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RESUMEN

El uso indiscriminado de los fungicidas sintéticos empleados para el control
biolégico de hongos fitopatdgenos asociados a la marchitez del chile tienen
impactos negativos en el medio ambiente y la salud humana; por ello la apuesta
hoy en dia se centra en explorar otras estrategias para su manejo. Diversos
informes cientificos han demostrado que los extractos vegetales constituyen una
importante alternativa para el control de plagas y enfermedades. Bajo este criterio,
la presente investigacion se enfocé en el estudio fitoquimico de los extractos
metandlicos de la parte area de Lantana achyranthifolia Desf. (Verbenaceae) y la
raiz de Tournefortia densiflora M. Martens & Galeotti (Boraginaceae). Se aislaron e
identificaron los compuestos verbascoésido (1), 8-epiloganina (2), un nuevo
glicésido iridoide nombrado como glucurénido-8-epiloganina (3), carioptosido (4),
acido 8-epiloganico (5), pectolinaringenina 7-O-B-D- glucuronopiranésido (6, 11),
6-O-metilscutellarina (7), luteolina 7-glucurdnido (8), glucorénidos de flavonas (9,
10), alantoina (12) y una mezcla de estigmasterol con B-sitosterol (13) para la
evaluacion in vitro de la actividad antifungica en especies de Fusarium oxysporum
y Rhizoctonia solani, identificados como los principales promotores de la marchitez
del chile. La metodologia aplicada en este estudio involucrd la obtencion de los
extractos crudos utilizando ultrasonido, posteriormente, el fraccionamiento y
purificacién de los metabolitos secundarios por cromatografia en columna flash,
en columna de Cis y cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR). La
asignacion de los datos espectroscépicos se efectud a partir del analisis de los
espectros unidimensionales y bidimensionales de proton y carbono de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) obtenidos en el espectrometro Bruker Ascend™ de 400
MHz. Los patrones de fragmentacion de masa de baja resolucién se obtuvieron
por ionizacion electrénica (IE) a 70 eV y por ionizacion mediante electrospray
(ESI), ambos registrados en modo positivo. La evaluacion antifungica, se llevo a
cabo por el método de difusion en agar, midiendo el crecimiento radial del micelio
con el programa ImageJ®; mientras que la inhibicion de la esporulacion se
determiné a través del método de dilucion en caldo. Los resultados obtenidos en
estas pruebas biolégicas mostraron que todos los tratamientos (extractos vy
fracciones) de L. achyranthifolia y T. densiflora, redujeron la produccion de
esporas de F. oxysporum. Referente a la inhibicion del crecimiento micelial, se
encontr6 que los extractos evaluados a 100 mg/mL presentaron efectos
inhibitorios sobre R. solani con valores del 43.37 £ 9.48 y 78.26 + 12.81%. Sobre
esta misma linea, se determiné que la mayoria de las fracciones no produjeron
efectos inhibitorios significativos en ambas cepas fungicas y que la accién de los
extractos se debe en gran parte a un efecto sinérgico de los diversos tratamientos.
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1. INTRODUCCION

El chile es una de las principales hortalizas que se cultiva en el pais (2.3 millones
ton) y constituye uno de los alimentos representativos de la gastronomia
mexicana. De acuerdo con los reportes de SAGARPA (2017), México esta
posicionado como lider mundial en la exportacion de chiles y genera el 3.5% del

producto interno bruto (PIB) del pais.

Actualmente la demanda internacional del chile se ha incrementado, por
consiguiente, la apertura de nuevos tratados de comercializacién ha ocasionado
que paises como China, India y Paises Bajos dominen una tercera parte del
mercado mexicano, esto debido a sus costos de produccion bajos. La demanda
alta puede atribuirse al hecho de que la hortaliza también se utiliza como
ingrediente en la fabricacion de medicamentos, productos cosméticos y de aseo
personal (SAGARPA, 2017).

Ante el incremento de la competencia se sugiere prestar atencion al brote de las
plagas a fin de elevar la calidad del fruto y la rentabilidad. Referente a este punto,
de las plagas que atacan a los cultivos del chile, las enfermedades producidas por
los hongos son las mas importantes ya que pueden causar la pérdida total de la
produccion (SAGARPA, 2017).

La secadera o marchitez es una de las principales enfermedades que interfiere en
la produccién del chile, los agentes causales de la infeccion son Phytophthora
capsicini, Rhizoctonia sp., y Fusarium sp. (CESAVEG, 2012). En estudios de
diagnéstico efectuados en los estados de Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas
y Oaxaca, se encontrd que la enfermedad se manifesté por sintomas asociados a
la defoliacion, enchinamiento del follaje, cambios de coloracion, alteraciones de las
estructuras reproductivas, pudricion de raiz y maduracion precoz del fruto
(Velasquez et al., 2001, Vasquez et al., 2009, Albaiil et al., 2015, Pérez et al.,
2017).
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A fin de incrementar los rendimientos de las cosechas, los productores recurren
principalmente a los fungicidas comerciales para reducir la incidencia de los
hongos fitopatdgenos; sin embargo, los ingredientes activos como los
organofosforados, carbamatos, organoclorados, y piretroides deterioran la salud
humana y el medio ambiente (Gonzélez et al., 2017., De Ledén y Mier, 2010).
También se ha evidenciado que el uso de plaguicidas sintéticos, provoca que los
patdgenos desarrollen ciertas resistencias adaptativas a las nuevas condiciones
del entorno, por lo tanto es necesario investigar nuevas estrategias que puedan
minimizar los efectos senalados (SAGARPA, 2010., De Ledn y Mier, 2010).

En la actualidad el empleo de bioplaguicidas constituye una alternativa viable para
reducir o eliminar el uso tdxico de los plaguicidas convencionales. Los
bioplaguicidas son aquellos productos derivados de microorganismos, extractos
vegetales y feromonas que se emplean en la agricultura para controlar las

poblaciones de las plagas (De Ledn y Mier, 2010).

El uso de extractos vegetales para el control de plagas es una practica ancestral
que ha recobrado gran importancia en el sector agricola, ya que han demostrado
tener actividad antifungica in vitro contra fitopatégenos de interés como Fusarium
oxysporum f.sp. chrysanthemi, Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Phytophthora infestans y Alternaria solani (Bowers y
Locke, 2000, Zapata et al., 2003, Bernal et al., 2005, Lira et al., 2014). El potencial
de los extractos vegetales como alternativa de uso a los fungicidas sintéticos es
evidente; sin embargo, son pocos los estudios quimicos que se centran en la
caracterizacion de los compuestos bioactivos responsables de la actividad
antifungica, por lo anterior, este trabajo de investigacion se enfoca en aislar e
identificar a los compuestos bioactivos de los extractos metandlicos de la parte
aérea de L. achyranthifolia y raiz de T. densiflora que previamente mostraron tener

potencial antifungico en ensayos in vitro (Lira-De Leon et al., 2014).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia individual o colectiva de los hongos fitopatégenos P. capsici, R.
solani y F. oxysporum representa una de las principales limitantes de la
produccion y rentabilidad comercial del chile. Estos fitopatdgenos pueden causar
la pérdida total de los cultivos y se han identificado en diversos estados de la
Republica Mexicana. El control quimico de los patégenos esta basado
principalmente en el uso indiscriminado de agroquimicos del tipo carbamatos,
organofosforados, organoclorados y piretroides, los cuales, al usarse en
cantidades excesivas representan riesgos potenciales a la salud humana, a los
ecosistemas y favorece el surgimiento de plagas mas resistentes y agresivas
(CESAVEG, 2012., SAGARPA, 2010).

En la actualidad las dependencias del gobierno han implementado diversas
estrategias de politicas agropecuarias con la finalidad de impulsar los rendimientos
de las cosechas para que sean asequibles por la poblacién a precios fijos. Las
estrategias aplicadas incluyen mejoras tecnologicas de la maquinaria agricola y
compra de semillas modificadas genéticamente tolerantes a sequias, al calor, a las
plagas y a las enfermedades (SAGARPA, 2010).

La controversia actual entorno a las modificaciones genéticas y la apertura de
mercados que demandan productos organicos, inducen al sector agricola hacia la
busqueda de nuevos plaguicidas eficaces que ayuden a restaurar la rentabilidad y
competitividad. Entre las alternativas disponibles para abatir las poblaciones de
plagas se destaca el uso de bioplaguicidas a base de microorganismos y
derivados botanicos, siendo este ultimo mas practico ya que no requiere de

condiciones especificas como los microorganismos (Celis et al., 2009).

Con base en lo expuesto anteriormente, se pretende identificar y evaluar la
actividad antifungica de los compuestos bioactivos aislados del extracto
metandlico de la parte aérea de Lantana achyranthifolia y de la raiz de
Tournefortia densiflora como alternativa de uso a los fungicidas utilizados

actualmente en los cultivos del chile.



3. JUSTIFICACION

El uso indiscriminado y prolongado de los agroquimicos en el tratamiento de
marchitez del chile ha generado cierta resistencia por parte de los hongos
fitopatdogenos, lo que obliga a incrementar las dosis de empleo, provocando
severas afectaciones a las exportaciones, a la salud del hombre y al ambiente.
Ante la actual situacion agricola, es necesario enfocar los esfuerzos hacia el
mantenimiento y mejoramiento del estatus fitosanitario. En este sentido, Lira et al.,
(2014) evidencié que los extractos metandlicos de la parte aérea de Lantana
achyranthifolia Desf. (Verbenaceae) y raiz de Tournefortia densiflora M. Martens &
Galeotti (Boraginaceae) tienen potencial de inhibir la esporulacion y el crecimiento
micelial de hongos del género Fusarium. Debido a que no se reportan los
compuestos bioactivos responsables de la actividad antifungica, en el presente
trabajo de investigaciéon se efectuara el fraccionamiento de dichos extractos
vegetales a fin obtener compuestos puros para su evaluacion antifungica in vitro.
Los resultados generados de esta investigacion cientifica, permitiran validar el
empleo de los extractos vegetales como bioplaguicidas alternativos al control

biolégico de hongos fitopatégenos.

3.1 Pertinencia

La investigacion se acopla a los objetivos de la Planeacion Agricola Nacional
2017-2030, en la cual, se busca incrementar la rentabilidad del chile y promover la
produccion organica del mismo a través de la innovacion de nuevos fertilizantes y

productos para el combate de plagas y enfermedades (SAGARPA, 2017).

3.2 Relevancia

Este trabajo representa el primer estudio quimico enfocado en el aislamiento y
caracterizacion estructural de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos metandlicos de las partes aéreas de L. achyranthifolia y raices de T.
densiflora. Adicionalmente se informa la capacidad citotoxica de estos extractos y
fracciones vegetales sobre las cepas fungicas de F. oxysporum y R. solani,

considerados agentes causales de la marchitez del chile.



4. HIPOTESIS

Del aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios de los extractos

metandlicos de la parte aérea de L. achyranthifolia y raiz de T. densiflora, se

obtendran compuestos con actividad antifungica in vitro contra Fusarium

oxysporum y Rhizoctonia solani.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Aislar y elucidar compuestos de L. achyranthifolia ylo T. densiflora, y evaluar su

actividad antifungica in vitro en hongos fitopatogenos del chile.

5.2 Objetivos especificos

1.

Obtener fracciones a partir de los extractos metandlicos de parte aérea de

L. achyranthifolia y/o de raiz de T. densiflora.

Purificar los compuestos de fracciones mediante técnicas cromatograficas.

Elucidar la estructura quimica de los compuestos por espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y espectrometria de masa (MS) y de
ser necesario efectuar analisis estructurales a detalle apoyandose en

calculos teoricos.

Evaluar la actividad antifungica de los extractos, fracciones y/o compuestos

puros.

6. LIMITACIONES DE LA TESIS

La evaluacion de la actividad antifungica solo se desarrollé a nivel de

ensayos in vitro.



7. MARCO TEORICO

7.1. Aspectos relevantes del chile

El chile es una hortaliza distintiva de México, la cual se produce practicamente en
toda la Republica Mexicana. Oaxaca resalta por tener 25 de las 64 variedades
existentes en el pais; también destacan Guerrero, Puebla y Veracruz con 12, 10 y
9 variedades respectivamente (SNICS, 2017). Las divisas generadas por las
exportaciones, hacen que el chile sea una de las hortalizas mas cultivadas en
México con 36,236 ha de superficie sembrada, 36,216 ha cosechadas y 1,097,483
ton obtenidas siendo los mayores productores Sinaloa, Zacatecas, San Luis
Potosi, Chihuahua y Tamaulipas (SIAP, 2017).

El consumo de la hortaliza se da en estado maduro e inmaduro; sin embargo, la
investigaciéon realizada por Mendoza et al., (2015) recomiendan el consumo en
estado maduro debido a las mejores propiedades fisicoquimicas y antioxidantes.
En este estadio se encontraron importantes cantidades de acido ascoérbico (149
mg/100 g de peso fresco), carotenoides (1,180 mg/100 g de peso fresco),
polifenoles (349 mg de &acido galico/100 g de peso fresco) y acidos grasos
funcionales (5% monoinsaturados y 39% poliinsaturados), los cuales tienen
capacidad de aumentar la captura de radicales libres y reducir el estrés oxidativo
de las células. De manera concreta, el ensayo in vitro del extracto acuoso mostro
un 58% de inhibicion de radicales de DPPH.

Las concentraciones de capsaicina presentes en el chile, dependen de una gama
amplia de factores entre las cuales destacan: incidencias de plagas, calidad

nutritiva del suelo, condiciones climaticas y calidad de la semilla (SIAP, 2010).

7.2 Patégenos asociados a la secadera del chile

Los patégenos que se presentan con frecuencia en los cultivos de chile incluyen
virus, nematodos y hongos, siendo estos ultimos los de mayor incidencia ya que
generan devastadoras pérdidas econdmicas que van del 40 al 100%. La

prevalencia de temperaturas moderadas (10 a 28 °C) y de humedad relativa



elevada, producen modificaciones en el potencial redox y pH del suelo que
interfiere en la absorcion de nutrientes y agua por parte de la planta,
favoreciéndose con ello el desarrollo de los hongos. La presencia de dichos
fitopatégenos provocan alteraciones hormonales, respiratorias y de crecimiento
que inducen la maduracion prematura de hojas y frutos, tal como se muestra en la
Figura 1 (Cavallini, 1998).

En los estados de Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas y Oaxaca, la secadera
o marchitez es una de las principales enfermedades que interfiere en la
rentabilidad de la produccién del chile. Los agentes causales de dicha enfermedad
se asocian a la presencia individual o colectiva de P. capsici, F. oxysporum, R.
solani, Pythium sp., Stemphylium sp., y Alternaria sp. (Velasquez et al., 2001,
Vasquez et al., 2009, Albanil et al., 2015, Pérez et al., 2017). Aunque otros autores
indican que los principales hongos son P. capsici, Rhizoctonia sp., y Fusarium sp.;
posteriormente el dafo se intensifica por la presencia de otros fitopatégenos
(CESAVEG, 2012).

Figura 1. Planta de chile fuertemente atacada por hongos fitopatégenos
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Las caracteristicas generales de los fitopatdgenos de interés en este trabajo, se

detallan a continuacion:

Rhizoctonia solani: este hongo se caracteriza por infestar una amplia variedad
de cultivos y emplea materia organica en descomposicion para su sobrevivencia
(Cavallini, 1998). Las condiciones que se requieren para su desarrollo involucran
temperatura por debajo de 20 °C y humedad relativa moderada. Los sintomas
caracteristicos de este fitopatdgeno son: lesiones necréticas en el cuello de la raiz
y tallo, estrangulamiento, pudricion, desprendimiento de epidermis en raices
secundarias cercanas al cuello de la raiz y marchitez temporal en el transcurso del
dia. La intensificacion de los sintomas se ve favorecida por la produccion de
enzimas extracelulares que al debilitar el tallo propician su contacto con el suelo
(Pérez et al., 2017, Vasquez et al., 2009).

