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Introduccién 

|. INTRODUCCION 

4.1 GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA ORCHIDACEAE. 

La familia Orchidaceae incluye alrededor de 35 000 especies agrupadas en 

750 géneros, 5 subfamitias y 19 tribus (Dressler, 1993). La mayoria de las 

orquideas son epifitas (73%) y sas restantes son terrestres; su crecimiento 

vegetative puede ser monopoidal o simpoidal. En general, presentan raices 

adventicias, fibrosas o carnosas y algunas veces tuberosas; el rizoma o tallo 

primario es generalmente reducido, las hojas son radiales enteras y la mayoria de 

las veces son alternadas, presentando una gran variabilidad en su forma, espesor 

y arreglo; la inflorescencia termina en espiga 0 en racimo; las flores son 

bilateralmente simétricas, presentan un ovario inferior con uno o tres lobulos y, en 

fa flor pedicelada, el pedicelo aparentemente incluye un pedicelo como tal y un 

ovario no desarrollado (Dressler, 1993). 

Las orquideas son una familia cosmopolita, se alinean desde el norte de 

Suecia y Alaska, a Tierra de! fuego y !a isla Macquarie. Las orquideas epifitas 

estan limitadas a ambientes tropicales y subtropicales, al igual que otras epifitas 

vasculares de otras familias de plantas. Las orquideas son muy escasas en 

ambientes desérticos, aunque pueden encontrarse en los oasis y en los cafiones 

desérticos (Dressler, 1981). 

Las orquideas son mucho mas diversas en el cinturén tropical que en el 

norte o sur de éste, aunque dentro de los tropicos las especies no se encuentran 

distribuidas uniformemente. Asi mismo, las orquideas son mas abundantes y 

diversas en habitats que sobrepasan mas de 2.5 m® de Iluvia anual; en 

 



  

dntroduccién 

consecuencia, estas plantas son muy escasas en los bosques secos (Holttum, 

1960). Los paises de América, que poseen la mayor diversidad de orquideas son 

Venezuela, México, Panama y Brasil. En América Central, las orquideas se 

encuentran principalmente en fos bosques premontanos humedos o en bosques 

humedos de 1000 a 2000 m de elevacién (Dressler, 1981). 

Desde el punto de vista quimico, los estudios que se han realizado sobre 

varias especies de esta familia han permitido el aislamiento y la caracterizacién 

de compuestos de tipo estilbenoide (bibencilos y fenantrénicos), piranos (Gorham, 

1989; Baxter, 1995; Leong ef a/., 1997), terpenoides de la mas diversa naturaleza, 

(Holmand y Heimermann, 1973; Kadota ef af, 1987; Majumder y Pal, 1990; 

Majumder y Kar, 1989), compuestos aromaticos simples (Kaiser, 1993; Whitten y 

Williams, 1993; Bergstrom ef a/., 1992), lignanos, cromanos (Bai et a/, 1997) 

aldehidos y alcoholes alifaticos, carotenoides (Stoess! ef al, 1984; Bergstrom 

1992; Hausen, 1984) y alcaloides, principalmente de naturaleza picrotoxano, 

aunque también se han encontrado algunos de los tipos pirrazolidinicos (Luning, 

1964; Slator, 1977), indéticos, isoquinotinicos y fenilalquilaminas (Maille ef a/., 

1974; Hardegger et a/., 1963a, 1963b; Urech et a/., 1963). En el Cuadro 1 se 

muestran ejemplos representativos de fos metabolitos secundarios aisiados de 

especies selectas de orquideas. 

La importancia econémica de la mayoria de las orquideas se encuentra 

dirigida principalmente a ia industria floral. Una excepcién a esta situacion es la 

Vanilla planifolia, la cual es de gran importancia econdmica como un condimento 

alimenticio y en la industria de la perfumeria. En consecuencia, esta planta 
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de ta 

famitia Orchidaceae. 

  

  

  

Dendrobina (1) 

ALCALOIDES 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA 

Hl 
NN A 

wr Ted 
Dendrobium nobile Slayter, 1977 

  

Dendrobium wardianum 

A [04 
:o4 

Dendrowardina (2} 

  

Blomqvist et a/., 1972 

4 

        
  

CHy-—N. 

Dendrobium fohohense Q Inubushi ef a/., 1964, 

14968 

9 

Shihunina (3) 

3 
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la 

familia Orchidaceae (continuacién). 

  

  

  
  

ALCALOIDES 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA 

Dendrobium Elander et a/., 

crepidatum 1973 

  

Dendrobium nobile 

      6-hidroxinobilonina (6)   
Yamamura y Hirata, 

1964 

  

  

 



Introduccion 

Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aistados de la 

familia Orchidaceae (continuacidn). 

  

  

  

ALCALOIDES 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA 

NH 

Catleya sp. Maille et a/.,1974 

OH 

Tiramina (7} 

  

COMPUESTOS DEL TIPO ESTILBENOIDE 

  

Oroglossum hircinum ~ 

H 

OH K 

tO 
TOO OH 

Hircinol (8) 

Urech et al., 

1963 

  

Dendrobium pierardii     
  

Flavinidina (9)   Majumder et ai., 

1982 
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aisiados de la 

familia Orchidaceae (continuaci6n). 

  

COMPUESTOS DEL TIPO ESTILBENOIDE 

  

  

  

Cypripedium calceolus 

we 
(1 ™ 

0 

MeO 

Cipripedina (11) 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA 

OH 

PO 
Orchis militaris ve ee Bevan ef a/.,1965 

Orcinol (10) 

OH 

Schmalle y Hausen, 

1979 

  

Dendrobium densiflorum     
OH 

gL 

Batatasina III (12)     Veeraju, 1989 
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Cuadro 1, Ejempios selectos de metabolitos secundarios aislados de la 

familia Orchidaceae (continuacién). 

  

TERPENOIDES 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA   

  

Ophrys splendida | ‘CHO Karin et af., 1986 

Citronelal (13) 
  

Nervilia purpurea Kikuchi et af., 1985 

  

Cicloeucalenol (14) 
  

Majumder y Pal, 1990 

Coelogina uniflora Or \ 

Uniflorina (15) 

  

Eria convalarioides Majumder y Kar, 1989 

  

Erianol (16)         
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Cuadro 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la 

familia Orchidaceae (continuaci6n). 
  

  

  

SF 

Sanjidina B (17) 

0 

LIGNANOS 

FUENTE NATURAL COMPUESTO REFERENCIA 

Pleione bulbocedioides “A POCO Bai et a/., 1997 

  

CROMANOS 

  

Pleione bulbocodicides 

0 

COL OC 
Ochs 

Plaionina (18) 

Bai et a/., 1997 

  

COMPUESTOS AROMATICOS SIMPLES 
  

Vanilla planifoliia     
CHO 

OCH; 

0H 

Vanilina (19)   Hausen, 1984 
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se cultiva y se procesa en grandes cantidades para estos propdsitos (Hausen, 

1984). Cabe mencionar que la propiedad saborizante de tas capsulas de Vanilla 

planifolia se conoce desde épocas antiguas (Jackson, 1875; Busse, 41899). 

Durante fa cosecha, las capsulas de V. p/anifolia no son fragantes, debido a que 

los compuestos aromaticos presentes en ella se encuentran bajo la forma de 

glucésidos. Después de un proceso de fermentacién, se generan compuestos 

como fa vanilina (un aldehido) (19), el alcohol vanilinico, y algunos ésteres 

aromaticos (Arana, 1944; Garros-Patin y Hahn, 1954; Arctander, 1969). 

La vanilina (19), obtenida sintéticamente o de fuentes naturales, se utiliza 

como un agente saborizante en ia industria alimentaria, principalmente en la 

industria del chocolate y del helado. También se emplea en perfumeria para la 

elaboracién de jabones, cremas y lociones. Por Ultimo, cabe hacer notar el uso de 

este aldehido (19), como un agente enmascarante de olores en productos 

industriales tales como el rubor y el azucar dietética (Arctander, 1969). 

Muchas especies de orquideas son de interés en algunos lugares del 

mundo como remedios populares para aliviar dolores de cabeza y dentales, para 

el tratamiento de la diarrea y como agentes vermifugos, ténicos, analgésicos y 

antipiréticos (Hausen, 1984). Asi por ejemplo, Nervilia purpurea se usa en 

medicina tradicional para el tratamiento de heridas e hipertensién (Kikuchi ef ai., 

1985). Nervilia aragoana, se utiliza para la cura de enfermedades viscerales e 

hipertension (Kikuchi ef a/., 1985). Cypripedium reginae y probablemente 

’ Cypripedium caiceolus, se utilizan en América det Norte por sus propiedades 
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tranquilizantes. La droga cruda se conoce comtinmente como vateriana americana 

(MacDougal, 1985). 

La orquidea Dendrobium nobile, se ha utilizado en China como un ténico y 

un agente antipirético. La planta originalmente se denomino con los nombres de 

Chin-Shih-hu y Sekkoku en China y en Japén, respectivamente. Estudios 

posteriores demostraron que sélo uno de los alcaloides aislados de la especie, la 

dendrobina (1), es !a responsable de las propiedades medicinales de la planta 

(Chen, 1935a, 1935b). Este alcaloide produce también una moderada 

hiperglicemia y disminuye la actividad cardiaca; cuando se administra en grandes 

dosis, la presi6n sanguinea disminuye y se suprime !a respiraci6n, también puede 

producir convulsiones (Chen and Rose, 1936). 

