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RESUMEN

En.el marco del proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin
America” se realizé la investigaciéon quimica y 1a evaluacion del potencial antimicrobiano
de la raiz de lostephane heterophylla (Cav.) Benth. (Asreraceae) y la corteza de
.Haematoxylon brasiletto Karst. (Leguminosae).

El estudio biodirigido de la raiz de Iostephane heterophyllh permitié el aislamiento
de siete metabolitos secundarios: el acido traquiloban-19.0ico (1), 16a-hidroxi-ent-kaurano
(3), acido ent-kaur-16-en-19-oico (4),, &cido .ent-beyer-15-en-19-oico (5), 16a-hidroxi-ent-
kaur-11-eno (9), xantorrizol (16) y un nuevo sesquiterpeno de tipo bisaboleno, identificado
como el 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22).

Del extracto CH,Cl,-CH:OH' (1:1) de la corteza de H. brasiletto se aislaron ocho
metabolitos secundarios los cuales fueron identificados como: haematoxilina (20), brazilina
"(21), acido cafeico (24), galato de metilo (25), acido galico (26), floroglucinol (27), acido
4-hidroxicinamico (28) y S5-metoxisoraleno (29). De manera general, la elucidacién
estructural de los productos naturales. se realiz6é mediante la aplicacién de métodos
espectroscopicos, espectromeétricos y quirdpticos.

La evaluacién del potencial antimicrobiano del extractoc de la raiz de I
heterophylla, mediante el método de microdilucién permitié detectar que los compuestos
xantorrizol- (16) y 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22) presentan actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (CMI 16 pg/ml), Enterococcus faecium (CMI
16 pg/ml), Bacillus subtilis (CMI 16 pg/ml), Escherichia coli (CMI 32 pg/ml) y Klebsiella
prneumoniae (CMI 32 pg/ml).

Por otro lado; los compuestos haematoxilina (20), brazilina (21), acido cafeico (24)
y floroglucinol (27) aislados de la especie H. brasiletto y evaluados mediante el método de
-difusién en agar, presentaron actividad contra Staphylococcus aureus 375, Enterococci

faecium y Escherichia coli imp. 389.

iv
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ABSTRACT

During the course of our research program to discover bioactive agents from
dryland plants of Latin America, the CH,Cl,-CH30H (1:1) extracts from the roots of I,
heterophylla and the stem bark of H. brasiletto were selected for bioassay-guided
fractionation on the basis of its important antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecium.

Xanthorrizol (16) and 4-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-2-methylphenol (22) were
identified as the principal antimicrobial components of a CH,;Cl,-CH3;0H (1:1) extract
derived from Iostephene heterophylla. Compound 22 is a new natural product, but has
been synthesized. Both compounds exhibited low level activity (MICs of 16-32 pg/ml)
against methicillin-resistant staphylococci and vancomycin-resistant enterococci. They
were either inactive or poorly active against Gram-negative bacteria and yeast. Corﬁgound
16 was tested in an in vive model; it did not provide protection to mice infected with
Staphylococcus aureus. Compound 22 is the second natural rearranged bisabolene reported
in the literature, the first one being 2-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methylphenol (23)
isolated from Elfvira biflora DC. (Asteraceae).

Bioactivity guided fractionation of the active extract from H. brasiletto led to
isolation of haematoxylin (20), brazilin (21), cafeic acid (24), methyl gallate (25), gallic
acid (26), phloroglucynol (27), 4-hydroxycinamic acid (28) and 5-methoxypsoralen (29).
Compounds 24, 285, 26, 27 28 and 29 are novel to this species.
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I.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El presente trabajo de tesis se generé en el marco del proyecto de investigacién
“Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin America”, el cual forma parte de
un programa de caricter internacional denominado “International Cooperative
Biodiversity Group (ICBG).” Este programa estd patrocinado principalmente por el
National Institute of Health (NIH) (Timmermann, et al., 1997).

Los objetivos principales del programa ICBG (Suffnes, et al., 1995) son los

siguientes:

1. Identificar los recursos renovables en paises en vias de desarrollo y proponer
estrategias para la conservacion de los mismos.

2. Desarrollar, a largo plazo, las estrategias ecologicas y econdmicas para el
establecimiento del cultivo de recursos naturales en paises en vias de desarrollo.

3. Implementar estrategias de bajo costo para la investigacion de los recursos
naturales regionales.

4. Buscar nuevos farmacos de origen natural para tratar enfermedades que ocasionan
problemas en vastos sectores de la poblacién.

5. Contribuir al mejoramiento de la infraestructura de investigacién de los paises en
vias de desarrollo que participan en el programa.

6. Contribuir a la formacién de recursos humanos capacitados para realizar

investigacion sobre los recursos naturales renovables de los paises participantes.

Los paises que hacen una labor conjunta con los Estados Unidos de América del Norte en el
proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin America” son: Chile,
Argentina y México. Las instituciones norteamericanas a las que compete el desarrollo de
la empresa cientifica antes sefialada son: la Universidad de Arizona, donde reside el
investigador principal del proyecto, laboratorios, Wyeth-Ayerst y la Universidad de Illinois.
En México, la Universidad Nacional Auténoma de México, a través de la Facultad de

Quimica y el Instituto de Biologia, es la responsable de colaborar con el proyecto. En Chile,
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la institucion participante es la Universidad Catolica de Chile; en tanto que en Argentina
participan la Universidad de la Patagonia y el Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria, INTA.

En la Facultad de Quimica, a través de un convenio con la Universidad de Arizona

se realizan las siguientes actividades:

a. Preparacion de los extractos vegetales a partir de especies seleccionadas,
principalmente mediante un criterio etnomédico.

b. Envio de los extractos para determinar su potencialidad terapéutica. Las
evaluaciones se realizan en los laboratorios Wyeth-Ayerst, asi como en el
laboratorio de Microbiologia, Escuela de Farmacia, Universidad de Illinois,
E.E.U.U.

¢. Fraccionamiento de manera biodirigida de los extractos que demuestren una
actividad biologica significativa.

d. Separacién y purificacidon de los compuestos activos responsables de la
actividad bioldgica.

e. Elucidacion de las estructuras moleculares de los componentes aislados de las

fracciones activas.

Como se desprende de la informacién antes mencionada, las actividades que se
desarrollan en la Facuitad de Quimica se encuentran enmarcadas en el objetivo niimero
cuatro del programa ICBG. El cumplimiento de este objetivo permitira el descubrimiento
de farmacos potenciales a partir de especies medicinales de las zonas aridas de la Republica

Mexicana.

En el contexto del proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin
America”, las plantas medicinales lostephane heterophylla (Cav) Benth. (Asteraceae) y
Haematoxylon brasiletto Karst. (Leguminosae) fueron seleccionadas como fuentes de
principios antibacterianos de posible interés tefapéutico. En consecuencia el objetivo
primordial del presente trabajo es el aislamiento y la caracterizacidon de los principios

activos responsables de la actividad antibacteriana encontrada en las evaluaciones
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preliminares, conducentes a determinar el potencial antimicrobiano de varias especies

vegetales de México.

Para el cumplimiento de éste objetivo se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

i Preparar los extractos de: la raiz de I heterophylla y de la corteza de H. brasiletto
mediante un proceso de maceracion.

ii. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total mediante la aplicacién de
la cromatografia en columna abierta.

fii. Separar y purificar los componentes de las fracciones activas, empleando para ello
diversos procedimientos cromatograficos.

iv. Identificar los compuestos presentes en las fracciones activas mediante la aplicacién
de métodos espectrométricos y espectroscopicos.

v. Contribuir al conocimiento de los recursos naturales empleados en la medicina

tradicional Mexicana.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes de la especie Iostephane heterophylla. (Cav) Benth.
(Asteraceae)

La especie fostephane heterophylla (Cav) Benth. (Asteraceae) es una planta originaria
de México. La especie habita en climas semiseco y templado entre los 1500 y 3000 metros
sobre el nivel del mar y se disfribuye ampliamente desde Chihuahua hasta Oaxaca. En el
Norte de la Replblica Mexicana y las montafias del Estado de México la planta se conoce
como “hierba de Indio” o “escorcionera’”; en Morelos como “hierba del manso” y en Nayarit
como “tecpahtli”. I. heterophylla es una planta herbacea de aproximadamente 30 cm de alto,
sus hojas son basales de forma eliptica, de 9 a2 15 cm de largo, la base es generalmente sinuada
y los bordes dentados, las flores de color rosa se encuentran en cabezuelas terminales

(Figura 1).

En la medicina tradicional mexicana y desde principios del periode Colonial L
heterophylla es valorada por sus propiedades medicinales. La infusién de las hojas se utiliza
como cicatrizante, para el tratamiento de heridas, quemaduras y toda clase de afecciones de la
piel, asi como para el tratamiento de la diabetes y desdrdenes gastrointestinales, tales como la

disenteria (Hernandez; 1959; Argueta, ef al., 1994).

En el centro del pais, las hojas de la planta son también altamente valoradas para
disminuir dolores reumaticos y artriticos, frotando la tintura en las articulaciones. La raiz
machacada se aplica como cataplasma para reducir fiebre o como un antidoto contra picaduras

o mordeduras de animales venenosos (Argueta, ef al., 1994).
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Figra 1 Iostephane heterophylla. (Cav) Benth.(Asteraceae).

En el estado de Morelos se emplea la decoccion de la planta en el temascal para bafios
posparto. En el estado de Nayarit, la solucidn resultante de la maceracion de la raiz se emplea
para aliviar toda clase de dolor corporal.

Otros reportes incluyen el uso de la raiz para el tratamiento de desérdenes hepaticos,
esterilidad en la mujer, antipalidico o para la inflamacién de la garganta (Argueta, ef al.,

1994; Bye, 1986).
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En el Cuadro 1 se resumen algunas de las propiedades medicinales de L heterophylia,

asi como la via de administracion y la parte de la planta que se emplea para el tratamiento.

Cuadro 1. Propiedades medicinales atribuidas a Iostephane heterophylla (Argueta, et al.,

1994; Bye, 1986).

VIA DE

USO POPULAR PARTE DE LA PLANTA ADMINISTRACION
Enfermedades hepaticas hojas oral
Afecciones cutdneas hojas topica
Antiséptico hojas topica
Antidiabético hojas oral
Antidiarreico hojas y raiz oral
Tratamiento de dolores toda Ia planta tépica
reumaticos y artriticos
Dolor de pulmén raiz y hojas oral y tépico
Purgante raiz y hojas oral
Antidoto raiz. topico
Padecimientos renales raiz oral
Quemaduras y heridas raiz y hojas tépico
Antipaltdico toda la planta oral
Dolor corporal toda la planta oral o topico
Enfermedades , .
gastrointestinales raiz y hojas oral
Antiinflamatorio hojas y raiz oral

Los distintos estudios quimicos realizados a la fecha sobre esta especie permitieron el
aislamiento y caracterizacién de los metabolitos secundarios que se presentan en el Cuadro 2.
Los metabolitos incluyen diterpenoides de varios tipos, sesquiterpenoides del tipo bisaboleno,

cumarinas y esteroles (Aguilar et al., 1993; Aguilar y Delgado, 1995; Delgado y Aguilar,

1996).



|_ Antecedentes J

Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de Iostephane heterophylla.

COMPUESTO REFERENCIA

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

i H
COOH

acido traquiloban-19-oico (1)

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;

i H Delgado y Aguilar, 1996
COOH 8 Y A8

acido 15a-hidroxi-traquiloban-19-oico (2).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

16a-hidroxi-ent-kaurano (3).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

E0,H

acido enr-kaur-16-en-19-oico (4).
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de Iostephane heterophylla (continuacion).

COMPUESTO

REFERENCIA

T H
CO.H
acido ent-beyer-15-en-19-oico (5).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

CO.H

acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico (6).

Aguilar et al., 1993,
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

HO/:
16ct-hidroxi-ent-kaur-19-o0l (7).

Aguilar er al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

“OH

T H
COOH

acido 16a-hidroxi-ent-kaur-11-en-19-oico (8).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de Iostephane heterophylla (continuacion).

COMPUESTO

REFERENCIA

16a-hidroxi-ent-kaur-11-eno (9).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

CO.H

acido 15a-angeloiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (10).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

E)Tig

CO,H

acido 15a-trigloiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (11).

Aguilar ef al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996

: H
COOCH;

metil-16c-hidroxi-ent-kaur-11-en-19-oato (12).

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996.
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de lostephane heterophylla (continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA
MeO N
Agutlar et al., 1993;
HO 0 0 Aguilar y Delggdo, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996.
escopoletina (13)

OH
é&‘)
HOHO OH

B-sitosteril-B-D-glucopirandsido (14)

Aguilar et al., 1993,
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996.

HO
HO O
HO OH
HO
B-D-glucopiranosa (15)

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Apguilar, 1996.

OH

xantorrizol (16)

Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996.

10
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados de Iostephane heterophylla (continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA

OH ' Aguilar et al., 1993;
Aguilar y Delgado, 1995;
Delgado y Aguilar, 1996.

OH
2-metil-5-(5-hexenil-4-hidroxi-1,5-dimetil)fenol (17)

OH

Aguilar et al., 1993,
OH Aguilar y Delgado, 1995,
Delgado y Aguilar, 1996.