Del aislamiento en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) (Figura 2-A), se
observan colonias finas de color café, hifas constriccionadas en angulo de 90 °C y

formacion de dos septos cercanos a la ramificacion hifal (Albafiil et al., 2015).

(A) (B)

Figura 2. Cultivos fungicos de R. solani (A) y F. oxysporum (B)

Fusarium oxysporum: la incidencia alta de esta especie en los cultivos del chile
genera una de las mayores pérdidas econdmicas (Velazquez et al., 2001, Pérez et
al., 2017). El ingreso del fitopatdgeno se favorece por las modificaciones
morfologicas y bioquimicas que el nematodo agallador N. aberrans provoca en la

raiz de las plantas del chile (Godinez et al., 2010).



9

La infeccidbn produce marchitamiento vascular (usualmente en el periodo de
floracion y/o fructificacion) que se extiende por el xilema, lo cual repercute en el
desarrollo 6ptimo de la planta y propicia la produccion de frutos pequefos. La
reproduccién asexual de F. oxysporum a través de los conidios es un proceso que
se lleva a cabo rapidamente, formando esporas de tipo microconidias (esporas
unicelulares sin septas, de forma elipsoidal, cilindrica, recta curva), macroconidias
(esporas de pared delgada, fusiformes, largas, moderadamente curvadas de 3-5
septas transversales) y clamidosporas formadas por la condensacion de células
de las hifas o macroconidias que se caracterizan por su pared gruesa (Torres,
2000). El aislamiento del fitopatégeno en medio de cultivo PDA (Figura 2-B) se
distingue por las aglomeraciones o esparcido de micelio blanco y por la
pigmentacién del cultivo que varia de color blanco a violeta, rojizo y fucsia (Albail
et al., 2015).

7.3 Manejo en el control de plagas

La mayoria de las enfermedades que se desarrollan en los cultivos de chile se
deben en gran medida a que el productor no efectua la preparacion adecuada del
terreno y ante la aparicion de las plagas, el uso de plaguicidas son la principal
opcion para exterminar o controlar las poblaciones, lo cual se consigue
bloqueando los procesos vitales o el proceso reproductivo de los patéogenos
(Planes, 2008). La problematica relacionada con el uso de los plaguicidas incide
en que el productor desconoce qué tipo de microorganismos se encuentran en sus
parcelas. Adicionalmente, la falta de conocimiento respecto a la toxicologia de los
productos quimicos, hacen que en México se apliquen agroquimicos que han sido
restringidos en otros paises. En el mercado mexicano se encuentran autorizados
183 ingredientes activos, de los cuales 34.40% tienen una toxicidad aguda alta,
23.50% estan asociados a cancer, 19.13% son perturbadores endocrinos, 11.48%
son toxicos en el proceso de reproduccion y el 1.00% tiene efectos mutagénicos.
En cuanto a los productos altamente téxicos sobresalen el metil paration,

clorpirifos etil, cipermetrina, malatién, permetrina, mancozeb, clorotalonil, glifosato,
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atrazin, deltametrina y piretroides. De los 3,140 registros sanitarios vigentes, 1,978
estan autorizados para ser usado como insecticidas, 474 como fungicidas, 474
como herbicidas, 126 como rodenticidas, 78 como fumigantes, 24 como acaricidas
y 3 como miticida-ovicida-acaricida; la distribucion detallada se muestra en el
Cuadro 1 (Gonzalez et al., 2017).

A fin de contrarrestar los problemas sanitarios y ambientales generados por el uso
de los plaguicidas convencionales, surge la utilizacion de los bioplaguicidas como
una estrategia de control de plagas que es mas amigable con el medio ambiente y
tiene menor efecto toxicolégico a la salud humana. Las definiciones para el
término bioplaguicidas son diversas; sin embargo, una de las mas aceptables se
refiere a aquellos productos que estan hechos a base microorganismos, extractos
de plantas y feromonas, los cuales se emplean para la regulacion de las
poblaciones de plagas (De Ledn y Mier, 2010).

Cuadro 1. Plaguicidas altamente peligrosos autorizados en México

Tipo de plaguicida Numero de registros Porcentaje de registros
Acaricida 24 0.76
Acaricida, fungicida 2 0.06
Subtotal acaricida 26 0.83
Fungicida 465 14.81
Fungicida, bactericida 9 0.29
Subtotal fungicida 438 15.10
Herbicida 438 13.95
Herbicida, desecante 4 0.13
Subtotal herbicidas 442 14.26
Insecticida 1,413 45.00
Insecticida acaricida 490 15.61
Insecticida larvicida 23 0.73
Insecticida nematicida 61 1.94
Subtotal insecticidas 1,987 63.98
Fumigante 78 2.48
Miticida, ovicida, acaricida 3 0.10
Nematicida 4 0.13
Rodenticida 126 4.01

TOTAL 3,140 100.00
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El uso de bioplaguicidas a partir de extractos vegetales se basa en la presencia de
metabolitos secundarios de las plantas, los cuales se sintetizan como respuesta al
estrés ambiental para hacer eficiente los procesos fotosintéticos, como
mecanismos de defensa, medio de comunicacién quimica y polinizacion. Las
fitoalexinas como acido clorogénico y capsidiol (Figura 3) son algunos ejemplos de
metabolitos secundarios que producen las plantas en respuesta a una infeccion
antimicrobiana o fungica, dependiendo de la cantidad segregada pueden abatir
parcial o completamente las poblaciones de fitopatogenos (Pegard et al., 2005.,
Godinez et al., 2010).

HO
OH

HO Y O\\\m

. L. o
HO Acido clorogénico Capsidiol

Figura 3. Metabolitos secundarios producidos en plantas

En plantas dafiadas del género Allium se ha identificado la produccion del disulfuro
de dimetilo (DMDS) como respuesta para la proteccion de la planta. El mecanismo
de accion del DMDS se efectua por alteraciones en el sistema del citocromo
oxidasa de las mitocondrias de los insectos (Dugravot et al., 2004).

En los estudios de la actividad fungicida desarrollado por Vaillant et al., (2009) se
encontré que el timol, mentol y citronelal inhibieron el crecimiento de Rhizoctonia
solani en un 100% a una concentracion de 0.1 y 0.5% p/v. Los aceites esenciales
alcanfor y 1,8-cineol también mostraron efectividad fungicida menor al 100%. Por
otro lado, Becerra et al., (2010) demostraron que los aceites esenciales de la
planta Haplopappus baylahuen son inhibidores del crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum en un 54% a una concentracioén del 1% p/v. Las estructuras

quimicas de los compuestos descritos se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Monoterpenos con actividad fungicida

Otros extractos vegetales que han demostrados tener efectividad antifungica in

vitro contra agentes fitopatdégenos se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Extractos vegetales con actividad antifungica

Tipo de Extracto

Fitopatégeno

Referencia

Extracto acuoso de semillas de Moringa

Extractos acuoso y etandlico de Cardén
lefaria

Extracto acuoso de semillas de Lupinus spp.
Extractos de chile con aceite esencial de
mostaza, extractos de casia y extractos de

clavo

Extracto metandlico crudo de la parte aérea
de L. achyranthifolia y raiz de T. densiflora

R. stolonifer
Aspergillus flavus
R. solani, F.
oxysporum, P.
infestans
A. solani, R. solani y
F. oxysporum
F. oxysporum f.sp.
chrysanthemi

F. solani, A. Alternata

Donli y Dauda, 2003

Zapata et al., 2003

Bernal et al., 2005

Bowers y Locke, 2000

Lira et al., 2014
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7.4. Antecedentes de las plantas de estudios

7.4.1 Lantana achyranthifolia Desf. (Verbenaceae)

Lantana achyranthifolia Desf. (Figura 5) pertenece a la familia Verbenaceae, cuyos
origenes se situan en las regiones tropicales y subtropicales de América (Sousa y
Costa, 2012). La clasificacion taxondémica de L. achyranthifolia se muestra en el
Cuadro 3. La planta se caracteriza por la presencia tallos finos ascendentes, frutos
ovalados, hojas puntiagudas dentadas, flores agrupadas con transiciones de color
que van de blancas, amarillas, naranjas y violetas; usualmente llegan a medir 2 m
de altura. Usualmente crecen a orillas de las carreteras, en bosques caducifolios y

hasta en perennifolios.

Cuadro 3. Informacion taxondémica de L. achyranthifolia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lantana
Especie Achyranthifolia

Figura 5. Parte aérea de Lantana achyranthifolia Desf. (Verbenaceae)
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Para el género Lantana se reporta la presencia de 160 metabolitos secundarios,
entre los que destacan los monoterpenos, esteroides, glucdsidos iridoides,
derivados de acido cafeico, flavonas vy triterpenos; siendo estos dos ultimos los
mas comunes (Hussain et al., 2011). Algunos metabolitos secundarios de Lantana

se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Metabolitos secundarios aislados del género Lantana

En los ultimos afos, el interés por estudiar plantas del género Lantana se ha
intensificado por sus actividades fitoquimicas, biolégicas y farmacolégicas. Los
estudios en especies de Lantana camara han demostrado tener potencial para
combatir enfermedades gastrointestinales (originadas principalmente por
Staphylococcus aureus y Salmonella typhi) debido a la presencia del acido 223-

acetoxilico (Figura 7) (Barre et al., 1997).
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Figura 7. Acido 22-acetoxilico

En otros estudios de la misma especie, se describen doce triterpenos de la parte
aérea: acido camardlico, lantrigloico, camarico, lantandlico, lantanilico, pomalico,
camarinico, lantoico, camarin, lantacina, camarinina y ursolico. En la evaluacion
de la actividad nematicida contra Meloidogyne incognita, los acidos pomoalico,
lantandlico y lantoico mostraron 100% de mortalidad (1 mg/mL) a las 24 h;
mientras que lantacina, camarin, camarinina y acido ursolico tuvieron el mismo
efecto a las 48 h. El potencial nematicida del extracto es equiparable al obtenido
con el furadano convencional (Begum et al., 2008). Los metabolitos secundarios

empleados en la evaluacion nematicida se muestran en la Figura 8.

En las estaciones secas y de lluvia, Silva et al., (2010) realizaron la colecta de
hojas frescas de Lantana aff. fucata Lindl y Lantana fucata Lindl y evaluaron la
composicion de los aceites esenciales presentes en los extractos crudos de
hexano a través de la cromatografia de gases acoplado a masa (CG/MS). El
analisis cromatografico reveldé la prevalencia de [B-cariofileno (23.88-26.13%),
germacreno D (45.46-47.27%) y biciclogermacreno (7.09-14.27%) en plantas
colectadas en temporada de seca; en tanto que B-elemeno (15.14%), a-guaieno
(10.67%) y B-guaieno (21.17%) se encontraron en especies colectadas en
temporada de lluvia. Los metabolitos secundarios descritos se muestran en la

Figura 9.
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Figura 8. Metabolitos secundarios aislados de Lantana camara
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Figura 9. Metabolitos secundarios aislados de Lantana aff. fucata LindI

En el extracto de diclorometano de la raiz de Lantana viburnoides, se evalud la
actividad larvicida contra Anopheles gambie. Para el extracto y una fraccién se
obtuvieron valores de ICso de 7.70 ppm en un lapso de 72 h; el potencial larvicida
se atribuye a una mezcla de furanonaftaquinonas (ICso de 5.48-5.7 ppm) y al acido
camarico (ICsp de 6.19 ppm) (Innocent et al., 2008). Debido a que la actividad del
extracto crudo es similar a los compuestos puros, se concluyé que el extracto

puede emplearse en su forma semipurificada.

Por otra parte, de la raiz de L. achyranthifolia se encontraron derivados de
furanonaftoquinonas; la isodiodantunezona es uno de los metabolitos secundarios
que se identific6 de manera concisa (Abeygunawardena et al., 1991). En la Figura

10 se muestran los metabolitos secundarios descritos.
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Acido camarinico

R1 0 OH O
(a) Isodiodantunezona

Figura 10. Metabolitos secundarios aislados de Lantana achyranthifolia. El acido camarinico es un
analogo del acido camarico y (a) representa la estructura base de los derivados de furanonaftoquinonas
aisladas también en L. viburnoides

Los aceites esenciales de la parte aérea de Lantana achyranthifolia demostraron
tener actividad antibacteriana en cuatro cepas de bacterias Gram (+) y diez Gram
(-). Por medio del analisis de cromatografia de gases acoplado a masa (CG/MS),
se detectaron compuestos de naturaleza monoterpénica y sesquiterpénica (Figura
11) que mostraron actividad fungicida in vitro en cinco hongos de importancia
agricola y médica (Fusarium sporotrichum, Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes, Fusarium moniliforme y Rhyzoctonia solani) (CMI de 0.10-0.18
mg/mL) (Hernandez et al., 2008., Hernandez et al., 2015).
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Figura 11. Aceites esenciales aislados de Lantana achyranthifolia

En el estudio in vitro de la actividad antifungica del extracto metandlico crudo de la
parte aérea de L. achyranthifolia, se observd inhibicion de la esporulacion de
cepas patégenas de F. solani (12.15%, CMI de 12.50 mg/mL) y A. alternata
(10.77%, CMI de 6.25 mg/mL). Entre las perspectivas de esta investigacion, se
sugiere efectuar un tren de fraccionamiento a fin de determinar aquellos

compuestos responsables de la actividad antifungica (Lira et al., 2014).

7.4.2 Tournefortia densiflora M. Martens & Galeotti (Boraginaceae)

T. densiflora (Figura 12) conocida comunmente como tachinol, hierba del negro o
hierba del cancer, es una planta herbacea perteneciente a la familia Boraginaceae
(Cuadro 4) que se caracteriza por tener flores blancas agrupadas en racimos,
frutos globulados y hojas rasposas puntiagudas de color verde oscuro que se
encuentran alternadas entre si en toda la planta que llega a medir
aproximadamente 2 m de altura. Usualmente crecen en bosques tropicales
caducifolios y pierden sus hojas en la época seca del afio por un lapso de 5-8
meses. Esta especie se encuentra distribuida en 17 estados de la Republica
Mexicana, incluyendo Oaxaca (CONABIO, 2017).
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Campos Rios et al., (2008), reportan que la familia Boraginaceae en México esta

constituida de 197 especies representadas en 25 géneros.

Cuadro 4. Informacién taxonémica de T. densiflora

Reino
Division
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Lamiales
Boraginaceae
Tournefortia

Densiflora

Figura 12. Parte aérea de Toumnefortia densiflora M. Martens & Galeotti (Boraginaceae)

El estudio quimico de los tallos de Tournefortia sarmentosa revelo la presencia de

compuestos polifendlicos (Figura 13). La evaluacidon in vivo de la toxicidad

mediada por glutamato sobre las neuronas corticales de ratas, mostré que el éster

metilico del acido tournefolico B (50 uM) eliminé la acumulacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y atenud la muerte de las células en un 46.8 + 17.8%

(Chi et al., 2005).
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Figura 13. Compuestos polifendlicos aislados de Tournefortia sarmentosa

En la evaluacion in vitro e in vivo de la actividad antioxidante y antiinflamatoria de

Tournefortia sarmentosa, Teng et al., (2012) demostré que el extracto acuoso

reduce la concentracién de marcadores inflamatorios (TNF- a, IL-18 e IL-6),
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mejora la actividad de enzimas antioxidantes y atenua la peroxidacion de los
lipidos. Lin et al., (2002) justificé el potencial antioxidante de dicha planta por la
presencia de acido tournefolico A y B, acido salviandlico A, acido salviandlico F,

acido isosalviandlico C, acido litospérmico y acido rosmarinico.

Los estudios de la actividad antibacteriana desarrollados por Chen et al., (2014)
revelaron que el extracto acuoso de T. sarmentosa tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de Escherichia coli. Del fraccionamiento de dicho extracto, se encontrd
al acido cafeico como constituyente principal que interviene en la mediacién de la

captacién fagocitica de E. coli por parte de los neutrofilos.

