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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 General bre los limor

Los limonoides son metabolitos secundarios de tipo tetranortriterpencide
que derivan biogenéticamente de triterpenoides tetraciclicos de los tipos eufano
o tirucalano (protolimonoides). Estos Gltimos sufren una gran variedad de
oxidaciones y rearreglos en su esqueleto para generar los distintos tipos de
limonoides (isman et al., 1996; Champagne et al., 1992). Durante el proceso
biosintético la cadena latera!l de los precursores triterpenoides se transforma en
un anillo furano (Su et al/.,, 1990) con una pérdida de cuatro dtomos de carbono,
de ahi que los limonoides sean tetranortriterpencides (Cze). Los anillos A y D
frecuentemente son oxidados a epoxidos o lactonas. Cuando mas de un anillo

es oxidado y ocurre una extensa variedad de rearreglos, se producen

estructuras mas complejas.

El término limonoide deriva del nombre de la especie limén (Citrus limon)
y hoy en dia se utiliza para designar de manera general a todos los compuestos
relacionados con la limonina (9), primer compuesto tetranortriterpenoide naturai

aislado a partir de la corteza del limén (Bevan et al., 1963).

Los limoncides y sus precursores biogenéticos se han obtenido

principalmente de especies de varios géneros de las familias Meliaceae,

Rutaceae y Cneoraceae, todas del orden de ias rutales, siendo particularmente
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abundantes en la primera. Cabe hacer mencién que a los limonoides derivados

de las meliadceas se les conoce también con el nombre de meliacinas.

Los limonoides y protolimonoides generalmente se acumulan en todos los

tejidos (semillas, hojas, corteza y madera) de las plantas que los biosintetizan

(Champagne et al., 1992).

Desde el punto de vista biogénetico los limonoides se clasifican en 10

grupos principales, mismos que se indican en el Cuadro 1. En la Figura 1 se

ilustran ejemplos representativos de cada grupo.

Cuadro 1. Clasificacion biogenética de los limonoides.

LIMONOIDE

TIPO

EJEMPLO"

Grupo 1

Protolimonoides

Metlianotriol (1)

Grupo 2

Limonoides con esqueleto apo-eufol intacto

Toosendanina (2)

Grupo 3

Limonoides con_anillo D-seco

Gedunina (3)

Grupo 4

Limonoides con anillo 8, D-seco

Metil angolensato (4

Grupo 5

Limonoides con anillo B, D-seco

Mexicandlida (§)

Grupo 6

Limonoides con anillo A-seco

Evodulona (6)

Grupo 7

Limonoides con anillo A, B-seco

Prieurianina (7)

Grupo 8

Limonoides con anillo C-seco

Azadiractina (8)

Grupo 9

Limonoides con anillo A, D-seco

Limonina (9)

Grupo 10

Limonoides con _anillo B-seco

Toonacilina (10

*Las estructuras se indican en la Figura 1

Para la elucidacidon estructural de Ios limonoides y sus precursores se
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han tilizado principaimente métodos espectroscopicos y quimicos. Los

cansisten fundamentalimente en degradaciones y

métodos quimicos
métodos espectroscopicos,

correlaciones quimicas. Recientemente los

espectromsétricos y quirdpticos han demostrado ser la mejor herramienta para la
caracterizacién de estos compuestos. De manera particular, la resonancia
magnética nuclear de alta resolucion (RMN) es ia técnica mas utilizada

(Oiugbade, 1991; Lins et a/., 1992; Segura-Correa et al., 1993 /nter alia). Por
ultimo, cabe destacar que también se han descrito varios estudios de
cristalografia de rayos X (Ferguson et a/., 1973; Baldwin ef a/., 1972; Segura-

Correa et a/.,1993; Soriano-Garcia et al., 1996).
Desde el punto de vista biolégico, los limonoides han demostrado poseer

una gran variedad de propiedades., mismas que podrian ser de utilidad para el

desarrolio de nuevos agentes pesticidas y medicinales (Das y Mahato 1983;

Kiocke, 1989; Champagne et al/., 1992, /nter alia). Entre las propiedades

medicinales mas importantes demostradas por estos terpenoides destacan las
siguientes: antiprotozoaria (Bray, 1990; MacKinnon et a/., 1997), antimicrobiana,
citotéxica (Polonsky et al., 1978), diurética (Duke, 1991), antifangica (Jacobson

et al., 1971), antihelmintica (Gilbert et al.,, 1972) y antiulcérica (Duke, 1891).
Cabe mencionar que recientemente se demostré que la humilindlida A,
limonoide del grupo 5, incrementa ila contraccion espontanea de musculio liso,

tanto uterino como intestinal (Perrusquia et al., 1997). Pero
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quizas |a actividad bioldgica mas importante que han demostrado estos

terpenocides es la insecticida (Lavie et a/., 1967; Baldwin et al., 1972; Arnason et
] al., 1992 y 1993; Jain y Tripathi, 1993; Kubo et a/,, 1991 y 1983; Isman et al.,

1996; Jiménez et al., 1997, Inter alia). Recientemente, se ha descrito que

muchos de estos compuestos ejercen una actividad fagoinhibidora y regutadora
del crecimiento sobre una gran variedad de insectos (Champagne et a/., 1992;
isman et a/.,, 1996). Esta notable actividad insecticida ha permitido el desarrollo
comercial de dos limonoides: la toosendandina (2) y la azadiractina (8),
obtenidos a partir de Azadiractha indica y Melia toosendan, respectivamente. La
azadiractina y otros compuestos relacionados ejercen su efecto insecticida
modificando la motilidad de los insectos (Rembolid et a/.,, 1989). En el caso de la
toosendandina, el mecanismo de accion esta relacionado con el de la
azadiractina, sin embargo, aun no se encuentra bien caracterizado.

Por dltimo, cabe mencionar que recientemente se demostré que dos
limonoides del grupo 5, las humilindlidas A y C, aislados de Ia especie medicinal
Swietenia humilis, poseen propiedades reguladoras del crecimiento vegetal
(Segura-Correa et al., 1993). Ambos compuestos inhibieron de manera selectiva
y significativa el crecimiento radicular de I|a arvense Amaranthus

hypochondriacus.
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QA < Qo

Meltianotriol (1)

02CH3

Metil angolensato (4)

Gedunina (3)
e

Evodulona (8)

Mexicandlida (8)

Figura 1. Ejemplos representativos de los diferentes grupos de limonoides
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Prieurianina (7) Azadiractina (8)

Limonina (9)
Toonacilina (10)

Figura 1. Ejemplos representativos de los diferentes grupos de limonoides.
(continuacién)
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1.2 Antecedentes sobre la especie Cedre/a odorata L. (Meliaceae)

El género Cedrel/a incluye ocho especies, distribuidas principalmente en
el continente Americano, desde el estado de Sinaloa, México, hasta el norte de
Argentina. En la Figura 2 se indica la distribucion del género en México, Centro
y Sudamérica.

La especie C. odorata L. se encuentra distribuida en México a lo largo de
Ia costa del Pacifico, desde el estado de Sinaloa hasta Guerrero y en la costa
del Atlantico desde Tamaulipas hasta Yucatan. Los individuos de esta especie
son arboles de tierras aridas o humedas, crecen hasta 35 m de altura y poseen
una corteza de color café-grisaceo a café-rojizo (Figura 3). Su follaje es vistoso
y las hojas tienen apariencia de pluma; son de color verde oscuro en el anverso
y verde palido o verde amariilento en el reverso. Las flores estan suavemente
perfumadas y son de color crema verdoso. Los frutos estan agrupados y se ven
doblados, tienen alrededor de 30 semillas que son aladas (Styles, 1981;
Argueta, ef al., 1994).

En la medicina tradicional de México esta especie se emplea para el
tratamiento de cdlicos estomacales, problemas respiratorios (bronquitis y asma),
diarrea, reumatismo, dolores de muela y heridas. De manera adicional se utiliza
para la cura de la hemorragia vaginal (Argueta et a/., 1994).

Desde el punto de vista bioldgico, los extractos preparados a partir de las

distintas partes vegetales de C. odorata han demostrado diversas actividades
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Figura 2. Distribucién del género en México, Centro y Sudamérica
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Figura 3. Cedre/a odorata Linneus
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farmacoldgicas. Asi por ejemplo, el extracto etandlico preparado a partir de las
hojas y tallos frescos presentd actividad hipotensora en perros, al ser
administrado por via intravenosa a una dosis de 0.1 mL/Kg. Este mismo extracto
demostré actividad vasodilatadora en ratas. Por otra parte, el extracto hexanico
y el aceite esencial obtenidos a partir de la madera demostraron una actividad
antibilarzhia (Gilbert et a/., 1970 y 1971). Asi mismo, la resina de la madera
demostré ser de utilidad para el tratamiento del asma (Mora, 1976).

Por uditimo, en un estudio reciente conducente a determinar 1a actividad
antipaludica in vitro de extractos y.productos naturaies derivados de Meliaceas
tropicales, se comprob® que el extracto total de 1a madera de C. odorata posee
una notable actividad anti-Plasmodium faiciparum in vitro (MacKinnon et al.,
1997). En esta investigacion se utilizaron dos clones de P. falciparum. uno
sensible a la cloroquina (W:) y el otro resistente (De). La gedunina, limonoide
mayoritario de esta especie, demostré también una actividad significativa en
contra de los dos clones utilizados. Para el clon Dg la Clss fue de 39 ng/mL y
para el clon W; fue de 20 ng/mL. Sin embargo, en estudios in vivo este
compuesto no inhibio la parasitemia inducida en ratones con P. berghei.

Desde el punto de vista quimico, varias especies del género, en particutar

la C. odorata, han sido investigadas. .a mayoria de los trabajos publicados a la

fecha describen el aislamiento y caracterizacién de limonoides, principalmente

de los grupos 3 y 7, como los principales metabolitos secundarios presentes en

10
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las diferentes especies (Chan et al., 1967 y 1968; Bevan et a/., 1963 y 1965;
Okorie et al., 1968, Burke et al., 1969; De Paula ef a/., 1997). También se ha
descrito la presencia de algunos esteroles (Campos et al., 1991), triterpenoides
del tipo tirucalano (Campos et al/., 1991), sesquiterpencides con nucleo
murolano (Nagasampagi et al., 1968), compuestos aromaticos simples (Jong-
Cheol et a/.,, 1984) y cumarinas (Nagasampagi et al., 1975). En la Tabla 1 se
ilustran las estructuras de los compuestos aislados a la fecha de las distintas
especies del género Cedrel/a investigadas desde el punto de vista quimico.
Algunos de ios limonoides aislados de C. odorata y de otras especies del
género son de gran interés por sus propiedades bioldgicas, principalmente por
su actividad insecticida. Asi, el metil angolensato (4) inhibe !a ingesta de
alimento de la especie Pectinophora gossypielia (Lepidopterae a CEsx=15 ppm);
por otra parte la cedrelandlida | inhibe el crecimiento del gusano barrenador del
maiz Ostrinia nubilalis Hubner (Lepidopterae:pyralidae) (Jiménez et al., 1997).
La gedunina (3) y la 7-desacetil-7-oxogedunina (14) poseen actividad
fagoinhibidora e inhibidora del crecimiento de varios insectos, incluyendo el
gusano barrenador del maiz (Champagne et a/., 1992; Isman et al., 1996).
Publicaciones recientes describen la accidn anti-inflamatoria y analgésica
de algunos compuestos aislados de C. sinnensis. En esos estudios el acido
o-cumdrico (34) demostré la mayor potencia como un agente anti-inflamatorio

(Jong-Cheol et al., 1994).
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrel/a.
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. toona Chatterjee et a/, 1971
Z
<
[ 0
H
cedrelona (11)
C. toona Chatterjee et a/., 1971
el
e
o o
A
1.2-dihidrocedrelona (12)
C. toona Co Banerji et al.. 1975
e
H
o
8-deoxicedrelona (13)
C. odorata Adeoye y Bekoe 1965

|

7-desacetil-7-oxogedunina (14)
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Cedrela. (continuacién)

Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. odorata Co Adeoye y Eekoa 1965
3 o
< ""OAc
gedunina (3)
C. odorata Burke et al., 1969
C. odorata Nagasampagi et a/.,
1967
C. odorata Chan et al., 1967
O:CH;
meti! angolensato (4)
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Tabia 1. M litos i = partir de especies del género
c {continuacitn)
ESPECE REFERENCIA
C. odorats Chan ef al., 1972

Segura ef al., 1994

C. odorsts Chan et al., 1968
odoratona (19)
C. odorsts iL - Chan ef al., 1968
.vfgig .
R=p OH odorstol (28)
R=a OH iscodarstol (21)

14



iy ot e s e

Introduccion

Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrela. (continuacién)

ESPECIE COMPUESTO REFERNCIA
C. odorata Bevan et al., 1965
mexicanélida (22)
C. fissilis /C Zelnik et al., 1966
o
fissinélida (23)
C. odorata ‘:; Okorie et al., 1968
o
8-hidroximexicanolida (24)

15
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrela. (continuacién)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. odorata Okorie et al., 1968
C. glaziovii Connolly et al., 1969

C. angustifolia

angustindlida ! (27)

Lavie et al., 1970




Introduccion

Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrela. {(continuacién)

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

C. angustifolia

Lavie et al., 1970

C. angustifolia

Lavie et al., 1970

i d M (29)
C. toona CHs OCH: Nagasampagi et al., 1975
CHaf O
siderina (30)
C. toona HO_ Me Nagasampagi et al., 1968
Me
Me Me

T-murotol (31)

i
H
i
i
;
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género
Cedrela. (continuacién)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. toona HQ Nagasampagi at al.,, 1968

cubenol (32)
C. odorata HQ Nagasampagi et al., 1968

,

N

cedrelanol (33)

C. sinnensis : ~ COOH
OH

ac. orto-cumarico (34)
C. toona fa) oO. (o) Chatterjee et al., 1971

Jong-Cheol 1994

Hs

bergapteno (38)
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrela. (continuacicn)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. odorata Campos ef a/., 1991
] 1\1(1@
Mgﬁm "
"
reo-23,24,25-trihidroxitirucalan-7-en-3-ona (38)
C. odorata o Campos et al., 1991
#cido oleanoico (37)
C. odorata Campos et al., 1991
El
OH.
o H
3p-0-p-0 24 i 1 ]
(38)
C. toona Chatterjee et al.,
1971
HO

p-sitosterol (38)
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género

Cedrela. (continuacién)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. toona Neto et a/., 1995
C. toona Neto et al., 1995
»
14p3,15p one (41)
C. toona Kraus et al., 1978

23-(R,S)-hidroxitoonacilida (42)

20
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aisiados a partir de especies dei género

Cedrela. (continuacién)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

C. toona Kraus et al., 1978
C. toona Kraus et al., 1978
C. toona Kraus et al., 1978

8-acetoxitoonacilina (48)

21
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados a partir de especies del género
Cedrela. (continuacion)

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
C. toona Kraus y Grimminger 1981

toonafolina (48)

C. mexicana Marcelie y Mootoo 1981

C. odorata E!- Shamy et al., 1988

tretranortriterpenoide | (48)

22
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# JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las plantas medicinales constituyen, sin lugar a dudas, el recurso terapéutico
tradicional mas utilizado por la poblacidn mexicana. De acuerdo a un inventario
reciente realizado por investigadores del Instituto Nacional de Antropologia e Historia

) alrededor de 3015 especies medicinales, las cuales son

(INAH), en México
utilizadas por la poblacion para tratar la sintomatologia de los padecimientos mas

comunes. Sin embargo, el porcentaje de especies botanicas estudiadas desde un
punto de vista farmacoldgico es relativamente bajo, y si bien es cierto que en los
ultimos 20 afos la investigacion cientifica de plantas medicinales en México se ha
destacado por un notable avance en e! estudio fitoquimico de las especies vegetales
medicinales del pais, tan solo un numero escaso de los compuestos aislados e
identificados han sido evaluados para determinar sus propiedades biologicas (Bye et
al., 1995).

De lo anterior se desprende que el potencial que ofrecen las plantas usadas en
fas practicas médicas populares y tradicionales de México como fuente de nuevos y/o
conocidos principios actives aun no se ha explorado adecuadamente.

Afortunadamente, hoy dia el interés cientifico por el estudio de las plantas
medicinales ha cobrado fuerza en México y es cada vez mas notable la incorporacion
del esquema de trabajo multidisciplinario en los programas de estudio que se

conducen en los distintos centros de investigacion del pais.
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Dentro de este contexto, y considerando que las plantas utilizadas en las
practicas populares medicinales constituyen fuentes potenciales valiosas de principios
bioactivos (Ghisalberti, 1993), se ha establecido un programa multidisciplinario para
determinar la potencialidad espasmolitica y herbicida de especies selectas de ia flora
medicinal de nuestro territorio nacional. Asi mismo este programa, pretende aislar los
principios bioactivos (herbicidas o espasmoliticos) con la finalidad de contribuir al
desarrollo de agentes de interés medicinal o agroquimico.

La busqueda de herbicidas verdes se encuentra ampliamente justificada ya que,
si bien es cierto que la mayoria de los pesticidas actuales son altamente eficaces para
combatir las diferentes plagas, también io es el hecho de que los rmismos producen
danos irreversibles al ecosistema al introducir la contaminacién del suelo, el aire y el
agua. Por otro lado, muchos de estos plaguicidas son neurotoxicos para los
organismos vivos (Cremiyn, 1991; Arnason et al., 1993; Agrios, 1995). Por duitimo, cabe
destacar que el empleo de estos productos sintéticos resultavaltarnente costoso.

Las enfermedades gastrointestinales comprenden dos grupos generales de
padecimientos. El primer grupo incluye las diarreas, de diversa etiologia y que
invariablemente van acompafiadas de una disfuncion del peristaltismo. En el segundo,
se encuentran los transtornos que alteran la motilidad de la musculatura lisa
gastrointestinal, entre los que se pueden mencionar: los cdlicos intestinales, la emeésis,
el {leon adinamico y !a constipacion, entre otros (Burton, 1992). Estas enfermedades

constituyen uno de Jos principales padecimientos de la poblacién mundial,
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especialmente en los paises en vias de desarrollo, en donde ias afecciones diarreicas
son la causa mas importante de mortalidad (Caceres et al., 1992).

Las plantas medicinales constituyen el principal recurso terapéutico empleado
por la poblacion mexicana para el tratamiento de las enfermedades gastrointestinales.
De hecho, en las practicas meédicas tradicionales de México, se estima que
aproximadamente el 38% del total de plantas utilizadas en la herbolaria medicinal
mexicana, se emplean para tratar la disenteria, los célicos intestinales, los dolores
abdominales y otros sintomas relacionados con el aparato digestivo (Aguilar y
Camacho, 1984; Lozoya ef al., 1987).

Desafortunadamente, a nivel nacional, la gran mayoria de estas plantas no han
sido objeto de estudios sistematicos multidisciplinarios que permitan la validacion
farmacoldgica de su uso en la terapéutica tradicional y la caracterizacion de sus
principios activos, con la finalidad de obtener nuevos agentes medicinales con posible
aplicacion terapéutica.

Con base en las consideraciones anteriores, el presente trabajo tiene como

objetive primordial bl la p ialidad, P litica
herbicida, de los extractos y de los prod derivados de Cedrela
o ta (Meli ). ‘con Ia finalidad de contribuir al o vollo de

agentes antiespasmdédicos y herbicid, v

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
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1.- Preparar el extracto integro de la madera de Cedrela odorata, empleando como

disolvente CHCls.
2.- Evaluar la potencialidad espasmolitica del extracto cioroférmico mediante la
determinaciéon de su efecto sobre las contracciones ténicas del ileon ae cobayo

inducidas por K",

3.- Determinar la potencialidad fitotéxica de Ios extractos mediante la evaluacion de su
efecto sobre el crecimiento radicular y la germinaciéon de semillas de tres especies
vegetales Amaranthus hypochondriacus (Amarantaceae), Echinochloa crusgalli
(Gramineae) y Titricurn sativum (Gramineae), utilizando el método de ia caja Petri.

4.- Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total mediante un proceso de
cromatografia en columna abierta. Para monitorear la actividad espasmolitica se
utilizara el bioensayo indicado en el inciso 2. Para determinar la actividad herbicida se
seguira el procedimiento mencionado en el inciso 3.

5.- Separar y purificar los principios activos espasmoliticos y reguiadores del

crecimiento vegetal de las fracciones activas.
6.- Evaluar los compuestos puros abtenidos de las fracciones activas mediante las

evaluaciones indicadas en Ibs incisos 2y 3.
7~ Identificar los compuestos activos aislados mediante el emplec de métodos

quimicos, espectroscopicos y espectrométricos.

H
3
H
H
4
£
g
i3
S
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. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL
(madera) utilizado en el presente estudio fue

en e! mes de Agosto de

El! material vegetal

recalectado en el Municipio de Picht Chiap
1995, por la Maestra en Ciencias Claudina Villarreal. Una muestra de herbario

fue depositada en el Herbario Nacional (MEXU) (Voucher CVI-95-1]).

La madera se fragments a tamafio de aserrin en un aserradero particular.

3.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES

3.2.1 Andlisis cromatograficos en capa fina y columna abierta.

Los andlisis cromatograficos en columna abierta se efectuaron siguiendo
las técnicas convencionales, en columnas de vidrio de diferentes capacidades
empacadas con gel de silice Merck 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5-7.0
ASTM. Para los andlisis cromatograficos cualitativos y preparativos en capa fina
se empleason placas de aluminio con un espesor de 0.25 mm (Silica gel 60 Fas,
Merck) y placas de vidrio (20 x 20 cm) recubiertas de gel de silice de 0.25 &6 2.0
mm de espesor (silica gel F.s Merck), respectivamente. En ambos casos se
utilizaron diversos sistemas de elucién y agentes cromdégenos, 1os cuales se

resumen en los Cuadros 2 y 3, respeclivamente.
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lucion utilizados para los andlisis en capa fina.

C 2. 8i de
SISTEMAS DE COMPOSICION PROPORCION
| ELUYENTES
A Hex-CHCIiy Diversas
8 Benc-AcOEt Diversas
C CHCI>-AcOEt Diversas
[s] Eterisogrognico—MeOH Diversas

Cuadro 3. Agentes cromoégenos utilizados para Ilos andlisis

cromatograficos en capa fina.

REACTIVO AGENTE REFERENCIA
CROMOGENO
12.0 g de sulfato cérico, Lowery of a/., 1993

Sulfato céricos
22.2 mL de ac. sulfurico

concentrado y 350 g de
hielo picado.
90 mL de agua destilada Lowery et a/., 1993

10 mlL de H.SO.. {(conc).
*En todos los casos antes do revelar con el cromégeno, se procedié a visualizar las piacas con Is luz UV.
{onda corta 254 nm y onda larga 365 nm), para el desarrollo del color fue necesario calentar por dos
minutos a 110*C aproxil

Acido sulfdrico

3.2.2 ODeterminacion de ias i P Spi v
de ios product tural y sus derivados.

P

Los puntos de fusion 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 pastilia

de KB8r o en pelicula.
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Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN-'H) v
de Carbono-13 ('°C) se generaron en un aparato Varian VXR-3005, el cual se
operé a una frecuencia de 500 & 125 MHz, respectivamente. Los espectros se
obtuvieron en CDCI; y los desplazamientos quimicos se asignaron en unidades
& (ppm) referidos al Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Se
utilizaron secuencias de puiso esténdares Varian para el registro de los
espectros de RMN bidimensional homonuclear (COSY) y heteronuclear
(HETCOR).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard
5890-B mediante introduccién directa a 70 eV, en tanto que los espectros de
masas generados mediante bombardeo rapido de atomos (FAB), se registraron
en un aparato Jeol DX300 con un sistema JMA-3500. Para el bombardeo de

atomos se utilizdé xendn con 6 keVv.