De fa familia Orchidaceae se han aislado numerosas fitoalexinas de tipo 

fenantrénico. Las fitoalexinas son sustancias antifangicas (Arditti, 1966; Bernard, 

1909a, 1909b, 1911; Fisch ef a/., 1972), que se producen de novo en las plantas 

cuando se presenta alguna infeccién por especies fungicas (Miller y Bérger, 

1940). El primero de estos compuestos, obtenido de una orquidea, fue el orcinol 

(10), sustancia cristalina biosintetizada por Orchis militaris (Boller et al., 1957). La 

segunda fitoalexina de mayor importancia, por la concentracién en que se genera, 

es el loraglosol obtenido de Lorogiossum hircinum (Hardegger et al., 1963). 

Muchas orquideas producen efectos toxicos, asi por ejemplo, se ha 

descrito que las personas expuestas a una especie de Aracchnis sufren una 

inflamacién severa en los ojos (conjuntivitis). Esta reaccién se desarrolla 

aproximadamente a la hora de la exposicién y desaparece dos dias después. 
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Posiblemente, esta irritacian es debida a alguna sustancia no conocida, la cual, 

puede actuar come fungicida 0 insecticida en la orquidea (Hausen, 1984). 

La especie Corymborchis longifiora, utilizada en la India y la Peninsula 

Malaya, causa vomitos y envenenamiento cuando se mastica y cuando se deglute 

el jugo (Miller, 1959). 

De igual modo, la especie Vanilla planifolia produce dermatitis severas, 

(Layet, 1883). Esta dermatitis se presenta en los trabajadores que manejan las 

capsulas de la planta durante el cultivo, la cosecha y la fermentacién. A esta 

intoxicacién se le !lama vanilismo (Hitchinson, 1892/93; Drevon, 1899). También 

se han detectado casos de reacciones alérgicas inmediatas como rinitis alérgica, 

asma bronquial, complicaciones gastrointestinales y urticaria. El consumo de la 

vainilla en helados, pasteles, licuados y otras bebidas, ha causado erupciones e 

inflamaciones en las manos y la cara, 0 bien, malestar generalizado, dolor de 

cabeza y nauseas en personas sensibles (Millan, 1936). 

Afortunadamente, la exposicién a especies ornamentales consideradas 

como téxicas, asi como su distribucién y venta, se encuentran restringidas 

(Hausen, 1984). 

1.2 GENERALIDADES ACERCA DE Epidendrum boothii (Lindley) Schitr. (Sin. 

Nidema boothii). 

El género Epidendrum, es e! género neotropical de orquideas con ei mayor 

numero de especies. Se encuentra distribuido desde el suroeste de Carolina del 
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Norte, al oeste de Lousiana en las costas del Golfo, atravesando México, América 

Central hasta Argentina (Ames y Correll, 1952). 

Epidendrum boothii es una planta epifita que habita en los arboles det 

bosque tropical denso de 1350 m de elevacién. Se encuentra distribuida desde 

México hasta Panama; también es posible encontrarla en Cuba y la Guayana 

Holandesa (Ames y Correll, 1952). 

En las practicas medicinales populares de la regién de los Tuxtlas, ja 

especie E. boothii, se utiliza para el tratamiento de célicos estomacales. Desde el 

punto de vista quimico esta especie no ha sido objeto de estudio alguno. 

En el libro epifitas de Veracruz, se hace la siguiente descripcién de la 

planta: “Rizoma rastrero, corto, plantas viejas fermando agrupaciones grandes y 

densas con cientos de tallos, pseudolobulos elipsoides cilindricos, algo 

comprimidos, 2-4 cm de largo, 1.5-2.5 cm de ancho, 1 6 2 hojas en el apice. Hojas 

lineares (lanceoladas) de 10-20 cm de largo, aproximadamente 1 cm de ancho, 

lamina delgada. Inmunofluorescencia de 7-15 cm de largo con pocas flores. 

Flores blanquecinas, sépalos y pétalos lanceolados acuminados, sépalos de 

aproximadamente 15-20 mm, pétalos de 13 mm de largo y 3-4 mm de ancho.” 

En la figura 1 se muestra una fotografia de ta planta descrita. 
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Figura 1. Epidendrum boothii Lindley (Orchidaceae). 
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it, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 

Las orquideas constituyen un recurso terapéutico muy valioso en diversas 

regiones del mundo (Kikuchi et a/., 1986; MacDougal, 1985; Chen y Rose, 1936; 

Baxter y Harborne, 1995; Harborne, 1994). Sin embargo, los estudios realizados 

conducentes a la obtencién de agentes pesticidas y farmacos con interés 

comercial a partir de estos vegetales, son escasos. 

Por tal motivo, en fechas recientes se inicid un proyecto de naturaleza 

multidisciplinaria, cuyo objetivo primordial es determinar el potencial 

espasmolitico y alelopatico de diversas especies de orquideas mexicanas y asi, 

contribuir al descubrimiento de nuevos agentes utiles para ei desarrollo de 

agentes medicinales y agroquimicos, respectivamente. 

En este sentido, cabe destacar que la variedad y abundancia de las 

orquideas mexicanas ofrecen un marco ideal para el desarrollo de este tipo de 

proyectos. 

Un estudio etnobotanico reciente, realizado en la regién de los Tuxtlas, 

Estado de Veracruz, zona de gran concentracién de orquideas dentro del territorio 

nacional, permitid la preseleccién de varias especies medicinales de orquideas, 

las cuales podrian constituir una fuente vatiosa de principios activos. Una de las 

especies preseleccionadas fue Epidendrum boothii (Lindley) Schltr, (sin. Nidema 

boothii), orquidea utilizada para el tratamiento de célicos estomacales (Carmona, 

1996). 
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Posteriormente, durante la realizacién de ensayos biolégicos de seleccion, 

se comprob6é que esta planta contiene principios activos capaces de modificar la 

’ contractilidad del ileon aislado de rata (Estrada, 1998). Sin embargo, a la fecha no 

se han realizado los estudios conducentes a determinar la potencialidad herbicida 

de esta especie vegetal. Por otra parte, tampoco se ha realizado el 

fraccionamiento biodirigido de! extracto espasmolitico, para determinar cuales 

fracciones son las responsables de ta actividad antiespasmolitica previamente 

demostrada, de tal forma, que posteriormente puedan aislarse los principios 

activos espasmoliticos. La determinacién de la actividad espasmolitica de las 

fracciones resuttantes y el aislamiento de los principios activos correspondientes, 

seran objeto de otra propuesta de tesis, fa cual, se esta desarrollando de manera 

paraleia al presente estudio (Estrada, 1998). 

Con relacién al primer punto, es importante mencionar, que el interés por la 

busqueda de herbicidas naturales se ha incrementado en jas ultimas décadas, 

debido a los dajios ocasionados por el uso frecuente de los herbicidas sintéticos. 

En contraste con tos herbicidas de origen sintético de mayor uso en la actualidad, 

los productos naturales ofrecen tas siguientes ventajas: 

a) Son menos téxicos para el hombre y fos animales. 

b) Presentan una mayor selectividad, dafando sdélo a las malezas que 

provocan pérdidas en los cultivos de mayor importancia econdmica. 

c) Su tiempo de permanencia en el ambiente es menor, es decir, son 

biodegradables y por lo tanto ocasionan un menor dafio en los distintos 

ecosistemas. 
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d) Por ultimo, pueden servir como prototipos estructurales para la sintesis de 

compuestos que actuen como inhibidores y/o reguladores del desarrollo, de 

otras especies vegetales (Duke, 1991). 

Con base en las consideraciones anteriores, el presente proyecto tiene 

como objetivos primordiales: 

1. Determinar el potencial herbicida de la especie Epidendrum boothii, con la 

finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos agentes herbicidas. 

2. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto espasmolitico, con la 

finalidad de determinar posteriormente, qué fracciones concentran los 

compuestos con esta actividad bioldgica. 

3. Realizar e! estudio quimico de las fracciones no espasmoliticas, con el 

propésito de contribuir al conocimiento del metabolismo secundario de esta 

especie medicinal. 

Para el cumplimiento de los objetivos generales, se plantearon los 

siguientes objetivos especificos: 

e Preparar el extracto de !a planta Epidendrum boothii, empleando como 

disolvente de extraccién una mezcla de CHCls-MeOH (1:1). 

e Determinar la potencialidad fitotoxica dei extracto, mediante la evaluacién de 

su efecto, sobre el crecimiento radicular y la germinacién de semillas de dos 

especies vegetales Amaranthus hypochondriacus (Amarantaceae) y 

Echinochloa crusgalli (Gramineae), mediante el método en caja de Petri. 

« Realizar et fraccionamiento del extracto total, mediante un proceso de 

cromatografia en columna abierta. 
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Determinar el potencial fitotéxico de cada una de las fracciones resultantes. 

Separar y purificar los principios de las fracciones primarias fitotéxicas y/o no 

espasmoliticas. 

