 83 (100), 55 (30)

Los espectros de RMN de 79 y 84 permitieron evidenciar la presencia de residuos de
angelato, asi como sefiales para el sistema ABX caracteristico de derivados del timol; en el caso
del producto 79 estas sefiales se encuentran desplazadas paramagnéticamente en armonia con
la presencia de un residuo de acido angélico esterificando el grupo fenol. Las demaés sefiales del
nucleo mentano fueron similares a las del timol.

En el caso del producto 84, el espectro de RMN-'H ademads de las sefiales aromaticas,
presento sefiales para dos grupos metilenos unidos cada uno a una funcién angeloiloxi (Espectro

10).




La estereoquimica de los residuos de angeloiloxi para los dos compuestos fue
corroborada mediante un experimento NOE (Tori, et al., 2002) y mediante el analisis de los
desplazamientos quimicos de los dos metilos. De tal forma que en el producto 84, por ejemplo,
los desplazamientos del angelato en 6 1.85 (¢, ] = 1.5 MHz).y 1.93 (dc, | = 7.3, 1.5 MHz) son

idénticos a los descritos por otros autores (Tori, et al., 2002; Joseph-Nathan y Wesener, 1984)

(Espectro 11).
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Espectro 8. Espectro de RMN-"C (CDCls, 75 MHz) de la hofmeisterina IIl (79).
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Espectro 9. Ampliacion del HMBCde la hofmeisterina Il (79).

Tabla 28. Datos de RMN-"H (300 MHz, CDCl3) y RMN-"2C (75 MHz, CDCl3) de la hofmeisterina Ill (79).

Posicion 6c 8y (mult., J en Hz) 5'—|N—I>B(§
1 166.0 - -
2 127.3 - -
3 140.3 6.23 (m) -
4 20.7 2.07 (sa) 3
5 15.9 2.09 ( sa) 1,3
1 147.0 - -
2 136.5 - -
3 126.3 7.21(d, 7.8) 1,2, 4
4 126.9 7.01(dd, 7.8) 5', CH3-5'
5 137.0 - -
6' 122.9 6,85 (sa) 5'-CHs,
CHs-5' 20.8 2.32(s) 4,56
1" 27.2 2.98 (sep, 6.9) 1', 3, 2", 3"
2" 229 1.20 (sa) 3
3" 229 1.18 (s) 2




Tabla 29. Constantes fisicas y espectroscépicas del compuesto 84.

Nombre ftrivial:

Hofmeisterina IV.

Nombre IUPAC:

EM-FAB*- m/z (int. rel.):

5 (22,2'Z)bis(2-metilbut-2-enoato) de 2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-
s . metilfenil)propan-1,3-diilo.
=z
o o
Formula molecular:  C2oH2606
IR vmax (pelicula) cm 3349, 2924, 1719, 1230, 1154, 1045, 848.
UV Amax [nm] (log &) 269 (3.32).

363 [M+H]" (3), 345 (17), 249 (15), 83 (100), 55 (73).
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Espectro 10. Espectro de RMN-"H de la hofmeisterina IV (84).
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Espectro 11. Ampliacién de la zona de los metilos de los residuos de angelato en el espectro de RMN-"H de la
hofmeisterina IV (84).
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Espectro 12. Espectro de RMN-"°C (125 MHz, CDCl;) de la hofmeisterina IV (84).
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Espectro 13. Espectro HMBC de la hofmeisterina IV (84).

Tabla 30. Datos de RMN-'H (500 MHz CDCls) y RMN-"3C (125 MHz, CDCls) de la hofmeisterina IV (84).

Posicién  §c &n (mult, J en Hz) E—:\ECS
1 168.1 - -

2 127.0 - -

3 140.0 6.12 (cc, 7.1, 1.5) 2,4

4 15.8 1.93 (dc, 7.1, 1.5)

2-CHs 20.5 1.85 (c, 1.5)

1 67.6 4.55 (s) 6'

2' 78.9 - -

1" 118.9 - -

2" 156.8 - -

3" 118.7 6.7 (m) 1,3, 5" 2"-OH
4" 140.1 - -

5" 1204 6.65 (ddc, 8, 1.5, 0.5) -

6" 126.5 6.94 (d, 8.0) 5"

4"-CHs 20.9 2.26 (sa) 5", 6"