Los analisis de difraccién de rayos X se determinaron en un difractémetro
Siems P4/PC.

Todos los analisis arriba indicados se efectuaron en el

Quimica de 1a UNAM.

Instituto de

3.3 Andalisi oAb

grafia de gases lado & tri

P P a8

de masas.
3.3.1 Condiciones instrumentales.
Los analisis mediante cromatografia de gases (CG-EM) se realizaron en

un cromatografo de gases HP acoplado a un espectrometro de masas modeio
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Jeol JMS-AXSOSHA, mediante la inyeccién de 0.2 uL de cada una de las
muestras de prueba en una columna capilar PAS-1701-Tested Silicone HP. Se
utitizéd helio como gas acarreador, a una presion manomaétrica de 0.6 Kg/cm® y
con un flujo de 2 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo en 260°C, 1a
temparatura de la columna inicial fue de 150°C y se programd para alcanzar una
temperatura de 260°C con un calentamiento gradual de 10°C/min.

Para los registros de |0s espectros de masas por impacto electréonico se
utilizd un volitaje de 70 eV. Cada uno de los espectros se registré con un barrido

de 33 a 630 unidades de masa/carga (m7/2) por segundo.

3.4 Determinacion de la actividad fitoinhibidora.
3.4.1 Método de caja de Petri.

La actividad fitotoxica de los extractos y compuestos puros derivados de
la madera de Cedre/a odorata se evalud midiendo el efecto de los mismos sobre
el crecimiento radicular de la semillas Amaranthus hypochondriacus
(Amarantaceae), Echinochioa crusgalli (Gramineae) y Titricum sativum
(Graminaceae) de acuerdo a la metodologia previamente descrita en la
literatura (Anaya et al., 1990; Castafeda et al,, 1996).

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de diametro
interno. Para cada muestra de prueba (extracto o compuestos puros) se
prepararon disoluciones cloroférmicas de forma tal de obtener concentraciones
finales de 1000, 500, 100, 10 y S ug/mL. A continuacidn se transfirieron a las

cajas de Petri (conteniendo un disco de papel filtrc Whatman No. 1), 1 mL de las
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disoluciones de prueba conteniendo las concentraciones antes indicadas. El
disolvente se evaporé mediante una corriente de aire. Posteriormante, se inicié
ia germinaciéon de 10 semillas de la especie vegetal de prueba, humedeciendo
el papel filtro con 3 mL de agua destilada.

Se utilizé6 el Acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como un control
positivo. El mismo procedimiento se sigui® para los controles negativos que
contenian unicamente el disolvente y agua destilada. Las cajas Petri se
mantuvieron en ia oscuridad a 30°C y la actividad fitotoxica se registré midiendo
fa inhibicién de la germinaciéon y ia longitud de las radiculas después de 24

horas de incubacién en el caso de amaranto y trigo, y 48 horas después en el

caso de Echinochl/oa. Se trabajaron cuatro répli por tr iento en las
muestras de prueba y en los controles.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de
ANOVA (p<0.05). Los valores de la concentracién inhibidora media (Cls) se
determinaron mediante un analisis Probit a parir de los porcentajes de

inhibicion calculados.

3.4.2 Método bioautogrifico.

El método bicautografico se realizé sobre placas cromatograficas de 5x20
cm recubiertas con gel de silice. En cada placa se sembraron 5 mg del extracto,
posteriormente, se efectusé la elucién utilizando un sistema de disolventes
apropiado. Al cabo del proceso de elucién se evapord el disolvente y las

cromatoplacas se cubrieron con 20 mi de una suspensién de agar al 1%.
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en todos los casos. Paralelamente, dos placas sin

Se reali on dos répli
muestra problema se eluyeron con el sistema de elucion correspondiente. Estas

se utilizaron camo control negativo. Posteriormente, cada una de las placas
cromatogrdficas se cubrié compietamente con semillas de A. hypochondriacus.
Las placas con las semillas fueron incubadas a 28°C durante 24 horas en una
atmdsfera humeda.

Transcurrido el tiempo de incubacién se observé la zona de inhibicion

dimiento se reali por comparacién con una

(inoue, 1992). Este ultimo pre
placa conteniendo la muestra, eluida en las mismas condiciones y revelada con

ol agente crombgeno apropiado.

3.8 Pruebas biol6gicas.
oni de ileon de cobayo

3.8.1 Efecto bre ia contracci
inducida por despol i6n con KCH.

E! ensayo se basa en una técnica ya descrita (Kachur et al., 1986;

Ay

Zygmunt et a/., 1993). Para el estudio se utilizaron cobayos machos (450-600q),
en ayuno de 18 horas y con acceso libre al agua. Los animales se sacrifican por
golpe en la nuca y dislocacién cervical; se extirpan 10 cm de ileon en su porcién
mas cercana al angulo ileocecal colocando el tejido en una caja Petri con

solucién Tyrode cuya composicion milimolar es la siguinete: NaCl, 136; KCI, 2.7;

CaClz, 0.88; NaH:PO., 0.32; NaHCO,, 11.9 y glucosa, 11.1 (pH 7.4). E!

fragmento de ileon se limpi6 adecuadamente con solucién Tyrode y se cortan

segmentos de 1.5 cm.
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En camaras verticales para tejidos aislados se incuban los segmentos del
tejido longitudinal en solucién Tyrode y se mantienen las preparaciones a una
temperatura de 37°C con burbujeo continuo de 895% O; y 5% CO.. En estas
condiciones, un extremo del tejido se sujeta al fondo de la camara y el otro
extremo se ata al transductor de desplazamiento FTO3 que esta acoplado a un
poligrafo Grass-7D, previamente calibrado a una sensibilidad de 2mV/cm. La
fuerza de tensién empleada en el tejido fue de 1g.

Los tejidos se estabilizan en ia solucion Tyrode durante 60 min,
cambiando e! medio cada 20 min. Después de este periodo, se adiciona al baio
1x10°M de atropina con la finalidad de antagonizar los efectos de la acetilcolina
enddgena que se pueda liberar espontaneamente por la manipulacion
experimental y se induce la contraccién del tejido con solucién Tyrode
despolarizante en la que se hace un remplazo isosmdético de la concentracion
de NaCl por 60 mM de KCI. Posteriormente se lavan las preparaciones con la
solucién Tyrode normal para alcanzar los valores del registro basal y se repite
esta operacion hasta lograr que la respuesta de la contraccién sea similar a la
anterior. Los tejidos se mantienen durante 60 min en la solucién despolarizante
para registrar la respuesta sostenida de la contraccién ténica, valor que se
considera como efecto maximo (100%) y se adiciona al bafo el material de
prueba disuelto en DMSO o Tween-80 (en el caso de ios sesquiterpenos) en

concentraciones acumulativas hasta obtener la inhibicién total de la contraccién

inducida.
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Para cada experimento se utilizé un nuevo segmento de ileon y en todos
ios casos se realizaron al menos seis réplicas. Al cabo de cada experimento los
tejidos se lavaron con la solucién Tyrode y se indujo la contraccion con K para
observar la recuperacion de las preparaciones.

El efecto relajante producido por el extracto, fracciones y compuestos
puros se determiné midiendo el valor porcentual respecto al efecto maximo de la
contraccién ténica por despolarizacion con K*. Para el analisis estadistico se
utilizan promedios de al menos seis determinaciones y en todos los casos se

aplicé t de Student (p<0.05). Los valores de Cls; se determinaron mediante

andlisis de regresion lineal.

3.6 Preparacién del extracto orgénico a partir de la madera de Cedrel/a

odorata.
El material seco y molido (6.80 Kg) se extrajo mediante un proceso de

maceracién exhaustivo con CHC!; 100% (volumen total 40 litros). Ei extracto

resultante se concentré a presidon reducida, obteniéndose 241 gramos de

extracto crudo.

3.7F 1o preii del extracto total.

El extracto total se fracciond en una columna cromatogréfica abierta,
utilizando como adsorbente 997 g de gel de silice. El proceso de elucion se
efectué con hexano, hexano- CHCIs (diferentes proporciones), CHCly, CHCl,-

AcOEt (diferentes proporciones), AcOEt y AcOEt-MeOH (diferentes
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proporciones). Se recolectaron 237 fracciones de 1 L cada una. Cada fraccion
fue analizada por cromatografia en capa fina, combinandose todas aquellas que
resultaron cromatograficamente similares. Este proceso generd un total de 14
fracciones primarias. En el Cuadro 4 se resumen los sistemas de elucion
empleados y tas fracciones combinadas. Cada una de las fracciones resultantes

se evalud mediante los bioensayos indicados en los incisos 3.4y 3.5,

Cuadro 4. R det fr i i preli via grafia en
columna abierta del extracto crudo de la madera de Cedrela
odorats.

Eluyente Proporcion § Fracciones | Fracciones Clave Peaso
(%) combinadas _ (g)
Hexano 100 1-23 1-23 CO-AB*® [ 45.41
Hex-CHCls 90:10 24-48 24-159 CO- 31.50
80:20 49-72 160-173 cD** 14.78
70:30 73-147 174-178 CO-E*® 34.09
60:40 148-159 CO-F*®
50:50 160-165
40:60 166-174
20:80 175-178
CHCly 100 179-188 179-184 CcO-G** 18.74
CHCI>-AcOEt 90:10 189-192 185-191 CO-H*® 25.00
80:20 193-197 192-197 cO-I*® 17.74
70:30 198-201 198-205 CO-J*® 19.82
60:40 202-209 206-216 CO-K* 12.85
50:50 210-213 217-218 co-L* 0.63
40:60 214-215
30:70 216-217
20:80 218
10:80 219
AcOEt 100 220-222 219-222 CO-M 34.96
AcOEt-MeOH 90:10 223-224 223-237 CO-N 2.10
80:20 225-228
70:30 229-231
50:50 232-237

~Er m -
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3.8 Ai i y purifi i6n de los prod de las fr primarias
activas.
3.8.1 Aislamiento y purificacién de Ia 7-desacetil-7-oxogedunina (14) de la
fraccion primaria activa CO-G.

De la fraccion primaria activa CO-G (18.74 g) [Cuadro 4] precipitaron de
manera espontanea 1.5 g de un sdlido cristalino blanco, con un punto de fusion
de 257-259°C, idéntico en todos sus aspectos a una muestra auténtica de
7-desacetil-7-oxogedunina (14), obtenida de la especie Guarea grandifolia
(Meliaceae) [Villareal, 1996).

3.8.2 A y purifi ion de la ged (3) de Ia fraccién primaria
activa CO-G.
t.a fracciéon primaria activa CO-G [Cuadro 4), se recromatografiéd en una

columna abierta de gel de silice (205 g). El proceso de elucion se llevoé a cabo
con hexano, hexano-CHCI; (diferentes proporciones), CHCIls, CHCIs-AcOEt
(diferentes proporciones) y AcOEt. Se colectaron un total de 260 fracciones de
500 mL cada una y se analizaron por cromatografia en capa fina, combinandose
todas aquellas que presentaron homogeneidad cromatografica. El proceso
generd un total de 13 grupos de fracciones secundarias. En el Cuadro 5 se
resume este proceso cromatografico.

De ila fraccion secundaria CO-G2 cristalizaron de manera espontanea
300 mg de un compuesto cristalino de color blanco con un punto de fusion de
189-192°C, el cual fue caracterizado como gedunina (3) por comparacién con
una muestra auténtica aislada de Guarea grandifolia (Meliaceae) {Villareal,

1996).
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3.8.3. Aislamiento y purificacién de la 22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-
diona (49) y de la 3a,22S8-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (50) de
ia fraccion primaria activa CO-E.