En los estudios de validacion terapéutica de los extractos acuosos y extractos con
butanol de T. hirsutissima se evidenciaron efectos hipoglucemiantes en ratas
diabéticas en dosis de 8 a 80 mg/kg de peso corporal. Las reducciones en los
niveles de glucosa en plasma se presentaron en 3 h y fueron dependientes de la
dosis de los extractos (Andrade et al., 2007). Otros estudios demostraron que el
extracto metandlico de la parte aérea de T. hartwegiana (310 mg/kg de peso
corporal) redujo los niveles de glucosa en sangre de ratas diabéticas en un 37%
después de 10 dias. Estos resultados fueron similares a los observados con la
metformina (120 mg/kg de peso corporal) empleada como control positivo (Ortiz et
al., 2005). Posteriormente, de los ensayos in vitro se encontré que el extracto
metandlico inhibid la actividad de la a-glucosidasa de manera dependiente de la
concentracion (ICsp de 3.16 mg/mL), este comportamiento reveld que el efecto
antidiabético podria ejercerse por la supresion de la absorcion de los
carbohidratos en el intestino. Finalmente, la validacion de la actividad biolégica del
extracto crudo esta asociada a la presencia colectiva del sitosterol, estigmasterol,
lupeol, acido ursolico, acido oleandlico, sacarosa y mioinositol que fueron aislados

a través de un fraccionamiento biodirigido (Ortiz et al., 2007).

La investigacion de Correia Da Silva et al., (2010) acerca de la actividad
antioxidante en extractos crudos y fracciones de Tournefortia bicolor, demostré a

través de ensayos in vitro que los flavonoides presentes en las hojas de la planta
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inhibieron la formacion de perodxidos lipidicos (ICso de 51.2 + 2.29 a 89 + 0.59
mg/L) y favorecieron la eliminacion de radicales libres DPPH (ICso de 12.8 £+ 2.5 a
437 £ 3.5 mg/L). Por medio de métodos espectroscopicos y espectrométricos se
identificaron quercetina, tilirésido y rutina como los compuestos responsables de

dicha actividad antioxidante (Figura 14).

Tilirésido

HO.

OH

Quercetina

HO.

OH O

Figura 14. Flavonoides aislados de Tournefortia bicolor

Simao et al., (2015) evaluaron los efectos terapéuticos in vitro de los extractos
acuosos de las hojas de Tournefortia paniculata y encontraron que dicha planta es

capaz de reducir la grasa del higado, la glucosa y los niveles de triglicérido sérico.
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En la literatura también se describe el uso potencial de los extractos organicos de
T. densiflora contra Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Escherichia coli (R166,
R25922 y R170), Salmonella typhi (R1234 y R1330), Salmonella typhimurium
14028, Enterobacter cloacae R819, Shigella sonnei 11060 y Proteus mirabilis 4307
(37%, CIM<2 mg/mL) en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales (como

la diarrea y disenteria) (Tapia et al., 2003., Osuna et al., 2005).

En otros estudios se ha vinculado la efectividad de los extractos de la parte aérea
de T. densiflora con el tratamiento de la inflamacién vaginal, vientre y
enfermedades dermatoldgicas. Asi mismo, se han empleado como agentes
cicatrizantes y desinfectantes (Frei et al, 1998., Tlahui-Medic, 2011). Los
resultados de estos estudios dejan abierta la investigacion a la identificacion de los

compuestos bioactivos responsables de las actividades bioldgicas.

En lo que respecta a las estrategias para el biocontrol de hongos fitopatdégenos,
diversos trabajos de investigacibn han probado el efecto in vitro que tienen
algunos extractos de plantas para inhibir el crecimiento micelial. Sin embargo, en
la literatura existen pocos estudios quimicos sobre la identificacion y evaluacion de
la actividad antifUngica de compuestos presentes en los extractos organicos del

género Tournefortia.

Lira et al., (2014) probaron que el extracto metandlico crudo de la raiz de
Tournefortia densiflora inhibe el crecimiento micelial de F. solani (52.42%, CIM de
16.13 mg/mL) y A. alternata (69.07%, CIM de 16.13 mg/mL), por lo cual sugiere un
potencial importante para ser empleado como controlador agroecologico de las

poblaciones de hongos fitopatdégenos.

Con base en la evidencia cientifica sobre las propiedades fitoquimicas del género
Lantana y Tournefortia, se justifica el estudio fitoquimico de L. achyranthifoliay T.
densiflora como alternativas de uso para el control biolégico de los hongos

fitopatogenos.
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7.5 Fundamentos de las técnicas a utilizar

La combinacién de técnicas espectroscopicas y espectrométricas constituyen una
de las herramientas para la caracterizacion de la estructura quimica de un
compuesto. Los datos obtenidos en cada una de ellas son sumamente importantes
para el analisis quimico, por ello, en esta seccion se detalla de manera resumida
los fundamentos de la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (Proton y

Carbono-13) y espectrometria de masa (MS por sus siglas en inglés).

7.5.1 Espectrometria de masa (MS)
La espectrometria de masa (MS) es una técnica que permite determinar la masa y

férmula molecular de un compuesto organico.
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Figura 15. Espectrometro de masa con ionizacion por impacto electrénico, extraido de Wade (2011)

La MS se realiza en un espectrometro de masa, el cual se encuentra constituido
por una fuente de ionizacién, analizador de masa y un detector (Figura 15). En
primera instancia, la molécula a analizar debe vaporizarse a través de un alto
vacio y en seguida ionizarse con alguno de los métodos especificados en el
Cuadro 5. El método de ionizacibn comunmente utilizado es el de impacto

electrénico con 70 eV, en el cual el haz de electrones de alta energia al golpear a
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la molécula hace que esta desprenda un electron y adquiera carga positiva. La
incidencia de alta energia provoca que la molécula cargada se fragmente en iones
de menor peso que fluyen a través del tubo sometido a un campo magnético, en
dicho tubo analizador, los fragmentos ionizados se separan de acuerdo con su
relacion masa/carga (m/z) y son registrados por el detector del espectrometro de
masa (Wade, 2011).

Cuadro 5. Métodos de ionizacion. Extraido y modificado de Silverstein et al., (2005)

Método lones Sensibilidad Ventajas Desventajas
formados
Impacto M+ ng-pg Base de datos de M+
electrénico busqueda de informacién ocasionalmente
estructural ausente
lonizacion M+1, M+18, ng-pg M+ usualmente presente  Poca informacion
quimica etc. estructural
Desorcion de M+ Mg-ng Compuestos no volatiles Equipo
campo especializado
Bombardeo de M+1, Mg-ng Informacion de Interferencia de
atomos rapidos M+catidn, secuenciacion de matriz
M+matriz compuestos no volatiles Dificultad de
interpretacion
Desorcion de M+ Mg-ng Compuestos no volatiles Interferencia de
plasma matriz
Desorcion laser M+1, Hg-ng Compuestos no volatiles Interferencia de
M+matriz matriz
Termospray M+ Hg-ng Compuestos no volatiles Anticuado
Electrospray M+, M++, ng-pg Interfaces de Clases limitadas
M+++, etc. compuestos no volatiles de compuestos

w/LC
Fotomultiplicador de
iones cargados

Poca informacion
estructural

El patrén de fragmentacion de masa (Figura 16) obtenido es una representacion
grafica de picos, en la cual se muestra la abundancia relativa de los fragmentos
ionizados en funcién a su relacién masa/carga. Al pico mas alto se le denomina
pico base y se le asigna una intensidad del 100%, en tanto que el pico de la
molécula ionizada sin fragmentar se denomina pico de ion molecular (Wade,
2011). El analisis integral de la informacion proporcionada por cada uno de estos

picos, conduce a la reconstruccion total de molécula desconocida.
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Figura 16. Espectro de masa del 2,4-dimetilpentano, extraido de Wade (2011)

7.5.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La técnica de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fue
disefiada por los fisicoquimicos Edward Mills Purcell y Felix Bloch para estudiar las
propiedades magnéticas de los nucleos, las cuales son utiles para determinar las

estructuras de los compuestos organicos.

El fundamento de la técnica se basa en someter la muestra a un campo magnético
altamente homogenizado en el cual los nucleos magnéticamente activos se
pueden orientar en dos direcciones: unos paralelos al campo magnético (espin a)
y otros en direccidén opuesta al campo (espin ). Dado que los espines en estado a
son de menor energia se ven mas favorecidos y la diferencia de energia entre
ambos estados depende de la fuerza del campo magnético aplicado. De manera
concisa, el fendmeno de resonancia se presenta cuando un cierto porcentaje de
nucleos se excitan de un estado de espin a a un B. Esto se debe a la absorcion de
energia que proviene de la irradiacion con ondas de radio y cuando se suprimen
dicha ondas, el espin regresa a su estado inicial emitiendo sefiales caracteristicas
para cada grupo funcional. En la Figura 17, se representa la ilustracion visual de

los fendbmenos ya descritos (Wade, 2011).

La identificacidon de los grupos funcionales de una molécula organica es posible
gracias a que la frecuencia de absorcién no es la misma en todos los nucleos de
'Ho c, por ello, se producen sefiales de absorcion Unicas que dependen de la

abundancia isotopica, ambiente quimico y paramagnético.
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Figura 17. Orientacion de los espines nucleares ante un campo magnético externo

Debido a que los nucleos de una molécula estan rodeados por electrones, se
produce un campo magnético local que se opone al campo magnético aplicado; el
resultado de este hecho es que el campo magnético que realmente llega al nucleo
es mas débil que el campo externo y se dice que el nucleo esta protegido o
apantallado. Las variaciones en las frecuencias de absorcion de RMN que tienen
lugar debido al distinto apantallamiento de los nucleos reciben el nombre de

desplazamientos quimicos e indican la posicion exacta de cada pico de absorcion.

En las muestras con nlcleos de 'H o '*C, el tetrametilsilano (TMS) se emplea
como un punto de referencia ya que produce absorciones a valores altos del
campo magnético aplicado y se representa al lado derecho del espectro de RMN y

se le asigna arbitrariamente un valor de 0 ppm.

En los espectros de RMN-"H, los desplazamientos quimicos para distintas clases
de protones ocurren generalmente en intervalos de 0 a 12 ppm, a partir del TMS.
De manera general, en la ventana espectral de RMN-"H se distribuyen las sefales
de hidrégeno de acuerdo a los grupos funcionales en los cuales participan los
hidrégenos (Figura 18). Calculando la integral del area bajo la curva de cada sefal
registrada, se puede determinar el numero de hidrogenos relativos responsables

de cada una de las senales emitidas y a través de los acoplamientos es posible
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determinar el numero de nucleos activos adyacentes a cada hidrogeno observado
(Yurkanis, 2008).
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Figura 18. Desplazamientos quimicos de RMN-'H en compuestos organicos

En los espectros de RMN-°C, los desplazamientos quimicos ocurren
generalmente en el intervalo de 0 a 220 ppm, a partir de la absorcion del TMS. En
la Figura 19 se muestran los desplazamientos quimicos para diversos atomos de
carbono. El amplio intervalo favorece que no se traslapen las sefiales, sin
embargo, la poca abundancia isotépica del ">C (1.1%) genera sefiales débiles con
ruido electrénico de fondo. A fin de mejorar la resolucion de los espectros, se
utilizan espectrometros de RMN con transformada de Fourier ya que esta técnica
permite obtener buenos espectros con relativamente poca cantidad de muestra
(Wade, 2011).
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Figura 19. Desplazamientos quimicos de RMN-"2C en compuestos organicos



30

Para realizar una elucidacion estructural mas precisa de los compuestos
organicos, generalmente los experimentos unidimensionales de RMN-"H y °C se
complementan con experimentos bidimensionales que permiten correlacionar
hidrégenos y/o carbonos que tienen alguna relacion escalar o espacial. Esta ultima
clase de experimento se clasifica generalmente en dos grupos: homonucleares y

heteronucleares (Kaiser, 2000).

Los experimentos de RMN 1D y 2D utilizados en esta investigacién fueron
adquiridos en disolucién y se registraron en un espectrémetro Bruker de 400 MHz.
A continuacion se describe brevemente las particularidades que caracterizan a los

principales experimentos aqui utilizados:

e DEPTQ: es un experimento unidimensional que permite detectar la
presencia de metinos, metilenos, metilos y carbonos cuaternarios. En
muestras diluidas, este experimento es uno de los mas utilizados para la

diferenciacion de carbonos protonados.

e COSY: es un experimento bidimensional homonuclear que se utiliza para
establecer correlaciones escalares entre los protones que estan acoplados
a dos (acoplamiento geminal) y/o tres enlaces (acoplamiento vecinal) de
distancia. Adicionalmente, este experimento permite discernir la

multiplicidad de las sefiales observadas en el espectro de RMN-"H.

e NOESY: este experimento bidimensional homonuclear muestra las
correlaciones espaciales entre los protones que se encuentran muy
cercanos, Yy mediante el analisis de sus interacciones se establece la

configuracion relativa de los protones presentes en un compuesto organico.

e TOCSY: a través de este experimento bidimensional homonuclear es
posible establecer las correlaciones totales entre los protones

pertenecientes a un mismo sistema de espines. En esencia los protones no
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estan necesariamente acoplados, pero tienen un protéon vecino comun al

que ambos estan unidos.

HSQC: es un experimento bidimensional heteronuclear que permite
identificar todos los carbonos protonados. Basicamente se establece la

conexion directa de los protones con sus correspondientes carbonos.

HMBC: mediante este experimento bidimensional heteronuclear se
establecen las correlaciones de los protones y carbonos que se encuentran
interconectados a dos o tres enlaces de distancia. Este experimento es util
para identificar a los carbonos cuaternarios y para ubicar los diversos

residuos de una molécula.
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8. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo del presente trabajo que comprendid la extraccion, fraccionamiento,
aislamiento, purificacion y elucidaciéon estructural de metabolitos secundarios de
interés biolégico de L. achyranthifolia y T. densiflora, se realizd en el Laboratorio
de Principios Bioactivos que se encuentra albergado en el Edificio de Productos
Naturales y Alimentos. La evaluacion de la actividad antifungica se desarroll6 en el
Laboratorio de Microbiologia, perteneciente al Instituto de Agroindustrias. En la
Figura 20, se muestran las multiples acciones desarrolladas en el aislamiento de

los compuestos bioactivos y la evaluacion de su actividad antifungica.

8.1 Materiales

En la exploracién de estrategias para la separacién de los componentes presentes
en las plantas objeto de estudio, se usaron cromatofolios (5x3 cm) con soportes de
silica y C4g de la marca Merck. El fraccionamiento grueso de los componentes se

realizd en columnas de vidrio.

8.2 Disolventes y reactivos

Los disolventes empleados en la extraccion y separacion cromatografica fueron de
grado reactivo, y se destilaron en un sistema de 5 L con columna de
fraccionamiento (Figura 21-A). El metanol, acetato de etilo y hexano se obtuvieron
de Conquimex®, en tanto que el diclorometano (99.8%) usado fue marca Meyer®.
El sulfato de sodio anhidro al 99.3% usado en la extraccion liquido-liquido fue de
la marca J.T.Baker. Las columnas cromatograficas se empacaron con gel de silice
(grado 9385, malla 230-400 y poro 60 A) de Sigma-Aldrich.
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Figura 20. Diagrama general del estudio fitoquimico de L. achyranthifolia y T. densiflora
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8.3 Equipos

La molienda del material vegetal se efectué en un molino ciclonico Foss Cyclotec
Sample Mill 1093 (Figura 21-B). Para la obtencion de los extractos metandlicos se
utilizé un bafo de ultrasonido SB-3200 DTN (Figura 21-C). La remocioén de los
diversos disolventes utilizados, se efectué por medio de un rotavapor Heidolph2®
(Figura 21-E) con temperatura de bafo a 45 °C y un recirculador de agua fria
marca SEVMR Modelo ECO-10 (Figura 21-D). En el revelado de los cromatofolios
se us6 una lampara de luz ultravioleta Spectroline® Modelo CM-10 que opera en

el intervalo de longitud de onda corta (254 nm) y larga (365 nm).