2-metil-5-(3-hexenil-5-hidroxi-1,5-dimetil)fenol (18)
1 HO HO
0 0

0 OH HO Aguilar ef al., 1993;

78] Aguilar y Delgado, 1995;

HO

1-0-[12-0-(12S8)-dihidro-12,13-dihidroxixantorrizol]-B-L-
arabinopiranosil-(1—-2)-B-D-glucopiranosido (19)

Delgado y Aguilar, 1996

En investigaciones previas de la raiz de lostephane heterphylla se demostré que el
extracto cloroformico presenta toxicidad para el crusticeo Artemia salina (CL,, 30.1 ppm), y
una actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa (CMI 24.3 pg/ml; 24.4 ug/ml y 32 pg/ml, respectivamente; Aguilar y Delgado,
1995; Delgado y Aguilar, 1996). Asi mismo, se comprobé que el bisaboleno xantorrizol (16),
constituyente mayoritario de la especie, posee actividad antifiingica contra Candida albicans

(CMI = 68.75 ug/ml) y toxicidad contra el crusticeo A. salina (CL,, 4.3 pg/ml). El bisaboleno

11
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16 también presenté un efecto citotoxico marginal contra la linea celular derivada del
carcinoma nasofaringeo humano (KB), la concentracion efectiva media (CE,,) fue de 4.90
ug/ml (Aguilar y Delgado, 1995; Delgado y Aguilar, 1996). Por tltimo, se demostrd que el
xantorrizol (16) inhibe las contracciones del atero de rata inducidas por KCl (60mM), CaCl,
(1.0 mM) y BAY K 8644, (Ponce-Monter, ef al., 1999) y provoca una relajacion de la

contraccién inducida por noradrenalina (NA, 10°M) en aorta de rata (Campos, et al., 2000).

2.2 Antecedentes de la especie Haematoxylon brasiletto XKarst.
(Leguminosae).

Haematoxylon brasiletfo Karst (Leguminosae) es una especie originaria del Norte de
Granada y habita en climas calidos, semicélidos, semisecos y templados. La planta es silvestre
y estd asociada a bosques tropicales (caducifolio y subcaducifolio), asi como a bosques

espinosos, mesdfilo de montafia, de encino y de pino (Argueta ef al., 1994).

H. brasileto es un arbol de 7 a 15 metros de altura, las ramas poseen espinas duras de 1
a 3 ¢m de largo. La corteza es de color café claro a rojiza y el centro del tallo es de color café
oscuro a rojo intenso. Las hojas en forma de mofio, se dividen en seis hojuelas. Presenta
racimos de flores amarillas, los frutos son legumbres aplanadas muy largas y las semillas son
de forma alargada (Figura 2). La especie se distribuye ampliamente en la Repiblica
Mexicana principalmente en los Estados de Baja California Sur, Sonora, Morelos, Nayarit,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Guanajuato y en el Estado de México. En nuestro
pais el arbol se conoce popularmente con los nombres de “azulillo”, “corteza de Brasil”, “palo

2

Brasil”, “palo de tinta” y *“palo tinto™.
Desde principios del Siglo XVI, H. brasiletto es ampliamente valorada por sus

propiedades medicinales. En la medicina tradicional mexicana se emplea la infusion del tallo

para ¢l tratamiento de padecimientos del sistema cardiovascular, tales como ritmo cardiaco

12
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acelerado, mareos y desmayos. En Baja California Sur y en el Estado de México, la decoccion
del centro del tallo se emplea para controlar la presion arterial y aliviar algunos padecimientos
cardiacos. En el Estado de Morelos la decoccién de la corteza se usa para purificar la sangre y

en combinacién con Citrus sp se emplea para disminuir el nerviosismo (Argueta et al., 1994).

Figura 2 Haematoxylon brasiletto Karst. (Leguminosae).

13
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En el centro del pais, la infusion de la corteza y el tronco se emplea para aliviar
padecimientos renales, y algunos malestares estomacales, los que incluyen dolor estomacal,
diarrea y ulcera gastrica. La infusion de las flores se emplea para aliviar dolores de espalda,
tos y resfriado. Asi mismo, H. brasiletto es apreciada por sus propiedades astringentes y con
suma frecuencia se emplea para disminuir los ataques epilépticos, controlar la diabetes y

disminuir la fiebre (Argueta et al., 1994)

En el Cuadro 3 se resumen algunas de las propiedades medicinales de la especie, asi como la

via de administracion y la parte de la planta que se emplea para el tratamiento.

Cuadro 3. Propiedades medicinales atribuidas a Haematoxylon brasiletto Karst. (Argueta et

al., 1994)
VIA DE

USO POPULAR PARTE DE LA PLANTA ADMINISTRACION
Padecimientos renales corteza y tronco oral
Problemas cardiovasculares tallo y corteza oral
Antidiabético toda la planta oral
Antidiarreico corteza y tronco oral
Antiséptico corteza y tronco oral
Tratamiento de dolores de -

flores tépica y oral

espalda
Dolor de pulmén raiz y hojas oral y tdpico
Enfermedades

. . corteza y tallo oral
gastrointestinales
Dolor corporal toda la planta oral o topico
Antiinflamatorio hojas, flores y corteza oral
Padecimientos biliares corteza y tronco oral
Dolor de bazo corteza y tronco oral y topico
Dolor de dientes corteza y tallo oral
Control de la ictericia toda la planta oral
Antianémico flores oral
Antipirético toda la planta oral
Colorante tallo y corteza -

14
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Los estudios quimicos realizados a la fecha sobre esta especie han permitido el
aislamiento y la caracterizacion de dos compuestos aromaticos; la haematoxilina (20) y la

brazilina (21) (Pratt y Yuzuriha, 1959).

HO OH

R = OH haematoxilina (20)
R = H brazilina (21)

Por otro lado, los distintos estudios biolégicos conducidos sobre la especie permitieron
demostrar que los extractos acuosos de la madera y la corteza presentan importantes
propiedades antimicrobianas (Sinchez ef al., 1958). Del primer extracto se obtuvo respuesta
positiva frente a Salmonella typhosa y Staphylococcus aureus, en tanto que el extracto de la
corteza fue activo contra tres especies del género Brucella: B. abortus, B. flexneri y B. suis
(MIC = 100 pg/ml), Shigella flexneri y Staphylococcus aureus (Sanchez, et al., 1958; Pratt y
Yuzuriha, 1959).

Otras investigaciones realizadas sobre la corteza de H. brasiletto demostraron que la

planta es una fuente importante de agentes colorantes de importancia comercial en las

industrias textil y cosmética (Paris y Rousselet, 1958; Lolor y Martin, 1959). En la industria

15
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cosmética H. brasiletto se emplea en la fabricacion de geles o cremas para tefiir el cabello, asi
como, en la formulacién de cremas para la piel. En la industria textil, se utiliza para tefiir telas,
principalmente la seda (Lolor y Martin, 1959). Los principios colorantes de la planta son la
haematoxilina (20) y la brazilina (21).

La haematoxilina (20) y la brazilina (21) presentan también una gran variedad de
propiedades farmacoldgicas. Hikino y colaboradores (1977) demostraron su actividad
antiinflamatoria. En otra investigacion se demostré que estos productos inhiben de manera
dependiente de la concentracion las contracciones inducidas por KCl y CaCl, en aorta de rata
(Xie et al., 2000). Asi mismo, varios estudios han permitido comprobar las propiedades
antisépticas de estos compuestos (Takechi y Tanaka, 1982).

La brazilina disminuye notablemente los niveles de glucosa en ratones diabéticos.
Aparentemente este producto acelera el metabolismo de la glucosa (Moon ef al., 1985 y 1993;
Kim et al., 1998). Este principio aromdtico también presenta una importante actividad
antimicrobiana y este efecto se atribuye a la inhibicion de la enzima reductasa del
semialdehido succinico (SSAR) la cual degrada al acido y-amino butirico (GABA) (Beak, et
al., 2000). Hwang y colaboradores (1998) demostraron que la brazilina inhibe la actividad de
la fosfolipasa A, y la entrada de Ca™ extracelular en casos de trombosis. Otro grupo de
investigadores demostro sus propiedades antioxidantes; esta uitima propiedad se propuso con
base en el efecto protector que presentd el compuesto frente a la toxicidad inducida por
BrCCl, en hepatocitos aislados de rata (Moon, et al., 1992). Un estudio in vivo con ratones
tratados con halotano permitid comprobar que la brazilina incrementa los niveles de
inmunoglobulina M (IgM). Este hallazgo indica que el producto podria ser de utilidad para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes (Choi, et al., 1997). Por ultimo, la brazilina
incrementa la produccion de la melanina y la actividad de la enzima tirosinasa en melanocitos

(Lee, et al., 1997). Estas actividades le confieren al producto natural propiedades

bronceadoras.

16
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III PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 Material Vegetal.

La raiz de la especie Jostephane heterophylla se adquiri6 el 29 de octubre de 1995
en el mercado La Repiblica en San Luis Potosi, México. Un ejemplar de referencia se
deposité en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional MEXU (Voucher: Bye 20528),
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México.

La corteza de la especie Haematoxylon brasiletto se adquirié en el Mercado de
Sonora de la Ciudad de México el 12 de Octubre de 1995. Un ejemplar de referencia se
deposité en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional MEXU (Voucher: Bye 20339),
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México. |

En ambos casos la identificacion de las especies estuvo a cargo del Dr. Robert Bye
(Instituto de Biologia, UNAM.). El material vegetal se desec6 a temperatura ambiente bajo

sombra y se moli6 en un molino Willey Modelo 4.

3.2 Procedimientos Generales.
3.2.1 Analisis Cromatograficos.

Los andlisis cromatograficos en capa fina se efectuaron de acuerdo con las técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio o aluminio (20 x 20 cm), recubiertas con gel de
silice (silica gel 60 GF2s4, Merck) con un espesor de 0.25 mm y diferentes sistemas de elucién
y como agentes reveladores sulfato cérico y vainillina (Sthal, 1969; Lowrey ef al., 1993). Para
las separaciones cromatograficas en columna abierta se empleo gel de silice (Merck) y

Sephadex LH-20 (Pharmacia) como adsorbentes.

17
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La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) se realizé en un cromatografo
marca Waters (Milipore Corp., Waters Chromatography Divisién Milford, MA, USA)
equipado con un detector de UV Dual (600). El control del equipo, la adquisicién de datos,
el procesamiento y manipulacion de la informacion se realizaron utilizando el programa

software Millenium 2000 (Waters).

Para lograr la separacion de los constituyentes de una muestra, se empleé el método de
cromatografia de liquidos de alta resolucion analitica (CLARa). Los analisis se realizaron en
una columna analitica de fase reversa Nova-Pack®, empacada con dimetiloctadecilsilil HCR-
18 con un tamaifio de particula de 6 um y un tamafio de poro de 60 A. El didmetro interno de
la columna es de 3.6 mm y la longitud de 300 mm. La concentraciéon de las muestras
problema utilizada en estos analisis fue de 0.5 mg en un volumen inyectado de 20 pl. La
velocidad de flyjo fue de 0.35 ml/min. Una vez determinadas las condiciones analiticas se
realiz6 el escalamiento a una columna preparativa de fase reversa, lo que nos permitid la
separacion y la purificacién de los constituyentes de las fracciones primarias, secundarias o
terciarias. La velocidad de flujo fue de 6.5 ml/min. Para todas las separaciones se utilizé un
sistema de gradiente y la fase moévil consistié en una mezcla binaria de acetonitrilo-agua. La
longitud de onda utilizada para la deteccion de los compuestos fue de 288 nm.

Para la purificacién de los compuestos, se recurrié a la técnica de corte de nucleo y
reinyeccion de la muestra. Este método consistio en someter a los picos mayoritarios de
interés a un corte, eliminando asi la contaminacion causada por los componentes minoritarios
eluidos antes y después del pico en cuestion, mismo que fue reinyectado en el sistema

cromatografico tantas veces como fue necesario hasta alcanzar la purificacion.
3.2.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrométricas de los productos naturales.
Los puntos de fusién se midieron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotdmetro de rejilla Perkin-Elmer FT

1603; en pastilla de KBr o pelicula.
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Para el registro de los espectros de masas por la técnica de impacto electrénico se

utilizé un espectrometro de masas JEOL SX 102A mediante introducci6n directa a 70 eV.

Los espectros en el UV se obtuvieron de un espectrofotometro UV Lambda II, en

solucién metandélica.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (IH, '3C, COSY, NOESY, HMBC
y HMQC) se generaron en un aparato Brucker DMX500 a 500 MHz para RMN-'H y 125
MHz para RMN-"C 0 en un aparato Varian Unity INOVA a 300 MHz para (‘H) 0 75 MHz
(®C). Los espectros se registraron en CDCl;, DMSO o acetona deuterada y los
desplazamientos quimicos se asignaron en unidades & (ppm), referidos al tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. La obtencion de los espectros de RMN se realizd en la
Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la
UNAM, y en la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM), plantel Iztapalapa.

Los espectros de dicroismo circular (CD) se obtuvicron de un espectropolarimetro
CD6, las mediciones se realizaron en solucion metanélica bajo temperatura controlada. Los

espectros se registraron en el Instituto de Quimica, UNAM.

1V Estudio quimico de Iostephane heterophylia.