La fracciéon primaria CO-E (14.78 g) [Cuadro 4] se recromatografic en

una columna abierta de gel de silice (270 g). El proceso de elucion se llevé a
cabo con hexano, hexano-CHCI, (diferentes proporciones), CHCls y AcOEt. Se
colectaron un total de 158 fracciones de 200 mL cada una y se analizaron por
cromatografia en capa fina combinandose aquellas que presentaron
homogeneidad cromatografica. Este proceso generd un total de 10 grupos de
fracciones secundarias. En el Cuadro 6 se resume este proceso cromatografico.

Sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de gel de silice
de la fraccidon secundaria CO-E7 (0.56 g) utilizando como eluyente una mezcla
de CHCIx-AcOEt 8:2, permitieron el aislamiento de 50 mg de la
22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona (49) y 25 mg de fa
3a,228-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona {§0). El primer compuesto se aislé
como un sodlido cristalino con un punto de fusidn de 185-187°C y el segundo

como un polvo blanco de punto de fusién de 163-166°C.

3.84 A y purifi ion del p-sit ol (39) de la fraccion
secundaria activa CO-ES.
De la fraccion secundaria CO-ES5 (0.1925 g) {Cuadro 4], cristatizaron

espontaneamente 100 mg de un sdlido cristalino de color blanco, con un punto
de fusion de 122-126°C, identificado como f-sitosterol (39) por comparacion con

una muestra auténtica.
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Cuadro S. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en
columna abierta de la fraccién primaria activa CO-G de Cedrela

odorats.
Eluyente Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
combinadas ({<)]
Hexano 100 14 1-84 CO-G1 0.22
Hexano-CHCIs 50:50 5-13 85-91 CO-G2 0.62
40:60 14-28 92-95 CO-G3 0.39
30:70 2943 96-101 CO-G4 0.58
20:80 44-54 102-147 CO-GS5 0.68
10:90 55-62 148-153 CO-G6 0.16
CHCIy 100 63-72 154-169 CO-G7 1.83
CHCIs-AcOEt 98:2 73-85 170-183 CcO-G8 2.10
95:5 86-153 184-205 CO-G9 0.62
90:10 154-205 206-223 CO-G10 0.68
80:20 206-219 224-226 CO-G11 0.15
70:30 220-229 227-228 CcCO-G12 0.12
60:40 230-239
50:50 240-250
10:60 251-259
AcOEt 100 260 229-260 CO-G13 Q.52
Cuadro 8. R del fi i 1] secundario via cromatografia en

columna abierta de la fraccién primaria activa CO-E de Cedrela

odorata.
Eluyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas [{=)]
Hexano 100 1-2 1-38 CO-E1 0.22
Hexano-CHCIs 90:10 34 3942 CO-E2 0.26
80:20 5-9 4346 CO-E3 0.73
70:30 10-17 47-50 CO-E4 0.29
60:40 18-25 51-63 CO-E5 0.19
50:50 26-32 64-77 CO-E6 0.19
40:60 33-38 78-145 0.56
30:70 39-93 146-156 2.39
20:80 94-98
10:90 99-102
CHCIa 100 103-157 157 CO-E9 0.63
AcOEt 100 158 158 CO-E10 | 0.73
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3.8.5 Al to y purifi i6én del odoratol (20) de la fraccién primaria
activa CO-L
La fraccion primaria CO-l (17.74 g) (Cuadro 4) se recromatografié en una

columna abierta sobre 275 g de gel de silice. El proceso de elucion se efectud
con CHCIly, CHCIs- AcOEt (diversas proporciones) y AcOEt. Se obtuvieron un
total de 66 fracciones de 250 mL cada una, uniéndose aquellas
cromatograficamente similares. El proceso generd 9 grupos de fracciones
secundarias. En el Cuadro 7 se resume este proceso cromatografico.

De la fracciéon secundaria CO-I5 precipitaron espontaneamente 3 g de un
sdlido cristalino de color blanco, con un punte de fusion de 219-221°C,

caracterizado como el odoratol (20).

3.8.8 Aislamiento y purificacién da la odoratona (19) de la fraccién primaria
activa CO-H.
La fraccion primaria CO-H (25.0g) [Cuadro 4] se recromatografio en una

columna abierta de gel de silice (175 g). E! proceso de elucion se llevd a cabo
con CHCl3, CHCI3-AcOEt! (diferentes proporciones) y AcOEt. Se recolectaron un
total de 91 fracciones de 150 mL cada una y se analizaron por cromatografia en
capa fina, combinandose aquellas que presentaron caracteristicas
cromatograficas similares. En el Cuadro 8 se resume el proceso cromatografico
anterior.

De la fraccion secundaria CO-H3 precipité de manera espontanea 600
mg de un producto bajo la forma de un polvo blanco, con punto de fusién de

217-220°C, el cual fue caracterizado como |a odoratona (19).
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Cuadro 7. R 1 ded fi i it io via cr grafia en
columna abierta de la fraccién primaria activa CO-l de Cedre/a
odorats.

Eluyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas [(*)]
Hexano 100 1-2 1-10 cO-11 0.17
CHCIs-AcOEt 90:10 3-11 11-18 CO-12 0.25
80:20 12-20 19-20 CO-13 0.29
70:30 21-60 21 cO-14 0.29
50:50 61-65 22-29 CO-IS 0.18
30-31 CO-16 0.17
22-40 CO-17 1.30
41-63 cO-18 0.10
AcOEt 100 66 64-66 CO-19 0.51

Cuadro 8. R v del fr § ] io via cr grafia en
columna abierta de Ia fraccién primaria activa CO-H de Cedrel/a
odorata.

Eluyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas Q)
Hexano 100 1-12 1-27 CO-H1 0.26
CHCIs-AcOEt 95:5 13-28 28-32 CO-H2 0.28
90:10 29-81 3369 CO-H3 4.07
50:50 82-90 70-80 CO-H4 0.74
81-85 CO-HS 3.63
86-90 CO-H6 0.34
AcOEt 100 91 91 CO-H7 0.98

3.8.7 Aisl y purifi i6n del isoodoratol (21) de la fraccién primaria

activa CO-K.

La fraccidn primaria CO-K (12.85 g) [Cuadro 4], se recromatografid en
una columna abierta sobre 120 g de gel de silice. El proceso de elucion se inicid
con benceno, mezclas de benceno-AcOEt y AcOEt. Se obtuvieron un total de
116 fracciones de 150 mL cada una, uniéndose aquelias cromatograficamente

similares. El proceso se resume en el Cuadro 9.
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De la fraccién secundaria CO-K6 precipitaron espontaneamente 15 mg

del compuesto caracterizado como el isoodoratol (21), bajo la forma de un polvo

blanco de punto de punto de fusion de 240-243°C.

Cuadro 9. del fr i iento rio via cr grafia en
columna abierta de Ia fraccion primaria activa CO-K de Cedrela
odorata.

Euyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas {(Q)
Bencenc 100 1-4 1-21 CO-K1 0.14
Benceno-AcOEt 99:1 5-8 22-23 CO-K2 0.11
95:5 9-12 24-28 CO-K3 0.14
90:10 13-16 29-33 CO-K4 0.17
80:20 17-22 34 CO-K5 0.12
70:30 23-107 35496 CO-Ké 0.26
50:50 108-115 47-57 CO-K7 0.35
58-70 CO-K8 0.28
71-85 CO-K9 0.46
86-106 CO-K10 10.32
AcOEt 100 116 107 CO-H11 [ 0.44
108-112 CO-K12 | 0.46
113-116 CO-K13_| 0.40

3.8.8 Aislamiento y purificacion de los sesquiterpenos cubenol
{32),torreyol (51) y (-)-a-cadinol (52) de la fraccién primaria activa

CO-CD.

La fraccion primaria activa CO-CD (31.50 g) [Cuadro 4], se

recromatografid en una columna abierta sobre 450 g de gel! de silice. El proceso
de elucién se inicid con hexano y posteriormente se centinué con mezclas de

hexano-CHCl;, CHCI; y finalmente con AcOEt. Se obtuvieron 127 fracciones de
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500 mL cada una, uniéndose aquellas cromatograficamente similares. EI

proceso se resume en el Cuadro 10. Sucesivas cromatografias preparativas en
capa delgada del gel de silice (impregnadas previamente con nitrato de plata al
10%) de la fraccion activa CO-D8 (0.90 g), utilizando como eluyente una mezcla
de CHCI>-AcOEt 85:15, permitieron el aislamiento de 10 mg de cubenol (32), 30
mg de torreyol {$1) y 38 mg de (-)-a-cadinol {(82). E! primer compuesto se aislo
como un aceite de color amarillo, el segundo y tercer producto se aislaron bajo

la forma de un polvo blanco con punto de fusion de 106-109°C y 47-50°C,

respectivamente.

Cuadro 10. R del fr i se io via cr afia en
columna abierta de la fraccién primaria activa CO-CD de
Cedrela odorata.

Eluyente Proporcion }§ Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas [(*)]
Hexano 100 1-24 1-31 CO-Cbh1 0.46
Hexano-CHCI, 95:5 25-32 3242 CcO-CD2 3.55
90:10 33-81 43-53 CO-CD3 0.49
80:20 82-84 54-72 CcO-CDh4 3.16
70:30 85-121 73-86 CcO-CDSs 11.29
50:50 122-125 87-88 CO-CcD6 0.74
CO-CcD7 0.35
CHCIs 100 126 89-94 CcO-cD8 0.90
95-99 CcO-cD9 0.99
100-109 cO-cb10]0.28
AcOEt 100 127 110-120 CO-CD11 | 0.27
121-124 CO-cD12 | 1.79
125-127 CcO-CcD13 ] 0.30
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

! as que permitieron la seleccion de ia

4.1 Eval biolsgi pr
especie Cedre/a odorata como una fuente p ial de principi
liticos y herbi

) La preseleccion de la especie C. odorata se realizé con base en los
criterios quimiotaxondmico y etnomeédico. Con relacion al primero cabe destacar
que el género Cedre/a, al igual que otros géneros de la familia de ias Meliaceas,
ha demostrado ser una fuente valiosa de principios activos (Champagne et al.,
1992; Segura-Correa ef al/,, 1993; Isman et a/.. 1996; MacKinnon et a/., 1997;
inter alia). En lo que respecta al segundo criterio, las plantas medicinales

constituyen una fuente potencial valiosa para el descubrimiento de sustancias

biologicamente activas (Ghisalberti, 1993). En este caso particular,

considerando el uso popular de la planta es altamente probable que la misma
contenga principios espasmoliticas.

Posteriormente, durante |a realizacién de los ensayos bioldgicos
preliminares conducentes a la determinacién de la potencialidad espasmolitica e
inhibidora del crecimiento vegetal! del extracto total de la madera de {a planta, se
comprobé que la misma contiene principios activos capaces de modificar la

contractilidad de! musculo liso y el crecimiento radicular de Ila arvense

Amaranthus hypochondriacus.
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El extracto cloroformico de la madera de Cedrela odorata demostrd un
efecto espasmolitico significativo in vitro, sobre las contracciones inducidas por
KC! de ileon aislado de cobayo. Los resultados de esta determinacion se
resumen en ia Grafica 1.

Los resultados de la determinacién del efecto sobre el crecimiento
radicular del extracto total de la madera de Cedre/la odorata se resumen en la
Gréfica 2. De estas evaluaciones se infiere que el extracto inhibe de manera
significativa el crecimiento radicular de las especies £. crusgalli y A.
hypochondriacus. Sin embargo, !la especie 7. sativum resultd ser menos
sensible a los tratamientos.

Con base en los resultados de las evaluaciones bioldgicas preliminares,
se decidié llevar a cabo el estudio fitoquimico de la madera de C. odorata, con
la finalidad de aislar los principios activos responsables de las actividades
relajante de la musculatura lisa y fitotéxica. La preparacion del extracto en gran
escala se realizé mediante un procedimiento de maceracion, tal como se indica
en la seccidon experimental (Inciso 3.6). Posteriormente, el extracto activo se
fraccion6 de manera preliminar mediante una cromatografia en columna abierta
sobre gel de silice. Este proceso permitid ia obtencién de doce fracciones
primarias CO-AB-CO-N (Cuadro 4).