Identificar los compuestos aistados mediante el empleo de métodos quimicos, 

espectroscdpicos y espectromeétricos. 
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Ill, PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 MATERIAL VEGETAL 

El material vegetal (planta entera) utilizado en el presente estudio, se 

recolecté en el Rancho Et Naranjillo, Catemaco, Estado de Veracruz, México, en 

el mes de Octubre de 1996. La recoleccién y clasificacién botanica de esta 

especie, estuvo a cargo del Bidlogo Gustavo Carmona Diaz. Un ejempiar de 

referencia se deposité en ef herbario del Instituto de Ecologia AC. (XAL), Jalapa, 

Veracruz. 

El proceso de desecacién del material vegetal, se realizé a temperatura 

ambiente, y la fragmentacién del mismo se lievé a cabo en un molino Willey 

Modelo 4. 

3.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES 

3.2.1 Analisis cromatograficos. 

Los andlisis cromatograficos en columna abierta, se efectuaron siguiendo 

las técnicas convencionales, en cotumnas de vidrio de diferentes capacidades 

empacadas con gel de silice Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malia 3.5 a 7.0 

ASTM. Para {os analisis cromatograficos cualitativos en capa fina, se emplearon 

placas de aluminio con un espesor de 0.25 mm (Silica gel 60 F254 Merck). Se 

utilizaron diversos sistemas de elucién y agentes cromdgenos, los cuales se 

resumen en los Cuadros 2 y 3, respectivamente. 
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Cuadro 2. Sistemas de  elucién utilizados para los anilisis 

cualitativos en capa fina. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

SISTEMA DE 

ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION 

A Hexano-Eter Diversas 

B Hexano-CHCl Oiversas 

c Hexano-AcOEt Diversas 

0 Hexano-Benceno Diversas 

E Benceno-CHCls Diversas 

F CHCls-Eter Diversas 

G CHCIj-AcOEt Diversas 

H CHCls-MeOH Diversas 

| AcOEt-MeOH Diversas       
  

Cuadro 3. Agentes cromégenos utilizados para los analisis cromatograficos 

en capa fina. 

  

REACTIVO AGENTE CROMOGENO REFERENCIA 

  

12.0 g de sulfato cérico 

  

  
Sulfato cérico*A 22.2 mL de acido Lowery et a/., 1993 

sulfurico concentrado 

350 g de hielo picado 

Acido sulfurico* 90mL de agua destilada Bevan ef a/., 1965 

10 mL de H2804 (conc)       
  

* En todos los casos antes de revelar con el cromégeno A, se procedié a visualizar las 

placas con luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365 nm); para el desarrolio del color 

fue necesario calentar por dos minutos a 110°C aproximadamente. 
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3.2.2 Determinacién de tas constantes fisicas, espectroscopicas y 

espectrométricas de los productos naturales y sus derivados. 

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

estan corregidos. Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotémetro 

de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599-B o en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla 

de KBr o en pelicula. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-1H) y de 

Carbono-13 (RMN-13C), se generaron en un aparato Varian VXR-300S, e! cual se 

operé a una frecuencia de 300 6 500 MHz, respectivamente. Los espectros se 

obtuvieron utilizando como disotvente CDCl3 y los desplazamientos quimicos se 

asignaron en unidades 8 (ppm), feferidos al tetrametilsiiano (TMS) como 

referencia interna. Se utilizaron secuencias de pulso est4ndares Varian para el 

registro de los espectros de RMN bidimensional homonuclear (1H-1H COSY) y 

heteronuclear (HETCOR). 

‘Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 

5890-B mediante introduccién directa a 70 eV. 

El andlisis de difraccion de rayos X se realizé en un difractmetro Siems 

P4/PC, 

Todos los analisis antes indicados se efectuaron en el Instituto de Quimica 

de la U.N.A.M. 
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3.2.3 Analisis mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria 

de masas. 

Los andtisis mediante cromatografia de gases (CG-EM), se realizaron en 

un cromatégrafo de gases HP acoplado a un espectro de masas modelo Jeol 

JMS-AX505HA, mediante la inyeccién de 0.2 tL de cada una de las muestras de 

prueba en una columna capilar PAS-1701-Tested Silicone HP. Se utiliz6 helio 

como gas acarreador, a una presién manométrica de 0.6 Kg/cm’ y con un flujo de 

2 mU/min. La temperatura del inyector se mantuvo en 260 °C; la temperatura 

inicial fue de 150 °C y se programé para alcanzar una temperatura de 260 °C con 

un calentamiento gradual de 10 °C/min. 

Para fos registros de los espectros de masas, se utilizaron como 

condiciones experimentaies las siguientes: un voltaje de 70 eV para el impacto 

electrénico. Cada uno de los espectros se registré con un barrido de 33 a 630 

unidades de masa/carga (m/z) por segundo. 

Los analisis por CG-EM se efectuaron en la Unidad de Servicios en Apoyo 

a la Investigacion (USAI) de !a Facultad de Quimica, UNAM. 

3.3 EVALUACIONES BIOLOGICAS. 

3.3.14 Determinacién de la actividad fitoinhibidora. 

3.3.1.1 Método en caja de Petri. 

La actividad fitotoxica de! extracto y de las fracciones de Epidendrum 

boothii, se evalué midiendo el efecto sobre el crecimiento radicular de semillas de 

Amaranthus hypochondriacus  (Amarantaceae) y Echinochloa crusgalli 
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(Gramineae) de acuerdo a ja metodologia previamente descrita en la literatura 

{Anaya et a/., 1990; Castafieda et al., 1992). 

Los bioensayos, se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de diadmetro 

interno. De las muestras de prueba (extracto o fracciones) se prepararon 

disoluciones con CHCl3-MeOH (1:1), de forma tal de obtener concentraciones 

finales de 1000, 100, y 10 yg/mL; 1 mL de cada una de estas disoluciones se 

vertieron en las cajas de Petri sobre un disco de papel filiro (Whatman N° 1); el 

disolvente se evapord mediante una corriente de aire. Posteriormente, se inicié la 

germinacién de 10 semillas de la especie vegetal de prueba, humedeciendo el 

papel filtro con 3 mL de agua destilada. El mismo procedimiento se utiliz6 para los 

controles negativos que contenian unicamente e! disolvente y agua destilada y 

para el control positivo, el Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma). Las cajas 

de Petri se mantuvieron en la oscuridad a 30 °C y la actividad fitotoxica se registré 

midiendo la inhibicién de la germinacién y la longitud de las radiculas después de 

24 horas de incubaci6n, en el caso de A. hypochondriacus y 48 horas después en 

el caso de E. crusgaili. Se trabajaron tres réplicas por tratamiento de las muestras 

de prueba y de los controles. 

Los resultados obtenidos, se analizaron mediante la prueba estadistica de 

ANOVA (p<0.05). Los valores de la concentracién inhibitoria media (Cl,,.), se 

determinaron mediante un andlisis Probit a partir de los porcentajes de inhibicién 

calculados. 
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3.3.1.2 Método bioautografico. 

El métedo bioautografico se realiz6 sobre placas cromatograficas de 5x20 

cm recubiertas con gel de silice. En cada placa se sembraron 5 mg del extracto; 

posteriormente, se efectud la elucién utilizando un sistema apropiado de 

disolventes. Al cabo del proceso de elucién, se evapord el disolvente y las 

cromatoplacas se cubrieron con 20 mL de una suspensién de agar al 1%; para 

todos los casos se realizaron dos réplicas. Paralelamente, dos placas sin muestra 

problema se eluyeron con el sistema de elucién correspondiente; estas se 

utilizaron como un control negative. Posteriormente, cada una de tas placas 

cromatograficas se cubrid completamente con la semilla de Amaranthus 

hypochondriacus ylo Physalis ixocarpa. Las placas con la semilla se incubaron a 

28 °C durante 24 horas en una atmésfera himeda. 

Transcurrido el tiempo de incubacién, se observé la zona de inhibicién 

(Inoue, 1992). Este ultimo procedimiento se realiz6 por comparacién con una 

placa conteniende fa muestra, eluida en las mismas condiciones y revelada con el 

agente cromdgeno apropiado. 

3.3.2 Determinacién de la toxicidad para el crustaceo Artemia salina L. 

La determinacién de la toxicidad para Artemia salina del extracto, se realiz6 

mediante la metodologia convencionai (Anderson ef a/., 1991). 

Se pesaron 20 mg del extracto, y se disolvieron en 2 mL del disolvente 

apropiado. Se transfirieron a tres viales de manera independiente 500, 50, y 5 uL, 

de estas disoluciones; los volumenes transferidos correspondieron a 
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concentraciones de 1000, 100, y 10 pg/mL, respectivamente; posteriormente, el 

disolvente se evaporé a sequedad. 

Después de haber desarrollado !os crustaceos en un medio salino artificial 

durante 48 horas, se transfirieron diez crustaceos a cada uno de los viales, 

aforando posteriormente a 5 mL con agua salada; 24 horas después, se 

registraron el numero de organismas sobrevivientes para caicular de este modo el 

% de mortalidad. Los resultados se procesaron mediante un analisis probit, para 

calcular la concentracién fetal cincuenta (CLso). El ensayo se realizé por triplicado 

para cada concentracién de prueba. 