Para la adquisicion de los espectros de RMN unidimensionales y bidimensionales
de protdn y carbono-13, se utilizé un espectrometro Bruker Ascend™ 400 (Figura
21-F) usando TMS como referencia interna y estos fueron procesados con el
software MestReNova®. Respecto a la obtencién de masa de resolucidn baja se
usé un espectrometro Varian 1200L Quadrupole MS/MS y uno de marca Agilent
Technologies HPLC 1200 LC/MS de cuadrupolo simple.

(A)

Figura 21. Equipos utilizados en el desarrollo del trabajo de investigacion. (A): Sistema de destilacion
fraccionada, (B): Molino cicldnico, (C): Bafio ultrasonico, (D): Recirculador de agua, (E): Rotavapor, (F):
Espectrometro de RMN
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8.4 Especies vegetales

Las partes aéreas de L. achyranthifolia se colectaron en la Ciudad de Huajuapan
de Leodn, Oaxaca (longitud 17°48'41"N y latitud 97°46'49"0), en tanto que la raiz
de T. densiflora se obtuvo del Jardin Botanico Chepilme (latitud 15°46'14"N vy
longitud 96°26'49"0) de la Universidad del Mar - Campus Puerto Angel. Una
muestra de cada especie vegetal fue depositada en las instalaciones del Herbario
“‘Jorge Salas Espinoza” de la Universidad Auténoma de Chapingo (voucher UACh
25185 y 25221, respectivamente) y la identificacion etnobotanica fue efectuada por

especialistas de la misma institucion.

8.5 Cepas biolodgicas

En la evaluacién de la actividad antifungica in vitro, se utilizaron cepas de F.
oxysporum CDBB-H-2000 y R. solani CDBB-H-308 las cuales fueron adquiridas de
la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Cinvestav.

Estos hongos fitopatdgenos se reactivaron en agar papa dextrosa (PDA) a 28 °C.
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8.6 METODOLOGIA

8.6.1 Obtencion de extractos crudos: Extraccion sélido-liquido

Las muestras secas de T. densiflora y L. achyranthifolia, colectadas en mayo de
2015 y julio de 2016 fueron pulverizadas en un molino ciclénico a fin de favorecer
y acelerar la transferencia de los metabolitos secundarios de la matriz sélida hacia

el disolvente durante la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU).

Para la obtencion de los extractos crudos, se realizaron cada una de las acciones
mostradas en la Figura 22. Primeramente, 100 g de muestra vegetal pulverizada
distribuida equitativamente en 2 matraces Erlenmeyer de 500 mL se extrajeron
con MeOH destilado (250 mL x matraz) en un ultrasonido por un lapso de 15 min
con temperatura de 25 °C. El sobrenadante de la extraccion se filtr6 a través de
dos embudos embonados con algoddn dispuestos de forma vertical en un soporte
universal. Posteriormente, el metanol procedente de 6 extracciones secuenciadas
se eliminé en un rotavapor (45 °C), obteniéndose asi 18.2 £+ 1.4 g de extracto
metandlico crudo de L. achyranthifolia 'y 5.8 £ 0.7 g de extracto de T. densiflora,

los cuales se guardaron en frascos de vidrio a 4°C hasta su posterior uso.

Destilacion al

Pesaje de material " 3 .
Extracto seco
vegetal

Figura 22. Secuencia de pasos involucrados en la obtencion de extractos crudos
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8.6.2 Aislamiento de compuestos de la parte aérea de L. achyranthifolia

8.6.2.1 Fraccionamiento del extracto metandlico

4.05 g de extracto metandlico crudo se fraccion6 con disolventes de polaridad
creciente. En primera instancia, el extracto se suspendié en 50 mL de Hx en un
matraz Erlenmeyer y se llevd a ultrasonido por 3 min. Se extrajo la porcion
solubilizada en Hx con una pipeta Pasteur y se efectu6 nuevamente la extraccion
hexanica hasta su agotamiento. Finalmente, de la remocién del disolvente a

presion reducida se obtuvieron 1.08 g de Fraccion hexanica.

Del extracto metandlico agotado se removié el remanente de Hx y se suspendio
en agua pasada por 6smosis inversa. Enseguida, se procedié a efectuar la
extraccion liquido-liquido con AcOEt (Figura 23), afadiendo sulfato de sodio
anhidro al embudo de separacion a fin de evitar la formacion de emulsiones. La
porcion soluble en AcOEt se recibié en un matraz de Erlenmeyer de 250 mL, se
seco con Na,SO4 anhidro y se traspasé a un matraz bola para la evaporacion del

disolvente a presion reducida, obteniéndose 2.14 g de Fraccion de AcOEt.

8.6.2.2 Remocion de azucares del extracto metandélico suspendido en agua

La fraccion acuosa proveniente de la extraccion con AcOEt se montd en una
columna de vidrio de 60 x 3 cm empacada con amberlita XAD16N (malla 20-60,
poro 200 A) de Sigma-Aldrich a una altura de 15 cm. La amberlita se acondicion6
primeramente en MeOH y luego en agua desionizada y desgasificada. Luego, se
aplicé la muestra y se eluy6 a flujo lento con agua. Cuando la fraccién acuosa se
absorbid en toda la superficie de la amberlita (el agua a la salida de columna es
incolora), se eluy6 con MeOH para obtener los compuestos organicos retenidos en
la amberlita. A la fraccion organica se le eliminé el MeOH por destilacion al vacio
en un rotavapor, obteniéndose un peso de 31.8 mg de Fraccién metandlica libre
de azucares. De manera adicional, se evalud la estabilidad de los compuestos
presentes en el extracto metandlico; para ello, 50 mg del extracto combinado con

1.0 g de silica se mezclaron con 10 mL de MeOH:AcOEt (1:1) en un vial de 20 mL
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que fue expuesto a la luz por 24 h. Posteriormente, dicha mezcla se cromatografio

en CCF y no se observo ninguna degradacién de los componentes.

Extraccion liquido-liquido

Fraccién acuosa sometida cromatografia
de exclusion molecular

Figura 23. Extraccién liquido-liquido de los extractos metandlicos

8.6.2.3 Perfiles cromatograficos de separaciéon

Con el proposito de encontrar las condiciones adecuadas de separacion de los
compuestos presentes en las diversas fracciones organicas, se realizaron pruebas
cromatograficas en CCF con cromatofolios de fase normal (gel de silica) y reversa
(C18) Merck® de 5x3 cm. Los cromatofolios se observaron bajo luz ultravioleta de
longitud de onda corta y larga (254 y 365 nm, respectivamente). Para revelar todos
los compuestos oxidables, los cromatofolios se impregnaron con sulfato sérico

amoniacal y se llevaron a calentamiento en una parrilla eléctrica.

8.6.2.4 Cromatografia de la fraccion de AcOEt
De la fraccion de AcOEt se obtuvo un sélido grisaceo (1.04 g) soluble en acetona
(PAFACOEL, Figura 24), que al someterse a CCF en cromatofolios de silica

desactivada se apreciaron dos componentes que se lograron separar entre si con
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una fase mévil de CH,Cl,:MeOH (85:15). La desactivacion de los cromatofolios se
llevé a cabo en una camara cromatografica de acido borico al 5% y el secado de
las mismas se realiz6 sobre una superficie caliente.

3 - 34

=

|

g

Figura 24. S¢lido proveniente de la Fraccién AcOEt de L. achyranthifolia

Debido a la naturaleza no tan compleja de PAFACOEt, se optd por efectuar la
separacion y purificacion de los compuestos a través de la cromatografia normal
en columna flash. La columna de vidrio de 60 x 2.5 cm se embond con algodén y
se rellend con gel de silice a una altura de 20.5 cm. Inicialmente, la columna se
eluy6 con CH,Cl, y su recorrido en el interior de la columna fue acelerado por una
presion de aire regulada con una llave de flujo, con el fin de liberar las burbujas de

aire en el gel de silice.

Teniendo acondicionada la columna, se procedid a solubilizar 177.2 mg de
PAFACOEt en la minima cantidad de acetona. Subsecuentemente, la muestra
solubilizada se colocd en el interior de la columna y se eluyé con mezclas de
CH.CIl,:MeOH de polaridad creciente. Los eluatos colectados en viales de vidrio
de 25 mL se monitorearon mediante CCF realizadas en cromatofolios de silica
desactivada, utilizando una lampara de luz ultravioleta como agente de
visualizacion. Aquellas fracciones que resultaron tener el mismo perfil
cromatografico se agruparon entre si. Cuando se obtuvieron las fracciones con los

compuestos de interés, la columna se lavé con MeOH y se secé con acetona.
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La informacion detallada de las mezclas de disolventes utilizadas en la realizacion
de la cromatografia flash se muestra en la seccion de resultados y discusién
(Cuadro 6). Debido a que en la primera columna solo se aislé uno de dos
compuestos principales, se optd por montar una segunda columna flash de 60 x
3.5 cm con gel de silice a una altura de 23 cm, partiendo de 1.03 g de PAFACOEt
del cual se obtuvo finalmente el segundo compuesto restante con fase movil
CH.Cl,:MeOH (89:11).

8.6.3 Tratamiento alternativo del extracto metandlico de L. achyranthifolia

Se obtuvo el extracto metandlico crudo de la parte aérea de L. achyranthifolia, tal
cual se describe en el apartado 8.6.1. Subsecuentemente, el extracto obtenido
(19.20 g) se re-suspendio en una mezcla de MeOH:AcOEt (1:3) que proporciond
dos fases: un precipitado de color marrén y un sobrenadante de color negro.
Ambas fases se llevaron a sequedad total en un rotavapor a 45 °C y luego se
sometieron a un proceso de particion con disolventes de polaridad creciente (Hx,
CH3Cl, AcOEt y MeOH) para obtener las fracciones FS1, FS2, FS3, FS4, FP1 y
FP2 (Figura 25). Por medio de la CCF, las fracciones FS1 y FS2 se agruparon

entre si y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior purificacion.

8.6.3.1 Purificacion cromatografica de las fracciones FS3-FS4

Las fracciones FS3 y FS4 se reunieron de acuerdo a su similitud revelada en CCF
y se cromatografiaron en una columna de vidrio empacada con Sephadex LH-20
que se eluyé con diversas proporciones de H,O:MeOH (100:0, 75:25, 50:50,
25:75, 0:100); las tres fracciones intermedias (75:25 a 25:75) se agruparon entre si
(4.22 g) y se purificaron (1.11 g) a presion atmosférica en una columna de vidrio
(45x2.5 cm) empacada con 24 g de Cqg que fue eluida con gradientes de fase
moévil H,O: MeOH (Cuadro 6) de la cual se colectaron 117 eluatos de 20 mL y 6
eluatos de 100 mL para el 100% de H,O y MeOH. Por medio de la cromatografia
en fase reversa desarrollada en cromatofolios de C4s se detectaron cuatro

compuestos que se etiquetaron como compuesto 1, 2,4y 5.
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Cuadro 6. Fraccionamiento cromatografico de FS4 de la parte aérea de L. achyranthifolia

Fase movil Volumen (mL) Eluatos colectados Observaciones
H,O 200 1-2 Ambas fracciones se juntaron
H,0: MeOH (95:5) 200 3-4 Ambas fracciones se juntaron
H,0: MeOH (90:10) 800 5-38 Se obtuvieron los compuestos 4y 5
H,0: MeOH (87:13) 100 39-43
H,0: MeOH (85:15) 200 44-53 Se obtuvo el compuesto 2
H,0: MeOH (83:17) 100 54-58
H,0: MeOH (80:20) 100 59-62
H,0: MeOH (75:25) 750 63-97
H,0: MeOH (70:30) 100 98-101
H,0: MeOH (60:40) 200 102-111
H,0: MeOH (50:50) 200 112-121 Se obtuvo el compuesto 1
MeOH 200 122-123

Extracto MeOH crudo de
L. achyranthifolia (19.2 g)

Suspendido en oy
Sobrenadante MeOH:AcOEt (1:3) > Precipitado

Remocion de disolvente Remocidn de disolvente

en rotavapor a 45 °C en rotavapior a45°C
Porcién solida l Porcion sélida '

Partu:\on ccﬂ Hx Particion con MeQH

Porcién sélida
agotada
Fraccién Hx (FS1) Porcién sclida l
agotada
Fraccién MeOH (FP1) l Soluble |En H,0

PBI’UCIOR ccn CHCI3

\4

Cromatografia en columna
(Fase Reversa)

Particion con AcOEt
] COMPUESTO sJ COMPUESTO 7 J / \
Fraccion AcOEt (FS3) l Porcién solida
agotada Fraccion 11-14C18LA Fraccién 21-24C18LA
COMPUESTO 11

Cromatografia en columna Fraccion acuosa (FP2)
‘ (Fase Reversa)
Fraccién CHCI3 (FS2) l Porcién S:Uda &
agatada COMPUESTO 3 | COMPUESTO 8 '

Soluble en

MeOH Cromatografia Liquida de

Alta Resolucién

Fraccién MeOH (FS4) l / \
COMPUESTO 9 J

Cromatografia en columna COMPUESTO mJ

o Ta

Fase Normal Fase reversa
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Figura 25. Fraccionamiento quimico y purificaciéon del extracto metandlico de L. achyranthifolia
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8.6.3.2 Purificacion cromatografica de las fracciones FP2 y FP1

Al precipitado de color marrén seco se le efectuaron lavados sucesivos con MeOH
hasta el total agotamiento de color; los lavados reunidos se concentraron en un
rotavapor y la fraccién sélida que se obtuvo se designé como FP1. Dicha fraccion
se purificd en columna abierta de vidrio (45x2.5 cm) empacada con C+g en relacion
1:20 con respecto a la cantidad de muestra suministrada, la muestra se soporté en
relacion 1:1 con C4g. El aislamiento de compuestos en su forma pura, se logro a
través del uso de un aumento gradual de la polaridad del sistema de elucién H,O:

MeOH, tal como se indica en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Fraccionamiento de FP1 de L. achyranthifolia en columna cromatografica de fase reversa

Fase movil Volumen (mL) Observaciones

H,0 200 Se obtuvo un primer compuesto con clave 11-14-2C18LA
H,0: MeOH (90:10) 200 Se obtuvieron dos compuestos en mezcla

H,0: MeOH (80:20) 200

H,0: MeOH (70:30) 250

H,0: MeOH (60:40) 350

H,0: MeOH (40:60) 100 Se obtuvo un cuarto compuesto con clave 65-72-2C18LA
H,0: MeOH (10:90) 100

MeOH 200

El remanente residual del precipitado seco lavado con MeOH, fue soluble en agua
y se denomind FP2. Esta fraccion se purificd de forma analoga a lo descrito para
FP1 y a través del sistema de elucion mostrado en el Cuadro 8, se obtuvo un
compuesto designado como 21-24C18LA y una subfraccion semipura etiquetada
como 11-14C18LA que se purifico en CLAR.

Cuadro 8. Fraccionamiento de FP2 de L. achyranthifolia en columna cromatografica de fase reversa

Fase movil Volumen (mL) Observaciones
H,O 100
H,0: MeOH (60:40) 200 Se obtuvieron dos compuestos en mezcla que se
etiquetaron con clave 11-14C18LA
H,0: MeOH (55:45) 140
H,0: MeOH (40:60) 100 Se obtuvo un compuesto con clave 21-24C18LA
H,0: MeOH (20:80) 80

MeOH 150
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8.6.3.3 Purificacion de la subfraccion 11-14C18LA obtenida de FP2 del
extracto metandlico de la parte aérea de L. achyranthifolia

Las fracciones 11, 12, 13 y 14 obtenidas con la fase moévil MeOH:H,O (40:60)
mostraron un mismo perfil cromatografico, por la tanto se reunieron y se
denominaron 11-14C18LA (85 mg). La fraccion en cuestién se purificé a través de
un sistema cromatografico CLAR (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién) que
consto de una columna semipreparativa Génesis® RP-18 (250x10 mm) empacada
con material de fase reversa de 4 ym de tamano de particula y un detector de
UV/Vis (Figura 26). Inicialmente la muestra se solubilizé en 2 mL de MeOH:H,0
(38:62) y se filtré previo a la inyecciéon (40 uL/inyeccion). La columna se eluyé con
38% de MeOH (A) y 62% de agua acidificada al 0.1% con &acido formico (B);
durante el tiempo de corrida (90 min) se mantuvo un flujo constante de 1.7 mL/min
y una presion entre 1550 a 1601 psi. Mediante la lectura de la absorbancia
realizada a una longitud de onda de 280 nm, se detectaron cuatro compuestos con
tiempos de retencion (tr) de 40.68, 49.32, 64.48 y 83.34 min; de los cuales sélo los
mayoritarios COMP 9 y 10 (tr= 49.32 y 64.48 min) se analizaron por RMN.