Todas las fracciones primarias fueron evaluadas para monitorear la

actividad inhibidora del crecimiento vegetal y la actividad espasmolitica
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potencial (secciébn experimental 3.4 y 3.5). Los resuitados de estas
determinaciones se resumen en la Tabla 2 y en {a Grafica 3, respectivamente.

Como se desprende de los resuitados de la Tabla 2 las fracciones CO-
CD y CO-l demostraron una actividad fitoinhididora significativa a 100 ppm. A
1000 ppm el porcentaje de inhibicién de la fraccion CO-CD fue del 100%. A esta
misma concentracién las fracciones CO-H, CO-G, CO-K, CO-F, CO-AB y CO-E
también demostraron una buena actividad fitotéxica. En todos los casos las
fracciones resultaron mas potentes que el extracto original a las
concentraciones de 100 y 1000 ppm.

Con relacion al efecto relajante de la musculatura lisa /in vitro, los
resultados que se resumen en la Grafica 3 indican que la mayor actividad se
concentra en las fracciones CO-E, CO-F, CO-CD, CO-AB y CO-G. Los
resultados de la Grafica 3 expresan los valores de Cls; de cada fraccién. Es
importante mencionar que todas ias fracciones ensayadas presentan un valor
de Clso mayor o igual al extracto. En principio esto permite inferir que la
actividad del extracto podria deberse a un efecto sinérgico de los compuestos
activos presentes en el mismo.

Las fracciones activas derivadas del fraccionamiento primario fueron
sometidas a diversos procedimientos cromatograficos (Inciso 3.8), lo cual
permitié el aislamiento y la caracterizacion de los diez metabolitos secundarios

de origen mevaldnico que se indican a continuaciéon: la gedunina (3), la
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y de! extracto CHC!; de Cedrela odorata sobre [a contractilidad de

cobayo inducida por despolarizacion con KCI (60 mM).

Gréfica 3. Efecto relajante de las fracciones



Resultados v Discusiin

Tabla 2. Porcentajes de inhibicién del crecimiento radicular de A.

hypochondr por las fracciones primarias de
Cedrela odorata.

Fraccién C acion SER!’“ L)
10 100 1000
CO-AB 7.76 18.27 81.32
CO-CD +12.43 37.58 100.00
CO-E +10.93 1.35 71.60
CO-F 0.53 11.03 74.38
CcO-G +26.61 25.53 78.64
CO-H +18.06 +3.62 81.88
CO-4 +69.33 39.81 26.82
CcOo-J +27.39 6.01 51.84
CO-K +8.74 9.90 74.76
CO-L +38.94 6.79 69.43
CO-M +22.73 +35.46 47.07
CO-N +20.39 +33.60 36.26
Los estan en porc j de inhibici enr al crecimiento de un
control blanco (agua destllada) Cada valor el pr io de 3 : 10 pla: \|

cada una. Como control positivo se emplea el 2 4-D

7-desacetil-7-oxogedunina (14), la 22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona
(49), la 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (50), el odoratol (20), el
isoodoratol (24), la odoratona (19), e! torreyol (51), el cubenol (32) y el (-)-a-
cadinol (82). El compuesto 3a,22S-dihidroxitirucalan-7.24-dien-23-cna (50)

constituye un nuevo producto naturat.
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de la especie C. odorata

COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO
CO-G 0.03%
CO-G 0.078%
CO-E 0.00073%
22S-nidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona
(49)
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de la especie C. odorata

{continuacién)
COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO
QH
CO-E 0.00036%
3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona
(80)
CO-ES5 0.020%
HO'
fB-sitosterol (39)
H., Hy
! CH;
HO' CH,

! cO-l 0.088%

HO' HO

odorato! (20)
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Cuadro 12 Metabolitos secundarios aislados de la especie C. odorata

{continuacion)
COMPUESTO FRACCION RENDIMIENTO |
i ~ g CHs
CHj,
HO' 'CH;
CO-H 0.044%
o HO
odoratona (18)
H H. 'H;3
%&“4
CH
HO Y . co-k 0.022%
HO' HO
isoodoratol (21)
HiC OH
H \~/
H; co-D8 0.00045
H3C CH3
torreyo! (8%)
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Cuadro 12 M: litos secundarios aislados de la especie C. odorata

{continuacién)
COMPUESTO FRACCION | RENDIMIENTO |

co-D8 0.00055
-)-a-cadino! (82)
onf™

Hsf Cco-D3 0.00029

H: ‘CHj3
cubenol (32)

En el cuadro 12 se indican las estnl;cturas de los compuestos aisiados y
sus rendimientos correspondientes.

De manera adicional, el andlisis de las fracciones activas CO-AB y CO-
CD (Cuadro 4) mediante una cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (CG-EM) permitié la deteccidn de 17 metabolitos adicionales. Los
espectros correspondientes se incluyen en el Apéndice.

Los tiempos de retencion, asi como el rendimiento de los componentes
en relacién al peso de ia planta seca, se indican en el Cuadro 13.

El torreyol (81), el cubenol (32) y el (-)-a-cadinol (52), componentes
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mayoritarios de las fracciones CO-AB y CO-CD, se separaron mediante
sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada, utilizando las

condiciones que se indicaron en el punto 3.8.8 de la seccion experimental.

Cuadro 13. Tiempos de retencidon y porcentaje de los componentes de
las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdo al analisis GM-EM.

Compuesto Tiempo de retencién (min) Rendimiento (%)
OH

13.80 241’

(83)
14.43 2.19 €7

[C )
12.66 1.29 7

(88)
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Cuadro 13. Tiempos de retencion y porcentaje de los componentes de
las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdo al analisis GM-EM.

{continuacién)
Compuesto Tiempo de i6n (min) | R (%)
H

: 14,71 1.32 %
(88)

i :/ ; 12.44 273’

(4] '

/IE\ 10.26 1.37 e°
(88)

: 15.94 1.63 E°
(69
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Cuadro 13. Tiempos de retencién y porcentaje de los componentes de
las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdo al analisis GM-EM.

{continuacion)
Compuesto Tiempo de retencién (min) | Rendimiento (%)
i 15.65 2.31 °
(s0)
; 11.48 386€”
(&1
: 11.87 453 €*
(€2)
HO
I 12.70 3.10€”
.3
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Cuadro 13. Tiempos de retencion y porcentaje de los componentes de

las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdo al analisis GM-EM.
(continuacidn)
Compuesto Ti po de r ion (min) | R i (%)
J
13.48 2.46 E°
[ )
H
onf™
H;
? 14.22 1.5
H. ‘CH3
cubenol (32)
G OH
Hj
14.09 2.30€®
H3C CH3
torreyol (81)
14.36 2.10€®
(-)-x~-cadino! (82)
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Cuadro 13. Tiempos de retencion y porcentaje de los componentes de
las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdo al analisis GM-EM.

{continuacién)
Compuesto Tiempo de retenciéon (min) | Rendimiento (%)
Q’XVY\/Y
12.76 273’
(.8
14.13 6.62 °
(«8)
|
11.54 1.05e”
12.25 1.2e”
agarospirol (68)
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Cuadro 13. Tiempos de retencion y porcentaje de los componentes de
las fracciones primarias activas CO-AB y CO-CD de acuerdc al analisis GM-EM.

(continuacion)
Compuesto Tiempo de retencion (min) | Rendimiento (%)
11.56 1.36 €7

4.2C i6n de los

En general, los compuestos aislados se caracterizaron mediante la
aplicacion de técnicas espectrométricas y espectroscopicas convencionales, asi
como de métodos quimicos. En el caso del odoratol (20), la estructura se
confirmd inequivocamente mediante un analisis de difraccion de rayos X.

Los productos conocidos se caracterizaron por comparacién con
muestras auténticas o mediante la comparacién de sus constantes fisicas y
espectroscépicas con las previamente descritas en l|a literatura. En el caso del
andlisis CG-EM de las fracciones CO-AB y CO-CD, los compuestos se
identificaron al comparar los espectros de masas generados con los registrados

en un banco de datos (Public/NIST).
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En la presente seccién se describe el analisis de los parametros
espectrométricos y espectroscopicos que permitieron proponer la estructura

molecular del nuevo producto natural.

4.2.1 Caracterizacién de la 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (50)
y de Ia 22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona (49).

La 3a,22S5-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (80) se obtuvo de ia
fraccién primaria activa CO-E bajo la forma de un polvo blanco. Las constantes
fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del nuevo producto natural se
resumen en las Tablas 2, 4y 5.

Su espectro en el IR (Figura 4) presenta absorciones asociadas con
grupos hidroxilo (3462 cm™ ), carbonilo de cetona (1678 cm™ ) y olefinico (1620
cm™). El espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion
molecular en una m/z de 456 uma (Figura 5), correspondiente a una férmula
molecular CaH.weOs, 1a cual permite ocho grados de insaturacion. El espectro
presenta también fragmentos importantes en m/z 83, 114, 125, 247, 259, 315,
327 (pico base), 343, 423 (M-15-18) y 441 (M-15).

La informaciéon proporcionada por la espectrometria de masas y el
andlisis detallado de los espectros de RMN (Figuras 6 y 8) del producto (80),

permiten establecer que el mismo es un protolimonoide del tipo A7 -tirucalano
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que presenta una funcién cetdnica conjugada y una funcién carbindlica
secundaria en la cadena lateral (Bevan et al., 1965; Lavie et al., 1967, Kraus et
al.,, 1980; Connolly y Hill, 1989; Olugbade, 1991; Tinto et al., 1991; itokawa et
al., 1992 inter alia). Asi el espectro de RMN '.C (Figura 6), presenta sefiales
para 30 carbonos en congruencia con la férmula molecular calculada; el
espectro de RMN > C en su modalidad DEPT (Figura 7), indica claramente que
estas sefiales corresponden a ocho metilos, siete metilenos, siete metinos y
ocho carbonos cuaternarios. De acuerdo al espectro de RMN 'H (Figura 8)

cinco de los metilos (54 0.84, 1.03, 1.65, 0.99, 1.10) se encuentran unidos a

centros cuaternarios aliféticos, dos (54 1.96, 2.20) se encuentran ubicados sobre
una doble ligadura y el Ulitimo (54 0.62, d, J=6.6 Hz) corresponde a un metilo '
unido a un carbono terciario. i

El espectro de RMN 'H (Figura 8) de! producto natural también presenta

sefales diagndsticas para:

a) Una doble ligadura trisustituida [5 5.31, dd, J=3.3, 6.3 Hz, H-7]) de un A7
tirucalano (Bevan et al., 1967; Purushothaman et a/., 1985; Kundu et al., 1985; .
Guang-Yi et al., 1988; Lins et al., 1992; Inadad et al.. 1994). :
b) Un hidrégeno olefinico conjugado con la funcidn ceténica en C-23 51 6.08,
H-24]. La funcién ceténica se evidencia también por la presencia de una .
absorcién en 5c 201.37 en el espectro de RMN °C. ‘ ;

c) Dos hidrégenos bases de funciones carbindlicas en 8y 3.47 (ad, J=2.75, 2.75
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Hz, H-3) ¥ 6. 4.18 (dd, J=1.5, 5.1 Hz, H-22) mismas que correlacionan con las
serftales en ¢ 76 (C-3) y 78.89 (C-22), respectivamente en el espectro HETCOR
(Figura 10).

Cabe hacer notar, que la presencia en el espectro de masas de los
fragmentos con m/z 114 (CaH1602) ¥ 371 (C2sH»02), son congruentes con la
presencia de uno de los carbinoles y de ia funcién cetona conjugada en Ia
cadena Jaterai. La otra funcidn hidroxilo se ubicé entonces en la posicion 3 de!
tirucalano, con base en consideraciones biogenéticas y en los desplazamientos
quimicos observados para C-4 (5c37.42), C-28 (5. 27.78) y C-30 (5c 27.44) en el
espectro de RMN '>C del producto natural (Guang-Yi et a/, 1988). Los
elementos estructurales evidenciados mediante el analisis de los espectros de

RMN satisfacen las nueve insaturaciones y el namero de oxigenos requeridos

por ia férmula molecular,
La estereoquimica del hidroxilo en C-3 se asignd como a, considerando

el patrén de acoplamiento de la seial en &, 3.47, la cual aparece como un

doblete de doblete con una constante de acoplamiento de 2.75 Hz.

