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INTRODUCCION



A través de la historia el hombre ha empleado las plantas como medicina
alternativa, utilizando sus raices, tallos, hojas, flores y /o frutos. Este conocimiento
de las plantas esta basado en una experimentaciéon empirica de muchos afos y
que gracias al legado entre generaciones se ha conservado hasta nuestros dias.
Nuestro pais cuenta con una amplia variedad de recursos naturales entre los que
destaca su flora'.

El interés por el estudio de la flora Mexicana radica en la posibilidad de encontrar
nuevos metabolitos secundarios que tengan propiedades que sean Uutiles a la
humanidad. A nivel mundial el estudio quimico-biolégico de las plantas
medicinales ha logrado aislar compuestos anticancerigenos como el etoposido y el
taxol; antimalaricos como la quinina y artemisinina; analgésicos como la morfina y
tranquilizantes como la reserpina °.

Todos los compuestos mencionados anteriormente son llamados productos
naturales siendo un producto natural, todo aquel compuesto aislado de una fuente
vegetal o animal’.

La Quimica de los productos naturales se ha incrementado grandemente debido al
desarrollo de la Quimica organica y de las técnicas espectroscépicas de UV, IR,
RMN'H, RMN™C, asi como la espectrometria de masas. Ademas de nuevos
métodos de purificacion como la cromatografia en fase liquida a alta presion
(HPLC) por sus siglas en ingles y el analisis espectrométrico por gases-masas.
Todos estos adelantos han permitido aislar y asignar a muchos compuestos de
origen vegetal su estructura correcta, para utilizarlos en su forma natural o
modificada.

El presente trabajo muestra el estudio fitoquimico de la planta Montanoa
tomentosa sub. tomentosa de la familia de las compuestas, contribuyendo al

conocimiento de la composicion quimica de esta especie.
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OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL.:

Realizar el estudio fitoquimico de las hojas de la especie vegetal Montanoa

tomentosa sub. tomentosa para aislar e identificar las lactonas sesquiterpénicas

presentes y determinar su actividad alelopatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Compilar la informacion Quimica de la planta estudiada (Montanoa
tomentosa sub. tomentosa).

Colectar la especie vegetal Montanoa tomentosa sub. tomentosa, para la
realizacion de su estudio fitoquimico.

Obtener el extracto de diclorometano de las  hojas y mediante
cromatografia en columna aislar las lactonas sesquiterpénicas presentes.
Purificacion de las lactonas sesquiterpénicas aisladas, mediante
cromatografia en capa delgada.

Identificacion de las lactonas sesquiterpenicas aisladas mediante técnicas
espectroscopicas mono y bidimensionales de RMN de hidrégeno y C-13.
Obtener derivados semisintéticos a partir de las lactonas sesquiterpénicas
aisladas.

Asignacion total de los desplazamientos quimicos de Hidrogeno y C-13 de
las lactonas naturales y semisintéticas.

Determinacion de la actividad alelopatica de las lactonas en semillas

amaranto ( Amaranthus hypochondriacus) y pasto ( Lolium multiflorum).
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JUSTIFICACION



La herbolaria mexicana se ha venido usando desde la antigiedad, dejandonos asi
un legado extenso en la medicina tradicional, aplicable a la vida cotidiana, motivo
por el cual se realizan estudios a las plantas de origen curativo con la finalidad de
obtener e identificar los compuestos con propiedades biolégicas que validen su
uso medicinal. Por lo tanto con el presente trabajo se pretende continuar con los
estudios realizados a la especie Montanoa tomentosa sub. tomentosa para aislar y
e identificar las lactonas presentes y obtener sus derivados semisintéticos, para

determinar su actividad alelopatica.
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HIPOTESIS



En estudios recientes se ha publicado que las lactonas sesquiterpénicas,
presentan actividad herbicida, ya que inhiben la germinacion de semillas mono y
dicotiledoneas. El estudio fitoquimico de la planta Montanoa tomentosa sub.
tomentosa es necesario para comprobar que las lactonas sesquiterpénicas
presentes en la planta, sean las responsables de la fuerte actividad alelopatica en

donde crece y se desarrolla.
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GENERALIDADES



ANTECEDENTES

La familia Asteraceae, también llamada Compositae; es reconocida como la
familia con mayor riqueza y diversidad bioldgica.

La familia Asteraceae se divide en 13 tribus y es una de las mas diversas y
ampliamente distribuida de las angiospermas debido a su plasticidad genética, a
su capacidad de distribucion y a su capacidad para adaptarse a diferentes
condiciones ecologicas. También, se considera que su plasticidad quimica ha
desempenado un papel preponderante en su diversificacion debido a la presencia
de metabolitos secundarios que han sido usados como mecanismo de defensa
contra depredadores y/o competidores 3,

Los miembros de la familia Asteraceae o (Compositae), constituyen uno de los

grupos mas diversificados dentro de las plantas con flores (Magnoliophyta).

ASTERACEAE

Asteraceae o Asteraceas, antes llamadas Compositae o Compuestas, es una
familia de plantas herbaceas anuales o perennes, que se caracterizan por agrupar
las flores en una inflorescencia compuesta o capitulo, rodeadas de una o varias
filas de bracteas (involucro), con receptaculo plano o convexo, rara vez cilindrico,

frecuentemente provisto de bracteas, escamas o pelos en su interior>°.

Las flores son pequenas, hermafroditas, en ocasiones unisexuales o estériles;
gamopétalas; caliz nulo o formado por pelos simples o plumosos, por escamas o
por una pequefa corona membranosa; la corola puede ser tubular con 4 6 5
l6bulos, tubular bilabiada, con el tubo corto y el limbo prolongado lateralmente en
una ligula con 3 o 5 dientes; androceo de 5 estambres; gineceo infero, con el
ovario y el primordio seminal, con un estilo y con 2 estigmas. Inflorescencias en
capitulo, rodeado por un involucro de bracteas; Los capitulos a su vez pueden
agruparse en inflorescencias compuestas diversas. Fruto en aquenio, a menudo
coronado o provisto de vilanos. Se caracterizan por tener hojas alternas,

opuestas, de formas muy diversas, sin estipulas'®.
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Muchos miembros de la familia se cultivan como plantas ornamentales.

Androceo: Estambres

Corola: Pétaloy’ AN 0 |
Calz Sépalos.. %

Granos de Poler
Nectario
Padiculo

Estambre

Figura No 1. Esquema de una flor.

Los capitulos, (Figura N°2) a su vez, pueden agruparse en inflorescencias

compuestas diversas, determinadas, terminales o axilares®.

Flor tubulosa madura Flor ligulada };-c"j:':ff_i"

w4

)
k)

Flores tubulares

maduras Flores tubulares )
inmaduras Flores liguladas

Invelucro de bracteas

(Filarias)

Figura No. 2. Esquema del capitulo e inflorescencia de las Asteraceae
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En la tabla No.1 Se indican las especies y variedades pertenecientes a las 13
tribus de la familia Asteraceae en México®.

TRIBUS GENEROS | ESPECIES | VARIEDAD O | TOTAL
SUBESPECIES

Anthemideae 13 26 1 27
Asterae 38 338 42 380
Calenduleae 1 1 0 1
Cardueae 4 47 2 49
Eupatorieae 61 589 51 640
Heliantheae 171 1175 180 1355
Inuleae 15 70 3 73
Lactuceae 25 75 6 81
Liabeae 3 23 0 23
Mutisieae 8 90 11 101
Senecioneae 19 228 15 243
Tageteae 19 128 20 148
Vernonieae 10 71 11 82

Tabla 1. Tribus de la familia Asteraceae presentes en México.

Tribu: Heliantheae

La tribu Heliantheae pertenece a la familia Asteraceae. Su nombre deriva del
género Helianthus, en latin para flor del sol. Las Heliantheae es la tercera tribu
mas grande en esta familia, con 190 géneros y ~cerca de
2.500 especies reconocidas. Solo las tribus Senecioneae y Astereae la superan en
cantidad de especies. Muchos géneros y especies se encuentran
en Norteamérica y en Sudameérica, particularmente México. Unos pocos géneros

son pantropicales.
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Muchos géneros de esta tribu son hierbas o arbustos, pero hay algunos que
crecen hasta alcanzar el tamafo de pequenos arboles. Las hojas son
usualmente pilosas y arregladas en pares opuestos, las anteras son oscurecidas,
poseen flores en forma de corazén con pétalos generalmente de color blanco.
Algunos miembros de esta tribu (Heliantheae), tienen propiedades medicinales y
tienen importancia comercial debido a sus propiedades anticonceptivas. Algunos

miembros de esta tribu son usados como plantas de ornato®>.

Género Montanoa

El género Montanoa, pertenece a la tribu Heliantheae y la planta en estudio es:

Montanoa tomentosa sub tomentosa.

Figura No. 3 Caracteristicas fisicas de la planta Montanoa tomentosa subs
tomentosa®.

Zoapatle es el nombre comun de Montanoa tomentosa subs. tomentosa., la cual
es una planta originaria de México.

Antiguamente, Montanoa tomentosa se conocia como cihuapatli; nombre, de
origen nahuatl, que significa “medicina de la mujer’ (cihuatl-mujer; patli-

medicina)’""°.
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SINONIMOS:
Cihuapatle, cihuapatli, guapiojo, hierba de la parida, hierba de la mujer, hierba de

tod, gordolobo de terreno y zoapatle *%.

Las especies de Montanoa se localizan exclusivamente en el continente
Americano e islas adyacentes, en Meéxico se encuentran distribuidas
principalmente en el area comprendida de Durango, Nuevo Ledn, Chiapas, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Guerrero, Michoacan, Guanajuato, Querétaro,

Hidalgo, Veracruz, Estado de México, Oaxaca.

Hoy en dia en los mercados de plantas medicinales se venden como Zoapatle
varias especies de Montanoa: M. tomentosa, M. frutescens y M. floribunda™.

En la tabla No 2. Se presenta la clasificacion botanica y caracteristicas biologicas
del zoapatle.

Reino : Plantae Localizacién Areas cercanas al valle
de México, en bosques espinosos y

Division: Magnoliophyta |desiertos. A la orilla de brechas y
arroyos.

Clase Magnoliopsida | Tipos de climas Aridos a semiaridos
a 1900 a 2800m, s.n.m.

Familia Asteraceae Floracion Agosto-octubre 0
septiembre-noviembre

Tribu Heliantheae Tipo de planta Arbusto muy
ramificado

Genero Montanoa Limbos Largos, color verde oscuro
con margenes irregulares.

Especie tomentosa Forma de las hojas Acorazonadas y
opuestas

Subespecie tomentosa Altura 1a3m

Tabla No.2. Clasificacion botanica del zoapatle: Montanoa tomentosa subs.
tomentosa'®.

El zoapatle 6 cihuapatli es una planta utilizada en forma de extracto acuoso (en

forma de té, hirviendo la hojas de la planta de 10 a 20 minutos) desde hace mas
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de 500 afios con fines curativos >. El uso medicinal que daban a esta planta los
Mexicas era para aliviar los padecimientos de la mujer al termino del embarazo,
induciendo el labor de parto al incrementar las contracciones uterinas y también
para disminuir el tiempo de “cuarentena” postparto. El uso del zoapatle para

inducir el sangrado menstrual fue descrito por Alfaro en 1866,

PRINCIPIOS ACTIVOS DEL ZOAPATLE

Se han aislado mas de 40 compuestos quimicos de la Montanoa tomentosa subs.
tomentosa y especies afines. De todos estos compuestos quimicos solo se ha
probado la accion farmacologica de algunos, entre los cuales se encuentran: el
Montanol (M), Zoapatanol (Z), Tomentol (T), Tomexantina (Tx), Acido
kauradienoico o grandiflorenico (AG), Acido Monoginoico (AM), Acido kaurenoico
(AK).