4.1 Preparacion del extracto organico.

El material vegetal seco y molido (2.3 Kg), se extrajo inicialmente mediante un
proceso de maceracion con una mezcla de CH,Cl,-CH3OH (1:1). Posteriormente, el material
vegetal se sometié a una segunda maceracion con metanol. En el Esquema 1 se resume el
procedimiento experimental. Los dos extractos resultantes se combinaron ya que demostraron

una gran similitud en los andlisis cromatogréficos en capa delgada.
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Para el registro de los espectros de masas por la técnica de impacto electronico se

utiliz6 un espectrometro de masas JEOL SX 102A mediante introduccion directa a 70 eV.

Los espectros en el UV se obtuvieron de un espectrofotometro UV Lambda II, en

solucién metandlica.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (IH, 13C, COSY, NOESY, HMBC
y HMQC) se generaron en un aparato Brucker DMX500 a 500 MHz para RMN-'H y 125
MHz para RMN-"C 0 en un aparato Varian Unity INOVA a 300 MHz para (‘"H) o 75 MHz
(®C). Los espectros se registraron en CDCl;, DMSO o acetona deuterada y los
desplazamientos quimicos se asignaron en unidades & (ppm), referidos al tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. La obtencion de los espectros de RMN se realizo en la
Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la
UNAM, y en la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM), plantel Iztapalapa.

Los espectros de dicroismo circular (CD) se obtuvieron de un espectropolarimetro
CDé, las mediciones se realizaron en solucion metandlica bajo temperatura controlada. Los

espectros se registraron en el Instituto de Quimica, UNAM.

1V Estudio quimico de lostephane heterophylia.
4.1 Preparacion del extracto organico.

El material vegetal seco y molido (2.3 Kg), se extrajo inicialmente mediante un
proceso de maceracion con una mezcla de CH,Cl>-CH30H (1:1). Posteriormente, el material
vegetal se sometidé a una segunda maceracién con metanol. En el Esquema 1 se resume el
procedimiento experimental. Los dos extractos resultantes se combinaron ya que demostraron

una gran similitud en los anlisis cromatograficos en capa delgada.
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MATERIAL VEGETAL

1) extraccion con CH2Cl2-MeOH
via maceracion, una vez,
por una semana

2) filtrar y concentrar al vacio

| EXTRACTOI } RESIDUO VEGETAL

1) Extraccion con metanol **, via maceracion.
UNa vez por una Semana.

2) Filtrar y concentrar al vacio.

EXTRACTO Il RESIDUO VEGETAL ]

e *Volumen total de CH,Cl;-MeOH =12 1.
e **Volumen total de metanol =8 1.

e Peso combinado de los extractos 1 y I1 =263 g.

Esquema 1. Proceso de extraccién de la raiz de Tostephane heterophylla.

4.2 Fraccionamiento preliminar del extracto total de Ilostephane
heterophylla.

El extracto total (263 g) se fraccioné en una columna abierta utilizando como
adsorbente 2.5 Kg de gel de silice. El proceso de elucion se efectud con hexano, mezclas de
hexano-CH,Cl,, CH,Cl,, mezclas de CH,CL-CH30H y CH3;OH. Se recolectaron 137
fracciones de 500 ml cada una. Cada fraccién se analizé por cromatografia en capa fina y se
combinaron todas aquellas que resultaron cromatograficamente similares. Este proceso genero
un total de 11 fracciones primarias. En el Cuadro 6, se resume el fraccionamiento realizado

mediante cromatografia en columna abierta del extracto total de la raiz de 1. heterophylla.
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Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta del
extracto crudo de la raiz de fostephane heterophyila.

FRACCIONES

ELUYENTE PROPORCION % || FRACCIONES COMEBINADAS CLAVES | PESO (g)
HEXANO 100 1-67 1-27 FOO1* 7.1130
HEXANO-CH;Cl, 90:10 68-77 28 Fo02* 0.2074
80:20 78-83 29 F003* 19.3685
60:40 84-90 30-36 F004* 123.2714
50:50 91-94 37-94 F005* 92.0000
30:70 95-98 95-116 F006 14.3761
CH,Cl, 100 99-102 117-119 F007 10.0195
CH;Cl,-MeOH 90:10 103-111 120 F008 3.4202
80:20 112-118 121-129 F009 26.4004
70:30 119-124 130 FO10 3.7567
50:50 125-132 131-135 FO11 1.356
30:70 133-136
MeOH 100 137

*Fracciones con actividad antimicrobiana.

4.3 Aislamiento y purificacién de los productos de las fracciones primarias
derivadas del extracto integro de I. heterophylla.

4.3.1 Aislamiento de xantorrizol (16) de las fracciones F002 y F003.

La fraccion F002 (200 mg, Cuadre 4) se sometio a un proceso de cromatografia de

capa fina preparativa, utilizando placas de gel de silice con un espesor de 0.25 mm. El proceso

de elucion se efectudé con hexano-CH,Cl; (1:1). Este procedimiento permitié la obtencion de

100 mg de un aceite amarillo caracterizado como xantorrizol (16).

La purificacion de dos gramos de la fraccion F003 (Cuadro 4) mediante

cromatografia en capa fina preparativa, utilizando las mismas condiciones que en el caso de

F002, condujo al aislamiento de 1.2 g adicionales de xantorrizol (16).
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4.3.2 Aislamiento de xantorrizol (16), del acido traquiloban-19-oico (1), de
16a-hidroxi-ent-kaurano (3) y del 16a-hidroxi-ent-kaur-11-eno (9) de
las fracciones activas F004 y F003.

La fraccién FO04 (123 g, Cuadro 4) se sometié a un fraccionamiento secundario en

una columna cromatografica abierta, utilizando 1.2 Kg de gel de silice como adsorbente. El

proceso de elucidn se realizé con hexano, mezclas de hexano-CH,Cl,;, CH,Cl,, mezclas de

CH,Cl,-CH30H y CH30H. Se recolectaron 74 fracciones de 500 ml cada una. Se analizaron

por cromatografia en capa fina y se combinaron todas aquellas que presentaron similitud

cromatografica. El proceso generd un total de 15 fracciones secundarias. En ¢l Cuadro 5 se

resume este fraccionamiento secundario.

Cuadro 5 Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de

la fraccion FO04 de fostephane heterophylia.

ELUYENTE | PROPORCION % | FRACCIONES g‘;ﬁfﬁgﬁﬁfs CLAVES |PESO (g)

HEXANO 100 1 1-5 004-1 0.1957

HEXANO-CH.Cl, 90:10 2-6 6-8 004-11 1.0349
70:30 7-12 9-12 004-11T 11.6370

50:50 13-20 13-21 004-1v 30.425

30:70 21-26 22-24 004-V 6.8451

CH,Cl; 100 27-36 25 004-VI 3.5294
CH,Cl,-CH,0H 99:1 37-41 26-40 004-VII 19.1287

098:2 42-53 41-45 004-VIII 3.4183

95:5 54-58 46 004-IX 1.9288

90:10 59-64 47-48 004-X 5.9894

70:30 65-70 49-51 004-X1 2.3110

50:50 71-74 52-53 004-XI1I 0.0568

54-56 004-XII1 | 0.1305

57-67 004-X1V | 0.6773

68-74 004-XV 0.2808

De la fraccién F004-II (Cuadro 5) se obtuvo por cristalizacién espontanea 500 mg de un

sélido de color blanco soluble en CH;Cly, con punto de fusién 214-218°C. Este sélido se

caracterizd espectroscopicamente como 160 hidroxi-ent-kaurano (3).

De la fraccion F004-X (Cuadro 5) precipitaron de manera espontanea 500 mg de un sélido

de punto de fusion 158-160°C, que se identificé espectroscopicamente como el dcido
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traquiloban-19-oico (1). Las fracciones FO04-1I1 a E004-X (Cuadro 5) resultaron muy similares,
se detectd que estas fracciones contenian como constituyente mayoritario al xantorrizol (16). Al
combinar estas fracciones y purificar un gramo de la fraccién resultante, por cromatografia en
capa fina preparativa, fue posible obtener 0.553 mg de xantorrizol (16). Este experimento indicé

que el conjunto de esas fracciones podria generar 41.28 g de xantorrizol (16).

La fraccion F005 (92 g, Cuadro 4) se sometié a un fraccionamiento secundario en una
columna cromatogréfica abierta, utilizando 794.5 g de gel de silice. El proceso de elucion se
realiz6 con hexano, mezclas de hexano-CHyCl;, CH,Cly, mezclas de CH,Cl,-CH3;0H y
CH30H. Se recolectaron 73 fracciones de 500 ml cada una. Se analizaron por cromatografia
en capa fina y se combinaron todas aquellas que presentaron similitud cromatografica. El
proceso generd un total de 12 fracciones secundarias. En el Cuadro 6 se resume este

fraccionamiento secundario.

Cuadro 6. Resumen de! fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de
la fraccion FOOS5 de Jostephane heterophylia.

FRACCIONES

ELUYENTE PROPORCION ([FRACCIONES COMBINADAS CLAVES [ PESO (g)
HEXANO 100 1-5 1 F005-1 -

HEXANO-CH,Cl, 85:15 6-9 2-8 FOO5-IT | 0.1465
75:25 10-19 9-10 FOO05-1I | 2.4041
60:40 20-25 11-14 FOO5-IV  [0.4728

45:55 26-33 15-24 F005-V 254186

30:70 34-44 25-32 F005-VI [11.1203

CH.Cl, 100 45-54 33-40 FOO05-VII |13.6396
CH>Cl,-CH30H 90:10 55-68 41-49 FO05-VIII | 6.0836
80:20 69-70 50-55 FOO5-IX |2.1416

60:40 71 56-57 FO05-X  [29.0000
40:60 72 58-64 FO05-XI [1.3536
CH;0H 100 73 65-73 FOO5-XII |1.5117

De las fracciones FQO05-III cristalizaron 406 mg del compuesto caracterizado como
16cc-hidroxi-ent-kaurano (3). Por otro lado, de las fracciones F005-1V a F005-X (Cuadro 6),

cristalizaron 8 g adicionales del dcido traquiloban-19-oico (1) y de la fraccién F005-XI se
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aislaron 623 mg del compuesto caracterizado espectroscopicamente como el 16c-hidroxi-ent

kaur-11-eno (9).

4.3.3 Aislamiento de los acidos ent-kaur-16-en-19-oico (4) y ent-beyer-15-en-
19-oico (5) de la fraccion secundaria FO0S-VII,

De la fraccion FO05-VII (Cuadro 6) precipitaron de manera espontinea 1.6 g de un
solido de color blanco, soluble en CH,Cl; y con un punto de fusién de 135-138°C. Este sélido
resulté ser una mezcla de diterpenos, constituida por los 4cidos ent-kaur-16-en-19-oico (4) y
ent-beyer-15-en-19-oico (5). Esta mezcla result6 inactiva y por lo tanto no se procedid a su

separacion.

4.3.4 Aislamiento de 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22) de las
fracciones secundarias F005-VI y FO05-VII.

Las fracciones secundarias F005-VI y F005-VII (Cuadro 6) se reunieron ya que ambas
resultaron similares en el analisis cromatografico; 14 g de la fraccidn resultante se sometieron
a un tercer fraccionamiento sobre una columna cromatografica abierta, utilizando 185 g de gel
de silice como adsorbente. El proceso de elucién se efectud con hexano, mezclas de
hexano-CH,;Cl,, CH;Ch, y una mezcla de CH,Cl-CH3;0H (9:1). Se recolectaron 140
fracciones de 50 ml cada una. Todas y cada una de las fracciones resultantes se analizaron por
cromatografia en capa fina, combinindose todas aquellas que presentaron similitud
cromatografica. Este proceso generd un total de ocho fracciones terciarias. En ¢l Cuadro 7 se

resume este fraccionamiento.
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Cuadro 7 Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de las

fracciones secundarias F005-VI y FO05-VI1I de Iostephane heterophylla.

ELUYENTE |PROPORCION | FRACCIONES g%:f;ﬁ%‘fs CLAVES [PESO ()
HEXANO 100 1-4 1-29 005-XI1I1 1.0326
HEXANO-CH,Cl, 90:10 5-10 30-49 005-XIV  |2.0798
80:20 11-23 50-63 005-XV 0.740
70:30 24-63 64-72 005-XVI 1.8280
60:40 64-104 73-101 005-XVII 32726
50:50 105-116 102-115 005-XVIII |1.6347
30:70 117-132 116-137 005-XIX 22124
CH,Cl, 100 133-137 138-140 005-XX 1.1515
CH,CI,-CH;0H 90:10 138-140

Por otra parte, la fraccién F005-XV (350 mg) se purificé por cromatografia en capa
delgada sobre gel de silice. Se emplearon 16 placas de gel de silice de 20 x 20 y de 0.25 mm
de espesor (20 mg por placa) y como sistema de elucion hexano-CH,Cl, (7:3). La elucidn se
Tepitio cuatro veces. Este proceso permitié la obtenciéon de 19.3 mg de 4-(1,5-dimetil-4-

hexenil)-2-metilfenol (22).

V Determinacion de la actividad antimicrobiana ir vifro de los extractos,
fracciones y compuestos puros.

La actividad antimicrobiana irn vitro se determiné en los laboratorios Wyeth-Ayerst
de acuerdo a los protocolos establecidos en la literatura (Rios, et al., 1988; Singh, et al.,
2000). Como microorganismos de prueba se utilizaron dos bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus 375 y Enterococcus faecium 436), una bacteria Gram negativa
(Escherichia coli 442) y una levadura (Candida albicans 54). Ver seccién experimental de

la publicacién incluida en el anexo 2.

5.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana in vive del xantorrizol
(16) y del 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22).