2"-OH




Durante la realizaciéon del presente estudio fue posible realizar también el modelado
molecular de la estructura 77. El analisis conformacional de este producto, utilizando la misma
estrategia que para la hofmeisterina II, revel6 la existencia de dos conférmeros principales de
minima energia. La estructura 77a adopta una conformacién de bote, muy similar a la que
obtuvo Pasrreiter et al.,, (2002) en el estado sélido (Figura 13). La estructura 77b adopta una
conformacion de silla y es relevante mencionar que cuando se realiz6 la bisqueda por mecanica
molecular, la cual solo toma en cuenta efectos estéricos, esta tltima resulté ser méas favorable
(AEmmrr = 1.807 kcal/mol), por lo que se presume que algunos efectos electronicos pueden estar

implicados en la estabilidad de 77a.

77a: PorT = 58.16 77b Port = 18.73
Figura 13. Conférmeros de minima energia del compuesto 77.

Para validar el equilibrio conformacional que presentan en solucién los compuestos 77 y
78, se compararon las frecuencias en el infrarrojo experimentales y calculadas (Figura 14); la
correlacion gréafica de cada uno de las frecuencias (calculadas vs experimentales) resulté ser

lineal, por lo que se considera que el modelo teérico utilizado (B3LYP/DGDZVP) fue exacto.
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Figura 14. Comparacién de frecuencias en el infrarrojo calculas vs experimentales de 77 y 78.



5.4 EVALUACIONES BIOLOGICAS.

Todos los analogos del timol, excepto 84, se ensayaron para determinar su efecto sobre
lagerminacién y crecimiento radicular utilizando el método de la caja de Petri con la finalidad de
establecer su fitotoxicidad. Las semillas de prueba utilizadas fueron las arvenses, A.
hypochondriacus y E. crus-galli y una de importancia agricola, Medicago sativa. En estas
evaluaciones se utiliz6 como control positivo el glicolipido tricolorina A (Tabla 31).

En general, todos los compuestos evaluados inhibieron el crecimiento radicular de las
arvenses de prueba de manera dependiente de la concentracién, no obstante, ningun compuesto
present6 una fitotoxicidad contra M. sativa. La hofmeisterina (76) y el compuesto 77 fueron los
mas activos contra A. hypochondriacus, incluso las concentraciones inhibitorias medias fueron

menores que las de la tricolorina A.

Tabla 31. Actividad fitotdxica (Clso, M) del timol (105) y los derivados 76-83 aislados de H. shaffneri.

A. hypochondriacus E. crus-galli M. sativa
Compuestos
Crecimiento radicular Clsp (M)

76 3.5x10° 5.67 x 10° >1x10°

77 9.3x 107 4.2x10* >1x10°

78 4.16 x10™ 8.6x.10° >1x10°

79 1.38 x 10™ 1.2 x.10° >1x 107

80 7.4 x.10™ 21.0 x. 10 8.21x. 10°

81 12.7 x 10 ND° ND°

82 9.1x 10" 52x 10 >1x 107

83 6.4 x 10 1.16 x. 10 4.25x.10°

84 ND° ND° ND°

105 1.4x10° 3.6x. 10° >1x 107
Tricolorina A* 3.6x10° 361x7° 5.1x10*

@Control positivo; “No se evalud debido a la poca cantidad de muestra disponible (5 mg).

Aunque el compuesto 78 mostré una actividad fitotoxica moderada (en las arvenses de
prueba), provocé un blanqueamiento de las plantulas de A. hypochondriacus a la concentraciéon
de 33.5 pM similar al que inducen los inhibidores de la enzima HPPD como los herbicidas de
tipo P-tricetonas y o-hidroxiacetofenonas. Este ultimo grupo de compuestos presentan un
residuo estructural de naturaleza o-hidroxiacetofenona similar al presente en la hofmeisterina II
(78). La HPPD tiene como sustrato un grupo a-cetodcido y muchos compuestos de tipo f-

tricetonas y o-hidroxiacetofenonas compiten por el sitio de unién a esta enzima (Dayan, et al.,



2007; Meazza, et al., 2002; Wu, et al., 2002). Este mecanismo de accién podria ser un blanco de

acccion interesante para evaluar el efecto de la actividad fitotoxica de la hofmeisterina II (78).