3.4 EXTRACCION DE LA PLANTA ENTERA Epidendrum boothii. 

EI material seco y molido (1.760 Kg), se extrajo mediante un proceso de 

maceracion con 20 fitros de una mezcia de CHCl3-MeOH (1:1); este proceso 

permitid la obtencién de 174.5 g de extracto crudo. En el Esquema 1, se resume 

el procedimiento empleado. 

3.5 FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO TOTAL. 

El extracto total (174.5 g), se fraccioné en una columna cromatografica 

abierta, utilizando como adsorbente 800 g de gel de silice. E! proceso de elucién 

se efectué con hexano, mezcla de hexano-acetato de etilo (diversas 

proporciones), acetato de etilo y mezcla de acetato de etilo-metanol (diversas 

proporciones). Se recolectaron 554 fracciones de 500 mL cada una. Cada 

fraccion se analiz6 por cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas 
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fraccién se analizé por cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas 

que resultaron cromatograficamente similares; este proceso generé un total de 17 

fracciones primarias. En el Cuadro 4, se resume el fraccionamiento mediante 

cromatografia en columna del extracto total de la planta entera de Epidendrum 

boothi. Cada una de las fracciones resultantes se evalué mediante los 

bioensayos indicados en el inciso 3.3. 

  

MATERIAL VEGETAL 

Epidendrum boothii 

(1.760 Kg.)       
1) Extraccién con CHCls-MeOH (1:1) 

(20 L), via maceracién, dos veces 

durante 72 horas 

2) Filtrar y concentrar al vacio.   
  

    
EXTRACTO CHCI;-MeOH 

(174.5 g)     

  

RESIDUO VEGETAL 
      

Esquema 1, Proceso de extraccién de la planta entera Epidendrum boothii. 
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Cuadro 4. Fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta 

del extracto crudo de Ja planta entera Epidendrum boothii. 

  

  

  

  

  

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso 

(%) combinadas (g) 

Hexano 100 1-17 1-22 NB-A 0.2784 

95-05 18-47 23-26 NB-B 5.5996 

92-08 48-53 27-44 NB-C 4.5693 

90-10 54-134 45-74 NB-D 2.2518 

85-15 135-171 75-84 NB-E 0.9925 

80-20 172-210 85-160 NB-F 1.4359 

75-25 211-233 161-182 NB-G 1.2364 

Hex-AcOEt 70-30 234-263 183-219 NB-H 4.4870 

65-35 264-274 220-250 NB-I 0.1211 

60-40 275-286 251-282 NB-J 2.4876 

50-50 287-321 283-300 NB-K 7.4796 

45-55 322-336 301-399 NB-L 13.1359 

40-60 337-351 400-429 NB-M 2.8630 

30-70 352-412 

20-80 413-423 

AcOEt 100 424-450 430-464 NB-N 10.0914 

90-10 451-535 465-519 NB-O 30.5980 

AcOEt-MeOH 85-15 536-543 520-548 NB-P 41.1030 

75-25 544-548 549-554 NB-Q 41.3915 

50-50 549-554                 
26 
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3.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE LAS 

FRACCIONES PRIMARIAS DE Epidendrum boothii. 

3.6.1 Aislamiento y purificacién de! estigmasterol (23) de 1a fraccién primaria 

NB-E. 

De Ia fraccién primaria NB-E, cristalizaron espontaneamente 1.2 g de un 

slide cristalino de color blanco, con punte de fusién 149-150 °C, el cual se 

identificé como el estigmasterol por comparacién con una muestra auténtica. - 

3.6.2 Aislamiento y purificacién del triterpenoide nidemina (20) de ta fraccion 

secundaria NB-B5. 

La fraccién primaria NB-B (5.5996 g) (Cuadro 4 ), se recromatografid en 

una columna abierta, utilizando como adsorbente 72 g de gel de silice. E! proceso 

de elucién se efectuéd con hexano, hexano-CHCl; (diversas proporciones), CHCls 

y acetato de etilo. Se recolectaron un total de 198 fracciones de 30 mL cada una. 

Cada fraccién se analizé por cromatografia en capa fina, combinandose todas 

aquellas que resultaron cromatograficamente similares. Este proceso generé un 

total de siete fracciones secundarias; en el Cuadro 5 se resume este 

procedimiento. 

De Ia fraccién secundaria NB-B5 (Cuadro 5), precipité un sdlido blanco; el 

producto se purificé por sucesivas recristalizaciones en AcOEt generando 0.6859 

g de un s6lido cristalino, con un punto de fusién de 127-129 °C. 
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Cuadro 5. Resumen de! fraccionamiento secundario via cromatografia en 

columna abierta de fa fracci6n NB-B de Epidendrum boothii 

  

  

  

  

        

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso 

(%) combinadas (g) 

Hexano 100 1-14 1-11 NB-B1 0.3342 

95-05 15-46 12-22 NB-82 0.0505 

90-10 47-131 23-41 NB-B3. 0.0200 

80-20 432-156 42-47 NB-B4 0.0643 

75-25 157-168 48-168 N8-B5 1.8074 - 

Hex-CHCl, 70-30 169-175 

CHCi, 100 176-190 169-190 NB-B6 0.8940 

AcOEt 100 191-198 191-198 NB-B7 1.0358         
  

3.6.3 Aislamiento y purificacién de la mezcla del 24-metil-5a-lanosta-9(11), 

25-dien-3B-ol (21) y del 24,24-dimetil-5a4anosta-9(11),25-dien-3f-ol (22), de la 

fraccién secundaria NB-D8, bajo la forma de sus derivados acetilados 21a y 

22a. 

La fraccién primaria NB-D (2.2518 g) (Cuadro 4 ), se recromatografié en 

una columna abierta utilizando como adsorbente 96 g de gel de silice. El proceso 

de elucién se efectud con hexano, hexano-CHCt, (diversas proporciones), CHCls- 

acetato de etilo (diversas proporciones) y acetato de etilo. Se recolectaron un 

total de 285 fracciones de 50 mL cada una. Cada fraccién se analiz6 por 

cromatografia en capa fina y se combinaron todas aquellas que resultaron 

cromatograficamente similares. Este procedimiento generé un total de 23 

fracciones secundarias; en el Cuadro 6 se resume este proceso. 
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De las fracciones secundarias NB-D8 (Cuadro 6), precipit6 un sdlido 

blanco; el producto se purificé por sucesivas recristalizaciones con CHCl, Al cabo 

del proceso de purificacién, se obtuvieron 0.2985 g de un solido cristalino, con un 

punto de fusién de 207-208 °C. 

De acuerdo al analisis por cromatografia de gases acoplado a 

espectrometria de masas, el polvo estaba constituido por una mezcla (M-I} de dos 

productos (Cromatograma 1). Para separarlos se procedié a preparar los 

derivados acetilados. 

Para obtener e! derivado acetilado de fos compuestos 24-metil-Sa-lanosta- 

9(11),25-dien-3B-ol (21), y 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (22), 

presentes en la mezcla M-I, se utilizé 1 mL de piridina y 1mL de anhidrido acético 

por cada 100 mg de muestra. La mezcla de reaccién se dejé en reposo durante 24 

horas y al término de este tiempo los productos acetilados se separaron de la 

manera convencional (Pavia ef a/., 1995; Shriner ef a/., 1980). De nueva cuenta, 

al analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas 

(Cromatograma 2), indicé que el producto de acetilacién estaba constituido por 

dos productos. La separacién de cada uno de los constituyentes, se logré por 

sucesivas cromatografias en capa delgada sobre gel de silice impregnado con 

AgNO:. La fase mévil utilizada fue benceno-hexano (1:5). Este proceso permitid fa 

obtencion de 70.4 mg y 211.2 mg de los productos 21a y 22a respectivamente. 
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Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en 

columna abierta de 1a fracci6n NB-D de Epidendrum boothii 
  

  

  

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso 
(%) combinadas (9) 

Hexano 100 1-10 1-56 NB-D1 0.0323 

91-10 11-22 §7462 NB-D2 0.0031 

80-20 23-33 63-84 NB-D3 0.0127 

70-30 34-43 85-90 NB-D4 0.0034 

60-40 44-53 91-95 NB-D5S 0.0073 

50-50 54-84 96-98 NB-D6 0.0152 

40-60 85-92 99-104 NB-D7 0.0865 

30-70 93-196 105-110 NB-D8 0.3185 

20-80 | 197-210 | 114-115 | nB-D9 | 0.0770 
10-90 | 211-258 | 116-122 | NB-D10 | 0.0515 

Hex-CHCls 123-128 | NB-D11 | 0.0569 
129-134 | NB-D12 | 0.0023 
135-146 | NB-D13 | 0.2383 
147-158 | NB-D14 | 0.1034 
159-188 | NB-D15 | 0.0946 
489-206 | NB-D16 | 0.1800 
207-218 | NB-D17 | 0.6531 
219-230 | NB-D18 | 0.0244 
231-254 
255-258 

  

CHCls 100 259-265 259-263 NB-D19 0.0057 
  

90-10 266-274 264-266 NB-D20 0.0391 

CHCly-AcOEt 50-50 275-282 267-274 NB-D21 0.0835 

275-279 NB-D22 0.0398 
    AcOEt 100 283-285 280-285 NB-D23 0.0366               

  30 

 



*(zz) |0-de-uaip-Sz'(1 L)6-e1souR| 

20g-HawWIP-p2' pz lap A (12) 10-de-usip-Sz' (1 LJ6-eIsOUR)-NG-WawW-pz fap BOZeU! B| EP saseB OP eweiBoyeWo!g °} ewesboyewolg 

9] bl a! Gl B g v 
i L 4 I i J 1 J 1 b l 4 

~@ 

r OS 

tr Bl 
  

  

31



  

(8%) oja0e-(\e-uaip-sz'(| L)6-e1soUR)-g-jauUIp 

-p2'bz lop A (ez) 1xoleoe-(e-uaip-sz'(t 1)6-elsouR]-0g-auu-pz jap Bj9zZaW e| EP saseHh ap ewesbojweWwoiD “z ewesBoyeWoID 

    

  

8d 92 be ec Bc Bl 3] bl cl 
l 1 ! L | 1 j rm I 1 1 \ j L i L Lo —-@B 

r BS 

eLZ (ezz) "HO =H + 

exe coy — 881 

 



resultados y discusion 

IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 DETERMINACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO DE Epidendrum boothii. 