La actividad antimicrobiana in vivo se realizo basandose en los protocolos establecidos
por los laboratorios Wyeth-Ayerst previamente descritos por Singh y colaboradores (2000).

Ver seccion experimental de la publicacion incluida en el anexo 2.
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Cuadro 7 Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de las
fracciones secundarias F005-V1y FO05-VII de Tostephane heterophylia.

ELUYENTE |PROPORCION [FRACCIONES Eg‘;fg;%ff’s CLAVES |PESO ()
HEXANO 100 1-4 1-29 005-X111 1.0326
HEXANO-CH,Cl, 90:10 5-10 30-49 005-XIV  |2.0798
80:20 11-23 50-63 005-XV 0.740
70:30 24-63 64-72 005-XVI1 1.8280
60:40 64-104 73-101 005-XVII |3.2726
50:50 105-116 102-115 005-XVIII | 1.6347
30:70 117-132 116-137 005-XIX |2.2124
CH,Cl, 100 133-137 138-140 005-XX 1.1515
CHCl,-CH;0H 90:10 138-140

Por otra parte, la fraccion F005-XV (350 mg) se purificd por cromatografia en capa
delgada sobre gel de silice. Se emplearon 16 placas de gel de silice de 20 x 20 y de 0.25 mm
de espesor (20 mg por placa) y como sistema de elucion hexano-CH,Cly (7:3). La elucién se
repitié cuatro veces. Este proceso permitio la obtencion de 19.3 mg de 4-(1,5-dimetil-4-

- hexenil)-2-metilfenol (22).

V Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos,
fracciones y compuestos puros.

La actividad antimicrobiana in vitro se determind en los laboratorios Wyeth-Ayerst
de acuerdo a los protocolos establecidos en la literatura (Rios, et al,, 1988; Singh, ef al.,
2000). Como microorganismos de prueba se utilizaron dos bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus 375 y Enterococcus faecium 436), una bacteria Gram negativa
(Escherichia coli 442) y una levadura (Candida albicans 54). Ver seccion experimental de

la publicacién incluida en el anexo 2.

5.1 Determinacién de la actividad antimicrobiana in vive del xantorrizol
(16) y del 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22).

La actividad antimicrobiana in vivo se realizé basandose en los protocolos establecidos
por los laboratorios Wyeth-Ayerst previamente descritos por Singh y colaboradores (2000).

Ver seccidén experimental de la publicacién incluida en el anexo 2.
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. VI Estudio quimico de Haematoxylon brasilefto Karst. (Leguminosae)

6.1 Preparacion del extracto organico.

El material vegetal seco y molido (1.7 Kg), se extrajo inicialmente mediante un
proceso de maceracion con una mezcla de CH,Cl,-CH30H (1:1). Posteriormente, €l material
vegetal se sometié a una segunda maceracion con metanol. En el Esquema 2 se resume el
procedimiento de extraccion. Los dos extractos resultantes se combinaron ya que demostraron

una gran similitud en los analisis cromatograficos en capa delgada.

| MATERIAL VEGETAL |

1) extraccion con CHyClo-MeOH
via maceracién, una vez,
por una semana

2} filtrar y concentrar al vacio

I l

| EXTRACTO1 [ RESIDUC VEGETAL

1) Extraccién con metanol**, via maceracion.
una vez por una semana.

2) Filltrar y concentrar al vacio.

EXTRACTOII RESIDUO VEGETAL |

o  *Volumen total de CH,Cl,-MeOH =12 1.
e **Volumen total de metanol = 8 1.

* Peso combinado de los extractos [ y I1 =300 g.

Esquema 2. Proceso de extraccion de la corteza de Haematoxylon brasiletto Karst.
(Leguminosae)
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6.2 Fraccionamiento preliminar del extracto total de Haematoxylon
brasiletto Karst.

El extracto total (300 g) se fraccioné en una columna de vidrio utilizando 3.4 kg de gel
de silice como adsorbente. El proceso de elucién se efectué con mezclas de hexano-CH;Cly,
CH,Cl,, mezclas de CH,Cly-acetona, acetona y CH;O0H. Se recolectaron 107 fracciones de
250 ml cada una. Cada fraccién se analizd por cromatografia en capa fina y se combinaron
todas aquellas que resultaron cromatogaficamente similares. Este proceso genero un total de
15 fracciones primarias. En el Cuadro 8, se resume el fraccionamiento realizado mediante

cromatografia en columna abierta del extracto total de H. brasiletto.

Cuadre 8. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta del
extracto crudo de Haematoxylon brasiletto.

PROPORCION FRACCIONES
ELUYENTE OPORe FRACCIONES| [~ACCIORES |craves | PESO o)
HEXANO-CH,Cl; 1:1 1-18 1-10 HOO01 0.2744
HEXANO-CH;Cl, 2:8 19-29 11-16 HO02 16.200
CHCl, 100 30-47 17-36 HOO03 3.800
CH,CL,-ACETONA 7:3 48-69 37-58 H004 0.6239
CH,Cl,-ACETONA 3:7 70-91 59-60 HO005 2.4300
ACETONA 100 92-105 61-63 H006 2.0100
CH;0H 100 106-115 64-65 HO0G7 2.2300
66-69 HOO08* 8.7000
70-79 HO009* 35.4000
80-83 HO10* 57.6000
84-85 HO11* 45,4000
86-92 HO12* 95.3000
93-100 HO13* 16.4000
101-106 HO14* 33.2000
107 HO015 81.5000

*EFracciones con actividad antimicrobiana.
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6.3 Aislamiento y purificacion de los productos de las fracciones primarias
activas derivadas del extracto integro de H. brasiletto.

6.3.1 Aislamiento de acido cafeico (24), galato de metilo (25), acido galico
(26), floroglucinol (27), acido 4-hidroxicinamico (28), brazilina (21) y
5-metoxisoraleno (29) de las fracciones primarias H008 y H009.

Las fracciones primarias H008 y H009 (Cuadro 8) se unieron debido a su similitud;
44 g de la fraccion resultante se sometieron a un fraccionamiento secundario en una columna
abierta utilizando 850 g de gel de silice. El proceso de elucion se efectud con hexano, mezclas
de hexano-CH,Cl,, CH,Cl,, mezclas de CH»Cly-acetona, acetona y CH3;OH. Se recolectaron
un total de 185 fracciones de 200 ml cada una y se analizaron por cromatografia en capa fina,
combinandose todas aquellas que presentaron similitud cromatografica. El proceso generé un
total de diez fracciones secundarias. En ¢l Cuadro 9 se resume este fraccionamiento

secundario.

Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de
las fracciones activas HO08 y H009 de Haermnatoxylon brasiletto.

ELUYENTE PROPOI}EION FRACCIONES ggﬁ;fg&;i% CLAVES | PESO(g)
HEXANO 100 1-28 1-134 HOl6 0.5217
HEXANO-CH,Cl, 95:5 29-40 135-154 H017 0.1018
HEXANO-CH,(Cl; 85:15 41-56 155-159 HOi8 0.0771
HEXANO-CH:Cl, 75:25 57-67 160-165 HO1%* 1.4800
HEXANOQO-CH,Cl,» 50:50 68-110 166 H020* 0.5549
HEXANOQO-CH,Cl, 40:60 111-120 167 HO21* 0.8095
HEXANO-CH,Cl, 20:80 121-133 168-172 HO022* 10.6100
CH,Cl, 100 134-147 173-177 HO23* 19.7900
CH,Cl,-ACETONA 90:10 148-173 178 HO024* 0.1276
ACETONA 100 174-180 179-185 HQ25* 0.8553
CH;OH 100 181-185

*Fracciones con actividad antimicrobiana.
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Parte de las fracciones activas H019 a H021 (300 mg) se combinaron y se purificaron
por cromatografia en capa fina preparativa; se emplearon nueve placas de vidrio (20 x 20 cm)
recubiertas de gel de silice (0.25 mm de espesor) y como sistema de elucién se utilizé
CH,ClL-MeOH (9:1). Este proceso permitid la obtencién de 31.2 mg de 4cido cafeico (24),
11.8 mg de 4cido 4-hidroxicinamico (28), 52.7 mg de galato de metilo (25) y 52.1 mg de
acido galico (26).

Por otro lado, el remanente de la fraccion HO19 (1 g) se sometié a un tercer
fraccionamiento en una columna de Sephadex LH-20. El proceso de elucion se realizé con
CH;CN, y mezclas de CH3CN-agua. Se recolectaron 18 fracciones de 20 ml cada una. Cada
fraccién fue analizada por cromatografia en capa fina y se combinaron todas aquellas que

presentaron similitud en el analisis. En el Cuadro 10 se resume este fraccionamiento.

Cuadro 10 Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de la
fraccién HO19 de Haematoxylon brasiletto.

PROPORCION FRACCIONES PESO
ELUYENTE o FRACCIONES COMBINADAS CLAVES (2)

CH;CN 100 1-5 1-5 H103 0.0123
CH;CN:AGUA 90:10 6-8 6 H104 0.0279
CH;CN:AGUA 80:20 9-11 7-8 H105 0.1308
CH,CN:AGUA 70:30 12-14 9-10 H106 0.1889
CH;CN:AGUA 60:40 15-17 11 H107 0.2431
CH,CN:AGUA 50:50 18 12-15 H108 0.2052
16-18 H109 0.1332

El aislamiento y la purificacion de los constituyentes presentes en las fracciones
terciarias H103—H109 se realiz6 mediante la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) indicada en el inciso 3.2.1. Para la separacion del constituyente
mayoritario presente en la fraccion H104 se utilizo un sistema de gradiente. La fase mévil

consistié en una mezcla binaria de CH3CN-agua (30:70—70:30).
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El cromatograma de la fraccion H104 se muestra en la Figura 3 y como se puede
apreciar, la fraccion contenia un compuesto mayoritario {pico a). Para lograr la purificacion
del compuesto (29) correspondiente al pico a, se realizaron sucesivas cromatografias
utilizando la técnica de corte de nucleo. Este proceso permitié la obtencion de 15.1 mg de un
sélido de color blanco, con un punto de fusiéon de 188-191°C e identificado como el 5-

metoxisoraleno (29).

3.20- -
1.60 -
0.80-
N
16.00 18.00 20,00 Minutos

Figura 3 Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccion H104 Condiciones de
analisis Detector UV/visible, A = 288 nm. Sistema de elucién: gradiente de
acetonitrilo-agua (30:70—570:30). Flujo de 6.5 ml/min. Concentracién de la
muestra 6 mg/100ul. Picos a: tg 18.5 min
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La fraccion H022 (2.5g, Cuadro 9) se sometio a un tercer fraccionamiento utilizando
una columna de Sephadex LH-20 (Nawwar, ef al., 1982). El proceso de elucién se realizd con
mezclas de agua-CH;0H, CH;OH y mezclas de CH30H-CH,Cl,. Se recolectaron un total de
112 fracciones de 40 ml cada una. Cada fraccién se analizé por cromatografia en capa fina,
combinindose aquellas que resultaron semejantes. En el Cuadro 11 se resume este

fraccionamiento.

Cuadro 11 Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de la
fraccién HO22 de Haematoxylon brasiletto.

PROPORCION FRACCIONES PESO

ELUYENTE o FRACCIONES COMBINADAS | CLAVES @
AGUA-CH;0H 50:50 1-14 1-22 HO065 0.0602
AGUA-CH;0H 30:70 15-32 23-25 HO66* 0.0264
AGUA-CH;3;0H 20:80 3342 26-33 HO067* 0.3956
AGUA-CH;0H 10:90 43-53 34-37 HO68* 0.2316
CH;0H 100 54-74 38-41 HO69* 0.0424
CH;0H-CH,Cl, 95:5 75-77 42-50 HO070 0.6282
CH;3;0H-CH,Cl; 90:10 78-101 51-52 HO71 0.0476
CH;0H-CH,Cl; 50:50 102-112 53-62 H072 0.0382
63-65 HO073 0.3152
66-112 H074 0.0256

*Fracciones con actividad antimicrobiana.

El aislamiento y la purificacién de los constituyentes presentes en las fracciones
terciarias H066 a H069 también se realizé mediante la técnica de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR). El cromatograma de la fraccion H067 se muestra en la Figura 4 y
como se puede apreciar, la fraccion contenia un compuesto mayoritario (pico b). Para lograr
la purificacién del compuesto (21) correspondiente al pico b, se realizaron sucesivas
cromatogratias utilizando la técnica de corte de nicleo. Este proceso permitié la obtencién de

295.6 mg de un sélido de color rojo intenso identificado como brazilina (21).
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Figura 4 Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccién H067. Condiciones de
andlisis Detector UV/visible, A = 288 nm. Sistema de elucién: gradiente de
CH;CN-agua (30:70—70:30). Flujo de 6.5 ml/min. Concentracién de la muestra
10 mg/100ul. Pico b: tg 8.0 min

La purificacion de la fraccion HO68 mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
permitié la obtencién de 215.7 mg adicionales de brazilina (21). El analisis se llevd a cabo

bajo las condiciones especificadas al pie de la Figura 3.
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El cromatograma de la fraccion H069 indicé que la misma contenia tres compuestos

mayoritarios (picos ¢-e; Figura 5).

1.2- "

0.4

A

2.00 6.00 10.00 14.00 Minutos

Figura 5 Cromatograma generado en forma preparativa durante la separacién de la fraccién
H069. Concentracién de la muestra 4 mg/ 200 ul. Picos: ¢ tg 7.5 min, d tg 8.4
min., e tg 9.4 min.