Los metabolitos que resultaron mdés activos contra A. hypochondriacus (76 y 77), se

seleccionaron para determinar su efecto sobre la PDE1 dependiente de CaM de acuerdo a la

metodologia descrita por Sharma y Wang (1979) y recientemente estandarizada en nuestro

laboratorio (Rivero-Cruz, et al., 2007). Para este ensayo se utiliz6 la clorpromazina como control

positivo.

Los resultados del ensayo enzimatico indicaron que los productos naturales 76 y 77

inhiben a la enzima de manera dependiente de la concentracién y con una mayor potencia que

la clorpromazina. Los resultados de este enzayo enzimético se presentan en la Tabla 32.

Tabla 32. Actividad sobre la PDE1 del AMPc dependiente de CaM de los compuestos 76 y 77.

Compuesto I1Cs0 (UM)
76 4.39+0.46
77 4,22 +0.48
Clorpromazina® 6.81+1.88

Los intermediarios generados durante la sintesis de la hofmeisterina (76) también se

ensayaron como agentes fitototoxicos potenciales utilizando las mismas semillas de prueba, sin

embargo los productos no fueron activos (Tabla 33).

Tabla 33. Actividad fitotéxica (Clso, M) de los compuestos sintetizados.

Compuesto E. crus-galli A. hypochondriacus M. sativa
86 3.2x 10" 3.8x10™ 1.4 x10°
87 >3x107 >1.4x10° >1.4x10°
88 2.9x107° 7.5x10* >1.4x10°
89 >3x107° >1.4x10° >1.4x10°
90 >3x107° >1.4x10° >1.4x10°
91 >3x107° >1.4x10° >1.4x10°
92 >3x10° >1.4x10° >1.4x10°
93 >3x10° >1.4x10° >1.4x10°
76 3.5x10° 5.67 x 10° >1x 107
Tricolorina A® 3.61x10° 3.61x10° 5.1x10*

Control positivo.



5.5 ACTIVIDAD FITOTOXICA Y COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES
ESENCIALES PREPARADOS A PARTIR DEL MATERIAL VEGETAL RECOLECTADO EN
DISTINTAS EPOCAS DEL ANO.

Recientemente se ha intensificado el estudio de los aceites esenciales como agentes
herbicidas para el control de las malezas en los denominados cultivos organicos (Bainard, et al.,
2006; Dayan, 2005; Shahi; 2003; Tworkosli, 2002, Belmont, 2001; inter alia). Esta tendencia
obedece a que los aceites contienen constituyentes alelopaticos de regular tamafio, que ademas
de inhibir la germinacién de muchas semillas de malezas, se degradan con mayor facilidad que
los productos naturales mas complejos (Inderjit y Duke, 2003; Beuchat 2001; Dudai, et al. 1999,
Tworkoski, 2001Wilson, et al. 1997 Ismaiel y Pierson 1990 Putnam, 1983; inter alia). Asimismo, los
aceites suelen ser poco toxicos para los animales y el hombre y tienen propiedades
antimicrobianas (Bakkali, et al., 2007).

Antes de realizar experimentos para establecer el potencial herbicida de los aceites en los
campos de cultivo, es necesario establecer su actividad fitotéxica en funcién de la época de
recoleccion del material vegetal, ya que la composicién de las esencias, y por ende su actividad
bioldégica, varia con la época de recoleccion. Con este propodsito se prepararon los aceites
esenciales de H. schaffneri a partir de cinco lotes de planta fresca (500 g) recolectados en
diferentes épocas a lo largo de un afio. Las épocas de recoleccién correspondieron a las épocas
de sequia y lluvia. Los aceites se obtuvieron por un proceso de hidrodestilacién. Los
rendimientos de los aceites esenciales utilizando este procedimiento se muestran en la Tabla 34

y de los mismos se desprende que no hay una variacion significativa en los rendimientos.

Tabla 34. Rendimientos obtenidos de las esencias H. schaffneri.