Figura 26. Equipo CLAR equipado con detector de UV/Vis
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8.6.4 Aislamiento de compuestos presentes en la raiz de T. densiflora

La misma metodologia descrita para los extractos metandlicos de Lantana
achyranthifolia fue aplicada al extracto metandlico de Tournefortia densiflora; sin
embargo, dado el rendimiento bajo en la extraccién se optd por efectuar las

pruebas de fraccionamiento con una menor cantidad de muestra.

8.6.4.1 Cromatografia del extracto metandlico

Los compuestos presentes en 1.14 g de extracto metandlico agotado, se
soportaron en Cqg y se separaron a presiéon atmosférica en una columna de vidrio
(53x2 cm) rellena de fase reversa Cqg con una altura de 14 cm.

De las primeras fracciones eluidas con H,O (100 mL) se redujo en un 90% su
volumen en el rotavapor a 50 °C y al adicionarse MeOH se promovi6 la formacion

de cristales translucidos que posteriormente se identificaron como alantoina.

8.6.4.2 Extraccion de alcaloides de la raiz de T. densiflora

8.00 g de extracto MeOH crudo se traspasaron a un matraz Erlenmeyer de 250 mL
y se mezclaron con 44 mL de HCI 1 M. La mezcla se sometié a una agitacién
magnética por 20 min y después se filtré a través de papel filtro Whatman #1. El
filtrado se alcalinizé6 con KOH hasta pH=10 y se extrajo con disolventes de
polaridad intermedia, tal como se especifica en el Apéndice 1. Después de la
evaporacion de Hx, CHCI; y AcOEt a presiéon reducida, se obtuvieron 25.1 mg
(0.31%), 150.4 mg (1.88%) y 140.4 mg (1.76%) de fracciones enriquecidas en

alcaloides.

8.6.4.3 Aislamiento de compuesto minoritario en el extracto Metandlico

De la extraccion liquida-liquida del sobrenadante metandlico con Hx (Apéndice 1),
se obtuvo un sodlido que se lavdo con MeOH y mediante la cristalizacién de las
aguas madres con mezcla de MeOH:AcOEt se formaron agujas translucidas. Al
efectuarse la filtracidon se lograron obtener 0.8 mg de un sdlido blanco que se llevo

a un analisis de RMN para la obtencion de los espectros de proton y carbono-13.
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8.6.4.4 Reduccién de alcaloides N-6xidos de la raiz de T. densiflora

Debido a que especies del género Tournefortia sintetizan y almacenan alcaloides
pirrolizidinicos en forma de N-Oxidos (Gomez y Chong., 1985), se recurri6 a
implementar una metodologia de extraccién que consistié en acidificar 100 mg de
Fraccion MeOH y Fraccién acuosa en HCI 2 M hasta pH=2. A las mezclas se le
adicionaron 50 mg de Zinc y se agitaron por 12 h. Subsecuentemente, el medio
acidificado se alcalinizé con KOH (pH=10) y se extrajo con CHCI3. De la remocién
del disolvente a presion reducida, se obtuvieron 2.3 mg (2.3%) de Fraccion CHCI;
enriquecida de alcaloides a partir de la Fraccion MeOH. La metodologia detallada

se muestra en la Figura 27.

Extracto MeOH crudo

Suspender en MeOH

Y

~
[ Residuo insoluble Fraccién MeOH
7 100 mg
Suspender en H,0
Solubilizar en 5 mL de MeOH
Fraccidn acuosa 2. Suspender en HCI 2 M hasta
100 mg pH=2
3. Adicionar 50 mg de Zinc

1. Solubilizar en 5 mL de H,0 4. Agitacion magnética por 12 h

2. Suspender en HCI 2 M hasta pH=2 A 4

3. Adicionar 50 mg de Zinc
4.  Agitacion magnética por 12 h v v
5.  Filtracién Residuo Fraccién MeOH
\ 4 .
reducida

\ 4 Y T
Residuo Fraccién acuosa 1. Alcalinizar a pH=10 con KOH
reducida 2. Extraccion lig-lig con CHCl;

I l

Fracciéon acuosa Fraccion de alcaloides Fraccion MeOH
agotada solubles en CHCl; agotada

Figura 27. Reduccion de alcaloides N-6xidos presentes en la raiz de T. densiflora
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8.6.5 Elucidacion estructural de componentes bioactivos

La obtencion de los datos espectroscépicos de los extractos metandlicos crudos,
fracciones organicas y compuestos purificados, se llevd a cabo en un
espectrometro de 400 MHz. A fin de obtener los perfiles quimicos de las muestras
y conocer el arreglo estructural de los compuestos aislados con su
correspondiente asignacion de los desplazamientos quimicos de las diversas
sefales de protén y carbono-13, se adquirieron los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) unidimensionales ('H y *C) y bidimensionales de
acoplamientos homonucleares (COSY, TOCSY y NOESY) y heteronucleares
(HSQC y HMBC). La adquisicion del patron de fragmentacién de masa de
resolucion baja se obtuvo por ionizacion electronica a 70 eV y por electroespray

(ESI) en modo positivo.

Para verificar la identidad y los datos espectroscépicos de algunos compuestos, se
obtuvieron sus conférmeros principales a partir del estudio teérico de Método de

Estructura Electrénica usando el software Spartan 08'.

8.6.6 Evaluacion de la actividad antifungica
El tamizaje involucrado en la evaluacion antifungica in vitro de extractos,

fracciones y compuestos puros se muestra en la Figura 28.

8.6.6.1 Inhibicién del crecimiento micelial
La evaluacion de la bioactividad se realizé a nivel in vitro con cepas de los hongos
F. oxysporum y R. solani, midiendo el halo del crecimiento radial de los hongos

respecto a un control negativo, para esto, se empleo6 el método de difusion en agar
(Lira et al., 2014).
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Figura 28. Fraccionamiento de extractos vegetales para la evaluacion antifingica in vitro

Se utilizaron cajas petri de plastico estériles, en las cual, se colocaron 25 mL de
agar papa dextrosa (PDA) esterilizado; subsecuentemente, en el centro del medio
gelificado se colocd un bloque PDA de 5 mm de diametro con el crecimiento
micelial de F. oxysporum y R. solani, previamente incubados durante 7 y 4 dias
respectivamente. Posteriormente, los discos de cultivo fungico se impregnaron con
20 pL del tratamiento a evaluar: DMSO (CTRL-), Azoxistrobin (CTRL+), Extracto
MeOH de L. achyranthifolia (EMLA), Fraccion MeOH_3C18 de L. achyranthifolia
(F3C18LA), Fraccion no polar de L. achyranthifolia (FNPOLA), Extracto MeOH de
T. densiflora (EMTD), Fraccion reducida de alcaloides de T. densiflora (FATD) y
Fraccion reducida de alcaloides con impurezas de T. densiflora (FAIMTD). Las
concentraciones iniciales de los extractos, fracciones y azoxistrobin se
establecieron en 100, 25 y 2.4 mg/mL, adicionalmente cada una de estas
concentraciones se diluyeron en relacion 1:2 y 1:4 respectivamente. Para facilitar
la difusion de las muestras en los discos, las cajas sin invertir se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta su total absorcion, y cada una de las concentraciones
evaluadas de las diversas muestras se efectud por triplicado a fin de obtener datos
representativos estadisticamente. Finalmente, las cajas se sellaron, se etiquetaron

y se incubaron a 28 °C por 2 dias para R. solani y 7 dias para F. oxysporum, con



48

fotoperiodos alternos de luz/oscuridad (12/12 h) y el area de la zona de inhibicion
fue medido con el software ImageJ®. El porcentaje de inhibicién del crecimiento
radial de los micelios se calculé haciendo uso de la férmula siguiente reportada
por Sanchez et al., (2015):

x 100

Porcentaje de inhibicion =

Donde: C denota el area de crecimiento radial del micelio en el control negativo

T denota el area de crecimiento radial del micelio en el tratamiento

8.6.6.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) se utiliz6 el método

descrito por Sasidharan et al., (2012) y adaptado por Lira et al., (2014).

Se realizé un raspado micelial de la cepa fungica cosechada a los 8 dias con 6
perlas de vidrio estéril, adicionando previamente 3 mL de agua destilada estéril
con Tween-80 0.2% (v/v) al medio PDA. La suspension de esporas obtenida se
filtr6 a través de una gasa estéril para eliminar cualquier residuo de micelio o
medio de cultivo. Subsecuentemente, del filtrado se tomé un volumen de 100 uL
de esporas que se depositaron en un tubo eppendorf estéril junto con 900 uL de
agua estéril. Esta dilucion resultante se agitdé en un vortex y en seguida se
cargaron en cada campo de la camara de Neubauer Bright-LineTM, marca Sigma-
Aldrich, 10 uyL de suspensiéon de esporas para su conteo realizado en el
microscopio 6ptico Zeigen®. El conteo por duplicado sirvid para ajustar la

suspension de esporas a una concentracion especifica de 10* esporas/mL.

La determinacion del numero de esporas producida por los hongos fitopatégenos

se calculé mediante la formula siguiente:

Num. esporas Num. esporas contadas 10* cuadrantes L
= x Factor de Dilucién

= — X
mL Num. cuadrantes contados mL
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Las concentraciones a evaluar de los extractos, fracciones y azoxistrobin se
establecieron en 100, 25 y 2.4 mg/mL respectivamente. Inicialmente a cada uno
de los tubos de ensaye esterilizados (etiquetados de 1 a 11) se colocé 1 mL de
agua destilada estéril con Tween-80 0.2% (v/v) y luego se sometieron a una serie
de diluciones doble de una solucion madre preparada con 200 uL del tratamiento
vegetal con 800 uL de agua estéril. Finalmente, cada uno de estos tubos se
inoculé con 1 mL de la suspension ajustada a 10* esporas/mL. A fin de efectuar
una exploracion rapida acerca del potencial de la bioactividad de los diversos
tratamientos vegetales, cada uno de los ensayos se efectud sin réplica y los tubos
se incubaron por 7 dias a 28 °C en una incubadora orbital a 150 rpm que estuvo

expuesta con luz blanca.

El valor de la CMI se determind como la concentracion mas baja del tratamiento
evaluado en la que no se observo crecimiento fungico (visualmente el tubo no

presentd turbidez).

8.7 Analisis estadistico de los resultados

El procesamiento de los valores promedio de la actividad antifungica se efectud
por medio del programa ImageJ® y se analizaron estadisticamente por ANOVA de
un factor que se complementd con la prueba de Tukey, con el fin de comparar y
determinar si existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.
Los intervalos de confianza se establecieron con un nivel de significancia del 5 %
(*p <0.05), usando el software STATISTICA 10°.



50

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Fraccionamiento y cromatografia del extracto de L. achyranthifolia

Los extractos metandlicos de la parte aérea de L. achyranthifolia colectada en
Huajuapan de Leodn en el 2016, fueron obtenidos mediante la Extraccion Asistida
por Ultrasonido (EAU) por un lapso de 15 min a 25 °C. El rendimiento a partir de
100 g de muestra pulverizada fue de 18.2 + 1.4%. En la particién de 4.01 g de
extracto crudo se obtuvieron 1.08 g de fraccién hexanica, 2.14 g de fraccioén de
AcOEt y 0.79 g de fraccion MeOH agotada. De los perfiles realizados en CCF
(Figura 29) se evidencid que las fracciones presentan una diversidad de
componentes, los cuales, son viables de separarse a través del uso de la
cromatografia en columna empacada con gel de silice y mezclas de diversos

disolventes de polaridad creciente tal como se especifica en el Cuadro 9.

Figura 29. Perfiles cromatogréficos en CCF de L. achyranthifolia

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-"H) del extracto
MeOH vy Fraccién de AcOEt (Figura 30) mostraron dos sefales de protones de
vinilicos en 6 6.69 y 7.50 ppm. Las sefiales entre 6 6.50-7.01 ppm pueden
corresponder a compuestos tipo fendlicos. Adicionalmente, se observaron sefales
caracteristicas de protones de grupos metileno y metilo en 6 2.50 y 1.01 ppm
respectivamente. Dada la existencia de un gran numero de sefales de protones
base de oxigeno entre 6 3.30-3.75 ppm, aunado a las sefiales de dos protones
anomeéricos en 6 4.50 y 5.01 ppm (Hernandez-Carlos et al., 2011), se pude asumir

de la existencia de glicosidos.
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El espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN-">C), mostro
18 sefiales intensas comprendidas en la regién de carbonos insaturados y
aromaticos (Figura 31). En 6 156.0 y 180.0 ppm, se muestran sefiales de carbonos
saturados base de oxigeno y de carbonos sp? correspondientes a base de ésteres.
Las senales situadas entre 6 60.0—85.0 ppm son caracteristicas para protones de
carbonos vecinos a oxigeno. Por los desplazamientos quimicos del resto de las
sefales, se puede deducir que el extracto posee al menos seis grupos metilenos
(6 30.0-60.0 ppm) y cuatro sefales intensas de metilos en un intervalo de 6 10.0—

30.0 ppm.

Cuadro 9. Condiciones de separacion cromatografica de parte aérea de L. achyranthifolia

Planta Fraccion organica Fase estacionaria Fase movil
Hexanica Gel de silica Hx: AcOEt (7:3)
L. achyranthifolia Acetato de etilo Gel de silica CH,Cl,:MeOH (6:4)
PAFACOEt Gel de silica CH,Cl,:MeOH (85:15)
Metandlica Gel de silica AcOEt:MeOH (8:2)

Nota: 1) PAFACOEt es la subfraccion de polvos solubles en acetona, obtenida de la fraccién de acetato de etilo.

,JLMMJ MWMMUU W

T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

PR —

T T T T T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T
8.0 4.0 3.5
f1 (ppm)

Figura 30. Espectro de RMN-"H de L. achyranthifolia
* Extracto MeOH (trazo inferior) y fraccion de AcOEt (trazo superior)
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Figura 31. Espectro de RMN-"°C del extracto MeOH de L. achyranthifolia

9.2 Elucidacién de verbascosido de la parte aérea de L. achyranthifolia

De la primera cromatografia flash de PAFACOEt se obtuvieron diversos eluatos
que finalmente se agruparon en un total de 6 fracciones (Cuadro 10). En la CCF
de F5PA se observo un solo componente a 254 nm (Figura 33-A y B) y 365 nm
(Figura 33-C). El compuesto F5PA (18.6 mg, 10.5 %) proveniente de la fase movil
CH2Cl2:MeOH (87:13) se obtuvo como un sélido de color ocre soluble en MeOH
(Figura 32). Mediante un tratamiento de particion alternativo del extracto MeOH
crudo, se obtuvo FS4 que al someterse a un fraccionamiento cromatografico en
fase reversa, permitié obtener el mismo compuesto F5PA (333.2 mg, 30.0 %) en
sistema de MeOH:H,0 (15:85). Teniendo en cuenta estos rendimientos, es factible
atribuirle al compuesto una propiedad altamente polar y que a su vez es
susceptible de oxidarse en columnas empacadas de silice; por ello, se prefirid que
la separacion de dichos compuestos con tales caracteristicas, se realizd en
columnas de fase reversa rellenas con Cig mediante el uso de gradientes de
elucién impartidos con mezclas de MeOH:H,0, ya que con esto se incrementa el

rendimiento a 19.5 %.