La seleccién primaria de la especie Epidendrum boothii, se realizé con 

base en el criterio etnomédico, el cual ha demostrado en varias ocasiones, ser de 

gran importancia para Ja deteccion de especies vegetales, que constituyen una 

fuente potencial de principios activos. Posteriormente, como se indicd en la 

seccién de justificaci6n y objetivos, durante la realizacién de los ensayos 

biolégicos preliminares conducentes a determinar el potencial espasmolitico del 

extracto total, se comprobé que la especie contiene principios activos capaces de 

modificar la contractilidad del muscule tiso (Estrada, 1998). 

Con la finalidad de explorar la potencialidad herbicida del extracto de la 

orquidea, en el presente trabajo se evalud el efecto del mismo sobre la 

germinacion y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y 

Echinochloa crusgalli. En la grafica 1 se ilustran los resultados obtenidos de estas 

determinaciones. De los mismos, se infiere que el extracto inhibe de manera 

moderada el crecimiento radicular y la germinacién de las dos semillas de prueba 

a una concentracién de 1000 ug/mL. En el caso de A. hypochondriacus el 

crecimiento radicular se inhibié en un 35%, en tanto que en el caso de E. crusgaifi 

la inhibicién fue de un 27%. A la concentracién de 10 g/mL e! extracto estimulo 

el crecimiento radicular de las dos semillas de prueba, sin embargo, las 

diferencias no fueron significativas con respecto al 
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resultados y discusion 

control. El proceso de germinacién se vié afectado de manera moderada solo en 

el caso de A. hypochondnacus. 

Por ultimo, se determino la toxicidad para el crustaceo Artemia salina. La 

realizacion de este ensayo tiene la finalidad de predecir otras actividades 

biolégicas potenciales tales como la citotéxica, la antihelmintica y la antipalddica, 

entre otras (Anderson et a/., 1991). Muchas de las actividades antes mencionadas 

han demostrado una correlacién acertada can este bioensayo. Como resultado de 

esta determinacién se encontré una Cls de 3.03 mg/mL; en consecuencia, el 

extracto de E. boothii no es toxico para el crustacéo A. salina. 

4.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS TRITERPENOIDES DEL 

EXTRACTO DE Epidendrum boothii. 

La preparacién de! extracto total se realizo mediante un proceso de 

maceracién (inciso 3.4). Posteriormente, el extracto se fracciond de manera 

preliminar mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice 

(seccién experimental 3.2.1). Este proceso permitié la obtencién de 17 fracciones 

primarias (Cuadro 4). 

Todas las fracciones primarias se evaluaron nuevamente para determinar 

si la actividad fitotoxica sobre las especies A. hypochondriacus y E. crusgalli se 

veia incrementada a nivel de tas fracciones primarias (seccién experimental 

3.3.1.1). Los resultados de estas determinaciones se resumen en las Graficas 2 y 

3 y en la Tabla 1. Como se desprende de los resultados indicados, ninguna de 
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Concentracion (g/mL)   
Grafica 3. Inhibici6n del crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli inducida por las fracciones primarias de 

Epidendrum boothii 
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Tablat. Evaluacién del potencial fitotoxico de las fracciones primarias 

derivadas del extracto MeQH:CHCI; (1:1) de Epidendrum boothii. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Fraccién — % de inhibicion 

Concentracién A. hypochondriacus E. crusgalli 

(ug/ml) 
NB-A 410 . . 

1000 16.8 22.3 

NB-B 10 * * 

1000 2.3 ‘ 

NB-C 10 * * 
1000 25 42 

NB-D 10 . 1.4 
1000 49.9 15.3 

NB-E 10 * . 

1000 99.8 65.5 

NB-F 10 1.4 77 
1000 78.2 33 

NB-G 10 8.0 11.9 
1000 45.1 45.5 

NB-H 10 . * 

1000 92 52.9 
NB-i 410 10.5 . 

1000 53 42.5 
NB-J 410 2.8 17.4 

4000 87.9 56.7 

NB-K 10 . 40.3 

41000 74 38.8 

NB-L 10 2.2 5.8 
1000 49.6 26.7 

NB-M 10 . 17.2 

1000 58 148 

NB-N 10 * 1 

1000 : 0.6 7.3 
NB-O 10 * * 

: 1000 3 44 

NB-P 10 * * 

“1000 * * 

NB-Q 10 77 1.7 
4000 3.9 16.5         

  
* Estimulacion del crecimiento radicular 
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las fracciones demostré una actividad inhibitoria significativa a !a concentracion 

de 10 yg/mL. Sin embargo, a 1000 pg/ml las fracciones NB-E, NB-F, NB-G , NB- 

H, NB-I, NB-J, NB-K, NB-L y NB-M inhiben de manera significativa el crecimiento 

fadicular de tas dos especies de prueba. Cabe sefalar que estas fracciones 

demostraron también un efecto espasmolitico. En consecuencia, y de acuerdo a 

los objetives planteados para el presente trabajo, se procediéd al estudio 

fitoquimico de las fracciones no espasmoliticas de menor polaridad, con {a Gnica 

finalidad de contribuir al conocimiento de la quimica de esta especie medicinal. El 

conocimiento de! contenido metabdlico de tas plantas medicinales, es de 

importancia para los procesos de control de calidad de las materias primas, en el 

caso de lograrse !a comercializacion de las mismas. Por otro lado, permite 

establecer la presencia o ausencia de sustancias téxicas conocidas. 

Para cumplir con el objetivo antes indicado, las fracciones NB-B, NB-C, y 

NB-D se sometieron a diversos procedimientos cromatograficos (inciso 3.2.1), lo 

cual permitié el aislamiento de cuatro metabolitos secundarios de origen 

mevalénico: el estigmasterol (23), la nidemina (20), el 24-metil-Sa-lanosta- 

9(11),25-dien-3B-ol (21) y el 24,24-dimetil-Sa-lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22); los 

compuestos (21) y (22) se aislaron en forma pura bajo la forma de sus monoacetil 

derivados (21a) y (22a), respectivamente. 

Es importante mencionar que la separacién de estos compuestos como 

productos naturales (bajo la forma de alcohol), no fue posible por los métodos 

cromatograficos de columna abierta y capa delgada. La separacién exitosa de los 
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mismas se logré bajo la forma de sus derivados acetilados, mediante la aplicacién 

de la técnica de argentacién de! soporte, utilizando la cromatografia en capa 

delgada. 

En el Cuadro 7 se indican fas estructuras de los compuestos aislados y sus 

rendimientos correspondientes. 

Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Epidendrum 

  

  

  

  

boothii. 

COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO (%) 

NB-5 0.095 

NB-D& 0.004 

  

24-metil-Sa-lanosta-9(11),25-dien- 

3p-acetoxi (21a)     
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Epidendrum 

boothii (continuacién). 

  

COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO (%) 
  

NB-D8 0.012 

  

24,24-dimetil-Sa-lanosta-9(11),25- 

dien-38-acetoxi (22a) 
  

  NB-E 0.068 

  

    estigmasterol (23) 
  

4.3 CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES AISLADOS. 

Los compuestos aislados se caracterizaron mediante la aplicacién de 

técnicas espectroscépicas y espectrométricas convencionales, asi como por 

métodos quimicos. En el caso de la nidemina (20), la estructura se confirmé 

mediante un anélisis de difraccion de Rayos X. 
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El estigmasterol (23), se caracterizo por comparacién con una muestra 

auténtica y mediante la comparaci6n de sus constantes fisicas y espectroscopicas 

con las descritas en la literatura. 

4.3.1 Caracterizacién de la nidemina (20). 

La nidemina (20) se obtuvo de Ia fraccién secundaria NB-B5 (Cuadro 5), 

como un sélido cristalino blanco. Las constantes fisicas, espectroscépicas y 

espectrométricas del nuevo producto natural se resumen en las Tablas 2-4. 

Su espectro en el infrarrojo (Espectro 1), presenta absorciones asociadas 

con la presencia de funciones éter (1007 cm’') y doble ligadura (1641 y 891 cm"). 

El espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion molecular en 

una relacisn m/z de 454 uma (Espectro 2), correspondiente a una formula 

molecular CaHs,0; esta formula permite seis grados de insaturacion. Otros 

fragmentos importantes se incluyen en la Tabla 2. 