La estereoquimica del hidroxilo en C-22 se asigné como S con base en el
desplazamiento del metilo en C-20 (5c 39.56) en el espectro de RMN °C. el cual
resultd idéntico al descrito para la 22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona

(49) cuya estructura se determiné inequivocamente por un analisis de difraccion

de rayos X (Guang-Yi et al.. 1988; 1989).
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Con base en las evidencias presentadas el compuesto (50) se
caracterizé como la 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona. Cabe destacar
que este metabolito secundario constituye un nuevo producto natural.

E! siguiente producto se caracterizd como la 22 S-hidroxitirucalan-7.24-
dien-3,23-diona (49). El| compueasto se ais!é de la fraccidn primaria activa CO-E,
bajo ia forma de cristales amorfos. Las constantes fisicas, espectroscépicas y
espectrométricas del producto se resumen en las Tablas 3, 4 y 5. E! espectro en
el IR (Figura 10) al igual que en el caso del producto (808), presenta absorciones
caracteristicas para carbonilo de cetona (1701 cm™), para un sistema vinilico
sustituido (820 cm™') y para grupo hidroxilo (3458 cm™).

El espectro de masas generado por este compuesto permite observar el
ion molecular con una m/z 454 uma el cual corresponde a la formula CyoHaeOs
(Figura 11). Esta formula permite calcular nueve grados de insaturacidon, uno
mas que en e! caso del producto anterior. Otros picos importantes en el
espectro se observan con m/z 421, 371, 341, 313, 257, 245, 114, y 83 (pico
base).

Los espectros de RMN (Tabias 3 y 4, Figuras 13 y 14) del producto (49)
muestran una gran similitud a los del 3x,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona
(60). Esta analogia sugiere que este producto es también un A-tirucalano,
(Bevan et al., 1965; Lavie et a/., 1967; Kraus et al., 1980; Connolly y Hill, 1989;

Olugbade, 1991; Tinto et al., 1991, ltokawa et al., 1982; Inter alia).
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Las principales diferencias observadas entre los espectro de RMN de los
producto (80) y (49) corresponden a las absorciones del anillo A. A
continuacion se describen estas diferencias.

a) En el espectro de RMN '>C del producto (49) se observa una absorcidon para
un grupo ceto no conjugado en &c 216.80 en lugar de la sefial asignada a C-3
(8c 76.00) en et producto (80).

b) En el espectro de RMN 'H de (49) se observa la seflal caracteristica para el
hidrégenc 2a (5u 2.74) de un tirucalano con una funcién ceténica en C-3
(Guang-Yi et a/., 1988). Esta absorcién, ausente en el espectro de (80), se
observa como un dobiete de doblete de doblete (/=14.5y 5.5 Hz).

c) Por udltimo, y como era de esperarse, las sefales en el espectro de '’C para
C-28, C-29 y C-4, presentaron un desplazamiento quimico congruente con ia
presencia dei grupo ceto en C-3 (Bevan /bid; Guang-Yi et al., 1988; Olugbade,
1991).

El andlisis comparativo descrito en |os parrafos anteriores permite
establecer la estructura del compuesto (49) como la del 22S-hidroxitirucalan-
7,24-dien-3,23-diona, producto natural previamente aisiado de Aucoumea
klaineana (Guang-Yi et al, 1988). Cabe mencionar, que este producto no se

encuentra descrito en la literatura como metabolito de C. odorata.
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Tabla 3.C L ({ pect Pl 12 P icas de la

3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (50).

[Fa CaoHeOs

] j 256

FXA 163-166°C

IR vonas (KBT) e A 2953, 1678, 1620

{Figura 4)

EMIE nvz (int ref) 456 [M" (19)], 441 [M-15 (28)), 423

(Figura 6) [M-15-H,0 (9)], 373 [M-83 (17)].
343 [M-113 (80)], 327 [M-141 (11)),
114 [M-340 (59)], 83 [M-371 (100)}
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Tabla 4. C 13 i tr 6pi ' P icas de la

{

22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona (49).

FM CacHaeOs3

PM 454
XA 185-187°C
I ¥
IR Ve (XBr) cm 3458, 1701, 1678, 1620

(Figura 10)

EMIE nvz (int rel) 454 [M" (19)], 439 [M-15 (28)], 421 [M-
(Figura 11) 15-H:0 (9)), 371 [M-83 (17)), 341 (M-
113 (80)}, 313 [M-141 (11)], 114 M-
340 (59)}. 83 [M-371 (100)]
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Tabla §. Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCl,) de la 22S-hidroxitirucalan-
7.24-dien-3,23-diona (49) y de la 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-
dien-23-ona (80).

[~ Proton Col uesto
22S-nidroxitirucatan-7,24- 3a,22S-dihidroxitirucalan-
dien-3,23-diona (49) _7,24-dien-23-ona (50)

H-2p 2.74 (5.5. 14.5,14.5) ddd -

H-3 — 3.47 (2.75, 2.75) dd

H-7 5.31 (3.3.6.3)dd 5.27 (3.0.6.5)dd

H-21 0.61 (6.6) o 0.64 (6.5) d

H-22 4.15 (1.65, 5.1) ad 4.1E 5, 5.1) dd

H-24 606 s 6.08 0.75) sa

CH;-18 0.84s 077 s

CH5-18 1.03 s 092s

CH;Z 062 (66) d 064 (65 d

CH,-26 196 (1.2)d 1.97(1.5)d

CH,y-27 22009 d 222 (1.0)d

CH,y-28 65 s 094s
| CHy-29 099 s 087 s

CH,-30 1.10s 104 s

OH-3 — 363 (3.00d

OH-22 3.62(54)d 418 s

Los P [{ al TMS) estén dados en ppm y las constantes

de (en pa en Hz. Las ! se por una combinacién de
COSY Y HETCOR.
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Tabla 8. Datos de RMN-'C (75 MHz, CDCIly) de la 22S-hidroxitirucalan-7,24-
dien-3,23-diona (49) y de la 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-

ona (50)
Carboén Co uesto
22S-hidroxitirucalan-7,24- | 3a,22S-dihidroxitirucalan-
dien-3,23-diona (49) 7.24-dien-23-ona (50) ]
C- 38.50 31.27
c-2 34.87 25.44
C-; 216.80 76.00
C-1 A7 .85 37.42
C-£ 52.36 44.61
C-€ 24.34 23.95
C-7 117.93 118.00
C. 145.85 146.00
C-9 48 .4¢ 49.07
C-10 35.00 34.77
C-1 18.18 17.94
C-12 33.41 33.64
C-18 43.30 43.34
C-14 5 36 51.46
C-15 33.98 33.99
C-16 28.00 25.44
C-17 49.00 48.70
Cc-18 12.73 12.9¢
C-19 21.5¢ . B2
C-20 39.47 39.5€
-21 11.91 11.9
-22 78.7¢ 78.8
- 23 201.37 201.37
C-24 119.18 119.25
C-25 159.56 159.37
C-26 24.50 28.08
-27 21.34 21.37
c-28 28.00 27.78
Cc-29 21.92 21.76
C-30 27.54 27.44
Los desplazamientos qui

micos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron
con base en el andlisis de los espectros DEPT y HETCOR y por comparacion de los
desplazamientos quimicos con aquelios asignados a compuestos relacionados.
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4.2.2 Caracterizacion de la gedunina (3) y de la 7-d til-7-oxoged
(14).

€l fraccionamiento secundario de fraccién primaria CO-G (Cuadro S,
seccién experimental), permitié el aislamiento de dos productos, uno de ellos
bajo la forma de un sdlido cristalino de color blanco (2.04 g) y el otro como un
polvo blanco (5.3 g), los cuales fueron identificados como la 7-desacetii-7-
oxogedunina (14) y la gedunina (3), respectivamente.

Cabe sefialar que las constantes espectroscopicas y espectrométricas de
los compuestos (3) y (14) se encuentran en armonia con las de unas muestras
auténticas obtenidas de |la especie Guarea grandifolia (Villarreal, 1996). Las
constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de (3) y (14) se
resumen en las Tablas 1a, 2a, 3a y 4a del Apéndice, donde se incluyen también

los espectros correspondientes.

4.2.3 Caracterizaci6én det odoratol (20), i atol (21) y od {19)

Los compuestos odoratol (20), isoodoratol (21) y odoratona (19) se
encuentran previamente descritos en la literatura como metabolitos de la
especie C. odorata. Sus constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrométricas se resumen en las Tablas Sa, 6a, 7a, 8a y 9a del Apéndice;

asimismo, se incluyen los espectros correspondientes.
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Cabe destacar, que los espectros de RMN-'>C de estos tres metabolitos
no-han sido descritos en la literatura. La asignacion de las sefales se realizo
con base on el analisis de los espectros DEPT, HMQC y por comparacion de los
desplazamientos quimicos con aqueilos asignados a compuestos relacionados
(Guang-Yi, 1988). En el caso del odoratol (20), el analisis de difraccion de rayos

X (Figura 14) confirmo ia estructura propuesta por Chan y colaboradores (1968).

4.2.4 Car ion del p-si (39)

De la fraccibn secundaria activa CO-ES (Cuadro 6) precipitaron
espontdneamente 1.4 g de un sdlido cristalino color blanco. El compuesto se
caracterizé como el g-sitosterol (39) por comparacibn con una muestra

auténtica.

4.2.8 Caracterizacion de los sesquiterpenos torreyol (51), (-)-x-cadinol {(52)

y cubenol (32).

Sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de gel de silice

de la fraccién secundaria activa CO-CD8 ((Cuadro 10), Seccién experimental

3.8.8). condujeron al aislamiento de tres productos. El primero fue aislado como
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un aceite de color amarillo. El segundo y el tercero se obtuvieron bajo la forma
de un polvo blanco. Estos compuestos fueron identificados como el cubenol
{32), el torreyol (81) y el (-)-a-cadinol (§2), respectivamente.

E1 torreyol (81) se detectd previamente en el extracto de la madera de C.
odorata mediante un analisis de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (Campos et a/., 1991). Sin embargo, e! cubenol (32) y
{-)-a-cadinol (82) representan nuevos metabolitos secundarios de la especie C.
odorata.

Los metabolitos (32) y (82) presentan en el {R bandas asociadas con la
presencia de grupos hidroxilo (3350 y 3373 cm’, respectivamente) e
insaturaciones olefinicas (1451 cm™ en 32; 1452 cm™' en 52) (Figuras 17 y 21).

Los espectros de masas de los dos compuestos presentan el ion
molecular con una relacion m/z de 222 uma, (Figuras 18 y 22). Este ion
molecular permite establecer una féormula molecular de C,sH;sO, en los dos
casos.

Los espectros de RMN de '°C y 'H (Figuras 19 y 23) permiten comprobar
que los dos productos naturales son sesquiterpenoides del tipo cadinano (ver
Figura 15), con una funcion alcohdlica cuaternaria y una doble ligadura
trisustituida (Borg-Karison y Norin, 1981; Claeson et a/., 1991; Nagashima et al.,

1994; Bordoloi et a/., 1989; Labbe et al, 1993, Bohiman et al, 1981;
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Sankaraman et al., 1981). Las evidencias mas importantes se discuten a

continuacién:

Ha
H
S
Hit
. 14
H3C~Ch,
Cadinano Murolano

Figura 18. Estructuras base de los nuicleos cadinano y murolano

1.- Los espeactros de RMN '°C presentan sefales para 15 atomos de carbono en
congruencia con la férmula molecular establecida por EM. E! analisis de los
espectros DEPT permitid discriminar las sefales de los carbonos en
cuaternarios, metinos, metilenos y metilos (ver Tabla 11). Como caracteristica
comun, en los espectros de '*C se observaron dos sefiales para una doble
ligadura trisustituida (Sc« 135.16, Sc.s 119.84 en 32; 5c4 134.99, 6c.s 122.36 en
$2). En ambos casos, la sefial correspondiente al metino olefinico correlaciona
en el espectro HETCOR con la unica absorcion olefinica presente en los

espectros de RMN 'H de los productos naturales (54 5.42 en 32 y 5. 5.50 en 52).
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2.- De manera adicional, los espectros de *>C presentan una absorcion para una
funcidn alcohdlica cuaternaria (5c 70.70 en 32 y 5c 72.39 en 82).