LOTE FECHA DE COLECTA cantidad obtenida rendimiento (%)
RM76AEII FEBRERO 450 mg 0.090
RM76AEIV MARZO 435 mg 0.087
RM76AEV AGOSTO 429 mg 0.085
RM76AEVI OCTUBRE 460 mg 0.092

RM76AEVII ENERO 470 mg 0.094




La actividad fitotéxica de los cinco lotes de esencias fue igualmente determinada con el
ensayo de germinacién y crecimiento radicular de la caja de Petri utilizando semillas de
Amaranthus hypochondriacus. La actividad fitotoxica de los aceites de los distintos lotes fue muy
similar; las concentraciones inhibitorias media (Clso) se encontraron en un rango de 28-93

pg/mL. El aceite del lote IV presento la mejor actividad fitotoxica (Tabla 35).

Tabla 35. Actividad fitotdxica de las esencias obtenidas de H. schaffneri sobre la arvense A. hypochondriacus

Extracto Clso (ug/mL)
Aceite esencial lll 89.37
Aceite esencial IV 28.38
Aceite esencial V 93.45
Aceite esencial VI 44.02
Aceite esencial VII 56.5
Extracto de |. tricolor 120.3

La identificacién de los constituyentes de los aceites esenciales se realiz6 utilizando la
cromatografia de gases (CG), ya que es la herramienta de separacién mas adecuada para
analizar compuestos volatiles, y por lo tanto la mas utilizada para el analisis de los aceites
esenciales de un modo confiable (Hudaib, et al., 2002; Skoog, et al., 2001).

Para el andlisis por CG de esencias se utilizan métodos combinados que incluyen el
calculo de indices de retencién en columnas con fases estacionarias de diferente polaridad y el
analisis de los espectros de masas, en conjunto con el uso de compuestos estandares. (Zhu, et al.,
2007; Zhao, et al., 2005; Tarjan, et al., 2002; Vernin, et al, 1987; Shibamoto, 1987).

La identificacion de los componentes presentes en los cinco lotes del aceite esencial de H.
schaffneri se realiz6 en primera instancia por el célculo de los indices de retenciéon aplicando la
metodologia establecida por Kovats (1958), para lo cual se ocuparon dos columnas con fases
estacionarias de diferente polaridad: una no polar constituida de 100% dimetilpolisiloxanos
(SPB1, SUPELCO) y una polar de polietilenglicol (SUPELCOWAX 10) y se utiliz6 un equipo de
CG adaptado a un detector de ionizacién de flama.

Para implementar el método de Kovats se utilizaron como estandares externos una
mezcla de hidrocarburos constituida por una serie homologa de n-alcanos (mezclas de
parafinas); el proceso de eluciéon de la mezcla de hidrocarburos se realizé bajo las mismas

condiciones cromatograficas que para los analitos (Rouessac, 2003; Shibamoto, 1987; Kovats 1958



inter alia). Las mezclas de parafinas son ampliamente utilizadas debido a que son no polares,
quimicamente inertes y solubles en muchas de las fases estacionarias utilizadas y por lo tanto los
indices de retenciéon de los n-alcanos (I.K.) son independientes del relleno de la columna, la
temperatura u otras condiciones cromatograficas (Rouessac, 2003; Skoog, et al., 2001; Kovats
1958). El célculo de los indices de retencion de Kovats para los n-alcanos normales

pertenecientes a la mezcla de parafinas se realiza con la siguiente ecuacion:

I.K. =100n

IK = Indice de Kovats del hidrocarburo
n = numero de carbonos del alcano.

Los indices de retencién para aquellos analitos que no pertenezcan a la serie homdloga
de n-alcanos, son dependientes de las variables de la columna y de las condiciones
cromatograficas de tal forma que el calculo dependera de estos factores. Puesto que se trabajo
con un programa de temperatura de tipo lineal (Tabla 36), ya que de esta forma se obtenia la
mejor separaciéon de los constituyentes (Figura 15), los indices de retenciéon de los picos
desconocidos (I.) se calcularon utilizando la ecuacién de Van Den Dool (Ettre, 2003; Harangi,
2003; Tarjan, et al., 2002; Gonzélez y Nardillo, 1999; Van Den Dool y Kratz 1963), la cual es una
ecuaciéon modificada de la de Kovats; esta tultima es aplicada solamente cuando se trabaja en

condiciones isotérmicas.

Ecuacién de Van Den Dool:

I, =100 71 + 100 [(k-tn) / (bust = £)]

Donde:

n: nimero de dtomos de carbono del alcano maés corto.
t.: tiempo de retencién del alcano mas corto.

tn+1: tiempo de retencién del alcano mas largo.

ty: tiempo de retencién del pico analizado.