El Z y M son compuestos biolégicamente activos aislados principalmente de las
hojas de zoapatle, y representan un tipo de estructura diterpenoide oxepano
inusual %°. De la mezcla diterpenoide se ha encontrado que T y Z se encuentran en
mayor proporcion que M ?6. Otro compuesto con este tipo de estructura es la TX
21 que junto con el T, han sido evaluados en ensayos bioldgicos por su actividad
uterotonica 2’

El extracto acuoso de la planta presento mayor potencia farmacologica para
producir actividad  uterotonica que los extractos organicos (extractos de
cloroformo, alcohol, éter, etc.) '®.

Ademas en su composicion también se encuentran presentes varios tipos de
lactonas sesquiterpénicas contenidas en las hojas de la planta, a las cuales se

le atribuye su efecto citotoxico®.
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Lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas son constituyentes caracteristicos de plantas de la
familia Compositae, aunque se han encontrado en otras pocas plantas de familias
como Magnoliaceae, Umbelliferae, y Lauraceae'®. Sin embargo, el mayor nimero
de lactonas publicadas son aisladas de las plantas pertenecientes a la familia
Asteraceae. El numero de lactonas conocidas en el afio de 1994 eran alrededor de
4000 y aproximadamente 5000 estructura en el 2001. Las concentraciones de
lactonas sesquiterpénicas pueden variar entre el 0.01 y el 8% del peso seco, y se
les encuentra generalmente en hojas y partes floridas. Se las puede encontrar en

forma libre y raramente en forma glicosidica *°

Biogénesis de las lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas poseen un esqueleto fundamental con 15 atomos
de carbono, que tedricamente derivan de la union de 3 fragmentos de isopreno (2-
metil-1,3-butadieno), cabeza, cola y algunos productos de transposicién. Se
originan a partir del pirofosfato-trans-farnesilo como los demas sesquiterpenos

natural.
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Wﬁ%

Pirofosfato trans-farnesilo

Diversos tipos de lactonas sesquiterpénicas

Figura No. 4. Biogénesis de la formacion de las lactonas sesquiterpénicas.

La lactonizacion del precursor sesquiterpenoide parece producirse por un
mecanismo de oxidacién de un grupo metilo hasta carboxilo, la oxidacion de un
carbono adyacente y finalmente la deshidratacién entre los grupos carboxilo e
hidroxilo formados °.

Figura No. 5. Biogénesis del anillo lactonico en las sesquiterpenlactonas.

0 = g;?\&
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Las germacrandlidas son consideradas lactonas de primer paso biogenético y se

supone que sean las precursoras de las demas. Se forman por ciclacion

enzimatica seguida de oxidacion

enzimatica del trans-trans pirofosfato de

farnesilo. Se dividen en: germacrdlidas si contienen dos dobles ligaduras, en C-1,

C-10 y en C-4, ambas con configuracién trans; en heliangdlidas si la doble ligadura

de C-1, C-10 es cis. Cuando la doble ligadura, cuando la doble ligadura de C-4

tiene configuracion cis se tiene el grupo de las melampolidas, y si ambas dobles

ligaduras son cis, se tendra el grupo de las lactonas cis, cis®

/
o

Germacrdlidas

o

Melampélida

Heliangdlidas

Lactonas cis, cis

(o}

Q

Figura. No. 6. Tipos de germacrandlidas.

Guayandlida

=

+

Germa[radieno

0

Eudesmandlida.

o}

Elemandlida

0

Eremofilandlida.

Figura No.7. Relaciones Biogenéticas

sesquiterpénicas

de algunos grupos de

lactonas
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METABOLITOS SECUNDARIOS
AISLADOS DE LAPLANTA
Montanoa tomentosa sub. tomentosa
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M. tomentosa. Cerv. Parte analizada: Raices. Lugar de colecta: Ciudad de
México.

1. Acido monogindéico.

2. Zoapatlina.

3. Acido ent-kaur-9(11)16-dien-19-oico.
4. Acido kaurenoico.

Caballero Y.; Walls F. Bol. Inst. Quim. Univ. Nacl. Autén. México. 1970, 22, 79-
102.

M. tomentosa. Cerv. Parte analizada: Partes aéreas. Lugar de colecta:
Guerrero, México, en julio de 1978.

0]
Ang= /k‘)

(1a) Zoapatanolida C.
(1b) Zoapatanolida D.
(2) Pumilina.

Quijano L.; Gémez F.; Calderon J. S.; Lopez J.; Rios T. Phytochemistry
1984, 23, 125-127.

28



M. tomentosa. Cerv. Parte analizada: Hojas y flores.

OCOC(CH3)=CHCH,3

Tomentosina

Geissman T. A.; Griffin T. S. Rev. Latinoam. Quim. 1971, 2, 81-83.

M. tomentosa Cerv. Parte analizada: Hojas. Lugar de colecta: Ciudad
de México en marzo de 1984.

5 4

¢ R= )\vCHzf

(1a) Tomentol.(1b) Tomexantol. (1c) Zoapatanol. (2a) Pre-tomentol. (2b)
Pre-tomexantol. (2c)Pre-zoapatanol.

Quijano L.; Calder6n J. S.; Gomez F.; Rosario V.; Rios T
Phytochemistry 1985, 24, 2741-2743.
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M. tomentosa Cerv. subsp. tomentosa. Parte analizada: Hojas. Lugar
de colecta: Oaxaca, México en 1986.

R1 RZ RS
1 CH,OAc CH,OH OH
2 CH,OH CH,0OH H

6 R=OH
7R=H

(1) Zoapatol A.

(2) Zoapatol B.

(3) Pre-zoapatanol.
(4) Zoapatanolida F.
(5) Zoapatanolida A.
(6) Zoapatanolida C.
(7) Zoapatanolida D.

(8) Pumilina.
Quijano L.; Gémez F.; Sierra E.; Rios T. Phytochemistry 1991, 30,
1947-1950.

M. tomentosa Cerv. Parte analizada: Hojas. Lugar de colecta: Ciudad
de México en septiembre de 1993.

:
COOH COOH

n:
COOH

Acido ent-kaur-9(11)16-dien-19-oico Acido monoginéico Acido ent-kaur-16-en-19-oico
Se realizo deteccion cualitativa de los acidos kaurenoico,

kaurendioico y monoginoico en la infusiéon de Montanoa tomentosa
Cerv., utilizando métodos de CG-EM y 2D-RMN.

Enriquez R. G.; Miranda-G. E.; Ortiz B.; Ledn |.; Magos G.; Peiha A.;
Revnolds W. F.: Gnecco D. Planta Medica 1996. 62(6). 569-571.




M. tomentosa Cerv. Parte analizada: Semillas. Lugar de colecta:
Ciudad de México.

CHs

COOH

COOH

Acido glandiflorénico Acido kaurenoico Acido monoginsico

Villarreal M. L.; Rojas G.; Quintero R.; Miranda E.; Enriquez R.; Leén I;
Reynolds W. Biotechnology Letters 2001, 23, 1279-1284,.

M. tomentosa. Se realizo un analisis cristalografico de rayos X de la
Zoapatanolida B.

Cowe H. J.; Cox P. J.; Howie A. Journal of Crystallographic and
Spectroscopic Research 1990, 20(6), 571-576.

M. tomentosa. No hay datos de la parte analizada del vegetal ni del
lugar de colecta.

:H
GooH

Acido ent-kaur-9(11)16-dien-19-oico
Asignaciones totales de *H y *3C del 4cido ent-kaur-9(11) dien-19-oico
con el auxilio de correlaciones heteronucleares 2D optimizado para
constantes de acoplamiento **C-'H geminales y vicinales.

Reynolds W. F.; Escobar L. I.; Lozoya X. Can. J. Chem 1984, 62, 2421-
2425.




M. tomentosa. Cerv. Parte analizada: Extractos acuosos de hojas
raices y tallos.

CooH gooH Coon

Acido glandiflorénico Acido kaurenoico Acido monoginéico

Enriquez R. G.; Escobar L. |I.; Romero M. L.; Chavez M. A.; Lozoya X.
Journal of Chromatography 1983, 258, 297-301.

M. tomentosa Cerv. Parte analizada: Hojas. Lugar de colecta: Ciudad
de México en 1983.

1a A" R=H
1b A%, R=Me

(1a) Zoapatanol.

(1b) Montanol.

(2) Tomentol.

(3) Tomexantol.

(4a) Zoapatanolida E.

Quijano L.; Calderon J. S.; GoOmez F.; Rosario V.; Rios T.
Phytochemistry 1985, 24, 2337-2340.
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M. tomentosa Cerv. subsp. tomentosa. Parte analizada: Hojas. Lugar de
colecta: El material vegetal fue cultivado en la estacion Lisle en lllinois del
Departamento de Farmacognosia en el verano de 1982.

I

3 CCH(Me)CHMe

1

2 ——CH,CH=CMe, H

3 ——CH=C(Me)CHMe, H

, ~—CH=CHC(OH)CHMe,  Ac
CH,

5 —CHQ(‘:‘cEMez H

(1) Tomentanol.
(2) Zoapatanol.
(3) Montanol.
(4) Tomexantina.
(5) Tomentol.
Oshima Y.; Cordell G.; Fong H. H. Phytochemistry 1986, 25, 2567-2568.




M. tomentosa Cerv. ssp. tomentosa. Parte analizada: raices y hojas. Lugar
de colecta: El material vegetal fue cultivado en la estacion Lisle en lllinois
del Departamento de Farmacognosia en los veranos de 1982 y 1985.

COOH &ooH COOH

Acido ent-kaur-16-en-19-oico.  Acido ent-kaur-9(11),16-dien-19-oico  Acido monoginaico.
(acido grandiflorénico).

oH

CooH GOOH
Acido grandifiérico. Acido angeloil grandiflérico

B-Sitosterol. Estigmasterol.

Lu Z-Z.; Xue H-Z. O.; Tu Z-B.; Cono Ch.; Waller D. P.; Soejarto D. D.;
Cordell G. A.; Fong H. H. S. Journal of Natural Products 1987, 50(5),
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ENSAYO BIOLOGICO.

Germinacion de las semillas

La determinacion de la actividad alelopatica de las lactonas aisladas y sus
derivados acetilados, fue evaluada con uno de los ensayos bioldégicos mas
empleados para el estudio de aleloquimicos el cual comprendio la evaluacién de la
germinaciéon de las semillas y la elongacion de raiz y tallo de las plantulas en

semillas de amaranto ( Amaranthus hypochondriacus) y pasto( Lolium multiflorum).