3.- Las doce sefales restantes presentes en el espectro de 2C se asignaron a
cuatro metilos, cuatro metilenos, cuatro metinos y un carbono cuaternario, todos
alifaticos (ver Tabla 10).

Los metilos en §c 23.66 y &c 23.80 de los compuestos (32) y (52),
respectivamente, muestran una correlacion en el espectro HETCOR con el
singulete ancho en &4 1.71 y 54 1.68, respectivamente. El desplazamiento
quimico en el espectro de RMN-'H de estos metilos es consistente con su
ubicacién sobre ta doble ligadura trisustituida. Asi mismo, los desplazamientos
quimicos de los metilos sobre doble ligadura y de las absorciones vinilicas en
los espectros de los RMN '>C de ambos compuestos son congruentes con la
disposicion de la doble ligadura entre los carbonos 4 y 5 en los dos
compuestos. La apariencia de la sefal olefinica como un singulete ancho en 3y
5.42 en (32) y 6u 5.50 en (52), permite establecer la fusidon frans de los anilios
del esqueleto base (Borg-Karison y WNorin, 1981; Claeson et al, 1991;
Nagashima et al., 1994; Bordoloi et al., 1989, Labbe et al., 1993; Bohlman et a/.,
1981; Sankaraman ef al., 1981).

La asignacidn de la disposicion y de la estereoquimica de los hidroxilos
en los compuestos (52) y (32) se realizd con base en la magnitud de los

desplazamientos quimicos observados para los carbonos de tipo carbindlico, el
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metilo en C-10 y para C-1. Al comparar los desplazamientos quimicos de los
carbonos antes mencionados con los correspondientes a una serie de modelos
previamente descritos en la literatura (Borg-Karlson y Norin, 1981; Claeson et
al.,, 1991, Nagashima et al., 1994; Bordoloi et al., 1989; Labbe et a/, 1993;
Bohiman et a/.. 1981; Sankaraman et a/.,, 1981) se encontré que eran idénticos a
los del (-)-a-cadinol y cubenol, respectivamente.

El producto (81) resultd muy similar al (82) difiriendo exclusivamente en
la fusion de los anillos. En el caso de (81) la fusién de los anillos Ay B se
determiné como cis con base en la magnitud del desplazamiento quimico y la
muitiplicidad de ia sefial vinilica en 54 5.52 (Borg-Karlson y Norin, 1981). En
consecuencia el producto se identific6 como el torreyol. el cual presenta un
nucleo c?e murolano (ver Figura 15), en lugar de cadinano como en el casc de
los compuestos (82) y (81). Es importante mencionar que los datos fisicos,
espectroscopicos y espectrométricos encontrados para los productos (32), (81)
y (82) [tablas 10, 11, 12 y 13] resultaron idénticos a los previamente descritos
para los sesquiterpencides cubenol! (Nagashima et a/., 1994), torreyol (Campos
et al., 1991; Borg-Karlson y Norin, 1981) y (-)-a-cadinol (Borg-Karison y Norin,
1981; Labbe et al, 1993; Claeson et al. 1991, Nagashima et al., 1994),

respectivamente.
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Tabla 7. C 6pi 12 P icas del
cubenol (32).
CH:
oH{
CH3
FM CisHze0O
PM 222
pr. 90-93°C

IR Ve (KBr) cm’
(Figura 18)

3310, 1722, 1430, 1123

EMIE mvz (int rel)

{(Figura 17)

222[M"], 204 [M-18 (55)), 179 (71).
161 (100), 119 (39), 105 (22)
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Tabla 8. C

torveyol (81)

FM CisH20
PM 222
p.f. 106-109°C

—
IR Vimes (KBr) cm’’
(Figura 27)

3314, 1727, 1450, 1127

EMIE nvz (int ret)
{Figura 28)

222 [M° ], 204 [M-18 (40)], 161
(100), 119 (50), 105 (36), 95 (31),
43 (36)
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Tabla 9. C

fisi

(-)-a-cadinol (§2).

H)C

P y P ricas del

OH

H;C CH,
F™ Ci1sH260
PM 222
Pt 47-50°C
[a)o -37.0

IR Vemax (KBr) ey’

(Figura 21)

3373, 3008, 1718, 1452, 1123

EMIE nmv/z (int rel)

(Figura 22)

222 [M” (12)], 204 (M-18 (61)]. 161
(54), 164 (45), 121 (93), 109 (38),
95 (100), 81 (37), 79 (30), 43 (61)
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Tabla 10. Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCl;) del del cubenol (32), torreyol
(81) y (-)-a-cadinol (62).

Protén Compuesto
b {32) torreyol (51) ) -Ca I (52)
H-5 542 s 5.52 (1.5.5.4) dq_ 5.50 sa
CH>-11 1.25 s 1.66s 1.68s
CH5-13 092 (a.57) d 0.89(6.9) d 0.92(6.9) d
CH3-14 0.74(6.71) o 082(6.9 o 0.77(6.9d
CHa1-15 0.94 (4.27) d 1.29s 1.11(0.6) d

Tabla 11. Datos de RMN-'C (75 MHz, CDCl») del cubenol (32), torreyol (81) y

(-)-a-cadino! (82).

Carbon — Compuesto ;
b 1 {(32) torreyol {(51) -)-a-cadinol (52) ,
C- 70.72 45.55 0.02
-2 30.22 21.53 21.90
C-3 26.8€ 31.13 30.91
C-4 135.16 134.00 134.99
C-S 119.84 124.64 122.36
C-£ 46.06 36.7E 39.80
C-7 39.87 44.11 46.70
C-§ 24.13 18.4¢ 22.70
Cc-9 25.94 35.34 4220
c-10 32.12 72.53 72.38
C-11 29.35 23.57 26.00
C-12 14.90 26.41 21.10
C-18 21.36 5.30 15.09
C-14 15.02 21.63 208
C-15 23.66 27.94 23.80
Los desplazamientos quirmicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron

con base en el andlisis de los espectros DEPT y HETCOR y por comparacion de los
desplazamientos quimicos con aquellos asignados a compuestos relacionados
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Figura 20 Espectro en el IR del cubenol (32)
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Figura 18, Espectro AMN-"C del cubenol (32)
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Figura 20. Espectro RMN-'H del cubeng) (32)
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4.3 Actividades biolégicas de los tituy puros aislad de Cedrel

odorata

De acuerdo con e! disefio experimental planteado en esta investigacion,
se realizaron una serie de ensayos bioldgicos, cuya finalidad fue Ia
determinacién del potencial herbicida y espasmolitico de los compuestos
aislados de Cedrela odorata. En primer lugar, se discutiran los resuitados
relacionadas con la evaluacion del efecto de los metabolitos secundarios sobre
el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus. Los compuestos
ensayados se obtuvieron de fracciones fitotdxicas e incluyeron los siguientes: |a
22S-hidroxitirucatan-7,24-dien-3,23-diona (49), la 3a,22S-dihidroxitirucalan-
7,24-dien-23-ona (80), el odoratol (20), el isoodoratol (21), la odoratona (19), el
torreyol (81) y el (-)-a-cadinol ($2).

En todos los casos el rango de concentracién utilizado para las
evaluaciones fue de 10 a 1000 ug/mL. Los resuitados de las evaluaciones
conducidas con los productos antes sefialados se muestran en la Grafica 4, y se
encuentran expresados como porcentajes de inhibicién de! crecimiento radicular
de la especie de prueba. De acuerdo a estas determinaciones los
constituyentes mas activos fueron el (-)-a-cadinol (§2), el torreyol (81) y la
odoratona (19). El (-)-a-cadinol inhibe totalmente el crecimiento y la germinaciéon

de A. hypochondriacus a l|las concentraciones de prueba. Asi mismo, |la
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Gréfica 4. Efecto de los compuestos aislados de C. odorata sobre el crecimiento radicular de A hypochondriacus.

A: (-)-ua-cadinol (52) B: torreyol (51)
C: 30,22S-dihidroxitirucalan.7,24-dien-23-ona (50) D: 22S-hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona (49)
E: odoratol (20} F: isoodoratol (21)

G: odoratona (19)

UQISNISIC] A SOPUIINSI}




Resultados v Discusion

odoratona (19) y el torreyol (81) inhiben de manera menos drastica, pero
significativa, el crecimiento radicular de la semilla de prueba, encaontrandose
que el efecto inhibidor es dependiente de la concentracion.

Los compuestos (20), (21). (49) y (80) no demostraron un efecto inhibidor
apreciable del crecimiento radicular, observandose que el compuesto (49) en el
rango de concentraciones utilizado estimuia el crecimiento radicular de la
especie de prueba. La gedunina (3) y su derivado (14) no se evaluaron ya que
praviamente se demostré que ninguno de los dos compuestos afecta el

crecimiento vegetal (Villarreal, 1996).
.

Este trabajo constituye ia primera descripcién de las propiedades :

fitotoxicas para la odoratona (19). Este hallazgo aunado a los resultados
previamente descritos para el melianotriol (Villareal, 1996) aislado de Guarea

grandifolia, indican que los protolimonoides poseen actividades fitotdxicas i

significativas.

En relacién a la notable actividad fitotoxica demostrada por Ios

sesquiterpenocides (-)-a-cadinol y torreyol, cabe mencionar que previamente '
Yatagai et al/., (1991) demostraron que el aceite esencial de Cryptomeria .
Jjaponica que contiene cadinol, torreycl, B-eudesmol y cedrol, entre otros, .
retardan la germinacion de las semiilas de réabano. "1

La evaluacidon de! efecto relajante de la musculatura lisa in vitro de los

compuestos (3), (14), (19), (20), (21), (80), (81) y (82), se realizé utilizando la
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misma metodologia que para el caso de las fracciones primarias y el extracto
original (Zygmunt et a/., 1993; Kachur et al., 1986). Estos ensayos permitieron
determinar que la gedunina (3), la 7-desacetil-7-oxogedunina (14), el (-)-a-
cadinol (82) y el torreyo! (81), inhiben de manera notable las contracciones
inducidas por despolarizacién con KCI en el ileon de cobayo. Los resultados de
esta determinacion se resumen en la Grdfica 5. En la Tabia 11 se resumen los
vatores de Cls para cada uno de los compuestos. De acuerdo a ios valores
enlistados en la Tabla 12 el torreyol (81) y la gedunina (3) son los compuestos

maéas potentes como relajantes de la musculatura lisa.

Tabla 12. Valores de Cls, para 10s compuestos aislados y caracterizados i

Covn_euo-to Cho (pg/mt)
(-)-a-cadinol (52) 2.38 v
torreyol (81) 4.09 i
gedunina (3) 3.27 ¢
7-desacetil-7-oxogedunina (14) 8.76 ‘
3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-ona (50) 48.78 ,;
odoratona (19) 52.36 b
odoratol (20) 86.09 v
isoodorato (21) 66.97 :

En el caso de los sesquiterpenocides los resultados farmacologicos
derivados en el presente estudio se encuentran en armonia con los descritos
por Zygmunt et al., (1993), quienes comprobaron que el torreyo!, el a-cadinol y

otros compuestos relacionados inhiben ias contracciones inducidas por KCi
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(60mM) en aorta aislada de rata. También estos mismos autores demostraron
mediante experimentos de unidn a receptores que el torreyol y el a-cadino! se
comportan como antagonistas competitivos del calcio.