Para lograr la purificacién de los compuestos presentes en la fraccion H069 se utilizo
la técnica de corte de niicleo (parte experimental 3.2.1). El empleo de esta® técnica permiti6 el
aislamiento de 35 mg de un compuesto identificado como el floroglucinol (27). Este

compuesto corresponde al pico mayoritario ¢ (Figura 5).
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6.3.2 Aislamiento de haematoxilina (20) de las fracciones primarias H010—>HO012.

La combinacién de las fracciones primarias HO10—H012 gener6 148 g de un residuo
de color café, el cudl se sometid a un fracctonamiento secundario en una columna de gel de
silice (1.5 Kg). El proceso de elucién se efectué con hexano, mezclas de hexano-CH,Cly;
CH,Cl;; mezclas de CH,Cl,-CH30H y CH3OH. Se recolectaron un total de 75 fracciones de
500 ml cada una y se analizaron por cromatografia en capa fina, combinindose todas aquellas
que presentaron similitud cromatografica. El proceso generd once fracciones secundarias. En

el Cuadro 12 se resume este fraccionamiento secundario.

Cuadro 12 Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de
las fracciones H010—>HO012 de Haematoxylon brasiletto.

PROPORCION RACCIONES PESO
ELUYENTE o, FRACCIONES OMBINADAS CLAVES @

HEXANO 100 1-10 1-28 HO026 0.3879
HEXANO-CH;Cl, 8:2 11-23 29-33 HO027 0.1041
HEXANO-CH,C} 1:1 24-32 34-37 H0238 0.0582
CH,Cl, 100 33-47 38-52 HO029 0.3157
CH,Cl,-CH30H 9:1 48-63 53-54 HO030 3.5700
CH,C1,-CH;0H 1:1 64-69 55 HO31 0.8052
CH;0H 100 70-75 56-57 HO032 3.0000
58-61 H033* 7.8800

62-63 H(Q34* 9.0800
64-69 HO35* 53.3300
70-75 HO36* 22.8800

*Fracciones con actividad antimicrobiana.

El aislamiento y purificacién de los constituyentes presentes en las fracciones secundarias
activas se realiz6 mediante la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
indicada en el inciso 3.2.1. Para la resolucion de la fraccion HO35 (500 mg) se determinaron
en primer lugar las condiciones analiticas 6ptimas de separacion. Posteriormente, se procedid
a realizar la separacion en columna preparativa; el cromatograma resultante se muestra en la

Figura 6 y como se puede apreciar, la fraccidon contenia dos -compuestos mayoritarios
(picos f-g).

34




‘: Parte Experimenraﬂ

2.80— ke

2.00+

1.20

040

0.00

I T 1
4.00 2.00 12.00 16.00
Mimutos

Figura 6 Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccion H035. Condiciones de
analisis Detector UV/visible, A = 288 nm. Sistema de elucién: gradiente de
acetonitrilo-agua.{30:70—70:30). Flujo de 6.5 ml/min. Concentracion de la
muestra Ilmg/pl. Picos f: tg 6.0 min y g tg 6.5 min.

Para la purificacion del compuesto 20 correspondiente al pico f, también se utiliz6 la
técnica de corte de nucleo. Este proceso permitié la obtenciéon de 112.3 mg de haematoxilina
(20) bajo la forma de un polvo color anaranjado.

La purificacién del compuesto correspondiente al pico g permitié la obtencion de 52.3

mg adicionales de brazilina (21)
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

La seleccion primania de Iostephane heterophylla y Haematoxylon brasiletto como
fuente de principios activos se realizé de acuerdo a un criterio etnomédico. Este criterio se
fundamenta en el hecho de que las plantas utilizadas en las pricticas médicas populares han
demostrado ser de primordial importancia para el descubrimiento de firmacos de aplicacion
terapéutica (Phillipson, 2001). Es importante enfatizar que los principios activos que se
aislen de las especies preseleccionadas de acuerdo a un criterio etnomédico pueden o no
presentar actividades biologicas relacionadas con las propiedades que se le atribuyen en las
practicas meédicas populares. En este sentido cabe mencionar el caso de la vincristina y
vinblastina, principios antitumorales de Catharanthus roseus (Apocynaceae) empleada en
las practicas médicas populares de Madagascar como un agente hipoglucemiante y no contra
el cancer (Evans, 1991).

Una vez realizado el proceso de seleccion primaria se procedidé-a la preparacion de-
los extractos en pequeiia escala. Posteriormente, los extractos resultantes se sometieron a
una serie de evaluaciones biolégicas. Estas evaluaciones se efectuaron en los laboratorios
participantes en el proyecto “Bioactive Agents from Dryland Plants of Latin America”. En
esta ocasion se detectdé que los extractos integros de Jostephane heterophylia y
Haematoxylon brasiletto eran activos contra Staphylococcus aureus y Enterococcus
Jaecium a las concentraciones de 0.2 y 1pug/ml. Con base en los resultados obtenidos de los
ensayos biolégicos asi como aquellos derivados de estudios previos (Aguilar ez al., 1993;
Delgado y Aguilar, 1996; Sanchez, et al., 1958, Pratt y Yuzuriha, 1959) se estableci6 que 1.
heterophylla y H. brasiletto contienen principios antibacterianos de posible interés
terapéutico. En consecuencia se procedio6 a la realizacién del estudio fitoquimico biodirigido
de estas especies y asi obtener los principios activos. Como ensayo biolégico de monitoreo
se empled el mismo que permitié detectar la actividad antibacteriana a nivel de los extractos
crudos (Rojas, ef al., 1987 Singh et al., 2000).

La preparacion de los extractos se realizé mediante un proceso de maceracién como

se indicd en la seccidn experimental (inciso 4.1). Posteriormente cada extracto se fracciond
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de manera preliminar mediante cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. Este
proceso permitié Ja obtencién de once fracciones primarias (F002 a F011, Cuadro 4) en el
caso de 1. heterophylla y 15 fracciones primarias (H001 a HO15, Cuadro 8) para el extracto
de H. brasiletto. Para la deteccidon de la actividad antimicrobiana de cada una de las
fracciones primarias se utilizo el método de difusién en agar descrito en la literatura (Singh,
et al., 2000). En el caso de I heterophylla la actividad antimicrobiana se concentrd en las
fracciones F002 a F005, en tanto que las fracciones HO08 a HO15 del extracto de H.
brasiletto fueron las antibacterianas. Los resultados de las evaluaciones de las fracciones se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1 Actividad antimicrobiana de las fracciones primarias de Tostephane heterophylla y
Haematoxylon brasiletto.

Tostephane heterophylla Haematoxylon brasiletto
MICROORGANISMOS MICROORGANISMOS
FRACCION DE PRUEBA FRACCION DE PRUEBA
S. aureus E. coli S. aureus E. coli
F001 10¢ + H001 94 +
F002* 114 + H002 0 -
F003* 10 +++ H003 0 -
F004* 11° -+ H004 0 -
F005* 11" At HO005 0 +
F006 10° + H0006 8 +
F007 0 - H007 9° +
F008 0 - HO008* 18¢ +++
F009 0 - H009* 20 -
F010 0 - H010* 18¢ +++
FO11 0 - HO11* 12¢ +++
HoO012* 12¢ +44
HO013* 13¢ +++
HO014* 12¢ ++
HO15* 13¢ ++
Ensayo de difusion en agar (200 pg/pozo) a= halo de inhibicién en mm.
toxicidad para E. cofi (100 pg/pozo) b = halo de inhibicién difuso (mm)
- inactiva; * ligeramente activa; + poco activa; *Fracciones con actividad antimicrobiana.

++ activa; -+ muy activa; H-+ extremadamente activa,

**Nota: Los datos de actividad biologica se presentan tal y como fueron proporcionados por los
laboratorios Whyeth-Ayerst.
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7.1 Obtenciéon de los metabolitos biodinamicos de la especie lostephane
heterophylla (Cav) Benth (Asteraceae).

El aislamiento y purificacion de los compuestos presentes en las fracciones primarias
activas se realizo mediante la aplicacion de diversas técnicas cromatograficas. Este proceso
permitio el aislamiento y purificacién de seis metabolitos secundarios. De estos, cinco ya se
habian descrito con anterioridad en la especie (Delgado y Aguilar, 1996). Los compuestos
aislados incluyeron cinco diterpenoides y dos sesquiterpenoides de tipo bisaboleno. Los
diterpenoides se caracterizaron como 16a-hidroxi-ent-kaurano (3), acido traquiloban-19-
oico (1), una mezcla de los acidos ent-kaur-16-en-19-oico (4) y ent-beyer-15-en-19-oico (5)
y 16a-hidroxi-ent-kaur-11-eno (9). Los dos sesquiterpenoides de tipo bisaboleno se
identificaron como el xantorrizol (16), componente mayoritario de la especie, y el 4-(1,5-

dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22). Este Gltimo constituye un nuevo producto natural.

En el Cuadro 13 se presentan los metabolitos aislados de la raiz de Iostephane heterophylla

en este estudio y su rendimiento.

Cuadro 13 Metabolitos aislados de la raiz de Testephane heterophylla.

COMPUESTO RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%)

1.4 x 107

16ac-hidroxi-ent-kaurano (3)
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Cuadro 13 Metabolitos aislados de la raiz de Iostephane heterophylla (continuacion).

COMPUESTO

RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%)

3.7x 10"
i H
COOH
acido traquiloban-19-oico (1)
1.76 x 10
16ct-hidroxi-ent-kaur-11-eno (9)
6.95x 107
CO.H
acido ent-kaur-16-en-19-oico (4)
/ 6.95 x 107

T H
CO.H

acido ent-beyer-15-en-19-oico (5)
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Cuadro 13 Metabolitos aislados de la raiz de Iostephane heterophylla (continuacién).

COMPUESTO RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%).

OH
2.3

Xantorrizol (16}

OH

8.4x10*

4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22).

En general, los compuestos puros aislados se caracterizaron mediante la aplicacién
de técnicas espectrométricas (EM), espectroscédpicas (IR, UV, RMN) y quirodpticas (DC)
convencionales. Para identificar los compuestos 1, 3, 4, 5, 9 y 16, se compararon las
constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas con aquellas descritas previamente
en la literatura (Aguilar, et al., 1993; Aguilar y Delgado, 1995; Delgado y Aguilar, 1996).

En todos los casos las constantes se encontraban en perfecta armonia con las reportadas.
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7.2 Elucidacién estructural del 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22).

Las constantes fisicas, espectrométricas y algunas constantes espectroscopicas del

compuesto 22 se¢ resumen en la Tabla 2.

Tabla 2 Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del compuesto 22

4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22)

Formula Molecular CisH»nO

Peso Molecular (uma) 218

IRV pax pelicata €M 3436, 3041, 2655, 2924, 2854, 1611,
Espectro 1 1510, 1454, 1376, 1264, 1121
HREIMS mv/z (Int. Rel.) 218 [M" (90)], 203(10), 161(68),
Espectro 2 148(90), 135(100), 121 (45)

la]p (¢ 1 mg/ml, en MeOH) -6.0°

UV (MeOH) Ay« (€) nm 276 (2218), 257 (1709), 204(22581)
CD (MeOH) Ae (nm) -1.44 x 10° (277), -2.75 x 107 (205)
Epectro 10
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El espectro de masas generado por el compuesto 22 resulté idéntico al del xantorrizol
(16) (Espectro 3); en ambos casos el i6n molecular (M") se presenté en una relacion de m/z
correspondiente a 218 uma (Espectro 2), de acuerdo con la férmula molecular C;sH,;0. Esta
férmula permite cinco grados de insaturacién. En los dos espectros, el pico base se presento en
una relacion m/z de 135 uma, el cual corresponde a la ruptura de tipo bencilica de la cadena

lateral Cg de un sesquiterpenoide de tipo bisaboleno. (Figura 7).

— —@ -

OH

m/z 136

@o OH

®

m/z 135

ruptura bencilica

Figura 7 Fragmentos mas importantes observados en el espectro de masas por impacto
electronico del 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22)

El espectro en el IR (Espectro 1) presenta bandas asociadas con un niicleo aromético
(3041, 1611 y 1510 cm™) y funciones hidroxilo (3436 ém"). El caricter aromatico del

producto se confirmé con base en los maximos de absorcion observados en el espectro UV
(Tabla 2).
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Los espectros unidimensionales de RMN del compuesto 22 también presentaron
similitud con los del xantorrizol (16) (Tablas 4-5). En ambos espectros se observa claramente
la presencia de sefiales para un grupo isopropilideno, un metino bencilico, un metilo sobre
anillo aromatico y tres protones aromaticos. Estos tltimos aparecen como un sistema ABX en el
espectro de RMN 'H (Espectro 4). La principal diferencia observada entre los espectros de
RMN 'H de ambos compuestos es el desplazamiento quimico de los protones aromaticos que
conforman el sistema 4BX [y 6.92 (1H, d, J=2 Hz, H-3), 8,; 6.88 (1H, dd, J= 8 y 2.5 Hz, H-
3)y O 6.69 (d, J= 8 Hz, H-6) para el compuesto 22 y 8y 7.01 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-3), 8y 6.67
(IH,dd, /=77y 1.5 Hz, H-4) y 4 6.60 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-6) para el xantorrizol (16)). Esta
informacién permitié inferir a priori que la disposicién de los grupos hidroxilo y metilo en el
anillo aromatico del compuesto 22 era inversa a la del xantorrizol (16). El analisis detallado de
los espectros NOESY y HMBC (Espectros 8 y 9) confirmaron esta suposicién. Asi, las
correlaciones C-1/H-3, Me-2, H-5 (Figura 8a); C-3/Me-2, H-1’ y H-5 (Figura 8b) y C-2/H-6
(Figura 8c) observadas en el espectro HMBC son congruentes con la ubicacion del hidroxilo

fendlico en C-1 (para- a la cadena 1,5-dimetil-4-hexenil) y del grupo metilo en C-2.