Para el aislamiento de F5PA se utilizé un volumen total de 1000 mL de mezclas
de CH,CIl>:MeOH. En el Cuadro 11, se muestra de manera detallada los diversos

volumenes de eluyentes empleados en la resolucién de la columna flash.
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Figura 32. Purificacién de PAFAcCOEt en CF

Referencia

Figura 33. Perfil cromatografico de F5PA aislado de L. achyranthifolia en CF

Cuadro 10. Fracciones obtenidas en CF

Cuadro 11. Eluyentes empleados en CF

Clave Fase movil de cdmara
de cromatografica
fraccion

Peso
(mg)

FIPA  CH,Cl, : MeOH (8:2)
F2PA  CH,Cl, : MeOH (75:15)
F3PA CH,Cl, : MeOH (7:3)
FAPA CH,Cl, : MeOH (7:3)
F5PA CH,Cl, : MeOH (7:3)
F6PA CH,Cl, : MeOH (7:3)

11
23.3
11.6
47.7
18.6
19.9

Orden de Fase movil del Volumen
empleo eluyente utilizado (mL)

1 CH,Cl, 100

2 CH,CI2 : MeOH (95:5) 300

3 CH,Cl, : MeOH (90:10) 200

4 CH,Cl, : MeOH (87:13) 1000

5 CH,Cl, : MeOH (1:1) 200

6 MeOH 400

7 Acetona 200
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Los datos espectroscopicos de F5PA revelaron que el compuesto aislado es un
glucésido feniletanoide denominado verbascésido (1), el cual se encuentra
constituido por un éster cinamico, un éter feniletanoide, una glucosa y una
ramnosa (Figura 34). La asignaciéon espectroscopica descrita, concuerda con lo
reportado en la literatura, en donde, el compuesto previamente se habia aislado

de Orobanche rapum-genistae (Andary et al., 1982).

En el espectro de RMN-"H de F5PA mostrado en la Figura 35, se observo la
presencia de sefiales de protones vinilicos en 6 6.27 y 7.60 ppm (H8, H7), con una
constante de acoplamiento (J) de 15.6 Hz, lo cual indica que estos protones se
encuentran acoplados entre si. Haciendo uso de la informacion proporcionada en
el experimento HSCQ (Apéndice 2), se encontré que estos protones (H8 y H7)
tienen una correlacion heteronuclear a un enlace con los carbonos ubicados en &
148.0 y 114.7 ppm, asignando asi, a C7 y C8 respectivamente. De acuerdo con el
experimento HMBC (Apéndice 3), se tiene que H8 y H7, estan conjugados con un
anillo aromatico y un grupo carbonilo situado en & 168.3, que de acuerdo al

espectro de RMN-"*C, se asigné como C9 (Figura 36).

Figura 34. Estructura quimica del verbascésido aislado de L. achyranthifolia

El protén H6 ubicado en & 6.96 ppm, se observé como una senal doble de dobles
con J orto y meta (J = 8.0, 2.4 Hz), lo cual sugiere un anillo aromatico tri-sustituido.
En el experimento HSQC se observo una correlaciéon del protén H6 con el carbono
ubicado en & 123.3 ppm, asignando asi al C6 en & 123.2 ppm. Por su parte, la
sefal del protén H2 en 6 7.06 ppm con una J meta (J= 2.4 Hz), y el protén H5
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situado en 6 6.78 ppm con una J orto (J = 8.0 Hz), mostraron correlaciones en el
experimento HSQC con los carbonos ubicados en 6 115.2 y 116.5 ppm, asignado
de esta manera a C2 y C5, respectivamente. Con ayuda del experimento HMIBC
(Apéndice 3) se confirmé la conectividad y sustitucion del anillo aromatico,

asignando los carbonos cuaternarios C3 y C4 en 146.8 y 149.8 ppm.
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Figura 35. Espectro de RMN-"H de verbascosido aislado de L. achyranthifolia en CD;0OD (400 MHz)
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Figura 36. Espectro de RMN-"C de verbascosido aislado de L. achyranthifolia en CD;0D (100 MHz)

Dado que los dos anillos aromaticos presentes en la arquitectura del verbascdsido,
tienen la misma sustitucion, es de esperarse que los protones H2', HS' y HG'
presenten sefales con patrones de acoplamiento similares a las descritas para

H2, H5 y H6, con la diferencia que los desplazamientos quimicos se encontraran
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ligeramente desplazados hacia frecuencias bajas por la ausencia de la

insaturacion entre C7 y C8.

Las senales presentes entre 6 3.39-4.38 ppm, son caracteristicos de los protones
base de oxigeno de la ramnosa y glucosa. Con ayuda del experimento HSQC, las
sefales de los protones anoméricos de la glucosa y ramnosa se asignaron en o
4.38 y 5.19 ppm, respectivamente. La sefial doble en & 1.09 ppm corresponde a
los protones del metilo de la ramnosa que se encuentra unido a su respectivo
carbono en 6 18.4 ppm. Para confirmar la asignacion espectroscopica de estos
azucares, se adquirid el experimento homonuclear 'H-'H COSY (Apéndice 4),
observandose que el proton anomérico de la glucosa H1" (6 4.38 ppm, d, J= 8.0
Hz) se correlaciond con una sefal situada en 6 3.39 ppm (dd, J= 9.2, 7.6 Hz) que
se identific6 como H2", este ultimo protdn mantuvo una correlacion con la sefal
ubicada en 6 3.82 ppm (dd, J= 9.2, 9.2 Hz) que fue asignada al protén H3".
Mediante este mismo tipo de analisis de correlaciones, fue posible situar a los
protones H4", H5" y H6" en 6 4.92, 3.53 y 3.62 ppm, respectivamente. Las sefales
correspondientes a la molécula de ramnosa fueron ubicadas mediante un mismo
analisis de correlacién en la cual se determind que el proton anomérico H1™
ubicado en & 5.19 ppm (d, J= 2.0 Hz) se correlacion6 con la sefal presente en &
3.92 ppm (dd, J= 3.4, 1.8 Hz) que fue asignada al protéon H2"' que a su vez mostro
un acoplamiento vecinal con el protén H3" ubicado en 6 3.58 ppm (dd, J= 9.6, 3.2
Hz). Los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de los protones
H4™, H5™ y H6™ fueron consistentes con la unidad de ramnosa descrita para
glucosidos feniletanoides aislados de la hierba espinosa Acanthus ilicidolius L.
(Wu et al., 2004).

La asignacion completa de los desplazamientos quimicos, constantes de
acoplamiento y multiplicidades de F5PA se muestran en el Cuadro 12. Finalmente,
el verbascésido aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia constituye una
alternativa prometedora a los fungicidas sintéticos, ya que en estudios de
postcosecha llevados a cabo en frutos de naranja se reporta que este compuesto
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inhibié en un 100% el crecimiento micelial de Penicillium digitatum en etapas de

infestacién temprana (Oyourou et al., 2013).

Cuadro 12. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y °C de 1 en CD;0OD

Posicion

Verbascosido (1)

dc O HMBC ("H—"C)
1 1276 e
2 115.2 7.06,d (2.4) 123.2 (C6), 146.8 (C3), 149.8 (C4)
3 1468 e
4 1498 e
5 116.5 6.78, d (8.0) 127.6 (C1), 146.8 (C3), 149.8 (C4)
6 123.2 6.96, dd (8.0, 2.4) 115.2 (C2), 149.8 (C4), 148.0 (C7)
7 148.0 7.60, d (15.6) 115.2 (C2), 123.2 (C6), 168.3 (C9), 127.6 (C1)
8 114.7 6.27,d (15.6) 127.6 (C1), 168.3 (C9)
9 1683 e
1 1315 - e
2' 117.1 6.70, d (2.4) 36.6 (C7'), 121.2 (C6'), 144.7 (C4'), 131.5 (C1")
3 1461 o e
4' 1447 e
5 116.3 6.68, d (8.0) 131.5 (C1'), 144.7 (C4")
6' 121.2 6.57,dd (7.8, 2.2) 36.6 (C7'), 144.7 (C4"), 117.1 (C2)
7 36.6 2.80, m 72.3 (C8"), 117.1 (C2'), 121.2 (C6'), 131.5 (C1")
8' 72.3 3.73,dd (17.2, 8.8) 36.6 (C7'), 104.2 (C1"), 131.5 (C1")
4.05,dd (16.2, 7.8) 36.6 (C7'), 104.2 (C1"), 131.5 (C1")
1" 104.2 4.38, d (8.0) 72.3 (C8)
2" 76.2 3.39,dd (9.2, 7.6) 81.6 (C3"), 104.2 (C1")
3" 81.6 3.82,dd (9.2, 9.2) 76.0 (C5"), 103.0 (C1™)
4" 70.6 4.92,dd (9.2, 9.2) 62.4 (C6"), 76.0 (C5"), 81.6 (C3"), 168.3 (C9)
5" 76.0 3.53,dd (8.4, 8.4) 81.6 (C3"), 104.2 (C1")
6" 62.4 3.52, dd (13.0, 5.5) 70.6 (C4")
3.62, dd (13.0, 4.0) 70.6 (C4")
1™ 103.0 5.19, d (2.0) 81.6 (C3"), 70.4 (C5™)
2" 72.4 3.92, dd (3.4, 1.8) 72.1 (C3"™)
3" 72.1 3.58, dd (9.6, 3.2) 73.8 (C4")
4" 73.8 3.28,dd (9.2, 9.2) 18.6 (C6™), 72.1 (C3™)
5™ 70.4 3.57, m 73.8 (C4")
6" 18.4 1.09, d (6.0) 70.4 (C5™), 73.8 (C4")
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9.3 Elucidacién de 8-epiloganina de la parte aérea de L. achyranthifolia

El fraccionamiento cromatografico en CF de 1.03 g de PAFAcOEt eluida con
CH.Cl,:MeOH (89:11), condujo el aislamiento de un glucdsido iridoide (15.3 mag,
1.48%), que con base en la interpretacion de los datos espectroscopicos de RMN

de una y dos dimensiones, se identificé como 8-epiloganina (2).

Del espectro de RMN-"H (Figura 37) se observé una sefal simple perteneciente a
un proton olefinico situado en & 7.41 ppm, que de acuerdo al experimento HSQC
mostré una correlacion con el C3 en 6 151.0 ppm. Las sefales presentes en &
3.07 ppm (ddd, J= 5.65, 5.65, 4.7 Hz) y 2.55 (ddd, J= 4.8, 4.7, 2.4 Hz), son
caracteristicas del sistema iridano (Rios, 2015) y corresponden a los protones H5,
H9; de acuerdo al experimento HSQC, se correlacionaron con sus respectivos

carbonos C5y C9 en 6 29.6 y 41.6 ppm, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de RMN-"H de 8-epiloganina aislado de L. achyranthifolia en CD;0D (400 MHz)

La sefal establecida en & 3.82 ppm sugiere la presencia de un proton base de
oxigeno, que se corrobora por la correlacion HSQC de H7 con su respectivo
carbono en 6 77.9 ppm (Apéndice 5).

Cuando el C8 se enlaza a un sustituyente metilo que presenta estereoquimica a,
es comun que entre el C3 y C4 exista la prevalencia de un doble enlace (Rios,

2015) y que de acuerdo a la interpretacidn del espectro de RMN-">C (Figura 38),
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dichas sefiales se observaron en 6 151.0 y 112.6 ppm. En el espectro de RMN-
3C, se observd una sefial de grupo carbonilo en & 167.9 ppm y con ayuda del
experimento HMBC (Apéndice 6) se asigné como C11, pues se observo que la
sefal simple en 6 3.71 ppm que integra para 3H (CH3-13), mostré una correlacién
con la senal en 6 167.9 ppm, asignando asi a C11. Por su parte, la sefial en 6 7.35
ppm perteneciente a H3, mostrd una correlacion con 6 112.6 ppm, asignando asi a
C4. Con base a estas correlaciones descritas, se tiene que la naturaleza del

sustituyente enlazado al C4 corresponde a un carboxilo esterificado.
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Figura 38. Espectro de RMN-"°C de 8-epiloganina aislada de L. achyranthifolia en CD;0D (100 MHz)

Para corroborar la configuracion relativa de la molécula, se adquirié el experimento
NOESY, en el cual se muestran las correlaciones existentes entre los diversos
protones a través del espacio. De dicho experimento se observé una correlacion
entre H5, H9 y con base a las consideraciones biogenéticas establecidas en la
revision de Rios (2015), ambos protones se proponen con orientacion . La
configuracion de H8 fue asignada con orientacion 3, esto con base a la correlaciéon
que se observo con H9, y debido a que este ultimo presentd nula correlacién con
H1, se asignd para este proton una orientacién a. A través del andlisis de las
constantes de acoplamiento y la nula correlacion observada entre H8 y H7, se

propone al sustituyente hidroxilo base de H7 con orientacion . Tomando en
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cuenta la correlacion mostrada entre H7 y Me-10, se puede concluir que entre
ambos protones existe una proximidad espacial, por lo tanto, es factible proponer
una orientacion a para estas dos posiciones (Apéndice 7). Estas correlaciones
descritas, aunado a los estudios quimicos en Lonicera periclymenum (Calis et al.,
1984) y Cephalaria media (Garaev et al., 2014) de donde se observé que H8 y H9
mostraron diferencias en sus desplazamientos quimicos y configuracion relativa,
permitieron discernir entre la 8-epiloganina de la loganina, que en su arreglo
estructural difieren unicamente en la estereoquimica del grupo metilo que se
encuentra enlazado al C8 (6 43.7 ppm), cuya correlaciéon en el HSQC, indic6 que

se trata de una senal de protdn multiple en 6 2.14 ppm.

Los datos espectroscopicos asociados con los desplazamientos quimicos,
constantes de acoplamiento y multiplicidades de la 8-epiloganina se muestran en
el Cuadro 13.

Cuadro 13. Datos espectroscépicos de RMN- 'H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 2 en CD,0D

8-epiloganina (2)

Posicion 5 on HMBC ("H—C)
1 94.8 5.46, d (4.0) 29.6 (C5), 43.7 (C8), 98.3 (C1"), 151.0 (C3)
3 151.0 7.35, s C5, 94.8 (C1), 112.6 (C4), 167.9 (C11)
4 1126 e e
5 29.6 3.07, ddd* (5.6, 5.6, 4.7) C1, C3, C4, C8, C11, 39.7 (C6), 77.9 (C7)
6 39.7 1.84, ddd* (12.3, 5.3, 5.0) C4, C5, C7, C8, 41.6 (C9)
2.08, ddd (12.3, 9.0, 5.0) C4, C5, C7, C8, 41.6 (C9)
7 77.9 3.83, ddd* (5.5, 5.3, 5.3) C5, C9, 13.0 (C10)
8 43.7 2.11,1d (7.6, 5.5) C1, C5, C7, C9, C10
9 41.6 2.55, ddd* (4.8, 4.7, 2.4) C1,C4, C5,C7,C8, C10
10 13.0 1.00,d (7.2) C7,C8, C9
11 1679 e e
13 50.2 3.65, s C11
1 98.3 4.60, d (8.0) C1,73.3 (C2"), 76.6 (C3))
2' 73.3 3.16,dd (9.2, 8.0) C1', C3'
3 76.6 3.32, dd (8.8, 8.8) C2',70.3 (C4)
4 70.3 3.19, dd (8.8, 8.7) C2',77.0 (C5'), 61.5 (C6)
5' 77.0 3.33, m c4'
6' 61.5 3.86, dd (11.9, 2.0) Cc4'
3.60, dd (11.9, 6.2) c4', C5'

*Son constantes de acoplamiento simuladas en el software MestReNovaé, porque son sistemas de segundo orden
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9.4 Elucidacioén de glucurénido-8-epiloganina aislado de L. achyranthifolia
El fraccionamiento cromatografico de FP1 (Figura 25) permitio6 obtener el
compuesto 3 (2.7 mg, 0.29 %) como una pelicula de color naranja parcialmente

soluble en MeOH y altamente soluble en agua.