Los indices de retencién calculados de los picos obtenidos en los cromatogramas
generados con las dos columnas se cotejaron con los reportados en bases de datos de indices de

retencion de sustancias de referencia medidos en diferentes columnas (Base de Datos de



Referencia Estandar del NIST Numero 69, 2005) y con valores de literatura especializada
(Paolini, et al., 2005).

Simultaneamente al célculo de los indices de retencién, se obtuvieron los espectros de
masas de los componentes de las esencias en las modalidades impacto electrénico e ionizacién
quimica. Esta tltima se utiliz6 cuando los iones moleculares no se pudieron detectar por
impacto electrénico. Los espectros de masas generados por la técnica de impacto electrénico se
compararon con bases de datos de espectros de masas (Base de Datos de Referencia Estdndar del
NIST Namero 69, 2005; NIST Mass Spectral Search, ver. 2.0, Adams, 1989) y de literatura
(Paulini, et al, 2007; 2005; Devies, 1990; Sandra y Bicchi, 1987; inter alia). Con estas herramientas
se identificaron los iones fragmentos caracteristicos de los componentes.

Adicionalmente, algunas estructuras fueron confirmadas por inyeccion de estdndares y
analizadas bajo las mismas condiciones cromatogréficas, estos incluyen al timol (105),
hofmeisterina III (79), a-terpineol (100), p-cimeno (96), y linalol (97).

Los perfiles quimicos de los aceites analizados, la identidad de los mismos y los porcentajes
obtenidos se resumen en la Tabla 38. La proporcién de los componentes (%) fue calculada por
normalizacion de drea (Mc Nair y Miller, 1998) utilizando los picos de los cromatogramas
obtenidos de la columna no polar (Figura 15), por lo que los componentes identificados se
enlistan de acuerdo al orden de elucién en esta columna. En total, se pudieron identificar 27
compuestos los cuales representan un porcentaje mayor al 60 % en los cinco lotes.

En general, los aceites esenciales se caracterizaron por tener un alto contenido de
monoterpenoides con funciones oxigenadas, principalmente derivados del timol esterificados
con diferentes dcidos grasos de bajo peso molecular (Tabla 37). Estos compuestos se encontraron
en los cinco lotes estudiados con patrones sincronizados de variacion. El constituyente
mayoritario es siempre la hofmeisterina III (79), seguido del isovalerato de 8,9-dihidrotimilo
(114). Basicamente la composicién del aceite esencial varia en el contenido de sesquiterpenoides,
principalmente en la cantidad de a-cubebeno (107), cubenol (117) y 6xido de cariofileno (115). La
colecta de marzo presenté la mayor proporcion de los dos primeros metabolitos, en tanto que el
115 fue mas abundante en el lote III (Febrero).

También se detect6 la presencia, aunque en menores cantidades, del eupatoriocromeno
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Tabla 36. Programa de temperatura para las dos columnas

Inyector

Detector

Temperatura inicial

Tiempo inicial

Velocidad de calentamiento:

Volumen de inyeccion:

split (1/50)
lonizacion en flama
60 °C.

0 min

2 °C/min hasta 230 °C manteniendo esta temperatura durante 35 min.

1l

Tabla 37. Proporcion de los componentes identificados.

Vil 1] v \Y \

Componentes identificados
Enero febrero marzo Agosto Octubre
Monoterpenoides 55.4 46.3 54.8 58.7 48.9
hidrocarbonados 0.30 0,07 0.35 0.88 0.36
oxigenados 54.49 46.19 54.44 57.82 48.04
alcoholes 2.91 1.56 3.31 1.83 1.97
derivados del Timol 50.49 43.13 50.94 55.42 45.16
Hofmeisterina lll (79) 30.8 223 31.0 34.3 28.7
Isovalerato de timilo (114) 17.4 18.6 16.0 18.4 13.4
Isobutirato de timilo (112) 1.99 1.06 1.42 2.37 2.53
Sesquiterpenoides 8.8 16.8 7.6 7.2 9.3
Cromeno (eupatoriocromeno, 119) 0.7 0.6 0.8 0.8 0.7
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analizados con la columna capilar SPB-1 (no polar). Las intensidades relativas estan en funcion del total de picos
detectados, incluido el disolvente.