Para lo cual se realizé la técnica que a continuacion se describe:

El bioensayo se realizé en cajas petri de vidrio de 10 cm de diametro a los que se
les colocod en el fondo un papel filiro esterilizado. Se lavaron las semillas de
amaranto y pasto con una solucion al 10% de hipoclorito de sodio. Se preparo una
solucién stock de las fracciones colectadas a 1000 uM en el disolvente adecuado,
de la cual se tomaron los volumenes apropiados para obtener concentraciones de
400, 500, 600, 800uM estos se colocaron sobre el papel filtro de las cajas petri y
se permitié la evaporacién completa del disolvente antes de agregar 5 mL de
agua destilada esterilizada. Después se inicié a la germinacion de 25 semillas por
caja, en todos los casos se efectuaron tres réplicas como control positivo
utilizando agua estéril. Cabe mencionar que el procedimiento anterior se realizo en
una campana de flujo laminar para evitar contaminacion microbiana.
Posteriormente las cajas petri se sellaron con papel parafilm y se incubaron a 25°
C, el tiempo de incubacion fue de aproximadamente 36 hrs. para germinacién y 72
hrs. para elongacion. Se eliminé el agua de cada una de las cajas y se midi6 la
longitud tanto de la raiz como del tallo de las plantulas. Los datos obtenidos se

analizaron estadisticamente.
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APARATOS, MATERIALES Y DISOLVENTES

Las cromatografias en columna a presion reducida (CCPR) se realizaron con silica
gel 60 (70-230 mesh ASTM) la proporcion de silica por gramo de extracto.

Las cromatografias en columna por gravedad (CCG) se realizaron con silica gel
230-400. Las CCPR y las CCG, se realizaron adsorbiendo el material en silica
para columna en una proporcién 1:1. Las cromatografias en capa fina (CCF) se
realizaron en cromatoplacas de aluminio de silica gel 60 Fzs4, 0.2 mm., para
realizar el seguimiento de las columnas y para comprobar la pureza de los
metabolitos aislados. Las cromatografias en capa fina preparativa (CCFP) se
realizaron en placas de vidrio de 20x20 cm., silica gel 60F 54, 0.25y 0.50 mm, para
la purificacion y el aislamiento de los metabolitos. Los métodos de revelaciéon
fueron luz ultravioleta proveniente de una lampara portatil Modelo MODER-UVLS-
26, (254-365 nm) y como reactivo cromogénico se utilizé una solucion de 12 g de
sulfato cérico amoniacal y 22 mL de acido sulfurico concentrado en 350 g de hielo.
Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos. Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un
espectrofotometro con transformada de Fourier modelo prospect-IR marca MIDAC
en solucion de cloroformo (CHCI3), o bien, en pastilla de KBr. Los espectros de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H), fueron obtenidos a 400
MHz utilizando un espectrometro analitico Bruker-Avance, utilizando como
disolvente cloroformo deuterado (CDCIs), y como referencia interna tetrametil
silano (TMS). Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
(DEPT, HSQC, HMBC), se determinaron en un espectrometro Bruker-Avance a
100 MHz. En algunos casos especiales se utilizo el experimento bidimensional
COSY y NOESY para el caso de la zoapatanolida C y el acetato de zoapatanolida
C.
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COLECTA DE MATERIAL VEGETAL |

La planta Montanoa tomentosa, fue colectada en el Pedregal de San Angel,
Ciudad de México, en octubre 2004, en su etapa de floracién. Es un arbusto muy
ramificado de aproximadamente 1 a 3 m de altura, con flores de color blanco,
hojas acorazonadas y opuestas, limbos largos, color verde oscuro con
margenes irregulares.

En el siguiente esquema se resume el procedimiento experimental realizado a las

hojas frescas de Montanoa tomentosa subs. tomentosa.

Material vegetal
Montanoa tomentosa

hojas frescas
|

Extracto de
diclorometano

Purificacion

Fraccionamiento por
CCG

Aislamientode
metabolitos
secundarios

Ensayos alelopaticos

Esquema No. 1. Metodologia realizada a las hojas frescas de Montanoa tomentosa subs.
tomentosa.
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Cromatografia de extracto de diclorometano (Colecta 2004).
Primera cromatografia:

El extracto de diclorometano con un peso total de 1.44g, se adsorbié en 6.0g de
gel de silice 35/70 y se coloc6 en una columna empacada con 45g de gel de silice
en una relacién 1:30 con respecto al extracto. La columna se eluyé a presion
ordinaria, con hexano-acetato de etilo 1:1, obteniéndose 9 fracciones de 250mL.
Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina analitica y se
reunieron de acuerdo con sus caracteristicas cromatograficas. Las fracciones
obtenidas se resolvieron en sus componentes mediante cromatografias sucesivas
en capa fina, seguido de la determinacion del peso de cada una.

La tabla No. 3 Indica las fracciones unidas segun el analisis por CCF y los

metabolitos secundarios aislados a partir de las mismas.

Fracciones Peso Sistema de elucion Sustancia
(Hex:AcOEt) Identificada
1 - -
2 92.0mg Zoapatanolida C
3 121.6mg (1:1) Zoapatanolida C
4 120.9mg Zoapatanolida C
5 119.5mg Zoapatanolida C
6 - -
7 - -
8 - -
9 - -

Tabla No. 3 Fracciones obtenidas de la CCG del extracto de diclorometano.

Las fracciones de la 2 a la 5 contienen Zoapatanolida C, las demas fracciones se
desechan. El peso de la unién de las fracciones 2 a la 5 fue de 454mg.

Los 454 mg de Zoapatanolida C impura, fue purificada mediante cromatografia
en capa fina preparativa, utilizando 4 cromatoplacas de silica gel de 1.0 mm de
espesor y tamano 10x20 cm. Las cromatoplacas se desarrollaron en una mezcla
de hexano:acetato de etilo (4:6) corridas dos veces, obteniendo 201 mg de

Zoapatanolida C pura. 30 mg de muestra se enviaron a RMN.
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COLECTA DE MATERIAL VEGETAL I

La planta Montanoa tomentosa subs. tomentosa., fue colectada en la Ciudad
Universitaria UNAM, Ciudad de México, en Marzo 2011. Es un arbusto muy
ramificado de aproximadamente 1 a 3 m de altura, con flores de color blanco,
hojas acorazonadas y opuestas, limbos largos, color verde oscuro con
margenes irregulares.

Cromatografia de extracto de diclorometano colecta (2011).

Segunda cromatografia:

El extracto de Montanoa diclorometano, con un peso total de 7.93 g. se adsorbid
en 24 g de gel de silice 35/70 en una relacion (1:3) y se colocé en una columna
empacada con 240 g de gel de silice en relacion 1:30 con respecto al extracto. La
columna se eluyd a presion ordinaria, con hexano-acetato de etilo (1:1),
obteniéndose 100 fracciones de 125mL. Las fracciones se analizaron por
cromatografia en capa fina analitica y se reunieron de acuerdo con sus
caracteristicas cromatograficas. Las fracciones obtenidas se resolvieron en sus
componentes mediante cromatografias sucesivas en capa fina, seguido de la
determinacién del peso de cada una.

La tabla No. 4 Indica las fracciones unidas segun el analisis por CCF y los

metabolitos secundarios aislados a partir de las mismas.

No. Fracciones Peso(mg) Sistema de Sustancia

Eluato elucién Identificada
(Hex:AcOEt)

1-10 A - -

11-20 B - -
21-28 C - -
29-36 D 707.5 Zoapatanolida C
37-40 E 3294 Zoapatanolida C
41-50 F 367.0 1-1 Zoapatanolida C
51-60 G - -
61-71 H 472.0 Zoapatanolida A
72-73 | 60.0 Zoapatanolida A
74-100 J - -

Tabla No. 4 Fracciones obtenidas de la CCG del extracto diclorometano hojas frescas.
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CONSTANTES ESPECTROSCOPICAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

Zoapatanolida A
C20 H2s Oe
PM = 362 g/mol

P.f. 194-196°C
Compuesto aislado como un sdlido cristalino.

IR. ymaxcM™' : 3440 (OH, grupos hidroxilo), 2935 (C-H),1770 (carbonilo de lactona),
1708 (carbonilo de angelato) y 1650 (dobles enlaces, C=C).

E.M. eV, m/z (%): 362 [M*] (0.12), 344 [M*-H,0]" (0.42), 316 [M-2H,0]" (0.13), 83
[CsH7O]" (100) y 55 [C4H7]* (23.6).

RMN 'H, 400MHz, CDCls, 8(ppm): 6.23 (1H, d, J= 1.6, H-13a); 6.09 (1H, cc, J=
1.6,7.2 Hz, H-3'); 5.61 (1H, sa, H-13b); 5.30 (1H, dda, J= 8.0,7.6 Hz, H-1); 5.05
(1H, da, J=10.4Hz, H-5); 4.96 (1H,dd, J= 10.0, 9.6 Hz, H-8B); 4.79 (1H, da,J=10.8
H-6p); 4.65 (1H, dd, J= 5.2, 11.6 Hz H-3 B); 4.10 (1H, d, J=9.6 Hz, H-9a); 2.79
(1H,cd, J= 1.6,10.0Hz, H-7a); 2.63 (1H, m, H-20. ); 2.12 (1H, dt, J=12.4,7.6 Hz, H-
2 B); 1.97 (3H, cd, J= 1.6, 7.2 Hz, H-4"); 1.91 (3H, g, J= 1.6Hz, H-5'); 1.88 (3H, sa,
H-14); 1.78 (3H, d, J=1.2 Hz, H-15).

RMN "C, 100 MHz,CDCls 5(ppm):169.2 (C-12); 166.6 (C-1'); 142.3 (C-4); 139.0
(C-3'); 136.2 (C-10); 134.7 (C-11); 127.3 (C-2'); 126.3 (C-13); 124.1 (C-1); 122.1
(C-5); 79.9 (C-9); 75.5 (C-6); 72.6 (C-8); 67.0 (C-3); 48.5 (C-7); 32.6 (C-2); 20.3 (C-
5'); 17.5 (C-15); 15.7 (C-4'); 11.7 (C-14).
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Acetato de Zoapatanolida A
C24 H3p Os

PM = 446 g/mol

Compuesto aislado como un sdlido
cristalino.

IR. Ymax cM™" : 2935 (C-H),1775 (carbonilo de lactona), 1735 (carbonilo de acetato),
1708 (carbonilo de angelato) y 1650 (dobles enlaces, C=C).

E.M. eV, m/z (%): 446 [M*] (no se observa), 387 [M-59]" (3.8), 344 [M*-59-43]"
(3.1), 83 [CsH7O]" (100) y 55 [C4H7]* (24.2), 43 [CH3-CO] (29.2).

RMN 'H, 400MHz, CDCls, 8(ppm): 6.31(1H, d, J= 1.6, H-13a); 6.10 (1H, cc, J=
1.6,7.2 Hz, H-3'); 5.64 (1H, sa, H-13b); 5.62 (1H, dd, J= 4.8, 11.6 Hz H-3 p); 5.45
(1H, dda, J= 8.0,7.2 Hz, H-1); 5.35 (1H, da, J=9.6 Hz, H-9a); 5.16 (1H, da,
J=10.4Hz, H-5); 5.22 (1H,dd, J= 10.0, 9.6 Hz, H-8p); 4.81 (1H, da, J=10.4 H-6p);
2.87 (1H,da , J=10.8Hz, H-7a); 2.75 (1H, m, H-2 B); 2.16 (1H, dt, J=7.2,12.4, H-
20); 2.10 (3H, s, H-2"); 2.03 (3H,s, H-2"); 1.94 (3H, sa, H-14); 1.93 (3H, cd, J=
1.8, 7.2 Hz, H-4'):1.82 (3H, q, J= 1.6Hz, H-5); 1.79 (3H, d, J=1.6 Hz, H-15).