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas y el analisis 

detallado de los espectros de RMN del producto (20) (Espectros 3 y 5) y (Tablas 

2-4), permiten establecer que el producto natural es un triterpenoide muy similar a 

los lanostanos previamente obtenides de otras especies de orquideas (Kadota et 

al., 1987; Kikuchi et a/., 1986; Kikuchi et a/., 1985; Majumder y Pai, 1990). Ei 

espectro de RMN-'H (Espectro 5, Tabla 3) presenta un sistema AB asignable a 

los protones de un metileno vinilico (Su 4.66 y dus 4.72), estas sefiales 

correlacionan en al espectro bidimensional homonuclear 
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Tabla 2. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de la 

  

  

  

  

nidemina (20). 

FM CoatHs«O 

PM 454 

p.f. 127-129 °C 

  

  
  

IR Vmax (KBr) cm* 

(Espectro 1) 

2995, 2951, 2877, 1465, 1379, 1007, 

891 

  

EMIE m/z (int rel) 

(Espectro 2) 

454{M+] (8), 439 (100),425 (4), 372 

(1), 355 (2), 287 (4), 273 (5), 259 (3), 

163 (4), 137 (31), 95 (16), 55 (18), 44 

(10)     
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Tabla 3. Datos de RMN-'H (500 MHz) de fa nidemina (20). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Proton 3u 

H-3 3.64 (d, 5.5) 

H-5 2.07 (dd, 4.5, 11) 

H-18 0.84 (s) 

H-19 1.28 (s} ~ 

H-21 0.87 (d6.5) 

H-26 4.72 (sa) 

4.66 (dd, 0.5, 2) 

H-27 1.68 (sa) 

H-28 0.91 (s) 

H-29 1.027 (s) 

H-30 0.848 (s) 

H-31 7.01 (s) 

H-32 1.01 (s)     
  

  

Los desplazamientos quimicos (relativos al TMS), estan dados en ppm y las constantes 
de acoplamiento (en paréntesis) en Hz. las asignaciones se realizaron por una 
combinacién de COSY y HETCOR y por comparacién de los desplazamientos quimicos 

con aquelios asignados a compuestos relacionados. 
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Tabla 4. Datos de RMN-"°C (125 MHz) de fa nidemina (20). 

Carbéno 

C-1 34.10 

C-2 26.37 

C-3 82.65 

C-4 44.22 

C-5 §4.30 

C-6 20.40 

C-7 30.89 

C-8 44.10 

C-9 35.43 

C-10 91.70 

C-14 22.54 

C-12 34.69 
C-13 45.91 

C-14 48.73 

C-15 33.79 

C-16 31.67 

C-i7 50.93 
C-18 15.27 

C-19 35.50 

C-20 : 36.69 

C-21 18.82 

C-22 27.61 

C-23 37.40 

C-24 38.70 

C-25 152.40 

C-26 109.29 

C-27 19.38 

C-28 23.40 

C-29 25.16 

C-30 17,83 

C-31 27.23 
C-32 27.49 

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron 

con base en el andlisis de los espectros DEPT, HETCOR, HMBC, HMQC y por 

comparacién de los desplazamientos quimicos con aquellos asignados a compuestos 

relacionados. 

  
45 

 



resultados y discusion 

COSY ( Espectro 6). La presencia de estas sefiales tipo vinilico es congruente 

con fa existencia de una doble ligadura terminal en la molécula. En el espectro de 

RMN-'H (Espectro 5), se observan también: (i) ocho singuletes atribuibles a ocho 

grupos metilo sobre carbonos cuaternarios, uno de los cuales debe corresponder 

aun metilo sobre doble ligadura, si se considera su desplazamiento quimico en 5y 

1.68 (sa); (ii) un doblete en 5, 0.87 (J= 6.5 Hz) asignable a un metilo sobre un 

carbono terciario; (iii) por ultimo, en 5, 3.64 (J= 5.5) se observa un doblete 

atribuible al hidrégeno geminat de una funcién oxigenada. 

El espectro de RMN-"C (Espectro 3), presenta sefiales para 32 atomos de 

carbono en congruencia con la formula molecular calculada. E! espectro de RMN- 

3c en su modalidad DEPT (Espectro 4), indica que estas sefiales corresponden a 

nueve grupos metilo, once grupos metileno, cinco grupos metino y siete carbonos 

cuaternarios. Los desptazamientos quimicos de uno de los carbonos cuaternarios 

[8c 152.41 (C-25)] y de uno de los metilenos [5 109.30 (C-26)] presentes en el 

espectro de RMN-“C, proporcionan una evidencia adicional de la presencia de 

una doble ligadura disustituida en la molécula. La ausencia en el espectro de 

otras sefales asociadas con la presencia de dobles tigaduras o grupos carbonilo, 

indica entonces que la molécula es de naturaleza pentaciclica. De esta forma, se 

satisfacen los requerimientos de Ja formula molecular en cuanto al numero de 

insaturaciones se refiere. Por otro lado, las sefiales en 5c 82.65 (C-3) y 5c 91.70 

(C-10), indican la presencia de dos carbonos unidos a funciones oxigenadas. Sin 

embargo, la férmula molecular contiene sdlo un oxigeno, fo cual permite inferir 

que la molécula contiene un anillo heterociclico, donde el heteroatomo debe ser el 
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oxigeno. De esta forma, se explica la presencia de dos carbonos unidos a 

oxigeno en el espectro de RMN-"C. El resto de los ciclos presentes en la 

motécula son homociclicos. 

En general, los triterpenoides presentan en sus nucleos ocho grupos 

metilo, los cuales se pueden encontrar en diferentes estados de oxidacion 

(Torsell, 1983; Manitto, 1981; Herbert, 1981). En el caso del producto natural 20 

aisiado de la especie Epidendrum boothi, los espectros de RMN evidencian un 

total de nueve metilos. Considerando que el metileno vinilico representa un grupo 

metilo transformado, el producto cuenta entonces con diez grupos metilo en total, 

es decir, contiene dos metilos mas de los que se encuentran presentes 

normalmente en ios triterpenos. 

En sintesis, los elementos estructurales evidenciados hasta el momento, 

permiten proponer que el producto es un triterpenoide con un esqueleto 

hidrocarbonado tetraciclico y que contiene ademas un anillo heteraciclico y dos 

metilos adicionales a los del esqueleto triterpenoide base. 

A fin de establecer ia naturaleza dei nucleo triterpenoide tetraciclico, se 

compararon los datos de RMN con los previamente descritos para varios 

triterpenoides de los tipos tirucalano, lanostano, cicloartano, eufano y dammarano 

(Figura 2) (Asakawa ef a/., 1977; Pinto ef a/, 1980; Das y Mahato, 1983; 

Fattorusso et a/., 1985; Rao et a/., 1986; De Pascual Teresa ef a/., 1986; Guang ef 

al., 1988; Grag et a/., 1988; Tori ef af, 1988; Mahato ef al/., 1992). 
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tirucalane lanostano cicloartano 

  

eufano dammarano 

Figura 2. Nucieos de triterpenoides tetraciclicos. 

Este estudio comparativo sugiri6 a priori, que el compuesto posee un 

nucleo del tipo lanostano modificado. Posteriormente, el andlisis de! espectro 

HMBC permitié confirmar esta propuesta. Los aspectos mas importantes dei 

andalisis cuidadoso del espectro HMBC se resumen a continuacidn: 

a) En primer lugar, ef metino asignable a H-5 (8, 2.1) correlaciona con las 

sefiales en d¢ 23.4 y 8c 25.16, asignables a los carbonos de fos metilos en C-28 

y C-29, respectivamente. Por otro lado, los hidrégenos de los metilos atribuibles 

a H-28 (84 0.915) y H-29 (84 1.021), correlacionan con el carbono del oximetino 
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en Sc 82.65 (C-3). A su vez, el metino en 54 3.64, con un valor para fa constante 

de acoplamiento de 5.5 Hz (H-3), correspondiente a la funcién oxigenada, 

muestra una clara correlacién con el carbono cuaternario oxigenado en &¢ 91.7 

(C-10). ' 

b) En segundo lugar, la correlacién observada entre los hidrégenos del 

metilo en 84 1.28 (H-19) y ef carbono cuaternario &¢ 91.70 (C-10), indican que el 

metilo angular, habitualmente ubicado en.C-10 del ndcleo !anostano, migra al 

carbono C-9 (5c 35.43). Es importante destacar que los hidrégenos de este 

metilo correlacionan también con el carbono asignable a C-8 {8c 44.10). Esta 

Ultima sefial, a su vez, muestra una clara interaccién con los hidrégenos del 

metilo en 54 0.84 (H-30). Por Ultimo, la sefial en 54 0.84 (H-18) correlaciona con 

el C-17 {S¢ 50.93}. Las correlaciones antes descritas se resumen en las Figuras 

3-5. 

Los dos grupos de correlaciones antes descritas permitieron establecer la 

estructura parcial a que se indica a continuacién: 

  

La estructura parcial a, indica, que el anillo A del triterpecide 20 es un 

biciclo. 
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En conclusién, con base en el analisis anterior, se establecid que el 

nucleo del producto 20 corresponde al de un lanostano modificado y que 

ademas et anillo A se encuentra formando un biciclo de naturaleza heterociclica. 