Intensidad relativa (%)

3 ! 1]
40— 114 |‘
s ! Ii‘
-,.E_,_,n.__‘_______,._'l e LS S _..IIIL_ |'||L’ e § e it
1:‘;!lr‘|‘|‘|'r""‘|'rr"|1T11| AR RN RN AR LANARARD LARAD LARAN LARLERR ||"' 'I'"II' |||||| ||Tf1'l"|'|']‘r"l‘|‘|'l‘l‘l_|'l1'l‘l'|'ﬁﬁ"r"l‘
l Jjﬂ 4|2 l 4|4 : 45 48 52
\Y
403
2 -
E JI |L..._,......_,_..'-_..J|__,-m _,,_,,__.__.'l..."'._._.,l'-, PRSP
0"'-r-|-|-|-|—r'rrr1-r"|"|"'r'r|'r'-rr|-=nr[1 1"rr||'I|||| RAN LR AR AN AR RN AR R A RS AR LR LR
l 2 46 48 50 52 54 58
= J
| v
= f
E I |
202
: -
= I —._n_.____...JJIL A | PO SNty S e
E_lr”||||||||||||1||||11||||||I||||||F1"T'T"|']"ITTT'||II-.III|T-[|‘II|||1l|||||||l-'|"|"r||'ll1|I|‘|||r|I-|||
] 38 40 42 44 46 48 50 52 54 58
40 | VI
- 1|
E f Ji
[ N N——— (. ||| . s
u—;‘rr"rrl—rl‘rrﬂ rII1"'|||||||| RN L L LN RN AR L R R R EAREN AR AR RN LR R
3|B J l l 4-|4 46 I 45 50 52 g 54 56
; |
40= | Vil
: |
= [
; A |
__.__,JL. — _p-'II im_.-J' | = et s P

LN LA UL LR LERL) TITITTO[IIaT[uTTT ||||.||,|||||1T1'1'|'['l‘|'T|'r-._r1"-'i'||fFF‘|‘I'I'IT]'ITFFT|'I[T]’E’IT1‘|‘TFFI‘[TI‘I’ITt[I;
SEB 38 4]; l 42 4& 48 48 S0 52 54 56

Tiempo de retenciéon (min)
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Las principales diferencias en el contenido metabélico se ven moderadamente reflejadas
en la actividad fitotoxica; el lote de marzo, que se caracteriz6 por tener el menor contenido en
hofmeisterina II, pero mayor en los sesquiterpenoides a-cubebeno y cubenol, fue el més activo.
La mejor actividad del lote IV puede obedecer entonces a un mayor contenido de cadinanos.
Esta hipotesis debera confirmarse mediante las evidencias experimentales apropiadas.

Diferentes estudios relacionados con los componentes de aceites esenciales y los grupos
funcionales presentes en los mismos, han permitido proponer que la actividad fitotéxica es
mayor, conforme la cantidad de compuestos con funciones oxigenadas aumenta (Vaughn y
Spencer, 1996; 1993; Fischer, 1986; Asplund, 1968). Por lo tanto, es factible que la variacién en el
contenido de compuestos de mayor polaridad presentes en el aceite y atin no caracterizados,

pueda reflejar mejor las diferencias en actividad bioldgica.



VI. CONCLUSIONES

-El estudio quimico biodirigido de las partes aéreas de H.schaffneri condujo a la obtencion
del timol (105), nueve derivados del timol, 4cido angélico, B-caroteno, B-sitosterol y euparina.
Los normonoterpenoides acetato de 2'-(2"-hidroxi-4"-metilfenil)-2'-oxo-etilo (76, hofmeisterina) y
1,4-bis-[(2-hidroxi-4-metil)-fenil]-buten-1,4-diona (78, hofmeisterina II), asi como lo ésteres de
angelato (2Z)-2-Metil-2-butenoato de 2-hidroxi-4-metilfenilo (79, hofmeisterina 1III,) y
(2Z,2'Z)bis(2-metil-2-butenoato) de  2-hidroxi-2-(2-hidroxi-4-metilfenil)propan-1,3-ilo (84,
hofmeisterina IV) son nuevos productos naturales, los cuales se caracterizaron mediante la
aplicaciéon de métodos espectroscépicos, espectrométricos y modelado molecular. En el caso del
producto 78 la estructura se confirmé inequivocamente mediante un andlisis por difraccion de
rayos-X y en el caso del producto 76 por sintesis. La sintesis de este producto se realiz6
utilizando un disefio racional de tipo lineal que consisti6 de seis pasos. La estrategia principal de
sintesis se basd en un rearreglo de Fries del acetato de m-cresilo. El rendimiento global fue de
11.8%.