RMN '®C, 100 MHz,CDCl; & (ppm): 170.0 (C-1""); 169.7 (C-1"); 168.7 (C-12);
166.0 (C-1'); 140.1 (C-3'); 136.9 (C-10); 134.2 (C-4); 133.8 (C-11); 127.5 (C-13);
126.8 (C-2'); 125.3 (C-1); 124.3 (C-5); 80.3 (C-9); 75.1 (C-6); 69.9 (C-8); 69.7 (C-
3); 48.3 (C-7); 29.4 (C-2); 21.1 (C-2""); 20.8 (C-2"); 20.2 (C-5'); 18.1 (C-15); 15.7
(C-4'); 12.5 (C-14).
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ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A

e Acoplamiento con protén
Cq H14 ,H2q,Hap,Ho,H3
Cy Hs

cC -

Cy Hs, Hs4

Cs His, Hoo ,H2
Cs Hs Hg

Cq H14, Hoo
Cs His

Ce | e

Cy His

Cs H7 HeHo
Cq Hq ,Hg, Hi4
C1O H213,H15
C11 H7 y H13
Ci2 He,H7 H1z His
Ciz H4

C14 H1 , H9

Cis Hs Hs

Tabla 5. Correlaciones en el espectro HMBC para el acetato de zoapatanolida A
e protén
C106125.3 ppm 0 5.45 ppm
C2029.5 ppm 0 2.16 ppm
0 2.75 ppm

C30669.7 ppm 0 5.62 ppm
C50124.3ppm 0 5.16 ppm

Ce © 75.1ppm 0 4.81 ppm
C7;0648.3ppm 0 2.87 ppm

Cg 6 69.9 ppm 0 5.22 ppm

Cy 0 80.3 ppm 0 5.35 ppm
C130127.5ppm 0 5.64 ppm

0 6.31 ppm

C14012.5 ppm 0 1.94 ppm
C15018.1 ppm 0 1.79 ppm

Tabla 6. Acoplamientos a un enlace de los carbonos del acetato de zoapatanolida A, con
sus respectivos protones, observados en el espectro HSQC
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Zoapatanolida C
C22 Hae Og
PM = 434 g/mol

P.f. 115-120°C
Compuesto aislado como un sdlido cristalino.

IR. ymax cM" (pastilla KBr): 3430 (OH, grupos hidroxilos), 2935 (C-H),1762
(carbonilo de lactona), 1720 ( carbonilo de acetato),1708 (carbonilo de angelato) y
1630 (dobles enlaces, C=C).

E.M. eV, m/z (%): 434 [M"] (no se observa), 256 [M*-AngOH-AcOH-H,0]" (1.1), 83
[CsH-OT* (100) y 55 [C4H7]" (25), 43 [CH3-CO] (9.7).

RMN 'H, 400MHz, CDCls, & (ppm): 6.26 (1H, d,J=1.6 Hz, H-13a); 6.24 (1H,
d,J=1.6Hz, H-13b); 6.22 (1H, cc J= 7.2, 1.6 Hz, H-3'); 6.15 (1H,da, J= 9.2 Hz, H-9);
5.64 (1H, ¢, J= 1.6 Hz, H-2); 3.91(2H, m, H-6,H-7); 3.84 (1H, dd, J=10.0, 9.2Hz, H-
8); 3.77 (1H, d, J= 1.6 Hz, H-3); 2.13 (3H, s, H-2"); 2.04 (3H, cd, J= 7.2, 1.6 Hz, H-
4');1.97 (3H, g, J= 1.6 Hz, H-5); 1.67 (3H, s, H-15); 1.60 (3H, sa, H-14).

RMN 3C, 100 MHz, CDCls, 8(ppm): 170.8 (C-1"); 168.5 (C-12); 166.7 (C-1"); 141.1
(C-3'); 140.7 (C-10); 136.7 (C-11); 134.1 (C-1); 126.5 (C-2'); 122.9 (C-13); 79.7 (C-
5); 79.5 (C-6);73.7(C-9);72.6 (C-2); 70.3 (C-8); 67.9 (C-4); 63.6 (C-3);47.7 (C-7);
20.7 (C-2"); 20.5 (C-5');15.9 (C-15,C-4'); 15.1 (C-14).
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Zoapatanolida C

e Acoplamiento con protdn

Ci 0 1341ppm H14,H3, H,, Hy
C+ 6 166.7 ppm Hs
C1 0 170.8 ppm Ho»
C,072.6 ppm Hs

C>» 6 126.5 ppm Hs, Hy4
C3063.6 ppm Hqs

Cz 6 141.1 ppm Hs, Hy

C4 0 67.9 ppm H1s

Cs5 0 79.7 ppm H1s

C7 0 47.7 ppm H13a,H13b,H8, Hg
Cg 070.3 ppm H7 ,Hg

Cgo 0 73.7 ppm Hiq
C1o 0 140.7 ppm H2, Hg, H14
C11 0 136.7 ppm H13a, H13b

C12 6 168.5ppm

He, H7, H13a, Hi3p

Tabla 7. Acoplamientos C-H a dos y tres enlaces en el espectro HMBC para la

zoapatanolida C

e protén
C,072.6 ppm 0 5.64 ppm
C2 0 20.7 ppm 0 2.13 ppm
C3063.6 ppm 0 3.77ppm
Cz 6 141.1ppm 0 6.22ppm
Cs 6 20.5 ppm 0 1.97 ppm
Ce 679.5 ppm 0 3.91 ppm
C7047.7 ppm 0 3.91 ppm
Cg 06 70.3 ppm 0 3.84 ppm
Cy0 73.7 ppm 0 6.15 ppm
C+430123.9ppm 0 6.24 ppm

0 6.26 ppm
C14015.1 ppm 0 1.60 ppm
Ci15015.9 ppm 0 1.67 ppm
C4 015.9 ppm 0 2.04 ppm

Tabla 8. Acoplamientos a un enlace de los carbonos de la zoapatanolida C, con sus
respectivos protones, observados en el espectro HSQC
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protén Protén con el que interacciona
Ho H; Hi4
Hs H,
Ho H7

Tabla 9. Correlaciones en el espectro NOESY para Zoapatanolida C

Acetato de Zoapatanolida C
C24 H2g O10
PM = 476 g/mol

Compuesto aislado como un liquido
ViSCoso.

IR. ymaxcM™': 3440 (OH, grupo hidroxilo), 2935 (C-H),1783 (carbonilo de lactona),
1740 ( carbonilo de acetato),1708 (carbonilo de angelato) y 1650 (dobles enlaces,
C=0C).

E.M. eV, m/z (%): 476 [M"] (0.3),416 [M-AcOH]*(0.1) ,376 [M- AngOH]" (0.3), 316
[M*-AngOH-AcOH]" (0.6), 83 [CsH7O]" (100) y 55 [C4H7]" (16.2), 43 [CH3-CO]
(12.1)

RMN "H, 400MHz, CDCls, § (ppm): 6.35 (1H,da, J= 10.4 Hz, H-9); 6.20 (1H, cc J=
7.2, 1.6 Hz, H-3'); 6.19 (1H, sa, J=3.2 Hz, H-13b); 5.65 (1H, ¢, J= 1.6 Hz, H-2);
5.46 (1H, d, J=2.8, H-13a); 5.22 (1H, t, J=10.4, H-8); 4.11 (1H, tt, J= 3.2,10.4,H-7);
3.96 (1H,dd, J=1.2,10.4Hz, H-6); 3.78 (1H, d, J= 2.0 Hz, H-3); 2.11 (3H, s, H-2"");
2.07 (1H,s, H-2); 2.03 (3H, cd, J= 7.2, 1.6 Hz, H-4'); 1.87 (3H, q, J= 1.6 Hz, H-5');
1.66 (3H, sa, H-15); 1.62 (3H, sa, H-14).
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RMN C, 100 MHz, CDCls, 8(ppm): 170.7 (C-1"); 169.7 (C-1""); 167.8 (C-12);
165.7 (C-1'); 141.5 (C-3'); 140.5 (C-10); 136.2 (C-11); 134.3 (C-1); 126.4(C-2’);
120.8 (C-13); 79.9 (C-6); 79.5 (C-5); 72.6 (C-2); 70.5 (C-9); 69.1 (C-8); 67.8 (C-4);
63.6 (C-3); 45.4 (C-7); 20.7 (C-2",C-4); 20.2 (C-5'); 15.9 (C-2"); 15.8 (C-14); 15.0
(C-15).

Acetato de zoapatanolida C

e Acoplamiento con protén

C1 0134.3 ppm H14 ,H2,H9,H3
C+ 6165.7 ppm Hs Ho
C4» 0170.7 ppm Ho, Hy»
Cqy» 06169.7 ppm Hg, Ho»

C, 872.6 ppm H;

C» 5126.4 ppm Hs, Hg

C3 563.6 ppm H1s

Cz 6141.5 ppm Hs, Hy

C4 579.5 ppm H4s, He

Cs 620.2 ppm Ha

Cs 679.9 ppm Hz, OH

C; 545.4 ppm Ho H13a, H13p, Hs, He

Cg 569.1 ppm Hz7  Ho

Cgy 570.5 ppm Hs K H1g
C10 ©6140.5 ppm Hg,HoH14
C4106136.2 ppm H7 , Hs, H13a, H1sp
C2 61678ppm H13a, H1sp

Tabla 10. Correlaciones en el espectro HMBC para el acetato de zoapatanolida C

e Protén
C,072.6 ppm 0 5.65 ppm

C2+06 20.7ppm 0 2.11 ppm
C2»0 15.9ppm 0 2.07 ppm
C30663.6 ppm 0 3.78 ppm

Cz 6 141.5ppm 0 6.20 ppm
Cs 0 20.7ppm 0 2.03 ppm
Cs 620.2ppm 01.87 ppm
Ces & 79.9ppm 0 3.96 ppm
C;645.4 ppm 0 4.11ppm
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Cg 6 69.1 ppm 0 5.22 ppm
Cy0 70.5 ppm 0 6.35 ppm

C430120.8ppm 0 5.46 ppm
0 6.19 ppm
C14015.8 ppm 0 1.62 ppm

C15015.0 ppm 0 1.66 ppm

Tabla 11. Acoplamientos C-H a un enlace de los carbonos del Acetato de Zoapatanolida
C, observados en el espectro HSQC

protén Acoplamiento con proton
H> H14 ,Ho, H3
Ho Hs, H2, Hi4
H13a H7
H1sp H7
Hs Ho, H7
H7 H13a, H1ab, Hs, He
Hs Hz, OH
H3 H2
Tabla 12. Correlaciones en el espectro COSY para el Acetato de Zoapatanolida C
proton Interaccién con proton
Ha H14, H; Hs
Hg H-
Hs H6
Hs Hy, His

Tabla 13. Correlaciones en el espectro NOESY para el Acetato de Zoapatanolida C

PURIFICACION DE ZOAPATANOLIDA A.

De las fracciones 72 y 73, eluidas con hexano acetato de etilo (1:1) del extracto de
diclorometano, se unieron, obteniéndose un peso de 85mg, los cuales se
purificaron mediante cromatografia en capa fina preparativa de silica gel de
20x10 cm y 1mm de espesor, desarrollada en una mezcla de hexano:acetato de
etilo 6:4, 2 veces. Obteniéndose asi un peso final de 53.5mg de Zoapatanolida A

como un solido blanco.
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ACETILACION DE ZOAPATANOLIDA A.