Figura 8 Correlaciones (3JC.H)observadas en el Espectro HMBC del compuesto 22.
a) Correlacion del C-1 con Me-2, H-3 y H-5; b) Correlacién del C-3 con
Me-2, H-1" y H-5; ¢) Correlacién del C-2 con H-6.
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Por otro lado, las correlaciones H-3/Me-2 y H-1°/H-3, H-5 (Figura 9) son consistentes con

la propuesta anterior.

Figura 9. Correlaciones observadas en el espectro NOESY del compuesto 22,

El signo negativo de la rotacion optica del compuesto 22 indicé que la configuracion
absoluta en C-1’ es idéntica a la de los compuestos 16 y €l (-)-cucurfenol (Aguilar et al.,
1993; McEnroe ef al., 1978). De manera adicional, los espectros de dicroismo circular (CD)

de los compuestos 16 y 22 presentaron un efecto Cotton negativo a 277 nm.

El compuesto 22 es el segundo bisaboleno rearreglado de origen natural descrito en la
literatura, anteriormente se registré el aislamiento del 2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metilfenol

(23) a partir de las partes aéreas de Elvira biflora DC, (Asteraceae) (Dennison, ef al., 1975).

4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22) . 2(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metilfenol (23)
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Tabla 3 Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCls) de los compuestos 22 y 16

4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22)

xantorrizol (16)

POSICION COMPUESTO 22 COMPUESTO 16
(du, J) (6u, )
1 -
2 - .
3 6.92(d; 2) 701 (- 8)
3 . 6.67 (dd 8, 1.5)
5 6.88(dd; 8, 2.5) .
6 6.69(d;8) 6.60 (d; 2.1)
i 259 (g 7.7 2.6 0m)
7 1.56 (m) 1.86 (m)
3 1.86 () 1.59 (m)
e 5.08 (iqq; 7.2, 1.5,1.5) 508 (m)
5 . N
& 155 (@ 15) 1536)
2-CH, 323 (sa) 2310
T-CH, 119 7) 120 7)
5°-CH; 167 (@ D) 1675
1-OH 35 (5a) 4.68 (sa)
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Tabla 4 Datos de RMN-2C (125 MHz, CDCl3) de los compuestos 22 y 16.

4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22)

xantorrizol (16)

POSICION COMPUESTO 22 COMPUESTO 16
O¢ 8¢
1 151.7 153.3
2 122.1 310
3 129.6 130.8
4 139.9 195
5 1253 479
J 114.7 1137
I 386 391
2 386 385
3 26.1 T
& 124.6 346
=} 131.3 373
6 17.6 77
2-CH; 15.8 53
I’-CH; 225 73
5°-CH, 25.7 757
1-OH - .
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7.3 Actividad antimicrobiana del xantorrizol (16) y del 4-(1,5-dimetil-4-
hexenil)-2-metilfenol (22)

La evaluacion preliminar in vitro de los metabolitos secundarios aislados de I
heterophylla se realiz6 mediante la técnica de difusion en agar (Singh, et al., 2000). Este
método indudablemente es el de mayor aplicacién preliminar para la detecciéon de agentes
antimicrobianos. La técnica antes mencionada ofrece las siguientes ventajas: es rapida,
sencilla y requiere de pequeifias cantidades de muestra (Singh ef al, 2000).

La seleccién de los microorganismos de prueba se hizo de acuerdo a criterios
convencionales (Singh et al., 2000). Estos microorganismos son huéspedes normales del
hombre a excepcion de B. subtilis. Como se puede observar en la Tabla 5 los productos 22
y 16 resultaron activos contra S. aureus (cepas 375, 310-MR y ATCC25923); E. faecium
(cepas 379-VR y 436), B. subtilis (cepa 327), y una cepa de E. coli (imp. 389). La CMI fue
de 16 pg/ml en la mayoria de los casos. Sin embargo, ambos compuestos fueron inactivos
contra E. coli, P. queruginosa y C. albicans con valores de CMI iguales o mayores a 128
ug/ml. Los resultados obtenidos para C. albicans contrastan con los descritos previamente
para el xantorrizol (16). En el presente estudio se comprob6 que el bisaboleno es inactivo

contra esta levadura.

Tabla 5. Actividad antimicrobiana del xantorrizol (16) y del compuesto 22.

CMI (ug/ml)
Microorganismo Xantorrizol (16) | Compuesto 22 | Penicilina G*

Staphylococcus aureus 375 16 16 0.06
Staphylococcus aureus 310 (MR) 32 32 64.00
Staphylococcus aureus ATCC25923 16 16 0.06
Enterococcus faecium 379 (VR) 16 16 32
Enterococcus faecium 436 16 16 32
Baciflus subtilis 327 16 16 32
Escherichia coli imp 389 32 32 2
Escherichia coli imp 442 >128 >128 32
Escherichia coli imp ATCC25922 >128 >128 128
Klebsiella preumoniae 425 32 32 128
Pseudomonas aeruginosa 339 >128 >128 >128
Candida albicans 54 128 128 >128

Método microdilucion. * Control positivo
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7.4 Obtencion de los metabolitos biodinamicos de la especie Haematoxylon
brasiletto Karst. (Leguminosae).

El aislamiento y la purificacién de los compuestos presentes en las fracciones
primarias activas se realizé mediante la aplicacién de las técnicas cromatograficas en
columna abierta y de liquidos de alta resolucion. Este proceso permitio el aislamiento de
ocho metabolitos secundarios: dos bencilcromenos [la haematoxilina (20) y brazilina (21)],
cinco compuestos aromaticos simples [el acido cafeico (24), el galato de metilo (25), el
acido galico (26), el floroglucinol (27) y el acido 4-hidroxicinamico (28)] y una
furanocumarina lineal [el S-metoxisoraleno (29)]. En el Cuadro 14 se presentan los

metabolitos aislados de la corteza de Haematoxylon brasiletto en este estudio.

Cuadro 14 Metabolitos aislados de la corteza de Haematoxylon brasiletto.

COMPUESTO RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%)

OH

3.96

HO bm

haematoxilina (20)
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Cuadro 14 Metabolitos aislados de la corteza de Haematoxylon brasiletto (continuacion).

COMPUESTO RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%)

13.19

brazilina (21}

HO 1.25 x 10

acido cafeico (24)

COOCH;

/@\ 2.1 x 107
HO OH

galato de metilo (25)

COOH

/@\ 4.1x 102
HO OH

acido gélico (26)
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Cuadro 14 Metabolitos aislados de la corteza de Haematoxylon brasiletto (continuacion).

COMPUESTO RENDIMIENTO EN BASE AL
MATERIAL VEGETAL SECO (%).
OH
2.47 x 107
HO OH
floroglucinol (27)
3
acido 4-hidroxi-cinamico (28)
OCH;,
74 N 41x107
O 0~ Y0

5-metoxisoraleno (29)

De los compuestos indicados en el Cuadro 14, sélo la haematoxilina (20) y la

brazilina (21) se habian caracterizado previamente en la especie. En general, los compuestos

puros aislados se caracterizaron mediante la aplicacion de técnicas espectrométricas (EM) y

espectroscopicas (IR, UV, RMN) convencionales. Para identificar los compuestos 20, 21,

24-28 se compararon sus constantes fisicas, espectroscOpicas y espectrométricas con

aquellas descritas previamente en la literatura. (Cymerman-Craig, et al., 1965; Namikoshi,

et al., 1987a, 1987b; Masuda, et al., 1991; Facino ef al., 1993; Cao, et al., 1996; Sharma, et
al., 1998).
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7.5 Caracterizacion del 5-metoxisoraleno (29).

Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del producto 29 se

resumen en las Tablas 6-8.

Tabla 6. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 5-metoxisoraleno (29).

/
v

S-metoxisoraleno (29)

Formula Molecular C2HgO4

Peso Molecular(uma) 216

Punto de fusién (°C) 188-191

IRVmax "7 ¢m™T (Espectro 19) | 3000, 2921, 1732, 1624, 1469, 1124, 1101
HREIMS »v/z (Int. Rel.) 216 [M™ (100)}, 201 (25), 173 (40),
(Espectro 20) 145 (15), 89 (10), 63 (5).

Tabla 7 Datos de RMN-"H (300 MHz, CDCl).

proton Su (ppm) Multiplicidad, J (Hz)
3 6.28 d; 9.8
4 8.16 dd,9.8,0.7
8 7.14 dd, 0.7,1
2 7.59 d 2.4
3’ 7.02 dd, 2.5,0.9
OCH; 4.27 $
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Tabla 8 Datos de RMN->C (125 MHz, CDCl3).

OCH;

posicién oc (ppm)
C-2 161.25
C-3 112.54
C-4 139.28
C-4a 106.39
C-5 149.55
C-6 112.65
C-7 158.36
C-8 93.84
C-8a 152.69
C-2 144.78
C-3 105.03
OCH; 60.08

El espectro en el IR (Espectro 19) presenta absorciones asociadas con el caracter
aromdtico de la molécula (3000 cm™, 1624 cm™, 1605 cm™) y con la presencia de carbonilo
de lactona (1732 cm™). El espectro de masas (Espectro 20) generado por este compuesto
presenta el 16n molecular en una relacién de m/z de 216 uma y también corresponde al pico

base. La formula molecular se establecid como C2HgO4 y permite nueve grados de

insaturacion.

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas y el andlisis detallado
de los espectros de RMN (Espectros 22 y 24), permiten establecer que el compuesto 29 es
una furanocumarina lineal (Steck y Bailey, 1969; Steck y Mazurek, 1972; Elgamal, ef al.,
1979; Harkar et al., 1984).
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Las caracteristicas mas importantes del espectro de RMN-'H (Espectro 22) se
resumen a continuacion:

1. En la zona donde absorben los hidrégenos aromaticos se observan dos
sefiales dobles en &y 6.28 (H-3, d, J=9.9 Hz) y en 8 8.16 (H-4, dd, J= 9.9,
0.75 Hz) consistente con la presencia del anillo o-pirona de una cumarina.

2. En 6y 7.59 (H-2") se aprecia un doblete (/= 2.4 Hz) y en 8y 7.02 (H-3) una
sefial doble de doble (J = 2.5, 0.9 Hz), tipicas del anillo furdnico de una
furanocumarina.

3. Endy 7.14 (H-8, dd, J= 0.9, 1.0 Hz) aparece una sefial doble atribuible a un
protén de tipo aromatico.

4. En 8y 4.25 aparece una sefial tipica de un grupo metoxilo unido a un anillo

aromatico.

El espectro de RMN-">C (Espectro 24) presenta sefiales para 12 carbonos, en armonia con
la férmula molecular establecida por espectrometria de masas. El espectro de RMN-*C en
su modalidad DEPT (Espectro 25) indica claramente que estas sefiales corresponden a:
cinco metinos; un metoxilo y seis carbonos cuaternarios. Los metinos son de naturaleza
aromatica y se observan en 8¢ 112.54, 139.28, 144.78, 105.03 y 93.84. Estas sefiales
muestran correlacion en el espectro HETCOR (Espectro 26) con las sefiales en 8y 6.28,
8.16, 7.59, 7.02 y 7.14, respectivamente. La sefial del metoxilo en &¢ 60.08 muestra

correlacion en el espectro HETCOR con la sefial en 8y 4.27 en el espectro de RMN-'H.

Las sefiales de los carbonos cuaternarios se establecieron de la siguiente manera:

La sefial en dc 161.25 se asigno al carbonilo de la funcion lactona evidenciado en el
espectro en el IR (Espectro 19); las sefiales restantes corresponden a carbonos aromaticos,
tres de ellas (8¢ 149.55, 152.69 y 158.36) sustituidas con funciones oxigenadas de acuerdo a
la magnitud de su desplazamiento quimico. Estas funciones corresponden a carbonos ipso a
los oxigenos que forman parte de los heterociclos y al del grupo metoxilo. Los tltimos
carbonos cuaternarios se encuentran en doc 112.65 y &¢c 106.39 y son asignables a los

carbonos C-6 y C-4a, respectivamente.

53




| Resultados y discusion

El analisis efectuado hasta el momento de los espectros en el IR, masas y RMN
permiten corroborar que el producto natural es una furanocumarina sustituida en el anillo
carbociclico con un grupo metoxilo. El analisis detallado del espectro HMBC (Figuras 10)
permiti6 establecer la disposicion del metoxilo y del anillo furdnico. Asi, las correlaciones
C-4a/H-3, H-8 (Figura 11b); C-7/H-2’, H-§, H-3’ y C-8a/H-4 y H-8 (Figura 11e) son
congruentes con la disposicion lineal del anillo furdnico. Por otro lado, las correlaciones en

C-5/H-4, -OCH; (Figura 11c¢) permitieron establecer la posicién del grupo metoxilo en C-5.