Una vez establecido el nucleo estructural del compuesto 20, el siguiente 

paso consistié en determinar fa estructura de la cadena lateral, la cual debia 

contener la dobie ligadura terminal y los dos metilos adicionales. Para ello, el 

andlisis del espectro HMBC (Espectro 9, Tabla 3) fue también de gran 

importancia. 

En primer término, las correlaciones de los hidrégenos vinilicos en 5, 4.66 

(H-26) y 84 4.72 (H-26’) y del metilo en 54 1.68 (H-27) con el carbono vinilico 8¢ 

152.40 (C-25), permiten ubicar a la doble ligadura entre los carbonos C-25 y C- 

26. 

Por otro lado, las correlaciones observadas entre los hidrégenos en 54 

1.01 (H-31) y 54 1.01 (H-32) y el carbono cuaternario olefinico en S¢ 152.40 (C- 

25), permiten ubicar los dos metilos adicionales en la posicion C-24 (S¢ 38.70). 

Las corretaciones antes sefialadas se resumen en las Figuras 3-6. Con base en 

las designaciones previas, la estructura de la cadena lateral se establecié como 

se indica en la estructura parcial b. 

  

b 

Es importante mencionar que, fos desplazamientos quimicos que se 

observan para los carbonos de la cadena Jateral en ei espectro de RMN, son 
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idénticos a los del 24,24-dimetil-tanosta-9(1 1),25-dien-3B-ol, producto natural 

aislado de la especie Bridelia tormentosa BI. (Euphorbiaceae) (Bates ef al., 

1990). 

Con base en el andlisis detallado presentado anteriormente, se propone 

la estructura 20 para el nuevo producto natural aislado de Epidendrum boothii, 

mismo que se designé con ef nombre trivial de nidemina (20). 

Posteriormente, la estructura del compuesto 20 se comprobé mediante 

un andlisis de difraccion de Rayos X. En ia Figura 7 se muestra una vista 

estereoscépica de ja nidemina (20). 

  
Figura 7. Vista estereoscdpica de la nidemina (20). 
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Espectro 1. Espectro en el IR de la nidemina (20).  
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Resultados y discusion 

4.3.2 Caracterizacién del 24,24-dimetil-5c-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (22) 

bajo la forma de su derivado monoacetilado 22a. 

El siguiente producto se caracterizé6 como el 24,24-dimetil-So-lanosta- 

9(11),25-dien-38-o! (22), el cual se aisié de la fraccién secundaria NB-D8 

(Cuadro 4), bajo la forma de su derivado acetilado 22a. Las constantes fisicas, 

espectroscépicas y espectrométricas del producto 22a se resumen en las Tablas 

6, 8 y 9, y en las Tablas 5, 8 y 9 se indican las correspondientes a la mezcla de 

alcoholes 21 y 22. 

El espectro en e! infrarrojo (Espectro 16), presenta absorciones asociadas 

con la presencia de grupos carbonilo de éster (1734, 1245 em’) y doble ligadura 

(1641 y 890 cm’'). En el caso de la mezcla original, ademas de las sefiales para 

doble ligadura, se observa la sefial correspondiente al grupo hidroxilo (3290 cm 

1), 

El espectro de masas (Espectro 17) generado por este compuesto, 

permite observar el ion molecular en una relacién mvz 496 uma, fa cual 

corresponde a la formula molecular C3sHsgO2; como era de esperarse, el ion 

molecular presenta un incremento (en relacién a! producto natural), asociado a 

la presencia del grupo acetato. Otros picos importantes se presentan a una 

relacién myz de 481, 421, 355 (pico base), 316, 283, 255, 215, 175, entre otros. 

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas (Espectro 

17) y el analisis detallado de los espectros de RMN (Espectros 18 y 20) del! 

producto 22a, permiten establecer que este es un triterpenoide de tipo 

tanostano. 
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Tabla 5. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 24- 

metil-Sc-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (21) y del 24,24-dimetil-5a-lanosta- 

9(11),25-dien-38-ol (22). 

  

  

  

  

R=H = (24) 
R=CH, (22) 

FM 

Compuesto 21 Ca1H520 

Compuesto 22 CazHts40 

PM 

Compuesto 21 440 

Compuesto 22 454 

pf. 207-208 °C 
  

IR Vmax (KBr) cm* 

(Espectro 10) 

3294, 2923, 2867, 1374, 1640, 1459, 1041, 

892 

  

EMIE m/z (int rel) 

(Espectro 11) compuesto 21. 

440 [M*} (32), 425 (100), 407 (39), 313 

(68), 273(16), 259 (11), 215 (11), 187 (13), 

173(18), 159 (18), 135 (18), 109 (18), 95 

(26), 69 (26) 
    EMIE m/z {int rel) 

(Espectro 12} compuesto 22.   454 [M‘] (63), 439 (100), 425 (39), 

341(11), 313 (95), 274 (26), 259 (11), 215 

(11),187 (11), 173 (21), 159 (21), 135 (26), 

409 (24), 95 (32), 83 (39) 69(24), 55(16)     
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Tabla 6. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 

derivado acetilado del 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (22a). 

  

  

  

  

  

FM CurHseOo 

PM 496 

pf. T6287 

IR vmax (KBr) cm" 2970, 2943, 2869, 1734, 1641, 1449, 

4373, 1245, 1032, 979, 890 
(Espectro 16) 
  

  
EMIE m/z (int rel) 496 (M"] (34), 481 (63), 421 (60) 

(Espectro 17) 355(100), 316 (24), 283 (16), 255 (13), 

215 (13), 175 (18), 119 (21), 95(26) 

69(18)     
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De este modo, el espectro de RMN-"C (Espectro 18) del derivado 

acetilado 22a, presenta sefiales para 34 carbonos en congruencia con la formula 

molecular establecida mediante la espectrometria de masas (Espectro 17). El 

espectro de RMN-"°C en su modalidad DEPT (Espectro 19), indica que de las 34 

sefiales, 10 corresponden a metilos, otras 10 corresponden a metilenos, seis a 

metinos y ocho a carbonos cuaternarios. Las sefiales en Sc 109.30, 150.19 y en Sc 

415.18, 148.12, indican la presencia de una doble ligadura terminal y de otra 

trisubstituida, respectivamente. La sefial en 5c 80.88 es congruente con la 

presencia de la funcién éster en ja molécula. 

De acuerdo al espectro de RMN-'H (Espectro 20), siete de los metilos se 

encuentran unidos a carbonos cuaternarios (54 0.63, 0.87, 0.88, 0.72, 1.01, 1.06 y 

4.01), otro a una doble ligadura (54 1.6), y el noveno a un carbono terciario (54 

0.87); por ultimo, a diferencia del espectro de RMN-'H de la mezcla de alcoholes 

21 y 22 (Espectro 15), este espectro presenta una sefial asociada con el grupo 

funcional acetato (54 2.04). En este espectro, también se observa !a sefal 

correspondiente al hidrégeno geminal a la funcion éster en 54 4.48; esta 

absorcién se observa como un doblete de doblete (J=4.8, 10.8 Hz); en la mezcla 

de alcoholes esta sefial aparece desplazada diamagnéticamente en 5y 3.22 (J= 

4.8,11.0 Hz). Por Gitimo, se observan dos absorciones vinilicas asignables a una 

doble ligadura terminal en 54 4.71 y 4.66; ambas sefales aparecen como 

singuletes anchos. 
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En el espectro de masas de! compuesto 22, al igual que en el caso de la 

nidemina (20), ef fragmento observado en una relacién mvz de 496 uma 

(Espectro 17}, es congruente con la presencia de dos metilos en C-24 de la 

cadena lateral. 

Las caracteristicas espectroscépicas analizadas hasta el momento, 

permiten concluir que e! producto natural es un lanostano con una doble 

ligadura terminal entre las posiciones 25 y 26, una doble ligadura trisubstituida, 

una funcidn carbonilica secundaria y dos grupos metilo adicionales en la cadena 

lateral. 

La comparacion cuidadosa de los desplazamientos quimicos observados 

en el espectro de RMN-"°C, con la de una serie de lanostanos aistados 

previamente de la familia Orchidaceae, permitieron comprobar que fa funcién 

acetato del compuesto 22a se encontraba en C-3, y en consecuencia, también 

la funcién alcohdlica de la mezcla M-1, constituida por los compuestos 21 y 22. 

Por otro lado, este andalisis permitié comprobar que fa doble ligadura 

trisustituida se encontraba entre C-9 y C-11 y que los dos metilos adicionates de 

1a cadena lateral se encontraban en C-24, al igual que en el caso del compuesto 

20. 

La estereoquimica del grupo acetoxi en C-3, y por lo tanto del hidroxilo en 

el producto natural 22, se determinéd como B con base en el patrén de 

acoplamiento observado para el hidrégeno geminal de la funcidn acetoxi. Esta 

sefial se observa en el espectro de RMN-'H como un doblete de doblete (4.8, 

10.8) caracteristico de un hidrégeno axial o orientado. 
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Resultados y discusion 

4.3.3 Caracterizacién det 24-metil-5a-lanosta-9(11),25 dien 3B-ol (21) bajo la 

forma de su derivado monoacetilado (21a). 