La Zoapatanolida A obtenida anteriormente, con un peso total de 53.5mg se le
adicionaron 0.5 mL de piridina y 0.5mL de anhidrido acético respectivamente,
dejandose reaccionar a temperatura de 35°C, durante 1hr, concluida la reaccion
se elimind el exceso de anhidrido acético y piridina al alto vacié con una bomba
mecanica. El producto obtenido se purifico mediante cromatografia en capa fina
preparativa de silica gel 60 - Fys4 de 1mm de espesor, utilizando como eluyente
una mezcla de hexano-acetato de etilo a una proporcion 7:3. Obteniendo asi un
peso final de 35.9mg de Acetato de zoapatanolida A. Una muestra de 25.0 mg se

envié al laboratorio de RMN para obtener sus espectros de RMN de 'Hy "*C.

PURIFICACION DE ZOAPATANOLIDA C.

Se pesaron aproximadamente 160mg de zoapatanolida C impura, la cual se aplic
en dos cromatoplaca preparativa de 10 por 20cm y 1.0 mm de espesor
desarrollando las cromatoplacas con una mezcla de hexano-acetato de etilo (6:4)
2 veces, después se dejan secar, se raspan, se trituran colocando el polvo en una
columna de vidrio con algodén a la cual se le hizo pasar 100mL de una mezcla de
diclorometano-acetona (1:1), se evapora el disolvente y se pesa. Obteniéndose un

peso final de 64.6mg de zoapatanolida C pura.

ACETILACION DE ZOAPATANOLIDA C

La zoapatanolida C purificada anteriormente (64.6mg), se disolvieron en 0.5 mL de
piridina y posteriormente se adicionaron 0.5 mL de anhidrido acético, dejandose
reaccionar a temperatura de 35°C durante 1hr, concluida la reaccion se eliminé el
exceso de anhidrido acético y piridina al alto vacié con una bomba mecanica. El
producto obtenido se purifico mediante cromatografia en capa fina preparativa de
silica gel 60 - F254 de 1mm de espesor, utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-acetato de etilo a una proporcién 7:3. Obteniendo asi un peso final de
36.2mg de Acetato de zoapatanolida C. La muestra se envio al laboratorio RMN

para obtener sus espectros de RMN de "Hy "*C.
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ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS Y SINTETIZADOS
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Acetato de Zoapatanolida A (2) Acetato de Zoapatanolida C (4)
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ZOAPATANOLIDA A (1).

De las fracciones H e |, de la cromatografia del extracto de diclorometano de la
segunda colecta y posterior purificacion por CCF, se aislé un sdlido cristalino (1)
con un p.f. de 194-196 °C, su espectro de IR muestra una banda ancha en 3440
cm™ caracteristica para grupos hidroxilo, mientras que las bandas en 1770 y 1708
cm™ corresponden a carbonilos de una lactona y de un ester no saturado
respectivamente. En su espectro de masas presenta un ion molecular de m/z 362
[M™], el cual esta de acuerdo con una formula molecular de Cy Hos O, ademas se
observan fragmentos en m/z 344 [M*-H,O]" y 316 [M-2H,0]" confirmando la
presencia de grupos hidroxilo en la molécula. Los fragmentos en m/z 83 [CsH,0]"
(pico base) y 55 [C4H7]" son caracteristicos de un ester a,p no saturado de 5
atomos de carbono.

Su espectro de RMN 'H (espectro No.2) exhibe sefiales en & 6.09 (1H, c,c, J= 7.2,
1.6 Hz, H-3'), 6 1.97 (3H, cd, J=7.2, 1.6 Hz, H-4'), y en 6 1.91 (3H, q, J= 1.6 Hz, H-
57) caracteristicas de un grupo angelato en la molécula, ademas muestra senales
tipicas para un metileno exociclico de una y-lactona en 5 6.23 (1H, d,J=1.6 Hz, H-
13a) y & 5.61 (1H, sa, H-13b). El espectro de RMN 'H presenta a campo bajo
sefales para 2 protones vinilicos en 6 5.30 (1H, dda, J= 8.0,7.6 Hz, H-1) y en
6 5.05 (1H, da, J=10.4 Hz, H-5), un proton base de un ester en 6 4.96 (1H,dd, J=
10.0, 9.6 Hz, H-8pB) y dos sefales en 6 4.65 (1H, dd, J= 5.2, 11.6 HzH-3B) y en 6
4.10 (1H, d, J=9.6 Hz, H-9a) asignadas a los protones base de dos grupos
hidroxilo secundarios. Finalmente dos sefiales a campo alto en & 1.88 (3H, sa, H-
14) y 1.78 (3H, d, J=1.2 Hz, H-15) que corresponden a dos metilos vinilicos. La
presencia de dos protones vinilicos y dos metilos vinilicos en el espectro de
espectro de RMN 'H, dan evidencia de dos dobles enlaces trisustituidos en la
molécula de 1. La informacién obtenida del espectro de RMN 'H de 1, se resume
en que la molécula contiene un grupo angelato, una y-lactona con un metileno
exociclico, dos grupos hidroxilo secundarios y dos dobles enlaces trisustituidos.

El espectro de RMN de *C (espectro 1), mostré 20 sefiales que corresponden a

20 atomos de carbono. Los espectros DEPT-135 y DEPT-90 mostraron que la
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molécula contiene 2 metilenos, 8 metinos 4 metilos y de acuerdo al espectro de
RMN de '3C, los 6 carbonos restantes son carbonos no protonados. Los datos de
RMN 'H de del compuesto 1, coinciden con los reportados para la lactona
Zoapatanolida A, aislada previamente de Montanoa tomentosa subs. tomentosa,
pero los datos se determinaron a campo bajo de 80 MHz, la asignacion de total de
los desplazamientos de 'H y C-13, lo cuales no se ha publicado y se llevé a cabo

por comparacion con los datos obtenidos del acetato de Zoapatanolida A.

ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A (2).

La reaccion de la zoapatanolida A, con anhidrido acético en piridina dio el
correspondiente acetato, el cual mostré en su espectro de RMN "H (espectro No.
3) dos nuevas sefiales a campo alto en 6 2.03 (3H, s, H-2”)y 6 2.10 (3H,s, H-2""),
confirmando la formacién de dos grupos acetato. Ademas las sefiales para los
protones base de los hidroxilos secundarios que aparecen en 3 4.65 ppm (H-3B) y
en 6 4.10 ppm (H-9a) en la zoapatanolida A, sufren un fuerte desplazamiento a
campo bajo en el acetato, observandose ahora en 6 5.62 ppm para H-3py en
6 5.35 ppm para H-9a, debido a la acetilacién de los grupos hidroxilo en C-3 y C-8
de la zoapatanolida A.

El espectro de RMN de *C, del acetato de zoapatanolida A (espectro 11), exhibe
24 senales para 24 atomos de carbono; 4 sefiales mas que las que presenta el
espectro de la zoapatanolida A, confirmado la presencia de dos grupos acetato.
Las nuevas sefiales en 6 169.7(C-1") y 6 170.0 (C-1"") son asignadas a los dos
carbonos de los grupos carbonilo y las sefiales en 6 20.8 (C-2”) y en & 21.1 (C-2")
corresponden a los metilos de los grupos acetilo.

La asignacién de total de los desplazamientos de 'H y C-13, la cual no se ha
publicado se llevo a cabo de la manera siguiente: Los desplazamiento de los
carbonos protonados se determiné en base al espectro HSQC y se resumen en la
tabla 6. Para la asignacién de los carbonos no protonados se utilizo el espectro de
HMBC (espectro 10) el cual muestra los acoplamientos C-H a dos y tres enlaces,

estos se resumen en la tabla 5, mediante los cuales fue posible asignar sin
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ambiguedad los carbonos C-4, C-10, C-11, C-12, C-1" y C-2’ de la zoapatanolida
A.

ZOAPATANOLIDA C (3).

De la cromatografia de los extractos de diclorometano y posterior purificacion por
CCG de las colectas se aislé un sélido cristalino (3) con un p.f. de 115-120 °C, su
espectro de IR muestra una banda ancha en 3430 cm™ caracteristica para grupos
hidroxilo, mientras que las bandas en 1775, 1735 y 1708 cm™ corresponden a
carbonilos de lactona, ester saturado y ester nos saturado respectivamente. En su
espectro de masas se observan fragmentos en m/z 387 y m/z 43 que sugieren la
presencia de un acetato en la molécula, mientras que los fragmentos en m/z 83
(pico base) y m/z 55 indican la presencia de un ester de 5 atomos de carbono no
saturado. Su espectro de RMN 'H (espectro No. 13) exhibe sefales en 6 6.22
(1H, cc, J=7.2, 1.6 Hz, H-3'), § 2.04 (3H, cd, J=7.2, 1.6 Hz, H-4’), y en  1.97 (3H,
g, J= 1.6 Hz, H-5") confirmando la presencia de un angelato en la molécula,
ademas muestra sefiales tipicas para un metileno exociclico de una y-lactona en
56.26 (1H, d,J=1.6 Hz, H-13a) y 6 6.24 (1H, d,J=1.6Hz, H-13b). El espectro de
RMN "H presenta a campo bajo sefiales para protones base de esteres en § 6.15
(1H,da, J= 9.2 Hz, H-9) en & 564 (1H, ¢, J= 1.6 Hz, H-2) y una sefal
caracteristica para un proton base de un hidroxilo secundario en 6 3.84 (1H, dd,
J=10.0, 9.2Hz, H-8). A campo alto la lactona (3), exhibe sefiales para dos metilos
en 6 1.67 (3H, s, H-15) y en 6 1.60 (3H, sa, H-14). La presencia de un epoxido en
la molécula se infiere de la sefal en 6 3.77 (1H, d, J= 1.6 Hz, H-3) y la sefal en &
2.13 (3H, s, H-2") confirma la presencia de un grupo acetato. La informacion
obtenida del espectro de RMN "H de 3, se resume en que la molécula contiene un
grupo epodxido, un grupo angelato, un grupo acetato, una y-lactona con un
metileno exociclico y dos grupos metilo uno de ellos vinilico.

El espectro de RMN de "*C (espectro 17), mostré 21 sefiales que corresponden a
22 atomos de carbono. De acuerdo a los espectros DEPT-135 (espectro 15) y

DEPT-90 (espectro 18) la molécula contiene un metileno, 7 metinos y 5 metilos.
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Los 9 carbonos restantes son carbonos no protonados y las sefiales se muestran
en el espectro en el espectro de RMN de °C.

Los datos de RMN 'H del compuesto 3, estan de acuerdo con los reportados para
la lactona Zoapatanolida C, aislada previamente de Montanoa tomentosa subs.
tomentosa, pero los datos se determinaron a campo bajo de 80 MHz, la
asignacion de total de los desplazamientos de 'H y C-13, la cual no se ha
publicado se llevo a cabo de la manera siguiente: Los desplazamiento de los
carbonos protonados se determin6 en base al espectro HSQC (espectro 14) y se
resumen en la tabla 8. Para la asignacion de los carbonos no protonados se utilizé
el espectro de HMBC, el cual muestra los acoplamientos C-H a dos y tres enlaces,
estos se resumen en la tabla 7, mediante los cuales fue posible asignar sin
ambiguedad los carbonos C-1, C-3, C-4, C-10, C-11, C-12, C-1, C-1"y C-2"" de la

zoapatanolida C.
ACETATO DE ZOAPATANOLIDA C (4).