4 2 3 OCH3
L
=60
] ’
— 30
o0 + »
_ X 100
(& ] ~ ‘. ' . 1]
=
o © 4 ”e . (]
, =120
-
3 L
n : e 140
Tally L b
otg —‘l' L ] . [
r—~ ™
~Y e ‘e . 160
I T T T ppm
ppm 7 6 5 4

Figura 10. Espectro HMBC del compuesto 29.
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Figura 11. Correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 29.

Cabe mencionar que los cuadros de conectividad observados en el espectro NOESY

fueron congruentes con la ubicacion del metoxilo en C-5.

Todas las evidencias presentadas permitieron establecer que el compuesto 29 es el 5-

metoxisoraleno (29) (Steck y Bailey, 1969, Kutney et al., 1972).

Los soralenos son una clase de compuestos presentes en una gran variedad de
plantas, principalmente de la familia Umbelliferae. Entre los soralenos naturales de mayor
importancia se encuentran: el soraleno (30), el 5-metoxisoraleno (29) y el 8-metoxisoraleno
(31). Estos compuestos se han identificado como fitoalexinas, y forman parte del complejo
de defensa de la planta contra hongos, bacterias e insectos (Berenbaum y Feeny, 1981;
Scheel et al, 1963). Sin embargo, los soralenos son agentes fototéxicos en animales y
humanos. Los humanos se encuentran constantemente expuestos a estos compuestos, ya que
se distribuyen ampliamente en una gran variedad de frutas y vegetales como el camote, el
apio, la zanahonia, el perejil. Ademds muchos de estos compuestos se adicionan a una gran

variedad de bronceadores comerciales.

OCH; / R
o] OCH
(@] 0 0 O O 3

soraleno (30) S-metoxisoraleno (29) 8-metoxisoraleno (31)
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Las furanocumarinas actian como irritantes de la piel en presencia de luz
ultravioleta. La fotodermatitis producida por estos compuestos se ha atribuido a la
fotocicloadicion entre una molécula de soraleno y una o dos bases pirimidinicas del DNA
epidérmico (Grande, et ai., 1986).

Debido a la actividad fototoxica de los soralenos, los mismos se utilizan en la
fotoquimioterapia de las enfermedades de la piel, tales como el vitiligio, la soriasis y la
micosis fungica (Kornhauser, et al., 1982). Esta aplicacién involucra la administracién oral
de algun soraleno seguida de irradiacién con luz UVA (Kornhauser, et al, 1982).

Asi, los soralenos se emplean en la fotoquimioterapia pero presentan una desventaja,
reaccionan covalentemente con el DNA indicando un riesgo potencial de mutagenicidad

(deformacién de cromosomas) y oncogenicidad (Ashwood-Smith, ef al., 1980).

7.6 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos
aislados de Haematoxylon brasiletto.

A la fecha s6lo se ha realizado la evaluacién biologica de la haematoxilina (20),
brazilina (21), dcido cafeico (24) y floroglucinol (27); los resultados se indican en la Tabla
9. La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las metabolitos restantes aislados de H.
brasiletto se encuentra en proceso, aunque dada la naturaleza de los productos aislados esta

especie no resultd de interés para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

Tabla 9. Actividad antimicrobiana de los metabolitos aislados de H. brasiletto.

Zona de inhibicién (mm)
Compuesto
Microorganismo 20 21 24 27
Staphylococcus aureus 375 15 13 8 11
Enterococcus faecium 379(VR) 15 12 7 11
Escherichia coli imp 389 17 14 _ 5 10

20 Haematoxilina, 21 Brazilina, 24 Acido cafeico, 27 Floroglucinol, Control positive penicilina G
Nota: los datos de actividad biolégica se presentan tal y como fueron proporcionados por los
laboratorios Whyeth-Ayerst.
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1.

El estudio quimico biodirigido de la especie Iostephane heterophylla permitio el
descubrimiento de un nuevo producto natural caracterizado por métodos
espectroscopicos, espectrométricos y quiropticos como el 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-
2-metilfenol (22). Este metabolito es un bisaboleno rearreglado y constituye el
segundo producto natural con estas caracteristicas (Dennison et al., 1975).
Postblemente la biogénesis de este producto tiene lugar de acuerdo a la secuencia de

reacciones que se indica a continuacion.

0 HO,
0 0 .,
HO HO.. HO., AT g QPP
. SCoA ——— OH op
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2. Los bisabolenos xantorrizol (16) y 4-(1,5-dimetil-4-hexenil)-2-metilfenol (22)

presentaron actividad antimicrobiana contra S. aureus (cepas 375, 310-MR y
ATCC25923); E. faecium (cepas 379-VR y 436), B. subtilis (cepa 327), y E. coli
(imp. 389). En todos los casos, la concentracion minima inhibitoria fue de 16 pg/ml.
Sin embargo, cuando se administraron a ratones infectados con una cepa letal de
Staphylococcus aureus, no protegieron a los ratones tratados. En consecuencia estos
productos no presentan actividad antimicrobiana in vivo y no son de interés para el

desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos.

El estudio fitoquimico de la especie Haematoxylon brasiletto permiti6 el aislamiento
de cinco compuestos arométicos simples [el 4cido cafeico (24), el galato de metilo
(25), el acido galico (26), ¢l floroglucinol (27) y el 4acido 4-hidroxi cindmico (28)] y
una furanocumarina lineal [5-metoxisoraleno (29)], ademdas de los bencilcromenos
haematoxilina (20) y brazilina (21). Los compuestos aromaticos simples y la
furanocumarina no se habian descrito con anterioridad en la especie y de esta
manera, la presente investigacién contribuye de manera original al conocimiento de

la quimica de esta importante especie.

Este estudio constituye una aportacion adicional al conocimiento de los recursos
naturales empleados en la medicina tradicional mexicana, al campo de los
sesquiterpenos de tipo bisaboleno y a la deteccién de compuestos antimicrobianos de

origen natural.
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Xantherrizol (1) and 4-(1’,5"-dimethythex-4’-enyl)-2-methylphenol (2) were identified as the principal
antimicrobial components of a CHpClo—MeOH (1:1) extract derived from fostephane heterophylia.
Compound 2 is a new natural product, but has been synthesized. Both compounds exhibited low level
activity (MICs of 16—82 ug/mL) against methicillin-resistant staphylococci and vancomycin-resistant
enterococci. They were either inactive or poorly active against Gram-negative bacteria and yeast.
Mechanistic studies performed in Escherichia coli imp suggested nonspecific inhibition of DNA, RNA,
and protein synthesis by both of these compounds. Compound 1 was tested in an in vivo model; it did not
provide protection to mice infected with Staphylococcus aureus.

lostephane Benth. (Asteraceae) is a genus of four species
native to Mexico. While three species are restricted to
Chiapas, Oaxaca, and Chihuahua, Jostephane heterophylla
{Cav.) Hemsl, has the widest distribution (from Chihuahua
in the north to Osaxaca in the south) and the greatest
morphological variation. This yellow-flowered perennial
herb, known as “raiz de indio”, “hierba de manso”, and
“escorcionera”, is widely used as a medicinal agent through-
out México and is available in the markets. The root, when
processed as a fresh cataplasm, a decoction, or a roasted
powder, is commonly employed in treating skin abrasions,
wounds, sores and inflammations. This decoction as well
as an alcoholic tincture can be topically applied to reduce
arthritis, rheumatism, back pain, and general body pain.
In addition, the weak decoction is drunk to alleviate
diabetes and gastrointestinal ailments such as dysentery.
A stronger potion is an effective purgative. Minor reports
include its use in treating liver ailments and sterility in
women.2? Previous chemical investigation of . heterophylla
led to the isolation and identification of a number of
bioactive bisabolene-type sesquiterpenoids, including xan-
thorrizol (1), a few diterpenoids, scopoletin, and 8-hydroxy-
6-acetyl-2,2,-dimethylchromene 4% It was also demon-
strated that xanthorrhizol (1) possessed antifungal activity
against Candida albicans (MIC = 68.75 ug/mL), Loxicity
to Artemia salina (LCgy = 4.3 ug/mL), cytotoxicity against
human nasopharyngeal carcinoma cell line (KB, ECs =
4.90 ug/mL),’ inhibitery activity of rat uterus contractions
induced by KCl, CaCls, and BAY K 8644,” and induced
endothelium-independent relaxation of rat thoracic aorta.®

During the course of our research program to discover
bioactive agents from dryland plants of Latin America, a
CHCl;—MeOH (1:1) extract from the roots of I hetero-
phyllz was sclected for bicassay-guided fractionation on the

* To whom correspondence should be addressed. Tel: {525) 622.5289 or
(520) 626.248. Fax: (525) 622-5320 or (520) 626-4063. E-meil: rache!@
servidor.unam.mx or.btimmer@pharmacy.arizona.edu. ‘

! Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica.

t Jardin Botanico, Instituto de Biologia.

¥ Wyeth-Ayerst Research Laboiatories.

+ The University of Arizona,

10.1021/0p0100760 CCC: $20.00

basis of its important antimicrobial activity against Sta-
phylococus aureus and Enterococcus faecium. In the present
investigation we describe the identification of a new
naturally occurring bisabolene, namely, 4-(1',5’-dimethyl-
hex-4’-enyl)-2-methylphenol (2}, as well as the mechanism
of antibacterial activity of xanthorrhizol (1) and 2.

Results and Discussion

At concentrations of 0.2 or 1 ug/mL, a CH:Cl-MeOH
(1:1) root extract of I. heterophylla exhibited antimicrobial
activity against S. eureus and E. faecium when tested in
the agar diffusion method. The active extract was fraction-
ated on a silica gel column to yield 11 primary fractions
(FOO1-FO11). Fractions F002—FQ05 concentrated the an-
timicrobial activity. Extensive chromatography of the active
fractions led to the isolation of xanthorrizol (1),49.19 16-0-
hydroxy-ent-kaurane,* trachyloban-19-oic acid,? 16-a-hy-
droxy-ent-kaur-11-ene, ent-kauren-16-en-18-oic acid, ent-

© 2001 American Chemical! Society and American Society of Pharmacognosy
Published on Web 06/30/2001
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Table 1. NMR Data for Compound 2
position & (m, J in Hz) dct HMBC(H—©) NOESY

1 151.7 3,5, 2-Me

2 122.1 6,4

3 6.92 (d, 2) 1296 2-Me 2-Me, 1, 2, I"-Me

4 139.9 6, 1

5 6.88 (dd, 8, 2.5) 125.3 3, Me-1" 6, 1,2, 1'"Me

6 6.69 (d, 8) 1147 1-OH, &

1 259(qt 7,7 386 4,6,3, Me-1" 3,5 2, 1-Me

2 1.56 {m) 386 4', Me-1" 3,5,%, 1-Me

3 1.86 (p, 7.5) 26.1 v 1, 2-Me, 5'-Me, 6'-Me

4 5.08 (tqq 7.26, 1.5, 1.5) 1246 Me-5', 6, &' 3,2 6-Me

5 131.3 3

6 1.55 (d, 0.5} 17.60 Me-5', 4 5'- Me, 4’

2-Me 2.23 (bs) 15.8 3 3,32, Me-5"

1'-Me 1.19(d, 7 225 4,6,3 13,5

5 -Me 167, D 257 6,4 6',4', Me-2

OH-1 4.5 (bs) 6

° 500 MHz in in CDCly. & 125 MHz in CDCl,.

beyer-15-en-19-oic acid,* and 4-(1",5"-dimethylhex-4"-enyl)-
2-methylphenol (2). Compound 2 is a new naturally
occurring bisabolene, previously synthesized as a racemic
mixture to confirm the structure of 2-(1’,5"-dimethylhex-
4’-enyl)-4-methylphenol, a phenolic sesquiterpene isolated
from Elvira biflora DC. (Asteraceae).!! In this report only
partia] 'H NMR information on the racemate synthesized
was reported. The remaining compounds were previously
isolated from this species.*

Compound 2 was obtained as a viscous optically active
oil which showed phenolic absorptions in its IR and UV
spectra, HREIMS established its molecular formula as
C15H2:0. The one-dimensional NMR spectra (Table 1) were
clearly analogous to these of xanthorrhizol, showing also
an isopropylidene group, a secondary benzylic methyl, an
aromatic methyl, and three aromatic protons, which ap-
peared as an ABX system in the YH NMR. The most obvious
difference between the 'H NMR spectra of both compounds
resulted in the chemical shift of the aromatic protons
comprising the ABX system [6.92 (1H, d, ./ = 2 Hz, H-3),
6.88 (1H, dd, # = 8, 2.5 Hz, H-5), 6.69 (1H, d, .J = 8 Hz,
H-6)in 2; 7.01 (1H, d, J = 8 Hz, H-3), 6.67 (1H, dd,J = 8,
1.5 Hez, H-4), 6.60 (1H, d, 7 = 2.1 Hz, H-6}) in 1}, suggesting
that the positions of the phenolic and methyl groups in 2
were the reverse of that in 1. Detailed analysis of the
NOESY and HMBC spectra confirmed this assumption.
Thus, the HMBC carrelations C-1/Me-2, H-3, H-5, C-3/Me-
2, H-1", H-5, and C-2/H-6 as well as the NOESY correla-
tions H-3/Me-2, H-1'/H-3, H-6 were consistent with the
placement of the phenolic and the aromatic methyl groups
at C-1 and C-2, respectively. The optical rotation of
compound 2 was negative, revealing that the absolute
configuration at C-1" was identical to that of 1 and (-)-
curcuphenol 421012 Furthermore the CD spectra of 1 and
2 were identical, possessing a strong negative cotton effect
at 205 nm and a weak negative Cotton effect at 277 nm.