Et derivado monoacetilado 21a se aisl6 como un sélido blanco cristalino.” 

Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del producto 21a se 

muestran en las tablas 7-9. 

En general, las caracteristicas espectroscépicas y espectrométricas del 

preducto 21a fueron muy similares a las del producto 22a. El espectro en e! IR 

(Espectro 21), present6 también absorciones asociadas con ia presencia de 

dobles ligaduras (1642, 890 cm") y carbonilo de éster (1731, 1246 cm’). El 

espectro de masas (Espectro 22), present6 un ion molecular en una relacién m/z 

de 482 uma. La diferencia de 14 unidades observada entre los iones moleculares 

de los productos 21a y 22a, indica que el compuesto 21a contiene un grupo metilo 

menos que el metabolito 22a. 

El analisis comparativo de los espectros de RMN (Espectros 18, 20 y 23, 

25) y del patrdn de fragmentacién de masas de los productos 21a y 22a, indicé 

‘también que el compuesto 21a presentaba un metilo menos en la cadena lateral 

que el producto 22a. 

Las diferencias mas importantes observadas en los espectros de RMN se 

resumen a continuacion: 

1. En el caso del espectro de RMN-'H del producto 21a, en lugar de las dos 

sefales de la funcién vinilica en 5y 4.66 y 54 4.72 (H-26), presentes en ei espectro 

del producto 22a (Espectro 20), sdlo se observa una sefal en 5, 
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Tabla 7. Contantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 

derivado acetilado def 24-metil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3f-ol (21a). 

AcO! 

  

  

  

  

FM CasHssO2 

PM 482 

pf. 226-227 °C 

  

IR vmax (KBr) cm" 2941, 2870, 1642, 1443, 1372, 1246, 

: 1033, 979, 890. 
(Espectro 21) 

  

  

  

EMIE m/z (int rel) 482 (43), 467 (81), 407 (84), 355(100), 

(Espectro 22) 316 (14), 283 (22), 255 (14) 215 (11), 

175 (19), 119 (22), 95 (30), 69 (27)     
  

82 

 



Resultados y discusién 

- Tabla 8. Datos de RMN-'H (300 MHz) de la mezcla del 24,24-dimetil-5a- 

lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22) y del 24-metil-5a- lanosta-9(11),25-dien-3B-ol 

(21), del derivado acetilado det 24,24-dimetil-5c- lanosta-9(11),25-dien-3p-ol 

(22a) y del derivado acetilado de! 24-metil-5a- tanosta-9(11),25-dien-3B- ol 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

(21a). 

Protén Mezcia 21 y 22 21a 22a 

H-3 3.22 (dd, 11.0,4.8) | 4.48 (dd, 4.8,10.8) | 4.48 (dd, 4.8,10.8) 

H-14 5.22 (da, 6) 5.21 (da,6) 5.21 (da,6) 

H-18 0.64 (s) 0.63 (s) 0.63 (s) 

H-19 1.04 (s) 7.05 (s) 1.05 (s) 

H-24 0.87 (d, 6.3) 0.87 (d, 6.5) 0.87 (d, 6.5) 

H-26 4.72 (sa) 4.66 (m) 4.66 (sa) 

4.66 (sa) 4.72 (sa) 

H-27 1.69 (sa) 1.64 (s) 1.69 (d, 0.5) 

1.64 (sa) 

H-28 0.86 (s) 0.85 (s) 0.85 (s) 

H-29 1.015 (s) 0.88 (s) 0.88 (s) 

H-30 0.73 (s) 0.72 (s) 0.72 (s) 

H-31 1.04 (s) 1.00 (d, 7.6) 4.01 (s) 

1.00 (m) 

H-32 1.01 1.01 (s) 

AcO 2.04 2.04       
  

  
  

Los desplazamientos quimicos (relatives at TMS) estan dados en ppm y las constantes 

de acoptamiento (en parentesis) en MHz. Las asignaciones se realizaron por una 

combinacién de COSY y HETCOR y por comparacién de los desplazamientos quimicos 

con aquellos asignados a compuestos relacionados. 
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Tabla 9. Dates de RMN-"C (75 MHz) de la mezcla del 24,24-dimetil-Sa- 

lanosta-9(11),25-dien-3p-ol (22) y del 24-metil-5a- lanosta-9(11),25-dien-3B-o) 

(21), del derivado acetilado del 24,24-dimetit-Sa- lanosta-9(11),25-dien-3p-ol 

(22a) y del derivado acetilado de! 24-metil-5a- lanosta-9(11),25-dien-3B- of 

(21a). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Carbén Mezcla 21 y 22 21a 22a 

c-1 36.13 35.79 35.79 

C2 27.82 24.16 24.16 

C-3 78.93 80.88 80.88 

C-4 39.11 38.02 38.02 

c-5 §2.52 52.56 52.56 

C6 21.39 21.25 21.25 

C-7 28.13 28.01 28.01 

C8 41.82 41.76 41.76 

C-9 148.54 148.12 148.12 

C-10 39.39 39.23 39.23 

C-11 114.54 115.18 115.18 

C-12 37.14 37.11 37.11 

C-13 44.28 44.25 44,25 

C-14 47.01 47.01 47.01 

C-15 33.91 33.92 33.92 

C-16 27.98 28.01 28.01 

C-17 50.79, 50.91 50.89 50.75 

C-18 44.35 14.38 14.38 

c-19 22.26 22.29 22.29 

C-20 36.62, 36.12 36.05 36.62 

C-21 18.5 18.50 18.50 

C-22 30.8, 33.91 33.92 30.79 

C-23 37.33, 31.48 31.47 37.30 

C-24 38.71, 41.60 41.60 38.71 

C-25 152.38, 150.19 450.19 452.41 

C-26 109.26, 109.35 109.30 109.30 

C-27 19.39, 18.50 18.50 19.43 

C-28 28.22 28.18 28.18 

C-29 15.64 416.82 16.82 

C-30 18.50 18.5 18.5 

C-31 27.24, 20.16 20.17 27.27 

C-32 27.84 27.54 

AcO 21.36, 170.99 21.36, 170.99 
  

  Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron con 

base en el analisis de los espectros DEPT y HETCOR y por comparacion de los 

desplazamientos quimicos con aquellos asignados a compuestos relacionados. 
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4.66 que integraba para dos hidrégenos. En otras palabras, en el caso del 

compuesto 21a, los hidrégenos del metileno terminal son equivalentes. 

2. En lugar del singulete en 5, 1.01 (H-31 y H-32) presente en el espectro de 

RMN-'H del compuesto 22a (Espectro 20), el espectro equivalente del producto 

21a, presenta un doblete con una constante de acoplamiento de 7 Hz en 5 1.00 

(Espectro 25), asignable a H-31. 

3. En ef espectro d2 RMN-"C del producto 2ta (Espectro 23), no aparece la sefial 

del carbono cuaterario en &¢ 38.71 (C-24) presente en el espectro de RMN-"C 

del compuesto 22a (Espectro 18) y en su lugar se observa un metino adicional en 

Be 41.60 (C-24). 

4. Por ultimo, en el espectro de RMN-"C modalidad DEPT de! compuesto 21a 

(Espectro 24), se observa una sefial menos en la zona de los metilos. 

Con base en el andlisis anterior el producto 21, se caracterizé como el 24- 

meti!-5a.-lanosta-9( 1 1),25-dien-3B-ol. 

Los compuestos 21 y 22, se han obtenido previamente de otras fuentes 

naturales (Chakravarty et a/., 1996, Majumder y Kar, 1989). 
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Espectro 21. Espectro en el IR del 24-meti-Sc-lanosta-9(1 1),25-dien-3B-acetoxi (21a).
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Resumen y conclusiones 

V. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

1. En el presente estudio, se determiné el potencial fitotoxico del extracto total y 

de las fracciones derivadas del fraccionamiento primario del extracto obtenido 

de la especie Epidendrum boothii, mediante ia evaluacién del efecto de los 

mismos sobre fa inhibicién del crecimiento radicular y de la germinacién de 

Amaranthus hypochondriacus (Amarantaceae) y Echinochloa crusgalli 

(Gramineae). Los resultados permitieron establecer que la especie 

Epidendrum bothii no constituye una fuente natural apropiada para la 

obtencion de herbicidas potenciales. 

2. El estudio fitoquimico de las fracciones no espasmoliticas de! extracto total de 

esta orquidea, permitid el aislamiento y la caracterizacién de tres 

triterpenoides y un esterol. Dos de los triterpenoides son de tipo lanostano y 

‘se caracterizaron como el 24,24-dimetil-5a-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (22) y 

como el 24-metil-Sa-lanosta-9(11),25-dien-3B-ol (21); el tercero es un 

lanostano modificado y constituye un nuevo producto natural: este ultimo 

compuesto se designs con el nombre trivial de nidemina (20) y su estructura   se comprobé mediante un andlisis de difraccién de rayos X. Cabe sefialar que 

esta es la primera descripcién de tanostanos modificados en ja familia 

Orchidaceae. El esterol se caracterizé como estigmasterol (23). 

3. El estudio quimico de las fracciones no activas constituye una contribucién 

adicional para el conocimiento del perfil metabdlico secundario de la familia 

Orchidaceae, asi como de Ia flora medicinal mexicana. 
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