La reaccién de la zoapatanolida C, con anhidrido acético en piridina dio el
correspondiente acetato, el cual mostré en su espectro de RMN "H (espectro No.
20) una nueva senal en 6 2.07 (1H, s, H-2"’), confirmando la formacion de un
nuevo grupo acetato. Ademas se observod que el proton H-8 en 6 3.84 ppm en la
zoapatanolida C, sufrié un fuerte desplazamiento a campo bajo, el cual se
encuentra en 6 5.22 ppm debido a la acetilaciéon del grupo hidroxilo en C-8. El
espectro de RMN "H del acetato 4, muestra ademas que las sefiales para los
protones H-6 y H-7 que se encontraban encimadas, ahora se observan en § 3.96
(1H, dd, J=1.2, 10.4Hz, H-6) y 6 4.11 (1H, tt, J= 3.2,10.4, H-7) respectivamente. La
asignacion total de los carbonos protonados se determind mediante el espectro
HSQC (espectro No0.26) esto se resume en la tabla 11, y para los carbonos no
protonados se utilizé la informacidén proporcionada por el espectro HMBC del
acetato de zoapatanolida C, se resume en la tabla 10 . De esta manera se llevo a
cabo la asignaciéon total de los desplazamientos de C-13 de la molécula del

acetato de Zoapatanolida C.
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PRUEBAS BIOLOGICAS: GERMINACION Y DESARROLLO DE PLANTULA.

En los estudios realizados para evaluar la actividad alelopatica de las lactonas
aisladas, se evaluaron los siguientes parametros en las semillas de pasto (Lolium
multiflorum) y amaranto (Amaranthus hypochondriacus): germinacion, elongacién
de raiz y elongacion de tallo. Los resultados obtenidos son los promedios de los
ensayos realizados por triplicado. Los valores reportados se dan en % con

respecto al control.

Efecto de Zoapatanolida A en la germinacion, elongacién del tallo y raiz de
pasto (Lolium multiflorum).

Las graficas 1 y 2 presentan el efecto en la germinacion de semillas de pasto por
la zoapatanolida A, la cual a una concentracion 600 puM, exhibe un 47 % de
inhibicién, pero a una concentracion mayor de 1000 uM, la actividad inhibitoria
baja a un 20 %, estos resultados indican que la zoapatanolida A, muestra un

efecto variable dependiente de la concentracion.

Las graficas 3 y 4 presentan el efecto en el crecimiento de raiz de pasto por la
zoapatanolida A, la cual a una concentracion de 400 uM, inhibe el crecimiento de
la raiz en un 17 %, mientras que a una concentracion de 800 uM, aumenta el
crecimiento en un 41 %.

Los resultados indican que el efecto de la zoapatanolida A en la elongacion de raiz
varia con la concentracion ensayada. A bajas concentraciones actua como

inhibidor y a altas concentraciones actua como regulador.

Las graficas 5y 6 presentan el efecto en el crecimiento del tallo de pasto por la
zoapatanolida A, la cual a una concentracion de 400 uM, inhibe el crecimiento del
tallo en un 8.2 %, mientras que a una concentracion de 600 uM, aumenta el
crecimiento en un 8.9 %. Los resultados indican que el efecto de la zoapatanolida
A en la elongacion de tallo varia con la concentracion ensayada, presentando

efectos poco significativos.
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Efecto de Zoapatanolida A en la germinacién, elongacién del tallo y raiz de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus).

Las graficas 7 y 8 presentan el efecto en la germinacion de semillas de amaranto
por la zoapatanolida A, la cual a una concentracion 400 uM, exhibe un 19 % de
inhibicion, pero a concentraciones mayores (800 uM) este efecto disminuye a un
12% de inhibiciobn aproximadamente, estos resultados indican que la
zoapatanolida A presenta un efecto poco significativo en la germinacion de

semillas de amaranto y que su efecto varia con la concentracion.

Las graficas 9 y 10 presentan el efecto en el crecimiento de raiz de amaranto por
la zoapatanolida A, la cual a una concentracion de 500 uM y 800 uM inhibe el
crecimiento de la raiz en 2.3 y 2.5 % respectivamente, mientras que a una
concentracion de 600 uM, presenta el maximo de crecimiento de 4.4%. Efectos
poco significativos y muy variables de la zoapatanolida A en el crecimiento de la

raiz de amaranto.

Las graficas 11 y 12 presentan el efecto en el crecimiento del tallo de amaranto
por la zoapatanolida A, la cual a una concentracién de 500 uM, inhibe el
crecimiento de la tallo en un 9.0 %, mientras que a una concentracién de 800 uM,
aumenta el crecimiento en un 9.5 %, los resultados indican que los efectos en la
elongacion del tallo por la zoapatanolida A, son poco significativos, pero mas

fuertes que los observados para la raiz.

Actividad de la Zoapatanolida A

Las semillas de amaranto mostraron ser mas resistentes que las del pasto, puesto
que la zoapatanolida A inhibié la germinacion de amaranto solamente un 12 % a
una concentracion de 600 uM, mientras que a la misma concentracién, inhibio la

germinacion de pasto en un 47 %. Por lo tanto la zoapatanolida A afecta la
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germinacion de pasto significativamente, a concentraciones de 600 uM pero esta
actividad disminuye al aumentar la concentracion.

La actividad de la zoapatanolida A en la elongacién de raiz y tallo de la plantula
de amaranto no fue significativa, ya que el % de inhibicion encontrado en la raiz a
las concentraciones probadas fue de alrededor del 2 % y para el tallo el %
maximo de inhibicion fue de 9% a 500 uM.

La zoapatanolida A, mostré un fuerte efecto regulador de 41%, en la raiz de pasto
a una concentracion 800 uM pero a una concentracion menor (400 uM) inhibe el
crecimiento de la raiz en un 17%. El efecto en la elongacion del tallo de amaranto
por la zoapatanolida A, no fue significativo a las concentraciones probadas,
mostrando un maximo de inhibicion de 9%.

La zoapatanolida a, inhibe de forma significativa la germinacion de pasto pero no
las de amaranto. La plantula de pasto resulto mas sensible a la accién de la
zoapatanolida a que la plantula de amaranto, pero su efecto inhibidor como

regulador no fue significativo.

Efecto de la zoapatanolida C en la germinacion y elongacién del tallo y raiz
de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)

Las graficas 13 y 14 presentan el efecto en la germinacion de semillas de
amaranto por la zoapatanolida C, la cual a una concentracion 500 uM, exhibe un
31 % de inhibicion, pero a una concentracién mayor de 800 uM, la actividad
inhibitoria baja a un 18 %, estos resultados indican que la zoapatanolida C,

muestra un efecto de inhibicidn significativo a una concentracion de 500 uM.

Las graficas 15y 16 presentan el efecto en el crecimiento de raiz de amaranto por
la zoapatanolida C, la cual a una concentracion de 400 uM aumenta el crecimiento
en un 28%, a concentraciones mayores disminuye su efecto a casi 0% y a una
concentracion de 800 uM, inhibe el crecimiento de la raiz en un 18%. Los

resultados muestran que a una concentracion de 400 uM, la zoapatanolida C
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actua como hormona de crecimiento pero a una concentracion de 800 uM inhibe el

crecimiento de la raiz.

Las graficas 17 y 18 presentan el efecto en el crecimiento del tallo de amaranto
por la zoapatanolida C, la cual a una concentracion de 600 uM, inhibe el
crecimiento de la tallo en un 9.0 %, mientras que a una concentracién de 800 uM,
solo inhibié un 1.3 % el tallo de amaranto. Los resultados indican que los efectos

en la elongacién del tallo por la zoapatanolida C, son poco significativos.

Efecto de la zoapatanolida C en la germinacion y elongacién del tallo y raiz
de pasto ( Lolium multiflorum).

Las graficas 19 y 20 presentan el efecto en la germinacion de semillas de pasto
por la zoapatanolida C, la cual a una concentracion 800 uM, exhibe un maximo de
inhibicién de un 31 %, pero a una concentracion de 1000 uM la actividad inhibitoria
baja a un 1.8 %, estos resultados indican que la zoapatanolida C, muestra un
efecto de inhibicidn significativo en la germinacién de la semilla de pasto a una

concentracion de 800 puM.

Las graficas 21 y 22 presentan el efecto en el crecimiento de raiz de pasto por la
zoapatanolida C, la cual a concentraciones menores de 800 uM, su efecto
inhibitorio o de crecimiento no es significativo, pero presenta un fuerte inhibicién
del 55 % a una concentracién de 1000 uM. Un efecto significativo que no presenta

la zoapatanolida A.

Las graficas 23 y 24 presentan el efecto en la elongacién del tallo de pasto por la
zoapatanolida C, la cual a una concentracién de 600 uM, exhibe un aumento en el
crecimiento significativo del tallo de 34 %, mientras que a una concentracion de
1000 uM, inhibe el crecimiento del tallo en un 12.4%. Los resultados indican que la
zoapatanolida C, inhibe de forma significativa la raiz de pasto pero aumenta

significativamente la elongacion del tallo de pasto.

59



Actividad de la zoapatanolida C

La zoapatanolida C, inhibi6 la germinacién de las semillas de pasto y amaranto de
manera significativa, para pasto el maximo efecto inhibitorio ( 31%) se presenté a
una concentracion de 800 uM, mientras que para el amaranto fue de 31 % a una
concentracion de 500 uM y de 18% a una concentracién de 800 uM. Por lo que la
semilla de amaranto fue mas sensible a la zoapatanolida C.

La actividad de la zoapatanolida C en la elongacién de raiz y tallo de pasto mostré
ser significativa, pero su efecto fue diferente ya que en raiz presenté un efecto
fuertemente inhibitorio de 55% a una concentracién 1000 uM, mientras que para
tallo exhibid un efecto regulador de 34% a una concentracion 600 uM.

La zoapatanolida C, mostré un efecto regulador en la raiz y tallo de amaranto,
siendo este efecto significativo en la raiz, ya que mostré un 28% de crecimiento a
una concentracion de 400 uM. El efecto regulador en tallo de la zoapatanolida C,

no fue significativo.

Efecto del acetato de zoapatanolida A en la germinacién y elongacion del
tallo y raiz de amaranto (Amaranthus hypochondriacus).

Las graficas 25 y 26 presentan el efecto en la germinacion de semillas de
amaranto por el acetato de zoapatanolida A, la cual a concentraciones menores de
400 uM no presenta inhibicidon de la germinacion, pero a una concentracion de 600
uM, presenta una fuerte inhibicion del 71 %, la cual no aumenta a una
concentracion 800 uM. Estos resultados indican que el acetato de zoapatanolida
A, inhibe la germinaciéon de amaranto en mayor proporcion que la zoapatanolida A
y la zoapatanolida C a la misma concentracion.

Las graficas 27 y 28 presentan el efecto en el crecimiento de raiz de amaranto
por el acetato de zoapatanolida A, la cual a una concentracion de 400 uM, muestra
un efecto regulador de 17%, mientras que a una concentracion de 600 uM exhibe
una inhibicién de 25%, la cual disminuye 3.4% al aumentar la concentracion a 800

uM. Estos resultados indican que el acetato de zoapatanolida A, presenta un
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efecto inhibidor y regulador de la elongacion de la raiz de amaranto, dependiente
de la concentracion.