-El aislamiento de la hofmeisterina II (78) representa la primera descripcion en la naturaleza
de un bis-normonoterpenoide. La presencia de los productos 76 y 78 en Hofmeisteria schafneri
permite concluir que los nortimoles se encuentran restringidos, hasta la fecha, a especies de la
tribu Eupatoriae, a la cual pertenece la especie estudiada.

-Los compuestos aislados en el presente studio se pueden biosintetizara a apartir del 2-[2-
(hidroximetil)oxiran-2-il]-5-metilfenol. Este intermediario puede sufrir una degradaciéon
oxidativa para generar el compuesto 2-hidroxi-1-(2-hidroxi-4-metilfenil)etanona, posible
precursor de 76. La 2-hidroxi-1-(2-hidroxi-4-metilfenil)etanona también se puede dimerizar via
un acoplamiento fendlico para generar la hofmeisterina II (78). Alternativamente, 78 se puede
formar a partir de 77 por una degradacion oxidativa, posiblemente una version in vivo de la
reaccion realizada por Passreiter et al. (2002). Por altimo, la apertura nucleofilica del epéxido del
producto 2-[2-(hidroximetil)oxiran-2-il]-5-metilfenol podria favorecer la formacién de los
compuestos 80, 81 and 84.

-De todos los compuestos aislados, dos presentaron propiedades fitotdxicas significativas

mayores a las de la tricolorina A: La hofmeisterina (76) y 1'4'4a',9a'-tetrahidro-6',7'-dimetil-
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espiro[benzofuran-3(2H),2'-pirano[2,3-b]benzofuran]-2,4a'-diol (77). El efecto de estos productos
fue selectivo contra las arvenses ya que no inhibieron la germinacién o crecimiento radicular de
Medicago sativa, una especie ampliamente usada en la agricultura organica en rotacion de
cultivos. Ambos productos inhibieron la PDE-1 dependiente de CaM y representan nuevos
inhibidores del complejo CaM-PDEL1 y prototipos estructurales para el desarrollo de agentes
herbicidas novedosos. Estos resultados per se permitieron cumplir con el objetivo primordial del
proyecto de tesis.

-El anélisis por cromatografia de gases de los aceites esenciales preparados a partir de
varios lotes de material vegetal recolectado en diferentes meses del afio, permitié la
identificacion de 27 componentes, que representan mas del 60 % de los constituyentes. Seis de
los productos son derivados del timol, incluyendo la hofmeisterina III (76) que fue el
componente mayoritario en todos los lotes.

-Aunque no fue posible establecer una clara correlaciéon entre la actividad fitotéxica y la
composicion de los aceites, se encontro que la esencia de la colecta de marzo (Lote IV) presenta
la mayor fitotoxicidad y el contenido mas alto de cadinenos.

-Los efectos fitotéxicos sobre las arvenses A. hypochondriacus y E. crus-galli de los
extractos, aceites esenciales y algunos compuestos puros obtenidos de H. schaffneri permitieron

corroboran las hipétesis de trabajo.
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VII. PERSPECTIVAS

-Establecer los parametros de inocuidad de los extractos y compuestos fitotoxicos de la especie

H. schaffneri.

-Determinar el efecto pre o post emergente de los productos fitotéxicos y los aceites sobre

distintas especies de plantas de interés agricola.

-Explorar las propiedades medicinales de la especie vegetal.

-Completar el estudio conducente a establecer la composiciéon quimica de la esencia de H.

schaffneri.
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Tabla 35. Componentes identificados en los aceites esenciales.

b

(94) (95) (96)
2 OH
/ o}
HO
(98)
(101)
OAc
g |
X O/ |
(102) (103) (104)

;

OAc

(105) (106) (107)

(110)

(108) (109)
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