La inspeccién de los datos espectroscopicos de RMN-'H y *C (Cuadro 14),
indicaron que el compuesto aislado tenia la misma aglicona que la 8-epiloganina
(2) y dos unidades de azucar. El analisis comparativo de los espectros de protén
de 2 y 3 (Figura 39) revel6 senales sin cambios significativos para la aglicona,
mientras que las variaciones observadas en los desplazamientos quimicos de la
unidad de glucosa fueron inducidas por la presencia de una molécula de acido
glucurdnico. La identificacion de ambos azucares, se realiz6 con base en sus
constantes de acoplamiento y multiplicidad de sus respectivos protones
anomericos ubicados en 6 4.73 ppm (d, J= 8.0 Hz) y 4.60 ppm (d, J= 7.8 Hz), que
de acuerdo al experimento heteronuclear HSQC se correlacionaron con las
sefales de carbono C1’ y C1” ubicadas en 6 99.2 y 104.9 ppm, tal como se
muestra en el Apéndice 8. Subsecuentemente, las correlaciones de los protones
H6’ con su respectiva sefial de carbono ubicada en & 62.7 ppm y la nula
conectividad de un protén hacia el carbonilo C6” situado en &6 176.6 ppm,
confirmaron la presencia de estos dos azucares en la arquitectura molecular
propuesta. Debido a que las sefales de la aglicona no mostraron cambios
significativos en sus desplazamientos quimicos, se optd por conservar la
estereoquimica relativa de los protones situados en los centros estereogénicos de
los carbonos C1, C5, C6, C7, C8y C9.

En el espectro DEPTQ se observaron 23 sefnales de carbono, de los cuales tres
son cuaternarios, dos metilos, dos metilenos y dieciséis metinos (Figura 40).
Analizando detalladamente los desplazamientos quimicos, se observé que el
desplazamiento del carbono C3’ cambié significativamente de 6 76.6 a 87.6 ppm
con respecto al compuesto 2; este nuevo desplazamiento da cuenta de una
desproteccion de la posicion C3’ que puede atribuirse presuntivamente a la

funcionalizacion del grupo hidroxilo con la molécula de acido glucurénico que se
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une en esta posicidén de la glucosa. A fin de respaldar esta disposicion estructural,
se adquirio el experimento HMBC, donde se observd una correlacion del proton
anomerico H1” (6 4.60 ppm, d, J= 7.8 Hz) con la sefal del carbono C3’ ubicada en
0 87.6 ppm, tal como se muestra en el Apéndice 9. Otras correlaciones claves de
HMBC que permitieron confirmar la estructura propuesta se establecieron entre el
protén anomérico H1’ (6 4.73 ppm, d, J= 8.0 Hz) con la senal de carbono situada
en 6 96.3 ppm, con esto se confirmd la union de la glucosa en la posicion C1 de la
aglicona y a través de las correlaciones observadas entre los dos protones H3
(7.41 ppm, s) y H13 (3.71 ppm, s) con el carbono C11 (5 169.2 ppm), se establecid

que el carbonilo base de éster se encontraba enlazado en la posicion C4 de la

aglicona.
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Figura 39. Espectros de RMN-'H de 8-epiloganina (trazo inferior) y compuesto 3 (trazo superior)
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Para confirmar la estructura propuesta, se adquirieron adicionalmente
experimentos bidimensionales de correlacion homonuclear 'H-'H. Mediante el
analisis de las correlaciones COSY, se demostré que el protbn H5 mantiene
acoplamientos vecinales con las sefales de H6a, H6B y H9; esta ultima mostrd
acoplamientos con H1 y H8 que presentd una correlacion en forma de W con H6[3
(Apéndice 10). Por otro lado, el experimento de espectroscopia de correlacién total
(TOCSY, por sus siglas en inglés) permitié6 determinar las correlaciones de las
sefales de los protones anomeéricos con las de los protones unidos en los
carbonos 3 y 5 de cada monosacarido, identificandose asi los siguientes sistemas
de protones: H1’ (6 4.73 ppm) con las sefiales multiples situadas en 6 3.63 y 3.39
ppm; H1” (6 4.60 ppm) con las sefales situadas en 6 3.61 y 3.46 ppm. A través de
estas correlaciones observadas, se logré completar asertivamente la asignacion
de los protones H3’, H5' de glucosa y H3”, H5” del acido glucurénico (Apéndice
11).
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Figura 40. Espectro DEPTQ del compuesto 3 aislado de L. achyranthifolia en CD;0D (100 MHz)
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Por ultimo, se efectué una busqueda del compuesto en la base de datos de
SciFinder® y no se encontraron registros de la estructura propuesta, Unicamente
se identificaron compuestos analogos que compartian la misma aglicona, por lo
tanto, se afima que el compuesto aqui aislado vy -caracterizado
espectroscopicamente es un compuesto nuevo, y que no se ha identificado en
ninguna especie vegetal. Con base a las evidencias presentadas y a la analogia
estructural en relacion al compuesto 2, se propuso el nombre trivial de

glucurdénido-8-epiloganina (3) para este compuesto.

Cuadro 14. Datos espectroscépicos de RMN- 'H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 3 en CD,;0D

Glucurénido-8-epiloganina (3)

Posicion

c o HMBC ("H—"C)
1 96.3 5.51,d (3.8) 152.6 (C3), 99.2 (C1")
3 152.6 741, s 30.7 (C5), 96.3 (C1), 113.9 (C4), 169.2 (C11)
4 1139 e e
5 30.7 3.04, ddd* (5.6, 5.6, 4.7) 152.6 (C3),113.9 (C4), 96.3 (C1), 40.8 (C6)
6 40.8 6a: 1.82, dt (13.3, 6.0) 30.7 (C5), 113.9 (C4)
6B: 2.06, ddd* (13.6, 8.7, 4.7) 44.8 (C8), 79.2 (C7)
7 79.2 3.82,dd (11.0, 5.6) 30.7 (C5), 14.3 (C10)
8 44.8 2.15,1d (7.6, 5.5) 79.2 (C7), 14.3 (C10)
9 427 2.62, dt (8.6, 3.8) 79.2 (C7), 96.3 (C1), 113.9 (C4)
10 14.3 1.03,d (7.3) 42.7 (C9), 44.8 (C8), 79.2 (C7)
11 169.2  eeee— e
13 52.0 3.71,s 169.2 (C11)
1" 99.2 4.73,d (8.0) 96.3 (C1)
2' 73.3 345 m 70.1 (C4")
3 87.6 3.63, m 73.3 (C2'), 70 (C4")
4' 70.1 3.39,dd (7.8, 4.8) 87.6 (C3'), 77.9 (C5")
5 77.9 3.39,m 70.1 (C4"
6' 62.7 3.93,dd (9.0, 4.1)
3.68, dd (10.0, 3.8) 40.1 (C4")
1" 104.9 4.60, d (7.8) 87.6 (C3")
2" 75.3 3.63, m 74.0 (C4")
3" 75.5 3.61,m 104.9 (C1"), 77.3 (C5")
4" 74.0 3.39, m 77.3 (C5")
5" 77.3 3.46,d (1.9) 74.0 (C4")
6" 1766 ———— e

*Son constantes de acoplamiento simuladas en el software MestReNova

, porque son sistemas de segundo orden
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9.5 Elucidacioén de carioptosido aislado de L. achyranthifolia

El fraccionamiento cromatografico de FS4 (Figura 25) proporcioné el compuesto 4
(19.6 mg, 1.76 %), como una pelicula transparente soluble en MeOH. El analisis
de los espectros unidimensionales (Figura 41 y 42) y bidimensionales (Apéndice
12, 13, 14 y 15) de RMN-"H y "*C comparado con los espectros adquiridos para la
8-epiloganina, permitié establecer una arquitectura molecular similar y de acuerdo
a los datos espectroscopicos experimentales (Cuadro 15) contrastados con los
reportados por Damtoft (1992) y Venditti et al., (2012), el compuesto en cuestion
se identifico como carioptosido (4), mismo que se diferencia de la 8-epiloganina
por la presencia adicional de un sustituyente hidroxilo en la posicién 8, lo cual
repercute en los desplazamientos quimicos y en las multiplicidades del proton
metino H7 (hacia frecuencia baja) y metilo H10 (ligeramente hacia frecuencia alta),

ambos unidos a bases de grupos hidroxilos.
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Figura 41. Espectros apilados de RMN-"H de 8-epiloganina (trazo inferior) y carioptosido (trazo superior)
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El carioptosido aislado en este trabajo, también se encuentra estructuralmente
relacionado con el acido 8-epiloganico, un constituyente minoritario aislado de la
especie Lippia graveolens. La co-ocurrencia de estos dos metabolitos dentro de la
familia Verbenaceae es muy comun y puede considerarse desde un punto de vista
quimico, donde puede apreciarse al carioptosido como un compuesto mas
complejo con respecto al acido 8-epiloganico, porque posee un grado de oxidacion

mas alto en comparacion con este ultimo (Rastrelli et al., 1992).
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Figura 42. Espectro DEPTQ del carioptosido aislado de L. achyranthifolia en CD;0D (100 MHz)
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En la revisién bibliografica realizada por Rios (2015) se describe que las
principales actividades bioldgicas de los iridoides son: neuroprotectora,
antioxidante, anticancerigena y antiinflamatoria. Con base a esta evidencia
documentada, es factible que la 8-epiloganina, el glucurénido-8-epiloganina y el
carioptosido aislados de la parte aérea de L. achyranthifolia podrian considerarse

como una opcidn util para el tratamiento de diversas enfermedades.

Cuadro 15. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y °C de 4 en CD;0D

Carioptosido (4)

Posicion

dc OH HMBC (‘H—"C)
1 95.1 5.58,d (2.0) 151.5 (C3), 99.8 (C1'), 27.6 (C5)
3 151.5 7.37,s 95.1 (C1), 114.2 (C4), 27.6 (C5), 169.2 (C11)
4 1142 e e
5 276  3.12,ddd* (5.6,5.6,4.7)  95.1(C1), 151.5 (C3), 38.7 (C6), 48.7 (C9),
114.2 (C4)
6 38.7 1.65, dt (14.5, 5.7) 114.2 (C4), 27.6 (C5), 79.0 (C7), 79.9 (C8),
2.20, ddd* (13.6, 8.7, 4.7) 48.7 (C9)
114.2 (C4), 27.6 (C5), 48.7 (C9), 79.9 (C8)
7 79.0 3.64,dd (5.6, 1.5) 21.9 (C10), 27.6 (C5), 48.7 (C9)
8 799 e e
9 48.7 2.58, dd (10.5, 2.0) 95.1 (C1), 27.6 (C5), 114.2 (C4), 79.9 (C8),
21.9 (C10)
10 21.9 119, s 79.0 (C7), 79.9 (C8), 48.7 (C9)
11 169.2  e—— e
13 51.6 3.69, s 169.2 (C11)
1 99.8 4.63,d (7.9) 95.1 (C1), 74.6 (C2'), 77.9 (C3")
2' 74.6 3.17,dd (9.1, 8.0) 99.8 (C1"), 77.9 (C3")
3 77.9 3.35, m 71.5 (C4'), 74.6 (C2")
4' 715 3.26, dd (8.8, 7.8) 62.7 (C6'), 78.3 (C5'), 77.9 (C3")
5 78.3 3.30, m 77.9 (C3"), 62.7 (C6')
6' 62.7 3.89, dd (12.0, 2.1) 71.5 (C4)
3.66, dd (11.9, 6.0) 78.3 (C5")

*Son constantes de acoplamiento simuladas en el software MestReNova@, porque son sistemas de segundo orden
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9.6 Analisis conformacional de 8-epiloganina

Una vez establecida la configuracion relativa de los centros estereogénicos de la
8-epiloganina, se continué con el estudio de analisis conformacional. Como
primera aproximacion se encontraron todos los posibles conformeros que puede
adoptar la molécula, para ello se utilizé el programa computacional Spartan ‘08 a
un nivel de Método Semiempirico de Estructura Electronica PM3. Este método es
muy util para estudiar moléculas organicas y es preciso en los calculos de energia
y longitud de enlace (Angulo-Cornejo y Tovar, 2014). El calculo del método
semiempirico PM3 arrojé 100 conférmeros posibles en un AE= 41.77 kJ/mol y por
medio de la distribucion de Boltzmann se evidencié que unicamente 35
conférmeros en un AE= 12.99 kJ/mol contribuyen al 100% de la poblacion
conformacional. Los conférmeros mas estables (1 a 6, Figura 43) contribuyeron en

un 55.2 % a la distribucion poblacional.

Figura 43. Conférmeros de minima energia obtenidos con célculos del método semiempirico PM3
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El analisis cuidadoso de los diversos conférmeros, mostré que las modificaciones
conformacionales en la molécula se presentan exclusivamente en la unidad de
glucosa, en el grupo éster y en el hidroxilo que se encuentra sobre el anillo de
cinco miembros. Los calculos tedricos mostrados en el Cuadro 16 resaltan tres
aspectos importantes: 1) El conformero 1 es el que posee la minima energia, por
ello es considerado como el mas estable; 2) Se evidencidé que la estabilidad del
conférmero 6 se debe principalmente a los puentes de hidrégeno que se
establecen en la molécula de glucosa y 3) El conférmero 5 presenta un efecto
exotico de interaccidn estabilizante calcogeno-calcégeno que se produce cuando
el oxigeno de la glucosa insertada en el sistema anular de seis miembros, se
encuentra direccionado con el oxigeno del sistema iridano en el cual un atomo
actua como donador y otro como receptor de densidad electronica. Esta
interaccion en solucidn que aqui se describe se encuentra respaldada por las
investigaciones realizadas por Gleiter et al., (2018) en estructuras moleculares de

estado solido.

Cuadro 16. Energia (kJ/mol) y porcentaje de distribucion conformacional de 8-epiloganina obtenida con

calculos del Método Semiempirico PM3

Numero de conférmero Energia % Poblacion Conformacional
CONFORMERO 1 0 10.5
CONFORMERO 2 0.02 10.4
CONFORMERO 3 0.10 10.1
CONFORMERO 4 0.33 9.2
CONFORMERO 5 0.66 8.0
CONFORMERO 6 1.00 7.0

Finalmente, es importante resaltar que los resultados proporcionados por PM3 son
muy confiables, esto debido a que el método semiempirico en cuestidn se rige por
las leyes de la mecanica cuantica como base para los calculos (Foresman y
Frisch, 1996), los cuales se simplificaron por la utilizacién de parametros derivados

de los datos experimentales.
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9.7 Elucidacién de acido 8-epiloganico aislado de L. achyranthifolia

El compuesto 5 proveniente de la purificacion de FS4 (Figura 25) se obtuvo como
un solido de color blanco (3.2 mg, 0.29 %) soluble en piridina. La elucidacion
estructural se realizé a través de la interpretacion de los datos espectroscopicos
de RMN de protéon y carbono-13 (Cuadro 17), incluyendo los experimentos
bidimensionales de HSQC, HMBC y NOESY; este ultimo experimento permitio

establecer la estereoquimica relativa de los sustituyentes.