Las graficas 29 y 30 presentan el efecto en el crecimiento del tallo de amaranto
por el acetato de zoapatanolida A, la cual a concentraciones menores de 600 uM,
presenta poca actividad inhibitoria, pero a concentraciones de 600 uM y 800 uM,
presenta una inhibicion de la elongacion del tallo de 54% y 53 % respectivamente.
Estos resultados indican que el tallo de amaranto es mas sensible que la raiz,

frente al acetato de zoapatanolida A.

Actividad del acetato de zoapatanolida A en amaranto.

La actividad del acetato de zoapatanolida A en la inhibicion de la germinacion de
amaranto es 6 veces mas activa que la zoapatanolida A y 3.5 veces mas activa
que la zoapatanolida C, a la misma concentracion.

La actividad del acetato de zoapatanolida A en la elongacion de la raiz de
amaranto es inhibitoria, mientras que la actividad de la zoapatanolida A y la
zoapatanolida C, es ligeramente reguladora.

El acetato de zoapatanolida A en la elongacién de la tallo de amaranto muestra
una fuerte actividad inhibitoria a 600 uM, mientras que la actividad de la
zoapatanolida A es solo de 5% a la misma concentracién. En cambio la
zoapatanolida C muestra una actividad es ligeramente reguladora (9%) a la

misma concentracion.
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Zoapatanolida C Pasto

%GERMINACION EN SEMILLA DE PASTO

%INHIBICION EN SEMILLA DE PASTO

% 110 35
G 105 ! ! ! b . e
: 100 ‘——"‘——%\ ! 1 ’_ ’ll s /\
55
Mo _ RN _ | H o / 1\
N ?5 | B 15 / \
A 80 + | / \
75 1 c 10
€ 2 ¥ / \
° gg % o "—f—.—’d/ \
‘ N
N o 200 400 600 800 1000 1200 5 0 200 400 M0G0 1000- 100
CONCENTRACION it
CONCENTRACION M
grafica 19 grafica 20
EFECTO DE ZOAPATANOLIDA C EN LAINHIBICION EFECTO DE ZOAPATANOLIDA C EN EL
EN LA RAIZ DE PASTO CRECIMIENTO DE RAIZ DE PASTO
60 % 120
% ’P c I
: 50 E 100 ¢=——"" \/"
Np 40 E 2 80
HE
A ‘|3 60
BR 0 mR g 4
A 10 I ‘:\ -
Cl / E
1z O] \) NE
o 10 Bl 600 800 1000 1200 T ‘ ‘
i 0 0 200 400 600 800 1000 1200
0 CONCENTRACION pM CONCENTRACION jiM
grafica 21 grafica 22
EFECTO DE ZOAPATANOLIDA C EN EL EFECTO DE ZOAPATANOLIDA C EN LA
CRECIMIENTO DE TALLO DE PASTO INHIBICIONEN TALLO DE PASTO
°é 140 ‘ 20
RD 130 V. "f 1 »
E E 120 / \ n D /
1T 110 / \ T - 8 | / .
M A / T 10 0 400 60O 00 1000 1200
eI
EL 90 clL 20
N
T ° & | :; 30 | \\//
0 0 200 400 600 800 1000 1200 :
CONCENTRACION M - CONCENTRACION M
grafica 23 grafica 24

65




Acetato de Zoapatanolida A

%GERMINACION DE SEMILLAS DE %INHIBICION EN SEMILLAS DE AMARANTO
0
AMARANTO 80
(I'Es 120 % . /»’_‘--..)
R 100 rli /
M
: 80 v\ H 40
% N 60 \ | /
PN B 20
\b.__.-*b
Cc 20 |
I, c 0
[s) | 200 400 600 800 1000
N ° 200 00 o0 500 1000 o 20 CONCENTRACION pM ACETATO DE
CONCEI\IZLRA‘I\“??E[\:J(I;’IL‘IBBC:E;ATO DE N ZOAPATANHOLIDAA
grafica 25 grafica 26
EFECTO DEL ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A EFECTO DEL ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A
EN EL CRECIMIENTO DE RAIZ DE AMARANTO EN LA INHIBICION DE RAIZ DE AMARANTO
. 140 30
- P N
R 100 \
D \ ND 10
E E 80 — HE \
™ I 0 b
I R 40 B R
M A 1 A 10 2 400 600 800 1000
[ 20 cl
E I 0 \J
z I'Z 5
N 0 200 400 600 800 1000 o
T N -
0 CONCENTRACION pM 30 CONCENTRACION pM
grafica 27 grafica 28
EFECTODE ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A EFECTO DEL ACETATO DE ZOAPATANOLIDA A
ENEL CRECAWEEXS%E TALLO DE EN LA INHIBICION DE TALLO DE AMARANTO
%120 o 0
[of i )”_\'\-4}
R D 100 ' >0 /
(I: T 60 \\ 30
MA g ——t B ; " l
L
he o o
o] 0 200 400 600 . 1000 :: 0 200 400 600 800 1000
CONCENTRACION M CONCENTRACION pM
grafica 29 grafica 30

66



CONCLUSIONES



1.-Se aislaron dos lactonas sesquiterpénicas de los extractos de diclorometano de
Montanoa tomentosa sub. tomentosa que se identificaron como zoapatanolida A 'y
zoapatanolida C, a las cuales se les determind la asignacion total de sus
desplazamientos quimicos de 'H y *C, utilizando técnicas mono y bidimensionales
como COSY, NOESY, DEPT, HSQC Y HMBC.

2.- Se obtuvieron los acetatos de la zoapatanolida A y zoapatanolida C y se les
determiné su asignacion total de los desplazamientos quimicos de 'Hy °C,
utilizando técnicas mono y bidimensionales como COSY, NOESY, DEPT, HSQC Y
HMBC.

3.- Se llevo a cabo la actividad de las lactonas y sus derivados en la germinacion y
elongacion de la raiz y tallo de dos semillas mono y dicotiledéneas Lolium

multiflorum (pasto) y Amaranthus hypochondriacus (amaranto).

4.- De las tres lactonas ensayadas, el acetato de zoapatanolida A, resultd ser la
mas activa en la inhibicion de la germinacién y elongacion de la raiz y tallo de

amaranto (semilla dicotileddnea).

5.- La zoapatanolida A fue mas activa que la zoapatanolida C en la germinacién
de la semilla de pasto. En cambio en la semilla de amaranto la zoapatanolida C

fue mas activa.

6.- La zoapatanolida A y la zoapatanolida C, mostraron mas actividad en la
elongacion de raiz y tallo de pasto que en la de amaranto. Siendo las plantulas de

pasto (monocotiledonea) mas sensibles que las de amaranto (dicotiledénea).

7.- La zoapatanolida A y la zoapatanolida C, mostraron efectos opuestos en la
elongacion de raiz y tallo de las dos semillas, mostrando actividad reguladora

como inhibidora.
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8.-El acetato de Zoapatanolida A presentd un efecto alelopatico significativo en la

semilla dicotiledénea de amaranto, por lo cual se le considera como un posible
compuesto con actividad herbicida.

69



REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS



1. - Geissman T. A., Crout D. H. G; Organic chemistry of secondary plant
metabolism; Pag. 297-301; Freeman, Cooper and company U.S.A. (1969).
2. - Kurt B. G. Torsell ; Natural Product Chemistry; Pag. 190-195; Chichester ,
Gran Bretafia (1983)
3. - Romo de Vivar A. Productos Naturales de la flora Mexicana; Pag. 140

Ed. Limusa México (1985)
4. - Newman, A. A. Chemistry of Terpenes and terpenoides; Pag. 175
Academic Press, New York (1972)
5. -Rodriguez E., Yoshioka H. and Mabry T.J, The sesquiterpen Lactone Chemistry
of the Compositae. Phytochemistry (1971) 10, 1145 -1154.
6. - Devon, T. K. and Scott, A. I. Handbook of natural occurring compounds. Vol. Il
Ed. Academic Press London (1972)
7. - http://148.233.168.204/pfnm/MontanoaTomentosa.html

8. - http://www.imades.org/entorno/entorno11/montanoa.htm

9. - Grumer, M., 1961. The role of toxic substance in the interrelationships between
higher plants. p 219-228. En: F.L. Milthorpe, (ed.). Mechanisms in biological
competition. Academic Press, New York.

10. - Kupchan, M. S.; Eakin, M. A; Thomas, A.M. Journal of Medicinal Chemistry
1971, 14, 1147-1152,

11. - Katon, M.; Takahashi, M.; Shibayama, H.; Munakata, K. Agr. Biol. Chem.
1972, 36, 2579-2582.

12. - Rodriguez, E.; Tower G. H. N.; Mitchell, J.C. Phytochemistry 1976, 15, 1573-
1580.

13. - Lee, K. H.; Hall, I. H.; Mar, E. C.; Starnes, C. O. Science 1977, 196, 533-536
14. - Quijano L.; Calderdn J. S.; Gomez F.; Rios T.; Phytochemistry 1979, 18, 843-
845.

15. - Ohno N.; Mabry T.M; Zabel V.; Watson W.H.; Phytochemistry 1979, 18, 1687-
1689.

16. - Cotter M. I; Organic magnetic resonance 1981, 17, 14-17

17. - Quijano L.; Calderdén J. S.; Gémez F.; Rios T.; Phytochemistry 1982, 21,
2041-2044.

71



18. -Enriquez R. G.; Escobar L. |.; Romero M. L.; Chavez M. A.; Lozoya X. Journal
of Chromatography 1983, 258, 297-301

19. -Reynolds W. F.; Escobar L. |.; Lozoya X. Can. J. Chem 1984, 62, 2421-2425.
20.-Seaman F.C; Malcolm A.J.; Fronczek F. R.; Lee lY.; Fischer N.H;
Phytochemistry 1984, 23, 817-822.

21.-Seaman F.; Malcolm A.; Fischer N.; Phytochemistry 1984, 23, 464-465.
22.-Reynolds W.F.; Enriquez R.G.; Escobar L.l.; Lozoya X.; Can .J. Chem 1984,
62, 2421-2425.

23.-Belles, X.; Camps, F.; Coll, J.; Piulachs, M. D. J. Chem. Ecol. 1985, 11, 1439-
1445.

24 .-Seaman F.; Malcolm A.; Fischer N.; Phytochemistry 1985, 24, 2003-2005
25.-Castro V.; Jakupovic J.; Phytochemistry 1985, 24, 2449-2450.

26.-Quijano L.; Calderén J. S.; Gomez F.; Rosario V.; Rios T.; Phytochemistry
1985, 24, 2337-2340.

27.-Quijano L.; Calderon J. S.; Goémez-Garibay F.; Rosario V.; Rios T,
Phytochemistry 1985, 24, 2741-2743.

28.-Oshima Y.; Cordell G.; Fong H. H.; Phytochemistry 1986, 25, 2567-2568.
29.-Compadre C. M.; Hussain R. A.; Ledn |.; Enriquez R. G. Planta Medica 1987,
53(5), 495-496

30.- Lu Z-Z.; Xue H-Z. O.; Tu Z-B.; Konno Ch.; Waller D. P.; Soejarto D. D.; Cordell
31.-Rembold, H. 1989. The Azadirachtins their Potential for Insect Control. En:
Economic and Medicinal Plant Research. Wagner, H; Hikino, H; and Farnsworth,
N. (eds). Academic Pres, London 3, p 57-72.