Compound 2 is the second natural rearranged bisabolene
reported in the literature, the first one being 215"
dimethylhex-4"-enyl)-4-methylphenol isolated from Elvira
biflora DC. (Asteraceae).!!

Xanthorrizol {1) and compound 2 were found to be
equipotent against a panel of Gram-positive and Gram-
negative bacteria and C. albicans (Table 2). The MIC values
of both compounds were 16—32 ug/mL against a panel of
Gram-positive bacteria, including methicillin-resistant 8.
aureus and vancomycin-resistant E. faecium. However, 1
and 2 were essentially inactive against E. coli, P. cerugi-
nosa, and C. albicans, with MIC values equal to or greater
than 128 ug/mlL.

Table 2. Antimicrobial Activity? of Xanthorrizo! (1) and
Compound 2

MIC (ug/mL)

xanthorrizol compound penicillin
organism (1) 2 Gt

Staphylococeus aureus 375 16 16 0.06
S. aureus 310 (MR} 32 32 64

8. aureus ATCC 25923 16 16 0.06
Enterococcus faecium 379 (VR) 16 16 32
Enterococcus faecium 436 16 16 32
Bacillus subtilis 327 16 16 32
Escherichia coli imp 389 32 32 2
E. coli 442 >128 >128 32
E. coli ATCC 25922 >128 >128 128
Klebsiella preumonioe 425 32 32 128
Pseudomonas aeruginose 339 >128 >128 >128
Candida albicans 54 128 128 >128

2 Method: microbroth dilution method. ¢ Standard drug.

Table 3. Mechanism of Action of Xanthorrizo! (1} and
Compound 2 in E. coli imp®

compound conc {(ug/mL} Tdr Udr AA

xanthorrizol {1) 128 1.52 1.91 17.12
64 7.03 8.72 23.39

32 35.75 48.56 33.57

16 99.98 91.13 96.92

8 95.33 96.87 102.10

2 128 30.71 34.04 25.34
64 37.82 39.08 39.06

32 4824 50.02 44.20

16 63.06 60.35 52.28

B T5.67 66.73 68.00

ciprofloxacin-HC] 0.25 442 87.10 96.16
rifampin 0.25 89.56 1.17 27.82
chloramphenicol 25 8298 8576 18.96

® Data presented as % of untreated control. Tdr = tritiated
thymidine. Udr = tritiated uridine. AA = tritiated amino acids.

Inhibition of DNA, RNA and protein synthesis was
determined by measuring the incorporation of *H-Tdr, ?H-
Udr, and 3H-AA, respectively, into TCA-precipitable mate-
rial of a logarithmic-phase culture of E. coli imp. Control
drugs affected the anticipated macromolecular processes,
whereas treatment with xanthorrizel (1) and compound 2
inhibited incorporation of all three radiolabled precursers,
suggesting disruption of membrane integrity. Although
xanthorrizol (1) at the highér concentrations (128 and 64
ug/mL) demonstrated a greater degree of inhibition of DNA
and RNA synthesis than compound 2 at similar concentra-
tions, both compounds inhibited all three macromolecular
processes al their MIC or higher {Table 3). Thus, the
mechanistic studies performed in Escherichia coli imp




Xanthorrizol Isolated from lostephane

Table 4. In Vivo Activity (Acute Lethal Infection with 5.
arereus in Mice) and Toxicity

xanthorrizol (1) vancomyein

route EDso LDso/EDso Bl LDso/F D
Sone NIF NDF 230 NI¥
S8C* =32 NDe 1 =1000

o Single oral dose. ® Single subcutaneous dose. ¢ Not determined.
# D5y of vancomyein were delerinined to be > 1024 mgfkg by oral
and subcutaneous.

suggested nonspecific inhibition of DNA, RNA, and protein
synthesis by compounds 1 and 2.

¥anthorrizol (1) was also tested in an in vive model. The
results summarized in Table 4 clearly reveal that it did
nol provide protection to mice infected with Staphylococcus
aureus, even at the higher dose tested.

The remaining isolates were all tested, and anly trachy-
loban-19-oic acid exhibited weak activity against suscep-
tible S. aureus (MIC 128 ug/mL); therefore compounds 1
and 2 made up the bulk of the antibacterial activity within
the extracts.

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting point de-
Lerminations for the known diterpenes were performed on a
Fisher-Johns apparatus and are uncorrected. IR spectra were
obtained using ¥KBr disks or films on a Perkin-Elmer FT 1605
spectrophotometer. UV spectra were obtained on a Lambda
11 UV spectrometer in MeOH solution. NMR spectra including
COSY spectra, NOESY, HMBC, and HMQC experiments were
recorded on a Bruker DMX500 at 500 MHz (‘H) or 125 MHz
{13C) NMR or on a Varian Unity INOVA at 300 MHz ("H) or
75 MHz (13 C). CD spectra were measured s room temperature
in MeOH using a CD6 spectropolarimeter. Optical rotations
were measured on a Perkin-Elmer 241 polarimeter. EIMS were
ohtained on a JEQL SX 102A mass spectrometer. Open column
chromatography: Si gel 60 (70—230 mesh, Merck). TILC: silica
pel 60 Fosq (Merck).

Plant Material. The roots of [. heterophyla were coliccted
11 San Luis Potosi, San Luis Potosi, México, on October 25,
1995. A voucher specimen {R. Bye, E. Linares, G. Marales, M.
Mendoza 20528) was deposited in the Ethnebotanical Collec-
tion of the National Herbarium (MEXU), [nstituto de Biologia,
UNAM.

Antimicrobial Activity. In vitro antimicrobial activities
against methicillin-sensitive (M5SA Sa 375) and -resistant
(MRSA Sa 310) Staphylococcus aureus, vancomycin-resistant
Enterococci faecium (VREF Ef 379), E. coli, E. coli imp Ec 389
(» mutant strain with increased permeability to targe molec-
ular weight compounds),'* and Candida albicans Ca H4 were
determined by the agar diffusion method.** Media used were
Difco nutrient agar (pH 6.8) for §. aureus, LB {(Luna-Bertani)
agar for E. faecium and E. coli, and YM agar for C. albicans.
Assay plates {12 in. x 12 in. Sumilon) were prepared by
pouring 125 mL of agar medium (tempered at 50 °C) inoculated
with an overnight broth culture of the test organisms (adjusted
to approximately 10 cells per uL), as previously described.™
Ten microliters of the antibiotic solution diluted in DMSO were
spotted onto the agar surface, and the plates were incubated
at 37 °C far 18 h. The zone of growth inhibition was maasdred
using a hand-held digital caliper. DMSO contral (20 mL/well
or 2.5% v/v in liquid broth) did not inhibit bacterial growth.

Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined
by the standard broth microdilution method as descmbed
carlier.’® Bneflly, 5 uL of an overnight broth bacienal culture
(adjusted to a density of 1 x 107to 5 x 107 CFU/mL.) was added
to 0.1 mL of broth medium in polystyrene plates containing
the drug at 0.03--128 ug/mL concentration. The MIC was
defined as the lowest concantration of antibnotic that prevented
visual turbidiiy after 18- 20 h ol incubation at 37 °C
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Mechanistic Studies. Macromolecular synthesis in E. ol
imp was studicd by measuring the incorporation of appropriate
radiolabeled precursors into trichloroacetic acid (TCA)-pre-
cipitable material.'® An overnight culture was diluted 1:500
in fresh modified minimal medium (50 mL medium/250 mL
Erlenmeyer flask) and incubated at 37 °C and 200 rpm to an
Agoo of 0.20. Aliquots of 100 uL were dispensed into microtiter
wells containing 5 uL. of antibiotic, and plates were incubated
for 2~ 14 min at 37 °C with vigorous agitation. Cells were
pulse-labeled for 5 min by adding one of the {ollowing radio-
labeled precursors at the indicated final concentrations: (IH;}-
Tdr {1 4CimL with 0.05 gg/mL of unlabeled thymidine/mL),
[BHIUdr (1 #Ci with 0.12 ug unlabeled uridine/mL}, or PHIAA
(10 xC¥/mL). To determine specific incorporation inte DNA,
RNA, and protein, 100 uL of chilled (4 °C) TCA (10%)
supplemented with 0.5 mg of unlabeled precursors per ml, was
added Lo each well, and the plate was immediately refrigerated
for 1 h. The precipitate was collected on a glass fiber filter
(Wallac fltermat B, Wallac 1205—404) using & Skatron 96-
well cell harvester (Model 11050) programmed for a 3 5 prewet
with chilled DI water, a 12 s wash with 5% chilled TCA, and
a 5 s drving cycle. Filter mats were dried for 7 min ai high
power in a microwave oven {Quasar, 700 W), solid scintillant
{(Meltilex B, Pharmacia 1205-402) was applied, and the isotope
that was retained on the filter was quantitated in an LKB
Betaplate scintillation counter {(Wallac 1205). The levels of
incorporation of *H|Tdr, PHIUdr, and (3H|AA are expressed
as a percent of that of the untreated control.

In Vive Activity. The in vive activity was assessed in
female mice, strain CD-1 (from Charles River Laboratories,
NY), weighing 20 + 2 g each, infected intrapentoneally with
sufficient bacterial cells suspended in broth or about 5% mucin
to kill 95—100% of the untreated mice within 48 h. Antibiotic
was administered subcutaneously in single doses 30 min after
infection. Seven-day survival ratios from 3 or 4 separatc tests
each with 5 dose levels and 5 animails per dose ievel were
pooled for the determination of the median effective dosc (EDso}
by probit analysis.!

Extraction and Bioassay-Directed Fractionation. The
air-dried plant material {2.4 kg) was ground into powder and
extracted by maceration with CH,Cly—~MeOH (1:1} at room
temperature. After filtration, the extract was cvaporated under
reduced pressure to yield 263 g of residue, which was subjected
to column chromatography over Si gel (2.5 kg) and eluted with
a gradient of hexane—CHClz (10:0 — 0:10) and CHyCla—
MeOH (9:1 = 3:7). Fractions of 500 mL each were collected
and pooled based on TLC profiles to yield 11 major fractions
{FO01—F011}. Fractions FO02—F005 were active against Gram-
positive bacteria. Extensive preparative TLC of fractions F002
(200 mg) and FOO3 (19 g) using hexane—CHClz (1:1) led to
the isolation of 1 {100 mg and 12 g, respectively) as a yellowish
0il. Further column chromatography of fraction F004 (123 g)
on Si gel (1.2 kg), eluting with a concentration gradient of
hexane-CH;Cla—MeOH, starting with hexane afforded 13
secondary fractions (F004-1-F004-XV). Fractions F004-t to
FO04-1V exhibited very good activity and F004-1 and FO04-V
through F004-XV showed poor ectivity agawnst the Gram:
positive organisms. From active fraction FO04-11 [1 g, eluted
with hexane-CHsClz{9:1)] spontaneously crystallized 500 ms
of 16.a-hydroxy-ent-kaurane. From fraction F004-X, elutec
with CHaClo—MeOH (9:1), erystallized 500 mg of trachyloban
19-0ic acid. Fractions FOO4-II1-1X rendered an additiona
41.28 g of 1. Active fraction F005 (92 g) was further fraction
ated by cofumn chromatography on silica gel (795 g) and elutes
with a gradieat of hexang—CHsCl; (10:0 — 0:10) and CH:Cla-
MeOH (9:1 — 0:10). This chromatographic process led to 1
secondary fractions (F005-1 to FO05-XID of which FOO5-11 an
.1V were more active than the rest. From fractions FOO5SHT ¢
FO05VI, eluted with hexane—CH;Cly (7.5:2.5, 6:4, and 4 3:5.8
respectively) crystallized additional amounts (8 g) of trach)
loban-19-aic acid, From fraction F005-X. eluted with CHCly
MeQOH (6.4), crystallized 406 mg of 16-a-hydroxy-ent-kaur-1!
enc-19-0ic. The mother liquors from fractions F005-Vi an
fraction F005-VIl were combined (14 g) and rechromat
graphed on a sihea gel column (185 g eluting with
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cqncen_tration gradient of hexane—CH;Cl; (10:0 — 0:10), to
yield eight tertiary fractions (F005-XIII—F005-XX). Extensive
preparative TLC [CH.Cl,, four runnings| of fraction F005-XX
(740 mg), eluted with hexane~CH;Cl, (8:2), yielded 2 (19.3
mg) and additional amounts of 1 (280 mg). From fraction F005-
XV"[.II, eluted with hexane— CH:Cl, (1:1), crystallized 1.6 g of
a mixture of enf-kauren-16-en-19-oic and ent-beyer-15-en-19-
oic acids.

4-(1',5-Dimethylhex-4'-enyl}-2-methylphenol (2): color-
less oil; [ajp —60 {c 1 mg/mL MeOH); UV (MeOH) 1., {¢) 276
(2218), 257 (1709), 204 (22581) nm; CD (MeOH) Ac {nm} —1.44
x 103 (277), —2.75 x 10% (205); IR v, (film) 3436, 2955, 2924,
2854, 1611, 1510, 1454, 1376, 1264, 1121 em™!; 'H and 3C
NMR (Table 1); EIMS m/z 218 {M* (90)], 203 (10), 161 (68),
148 (90), 135 (100), 121 (45); HRMS m/z 218.164 (calcd for
CisHxO, 218.162).
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