Por otro lado, en el caso de la gedunina (3) y la 7-desacetil-7-
oxogedunina (14), la presente investigacion constituye la primera descripcion de
sus propiedades relajantes de ila musculatura lisa. Aun mas, de acuerdo a una
revisién bibliografica exhaustiva este tipo de propiedad no ha sido descrito
previamente para limonoide alguno.

Por ultimo cabe destacar que., los sesquiterpenoides cubenol, (-)-a-
cadinol y torreyol han demostrado previamente actividad antifungica.
antimicrobiana e insecticida especificamente contra las termitas (Kondo e
imamura, 1986; Yamaguchi y Sato, 1985; Yatagai et a/., 1991; Kinjo et a/., 1988,
McDaniel, 1989). Asi mismo, como se indicé anteriormente la gedunina (3) ha

demostrado propiedades antimaldricas e insecticidas.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.- En e} presente estudio se determind e! potencial espasmolitico de la
especie C. odorata mediante la evaluacién del efecto relajante sobre la
contraccién ténica de iledn de cobayo inducida por despolarizacidn con K
(60mM). De manera adicional, se investigd el potencial herbicida de la especie
a través de la determinacion del efecto del extracto de !a madera sobre el
crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus.

2.- El fraccionamiento biodirigido del extracto orgadnico activo de la
madera (extracto CHCIy), permitid el aislamiento y la caracterizacion de dos
limonoides [gedunina (3) y 7-desacetil-7-oxogedunina (14)), cinco
protolimonoides [odoratol (20), isoodoratol (21), odoratona (19), 22S-
hidroxitirucalan-7,24-dien-3,23-diona (49) y 3a.22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-
23-ona (80)], tres sesquiterpenoides [ torreyol (81), (-)-a-cadinol (82) y cubenol
(32)), y un esterol [sitosterol (39)). La 3a,22S-dihidroxitirucalan-7,24-dien-23-
ona (80) constituye un nueve producto natural.

En general, la caracterizacion de los productos naturales se realizé por
métodos quimicos y espectroscipicos. En el caso del odoratol (20), la
determinacién inequivoca de su estructura se realizé mediante un andlisis de
difraccion de rayos X.

De manera adicional, el andlisis por cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas permitié la detecciéon de 17 sesquiterpenoides
adicionales.

3.- Se determiné el efecto regulador del crecimiento vegetal de los
productos naturales aislados del extracto fitotdxico, encontrandose que los
sesquiterpenoides (-)-a-cadinol (82) y torreyol (81), asi como el triterpenoide
odoratona (19), inhiben de manera signicativa el crecimiento radicular de A.
hypochondriacus.

4.- El extracto de la planta, asi como el limonoide gedunina (3) y los
sesquiterpenocides torreyol (81) y (-)-a-cadinol (82) demostraron un efecto
espasmolitico importante mismo, que podria estar correlacionado con el uso
popular de esta especie como agente antiespasmoédico.

5.- La especie Cedrel/a odorata constituye una fuente potencial de

compuestos con propi moliti y reguladoras del crecimiento

vegetal.

Vi. PERSPECTIVAS

Completar e! estudio fitoquimico de las fracciones de mayor polaridad
para asi determinar de manera integral el contenido metabdlico secundario de la

especie C. odorata L.

Determinar ei efecto sobre el crecimiento vegetal de los productos

13



Resultados v Iiscusidn

naturales utilizando otras semillas vegetales de prueba con la finalidad de
ampliar el conocimiento de estos compuestos como agentes reguladores del
crecimiento vegetal.

Establecer el(ios) mecanismo(s) mediante el cual la gedunina (3) y la 7-

desacetil-7-oxogedunina (14) ejercen su efecto relajante de la musculatura lisa.
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Apéndice

Tabla 1a. C

gedunina (3)

' opi y icas de ia

"’W C22H2207
[Pm a82

p. 218°C

lalo 244° (CHC)

IR Vmas (KBr) cm™™

(Figura 1a)

3452, 1736, 1708, 1670, 1514, 1288, 1028, 820

EMIE m/z (int rel)

(Figura 2a)

482 [M” (9)). 467 [M-15 (1)), 423 [M*+H-E0 (2)]. 407
(7), 379 (3). 328 (17), 299 (100), 281 (5), 257 (6),
256 (5), 213 (7). 163 (12), 149 (25). 137 (15), 121
(12). 95 (16), €9 (16), 43 (26).

ArAa R et Ao
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Tabla 2a. C fisi y étricas de la 7-
di il-7-oxogeduni (14)

[FM | CzeH306

PM 438.51

pf 262-265°C

Talo 50 (CHCly)

IR Venaz (KBF) cm* 3452, 3044, 1736, 1708, 1670, 1504,

(Figura 8a ) 1288, 1030, 818

EMIE-FAB, nvz (int rel) 439 [M+ (2)]. 423 [M-15 (5)], 395 (5),

(Figura 6a) 368 (4), 368 (4), 316 (23), 315 (100),
297 (7).256 (), 236 (5), 189 (4), 161
(10), 137 (12), 135 (11), 95 (13), 69
(12), 43 (11)
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Tabla 3a. Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCl,) de la gedunina (3) y 7-desacetil-
7-oxogedunina (14)

Protén Col uesto
gedunina (3) 7 til-7-oxogedunina (14
H-1 7.09(10.15)d 7.11(102)d
H- 866 (10.15) d 592 (9.9 d
H-! 2.17 (13.05, 2.55) ad 2.15(12.3, 2.4) dd
H 1.90m 2.90 (12.3) t, 2.40 (12.3, 3.2) dd
H- 4.55 (2.1, 3.6)dd J—
H-9 249 (12.45, 6.0) dd 219 (123, 1.2) dd
H-15 3.53s 3.94s
H-17 562s .55
H - 7.41 sa 7.41 (03) ¢
H-52 6.34 (1.5, 1.65) dd 6.34 (1.2)
H-23 7.41sa 7.42 (0.9, 0.6) gd
CH>-18 1.07s 12s
CH>-19 1.06 s 1.2s
CH,y-28 1.15 s 1.08s
CH>-29 1.25s 1.16 s
CH5-30 1.22s 1.14s
CH.COO-7 2.10s
Los (relati al TMS) estan dados en ppm y las constantes de
(en pai en Hz. Las se por una de
COSY Y HETCOR.
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Apéndice

Tabla 4a. Datos de RMN-'°C (75 MHz, CDCls) de la gedunina (3) y su derivado.

Carbon Co uesto
unina (3) 7-desacetil-7-ox dunina (14

C- 156.85 155.88

C-2 125.99 126.42

C-3 203.87 203.70

C4 44.04 44.20

C-£ 46.04 47.58

C-€ 23.4C 36.67

C-7 73.22 208.00

C-¢ 3 4522

C-¢ 39.54 52

Cc-10 40.20 3 5]

C-1 15.10 17.17

C-12 26.10 3221

C-13 38.73 37.72

C-14 69.76 65.70

C-1€ 56.89 54

C-1€ 167.10 1€

C-17 78.24 77.

C- 17.73 17.

C-1 19.74 19.

C-2 120.42 120.

C-: 143.06 143.

C-2% 109.84 107.9

C- 141.18 141K

C-2 27.10 20.9¢

Cc-29 21.24 20.62

C-30 18.10 26.9¢C
Los estan dados en ppm. Las es se por DEPT y
por de los itos con a
relacionados.
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Apéndice

Tabla Sa. C L ({ P opi v P (]
odoratol (20)

FM CaoHs0O4
Ll 474
[ -2 219-221°C

IR vmax (KBr) cm™ 3394, 2960, 3887

(Figura ®a)

EMIE vz (int rel) a74 [M° (58)]. 458 [M-18 (100)], 441

(Figura 10a) (40), 423 (20), 405 (3.5), 283 (26).

131 (31), 71 (54)
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Tabla 8a. C fisi v opi 12 icas del
iscodoratol (21)

Hi
CH;
v CHj
OH
("] CaoHs004
M 474
[ XA 240-243°C

IR Vimas (KBr) cm™ 3381, 2948, 2866

(Figura 18a)

EMIE mvz (int rel) 474 [M" (39)), 459 [M-18 (100)),

(Figura 16a) 441 (42), 423 (20), 405 (4), 283

(26), 131 (35), 71 (30)
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~pendice

P 1 ] étricas de ia

Tabla 7a .C fisi P
odoratona (19)

CH;
QA _CHs
CH3
H
?”t CaxoHaaOu
PM 472
p.f. 217-220°C
IR Vmax (KBr) cm™”’ 3499, 3430, 1706, 1462, 1385,
(Figura 20a) 1108,990
EMIE mv/z (int rel) 472 [M” (36)), 457 {M-18 (53)), 441

(Figura 21a) (41), 299 (33), 131 (38), 83 (52), 71

(100), 42 (95)
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Tabla 8a. Datos de RMN-'H (500 MHz, CDCl,) del odoratol (20) y compuestos

relacionados.
Proton Compuesto
odoratol {20) iscodoratol (21 odoratona (19!
H-28 — — 2.75 (5.4, 14.5, 14.5)
ddd.
H-3 3.44 sa 3.47(2.7) ¢ -
H-7 525(2.756.75)dd | 5.25 (2.75, 6.75) dd 5.31 (3.5, 6.5) dd
H-22 3.81 (1.5.6.5) dd 3.71 (1.25. 8.25) dd 3.82 (1.5.6.5)dd
H-23 3.90 (6.0.6.0) dd 3.89 (6.25, 8.25) ad 3.97 (6.25, 12.25) dd
H-24 3.59 (6.25,6.25) ¢ .79(6.5) d 3.66 (6.25, 6.25) dd
CH,-1E 0.76 s 0.77 s 0.82s
CH,-19 0.83s 1.16 s 1.22 s
CH;-2 0BS5S s 0.90s 0.84 s
CH,-26 1.20 s 1.30s 1.22s
CHy-27 120 s 091 s 1.04s
CH,-28 092 s 0.93 s 1.04s
CH,y-29 090 s 0.84s 1.00s
CH,-30 1.00s 1.01 1.11s
OH-3 2.65 — —
OH-23 399(6.0)d —_ —_—
OH-24 3.88 (6.0)d — —
Los d

nesplmmnantos quimicos (relativos al TMS) estan dados en ppm y las constantes
de acoplamiento (en paréntesis) en Hz.
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Tabla 9a. Datos de RMN->C (75 MHz, CDCly) del odoratol (20) y compuestos

relacionados.

Carbon Compuesto
odoratol {20)** isoodoratol {(21)" odoratona (19)*
C- 30.96 31.23 8.53
C-Z 27.4 27.74 4.90
=C 75 76.36 213.00
C-4 3 37.37 47.86
C-¢ P 44.56 52.35
cC-6 2 23.8€ 24.31
C-7 1 117.89 117.77
C 1 146.16 145.98
C-! 4 49.18 48.50
C-10 3 34.71 34.99
C-11 1 17.9€ 18.24
C-12 3 33.6€ 33.47
C-13 4 43.51 43.48
C-14 S 51.26 51.18
C-15 3 33.98 34.02
C-1¢€ 25.21 25.35 27.72
C-17 48.34 48.71 49.25
Cc-18 12.71 12.95 12.74
Cc-19 21.4E 21.76€ 21.54
C-20 37.2 36.589 37.47
C-21 12.16 12.14 2.36
C-22 83.49 34.53 83.68
C-2¢C 72.28 8.36 72.90
.24 76.80 30.63 77.43
-25 80.71 79.39 80.88
-26 27.p1* 27.74 24.25
['c27 21.21~ 23.57 24.48
c-28 27.47 27 .47 21.78
Cc-29 21.56 21.76 27.64
C-30 27.23 27.05 27.72

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se realizaron
con base en el analisis de los espectros DEPT, HMBC y HMQC y por comparacion de
los desplazamientos quimicos con aquelios asignados a compuestos relacionados.

**CDCI3-DMSOD,

“CDCn,
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Figura 2. Espectro en el IR del odorato! (20)
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