32.-Cowe H. J.; Cox P. J.; Howie A. Journal of Crystallographic and Spectroscopic
Research 1990, 20(6), 571-576.

33.-Quijano L.; Gébmez F.; Sierra-R E.; Rios T.; Phytochemistry 1991, 30,1947-
1950.

34.-Pérez A. L.; Caballero M. B. A.; Ortega A.; Gavifio R.; Romo de Vivar A;;
Planta Medica 1994, 60, 263-266.

72



35.-Enriquez R. G.; Miranda-G. E.; Ortiz B.; Ledn |.; Magos G.; Pefia A.; Reynolds
W. F.; Gnecco D. Planta Medica 1996, 62(6), 569-571.

36.-Anaya A., Hernandez Bautista, B., Torres-Barragan, A., Ledn-Cantero,
Jiménez-Estrada. 1996. Phytotoxicity of cacalol an some derivates obtained from
the roots of Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob & Brettel (Asteraceae),
matarique or maturing. J. Chem. Ecol. 22, p 393-403.

37.-Campos Bedolla, Campos M G, Valencia Sanchez A, Ponce Monter H, Uribe
C, Osuna L, Calderdn J. Phytotherapy research 1997,11, 11-16.

38.-Lozoya, X. Farmacos de Origen Vegetal de Ayer y Hoy. Investigacion vy
Ciencia 1997, 245, 4-10. (b) Diaz J. L. Usos de las Plantas Medicinales de México.
Monografias Cientificas Il. IMEPLAM. México, A. C. 1977, 329p.

39.-Braca A.; Cioffi G.; Morelli |.; Venturella F.; Pizza C.; De Tommasi N.; Planta
Medica 2001, 67, 774-776.

40.-Macias F., Galindo, J. 2001 Terpenoides alelopaticos: estructuras, actividad y
aplicaciones p 137-161. En (Anaya, A; Espinoza-Garcia, F; Cruz-Ortega, R. (eds)
Relaciones Quimicas entre Organismos: aspectos Basicos y Perspectivas de su
aplicacion. Instituto de Ecologia UNAM, México D. F.

41.-Villarreal M. L.; Rojas G.; Quintero R.; Miranda E.; Enriquez R.; Leo6n |,
Reynolds W. Biotechnology Letters 2001, 23, 1279—-1284.

42.-Dominguez L. M., Tesis de Licenciatura, UNAM, 2002

73



ANEXOS



it A

o 5 10 1E} 20 25 30 35 40
g||||||-1-|l11||[-1|||||1.[||.-|-1||J|||||J;:||r
3 3
2 4
[

f=]
E
E
5 [ —
s
aF
3
= 2
b 2
3
@
= F
S R =.
g - —
;-
e

-I|IIIAJ|J!J.|1|11||||||||||||||||||||__||||;|t||||1||1]llg

0z

I T [

g
-
x 3
i E
=]
g i
8 1
# 3 :
] Ed
2 4
5o 4
5 ‘:‘::l_ .
T R
. ;;__
J "f
. ’l-

Espectro No. 1 RMN 13C para zoapatanolida A

75



wdd

58
|

s

S ——

Espectro No. 2 RMN 1H para Zoapatanolida A

76



1 20 a0 40 50
Lo v v by w00 by wovo v Uw oy s o Ty w0 w0 v o Ty

e
I W

dfﬂdg
I (’

BS

AT SIS ERE

g4
el

g
)

ff

IS WO A

Ze ¥E 1 34 4 v
il e o ligaaldy

PRSI Y N7 YT T T VY1 I M T i WA (WL T

£
H

8z

82

ve
s TS RN

Ze

g
|

L

WW

Espectro No.3 RMN 1H para Acetato de Zoapatanolida A

77



pplrﬁ.a 66 6.4 62 a8 58 56 54 52 5 4.8 46 44le 10 20 30
1

S S S A S W S T NP B ARSI MURT UG LU UT N D ETUIS APEPRPRPR iy SPET b I |

=,

b =

)
I W\“ﬂ"‘]{ ﬁh'_]f i

z -
Ty
J L et
o=
1 s T ——
== A
-
] s> =
—s
P |
o
Pl
W
wm
i
J =
- <'_'_ E
N
o

T

)

02 5L 01 §

ALY [

Espectro No. 4 RMN COSY para Acetato de Zoapatanolida A




ppm T 6 5 4 3 2 1] % 20 40 60
p g 1 I i

] Y
' 0 J

I
e
Lt
w

o 8
] 8 g- © E
go 8 B,
o- i 3 s
- 1y "? :
_ 2 FES o
_ AR
TATAN
. AN
o »t\
\,
X

1
|
5
]

0e0a0voe .,
|

Espectro No. 5 COSY para Acetato de Zoapatanolida A




ppe 2 140 138 138 134 132 130 128 126 124 20 40 &0
g.ﬂf....lu...lJ...I...AJ....I....I..‘.I....I-..,I...;1f2‘i6JII
— =
|
—
o,
L5,
| —
| - 9 &3
' — ]
“n— -
>
= _J
t
o
L
o
-
L o i
N
e
| = -
e
=D C i
4 g TS gy q el
. = i Gdd oD
&
ol | I u v

Espectro No. 6 RMN HMBC para Acetato de Zoapatanolida A




ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20 % 20 40
|

- o ST T TR Wl T T N SO T W T Y T W S SO [P0 T SO iy T W S S oW W T Y Lt RO |

wd

il ' 8 0

Sg
ply Iy
-

| ' ¢
| { [} i
] : 0
. 4 ? =
;_
el
1
w = J
! 0 ? E
fr
' ]
]
. " ?
L :} f v II
2 [§]

AL LI I IR ]

Espectro No. 7 RMN HMBC para Acetato de Zoapatanolida A



o -5 5 10 15 20 25 30 35 40
o] P 0 O T T U0 G Y MY U VAR AT LI TN (I T (L (W N S Ty L NN TN A WA Y ST VNY P (A0 S SO TN L (A N SR WY N oy (R P
o
5] i
e
&
&7]
B -
@
e |
o=
L=l
:_ —
(=]
8] E
&
A =
e =
]
o g
5]
o=
a
2
il
& .
i -
Sl § S
o
f [
o |
a
4
2
=
w
=]
8 F
B e o
. a———
!F
i ;i

Espectro No. 8 RMN 13C para Zoapatanolida C

82



wad
e

oElL

ozl

0Ll

oot
pl g oy

Espectro No. 9 RMN Dept 135 para Zoapatanolida C

83



o%| i‘] ! 1[0 15 20 25 a0 35 40 45 50
3 940 S | | L s 1y T T
3
N
w ]
o
o
&
L]
N
W
o
ol
N
;
e
e
5

Espectro No. 10 RMN 1H para Zoapatanolida C

84



10 20 30
| |

.
@
&
Q

]

]

i |

3

Espectro No. 11 RMN HSQC para Zoapatanolida C

85



ozl
VT O T W

[+]1

ook
T |

Espectro No. 12 RMN Dept 135 para Zoapatanolida C

86



2.20

ppm

1.65

1.70

1.80 1: 78

.B5

1

.00

w
-

o~

ppm

Espectro No. 13 RMN 1H para Zoapatanolida C

87



00T
|

06

08

oL

OET OFT DSt 091 OLT [13: 39 06T goe
1 AP 1 | | A 1 | L PP PO

LR

0E

udd

Espectro No. 14 RMN 13C para Zoapatanolida C

88



« -
- S
I- : -g:*
54 &
|3
i

Espectro No. 15 RMN Dept90 para Zoapatanolida C

89



| I . A

8

Espectro No.

16 RMN COSY para Zoapatanolida C




i=]
o
E
-
w

dd
%

-

47

Espectro No. 17 RMN 1H para Acetato de Zoapatanolida C

91



pprE.5 -} 55 5 45 4 35 3 25 15 w 10 20
g_]_jlllllllllllllI|i1||l||l(|||||||||||lJJJ|J|||||ill]l1ll 1 |
3
@
L P
N
:&__\# ,,-_'tf - R
- - —
o?\ f': = b 3
7
) N
o —~
)
-c_; \‘“_: L —
o _| - \_/-r"
2] [—— " ,Llﬂ
=
= =
| - = = =
o —
|
n
P -
e
=
& = e ..;_-: \::—;,-a
N7
p N\
= e =2 P —
oA
el
4 =
| >
w
:f_'\\. —— o
- o —3 e
w —| L. ——
.
»
== e i
4 . ol -
= =
| = k’_\
e~ e -
.
™ rre o el r
2
Lo
o

Espectro No. 18 RMN NOESY para Acetato de Zoapatanolida C

92



pem 65 B 55 5 45 4 35 3 25 2 1.5 10 20
h-] 1

TS T SO U VS T T T Y T Y (O YT 5 W U 0 Y T N VR SO VA N S T T VOO T A Y | |

99
=

g
"
an

Sy

Z

FYRRY STV T T T T W Y

Sl

So

5
1

I T

St 0L

Espectro No. 19 RMN COSY para Acetato de Zoapatanolida C




18

061
1

—T79.855
- ——73.516

08
I

081
1

wdd

0Ll
1

091
L

0<1
|

Orl
1

0gl
1

nel
1

—20.709
T 20.662

011
L
|
|

0L
i

001

= —20.220

15
I

wdd

(s

0L

— 15.899

= ==l

widd

f

0s

OF

0g

I

0

01
1

uld

Espectro No. 20 RMN 13C para Acetato de Zoapatanolida C

94



091 0Ll 081 061
I L

0<l
1

I 0gl OF1
1 1

0T
I

06 001 Ort
I

08
L

0L
1

09
L

0s

(1] 74

0¢

(¢
1

01

tucld

Espectro No. 21 RMN 13C Dept 90 para Acetato de Zoapatanolida C

95



08 06 001 Ort 0t 0g1 ol <1 091 0oLl 081 061
I | 1 I 1 L 1 L l

s 09 0L
1 I 1 |

[ 4

0f

0t
1

1

wdd

L

Espectro No. 22 RMN 13C Dept 135 para Acetato de Zoapatanolida C

96



549

g L sose 1 iy

gs

-

7

.

1

1

00L 08 O

Espectro No. 23 RMN HSQC para Acetato de Zoapatanolida C

97



ppmiﬁﬁ 160 140 120 100 BO B0 40 20 5 10 Y
et b T gy LAY E G0 Py g gty e oo | 1 ol
g
| 2 u
{ 9 R
L - i
: 8
o — g
i e
[ 3 [+]
L .
o -
¥ o
i | o [+
4 d 4 Hy
e 2
h_
(]
¢ g4
&= .
8
_ =
w_|
o
]
|
7] —
w— ¢
-
o
l .
J 33
e N
o= 5 » i i a
| [ ”~ '\I .
| " ] o
#
=Ll
N
{=]

Espectro No. 24 RMN HMBC para Acetato de Zoapatanolida C

98



	Portada

	Índice

	Introducción

	Objetivos

	Justificación

	Hipótesis

	Generalidades

	Parte Experimental

	Discusión de Resultados

	Conclusiones

	Referencias Bibliográficas

	Anexos