En el espectro de RMN-'H (Figura 44) se observé la presencia de un par de
sefales caracteristicas de protones metinos de un sistema iridano en 6 3.56 ppm
(dd, J= 16.0, 10.0) y & 3.06 ppm (td, J= 8.6, 3.3 Hz) que se asignaron
respectivamente a H5 y H9. Otras sefales de metinos y metileno que
complementan a este sistema, se situaron en 6 2.62 ppm (ddd, J= 13.2, 8.6, 4.5
Hz), 6 2.28 ppm (m), 6 4.21 ppm (c, J= 4.6 Hz) y 6 2.33 ppm (m) asignables a
H6B, H6a, H7 y H8, el desplazamiento quimico de H7 sugiri6 la presencia de un
grupo hidroxilo en esta posicién. En & 7.93 ppm (s), se detectd un protdn vinilico
que fue asignado a H3. Adicionalmente, a frecuencia baja se observé una sefal
doble situada en & 1.17 ppm (J= 7.2 Hz) que integraba para tres protones, por lo
tanto, esta sefal fue asignada a H10. En el intervalo de & 4.07-4.57 ppm, se
detectaron senales correspondientes a los protones H2’ hasta H6' que de acuerdo
a la sefial del proton H1' establecida en 6 5.42 ppm (d, J=8.0 Hz), permitio
caracterizar a este conjunto de sefiales como protones caracteristicos de una

unidad de glucosa.

En las sefiales de RMN-"3C (Figura 45) se observo la presencia de 16 carbonos,
de los cuales diez son atribuibles al sistema iridano y el resto a la unidad de
glucosa que se caracteriza por un par de sefales ubicadas en 6 100.3 y 62.5 ppm.
A través del experimento DEPTQ (Figura 46) se identificaron once metinos (&
30.3, 42.2, 44.6, 71.3, 74.6, 78.0, 78.4, 78.7, 95.6, 100.3 y 150.7 ppm), dos
metilenos (6 41.2 y 62.5 ppm), un metilo (6 14.2 ppm) y dos carbonos cuaternarios
(6114.4 y 169.2 ppm).
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Figura 44. Espectro RMN-"H del compuesto 5 aislado de L. achyranthifolia en CsDsN (400 MHz)
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Figura 45. Espectro de RMN-">C del compuesto 5 aislado de L. achyranthifolia en CsDsN (100 MHz)

1

Analizando las correlaciones observadas en el experimento HSQC (Figura 47), se
establecioé que los protones de metinos base de grupo hidroxilo H1’, H2’, H3’, H4’,
H5' y H7 estan unidos con las sefiales de "C en & 100.3, 74.6, 78.7, 71.3, 78.4 y
78.0 ppm, por lo tanto, estas sefiales se asignaron a C1’, C2', C3', C4’, C¥%
respectivamente y que corresponden a la glucosa, mientras que C7 (6 78.0 ppm)

corresponde al biciclo de cinco miembros en el sistema iridano. Las senales de los
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otros metinos H5, H8 y H9 se correlacionaron con sus respectivos carbonos C5,
C8 y C9 en & 30.3, 446 y 42.2 ppm, respectivamente. Para el metileno
perteneciente al anillo de cinco miembros H6 (a y B) se observé una correlacion
con la sefal presente en & 41.2 ppm, asignando asi a C6; por su parte el metileno
correspondiente a la glucosa H6' mostré correlacion con la sefial en & 62.5 ppm
asignado de esta manera a C6’. También se observd que el proton vinilico H3
tiene correlacién con la sefial en & 150.7 ppm, asignado asi a C3. La sefial del
metilo H10, se observd que se encontraba correlacionado con su respectivo

carbono C10 en & 14.2 ppm.

c1

7 T T T T T T T T T T

170 160 150 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

1 (ppm)

Figura 46. Espectro DEPTQ del compuesto 5 aislado de L. achyranthifolia en CsDsN (100 MHz)

Las asignaciones completas de las sefales de 3C se complementaron con el
experimento HMBC (Figura 48) en el cual se observé que el proton HS tiene
correlacion con la sefial ubicada en & 114.4 ppm, correspondiente a un carbono de
hibridacion sp2, asignando asi a C4. Asi mismo H5 presentd correlaciones a tres
enlaces con 6 77.9 y 6 150.7 ppm asignando asi a C7 y C3. La asignacién del
carbonilo C11, se efectuo a partir de las correlaciones a larga distancia de los
protones H3 y H5 con la sefial en 6 169.2 ppm. La correlacion observada a tres
enlaces de distancia del proton anomérico H1' con la sefal en &6 95.6 ppm,

permitié establecer la conectividad de la unidad de glucosa en la posicion del C1.
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Figura 47. Espectro HSQC del compuesto 5 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

La estereoquimica relativa de los protones H1, H5, H9, H7 y H8 se determiné a
partir de un anadlisis cuidadoso de las constantes de acoplamiento y del
experimento NOESY (Figura 49); de este ultimo, se observd una correlacion entre
los protones H5 y H9. La correlacién observada concuerda con el valor de J= 4.7
Hz, lo cual indica que los protones deben tener una orientacion syn y que de
acuerdo a las consideraciones biogenéticas reportadas para el sistema iridano se
asume que dichos protones deben tener una disposicion relativa f (Rios 2015).
Para el proton H8 se observé una correlacion con el proton H9, por lo tanto, la
asignacion sobre H8 fue establecida con orientacion B; en consecuencia, el
sustituyente metilo Me-10 se dispuso con orientacidon a. Finalmente, se
establecieron orientaciones a sobre los protones H1 y H7, todo esto a partir de las

correlaciones mostradas por ambos protones con Me-10.
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Figura 48. Espectro HMBC del compuesto 5 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

En el analisis integral de los datos espectroscopicos, se percatdé una estrecha
relacion estructural del compuesto 5 con la 8-epiloganina que se distingue por la
presencia del grupo éster. En el espectro de masa de resolucion baja (Apéndice
16), registrado en modo ESI positivo se detecté la presencia de un ion fragmento
con relacion m/z= 399.1 que coincide con el peso calculado para [M+Na]* = 399.0
g/mol. A partir de este analisis realizado sobre el pico base, la formula molecular
del compuesto en analisis se estableci6 como C4sH24049 que concuerda con la
férmula condensada del acido 8-epiloganico (5) reportada en las investigaciones
de Boros et al., (1990) que también incluye datos espectroscépicos; sin embargo,
los datos experimentales obtenidos muestran wuna discrepancia en el
desplazamiento quimico asignado al C6. Esta incongruencia ha sido explicada en

este trabajo por la adquisicién del experimento DEPTQ, en el cual se observé

f1 (ppm)
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claramente que el metileno en C6 se ubica en 6 41.2 ppm y no en 6 42.2 ppm que

en este trabajo fue asignado al carbono C9, tal como se ilustra en la Figura 46.
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Figura 49. Espectro NOESY del compuesto 5 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

f1 (ppm)
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Cuadro 17. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 5 en CsDsN

Acido 8-epilogénico (5)

Posicién 13
c On HMBC ("H=>"C)
1 95.6 5.92,d(3.2) 30.3 (C5), 100.3 (C1'), 150.7 (C3)
3 150.7 7.93,s 30.3 (C5), 95.6 (C1), 114.4 (C4), 169.3 (C11)
4 1144 e
5 30.3 3.56, ddd* (5.6, 5.6, 4.7) 41.2 (C6), 44.6 (C8), 77.9 (C7), 95.6 (C1),
114.4 (C4), 150.7 (C3)
6 41.2 2.62,ddd (13.2, 8.6, 4.5) 30.3 (C5), 44.6 (C8), 77.9 (C7), 114.4 (C4)
2.29, ddd* (13.2, 5.3, 5.0) 30.3 (C5), 44.6 (C8), 77.9 (C7), 114.4 (C4)
7 77.9 4.21, ddd* (4.6, 4.3, 4.3) 14.2 (C10), 30.3 (C5), 42.2 (C9)
8 44.6 233, m 14.2 (C10), 95.6 (C1)
9 42.2 3.06, ddd* (4.8, 4.7, 2.4) 14.2 (C10), 30.3 (C5), 44.6 (C8), 77.9 (C7),
95.6 (C1), 114.4 (C6)
10 14.2 1.17,d(7.2) 42.2 (C9), 44.6 (C8), 77.9 (C7)
11 1693 e e
1' 100.3 5.42,d (8.0) 78.4 (C5'), 95.6 (C1)
2' 74.6 4.02, dd* (8.0, 8.0) No se observo
3 78.7 4.08, dd* (7.7, 8.2) 78.4 (C5'), 100.3 (C1")
4' 71.3 4.30, dd* (6.4, 6.4) 62.5 (C6'), 78.4 (C5")
5' 78.4 428, m 71.3 (C4")
6' 62.5 4.57,dd (11.7, 1.7) 71.3 (C4")
4.39,dd (11.7, 5.3) 78.4 (C5')

*Son constantes de acoplamiento simuladas en el MestReNova, porque son sistemas de segundo orden
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9.8 Purificacion y caracterizacion estructural de la fraccion FP1

En la purificacion de FP1 se obtuvieron dos subfracciones semi-puras (11-14-
2C18LA y 65-72-2C18LA) de las cuales se observé la formacion de un precipitado
que se separo por decantacion del sobrenadante. Los precipitados se sometieron
a una serie de lavados consecutivos con MeOH para proporcionar los respectivos
compuestos puros que fueron solubles en DMSO vy piridina, respectivamente. La
CCF en fase reversa de ambas subfracciones (Figura 50) mostraron un conjunto
de manchas intensas de color oscuro en 254 nm y con fluorescencias oscuras y

azul celeste en 365 nm.
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Figura 50. CCF de fase reversa de las subfracciones de FP1 observadas en 254 y 365 nm
Los ultimos dos cromatofolios corresponden al compuesto 6

9.9 Elucidacién de pectolinaringenina 7-O-B-D-glucuronopiranésido

El fraccionamiento cromatografico de FP1 (1.05 g) por columna de vidrio
empacada con C4g y eluida con MeOH:H,O (60:40), proporciond la subfraccion 65-
72-2C18LA que condujo el aislamiento del compuesto 6 que se obtuvo como un
polvo amorfo de color amarillo oscuro (4.3 mg, 0.41 %) soluble en piridina. La
placa cromatografica de dicho compuesto eluida en fase movil de MeOH:H,O
(45:55), mostro la presencia de una banda oscura en 254 y 365 nm (Figura 50,
penultimo cromatofolio), que al oxidarse con &cido sulfurico al 50% en una
superficie caliente se torné a un color amarillo (Figura 50, ultimo cromatofolio), una

caracteristica tipica de la posible presencia de flavonoides. Con base en esta
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observacion, se procedid a inspeccionar las sefiales de RMN-'"H y *C que

caracterizan a este tipo de moléculas.

En el espectro de RMN-"H (Figura 51) se observo la presencia de cuatro sefiales
de protones aromaticos; dos sefales simples en 6 6.91 y 7.47 ppm corresponden
a los protones H3 y H8; las senales en 6 7.83 ppm (d, J= 8.8 Hz) y 7.02 ppm (d, J=
8.8 Hz) se asignaron a H2’, H6’ y H3’, H5’, el valor de J= 8.8 Hz indic6 que H2',
H6’ se encontraban acoplados en posicion orto a H3' y H5’, respectivamente.
Asimismo, se observo una sefial doble del proton anomérico H1” en 6 6.10 ppm
(d, J= 6.8 Hz), ademas de los protones base de hidroxilos en 6 4.53-5.01 ppm,
caracteristicos del acido glucuronico (Munehisa et al., 1979). Adicionalmente, se
observaron dos sefales simples en 6 3.74 y 4.06 ppm que son caracteristicas de

metoxilos.
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Figura 51. Espectro de RMN-"H del compuesto 6 aislado de L. achyranthifolia en CsDsN (400 MHz)

Las sefiales del espectro de RMN-">C (Figura 52) en & 102.0, 73.0, 74.5, 77.7,
77.9 ppm, confirmaron la presencia de un acido glucurénico que se caracteriza por

la presencia tipica de un carbonilo C6” situado en 6 172.3 ppm (Hu et al., 2016).
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Del experimento DEPTQ (Figura 53) se identificaron nueve senales de metinos (&
729, 743, 77.7, 77.7, 95.0, 101.9, 104.0, 114.6 y 128.4 ppm), dos metilos base
oxigeno (6 55.3 y 60.7 ppm) y diez carbonos cuaternarios (6 107.0, 123.8, 133.8,
152.8, 153.9, 157.1, 162.8, 164.3, 172.1 y 183.0 ppm). Las sefiales de los
carbonilos C4 y C6” (6 183.0 y 172.3 ppm), junto con las senales de los protones
H3 y H1” (6 6.91 y 6.10 ppm) permitieron concluir que el compuesto 5 es un

glucurdnido de flavona (Cuesta et al., 2015).
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Figura 52. Espectro de RMN-"C del compuesto 6 aislado de L. achyranthifolia en CsDsN (100 MHz)
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Figura 53. Espectro DEPTQ del compuesto 6 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

De las correlaciones del experimento HSQC (Figura 54), se observo que los

protones base de metoxilos H7' (& 3.74 ppm) y H11 (4.06) mostraron correlacion
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con los carbonos en 6 55.3 y 60.7 ppm, asignando asi a C7 y C11
respectivamente. El singulete caracteristico del sistema flavona H3 (& 6.91 ppm)
mostré una correlacion con la sefal en 6 104.0 ppm que fue atribuida al carbono
vinilico C3. Para los protones aromaticos del anillo B, se observé que H2' y HE’ se
correlacionaron con un mismo carbono en 6 128.6 ppm, esta correspondencia
permitié asignar a C2’ y C6’. Asimismo, se observd que los protones H3' y HY’
eran quimicamente equivalentes y su sefal correlacioné con aquella de carbono
en 0 114.8 ppm, que fue asignada a C3’ y C5’ respectivamente. Para el protdon
anomerico del acido glucurénico H1” (6 6.10 ppm) se observé una correlacion con
6 101.9 ppm, asignando asi al carbono C1”. También se observé una correlacion
del metino H8 (6 7.47 ppm) con una sefal de 3C en & 95.0 ppm por lo que fue

asignada a C8. Esta conexion permitié establecer que el anillo aromatico A debia

encontrarse sustituido en las posiciones 5,6y 7.
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Figura 54. Espectro HSQC del compuesto 6 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN
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Figura 55. Espectro HMBC del compuesto 6 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

Con el fin de confirmar la conectividad del compuesto 6, se adquirid el
experimento HMBC (Figura 55), en el cual se observd que el proton anomérico
H1” (6 6.10 ppm, d, J= 6.8 Hz) presenté una correlacion a tres enlaces con el
carbono en 6 157.3 ppm, lo cual confirmd la posicién del acido glucurénico en C7
del anillo A. Asimismo, se observé una correlacion a dos enlaces del proton H8 (6
7.47 ppm, s) con & 157.3 ppm, confirmando con esto la asignacion de C7.
Adicionalmente, se observo que los protones H8 (& 7.47 ppm, s) y H11 (6 4.06
ppm, s), mostraron correlacion con el carbono en é 134.0 ppm, asignando asi al
carbono cuaternario base de oxigeno en la posicién C6. También, se observé una
correlaciéon a dos enlaces de H8 con la sefial de *C en & 153.9 ppm y a tres
enlaces con la sefal de 6 107.0 ppm asignando de esta manera los carbonos C9 y
C10 respectivamente. La correlacién observada a dos enlaces de distancia de la

sefal simple de H3 (6 6.91 ppm) con la senal de &6 183.2 ppm, permitié la

f1 (ppm)
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asignacion del carbono carboxilico C4. Por otra parte, la correlacion del proton H3
(6 6.91 ppm, s) con el carbono en 6 123.8 ppm permitié la asignacion de C1’, y la
correlacion de H7' (6 3.74 ppm, s) con el carbono en & 163.0 ppm permitié la
asignacion de C4’, de esta manera se asignaron los carbonos cuaternarios del

anillo B.

En el experimento NOESY (Figura 56), se observo la correlacion del proton H6’ (6
7.83 ppm) con los protones H3 (6 6.91 ppm) y H5 (6 7.02 ppm); este ultimo
también mostré una correlacién con el proton H7’ (6 3.74 ppm). Por otro lado, se
manifestd que el proton anomérico H1” (& 6.10 ppm) tiene correlaciones con los
protones H5” y H8. El analisis de estas correlaciones espaciales permitio soportar
la estructura tridimensional propuesta en la Figura 57, en la cual se puede
observar que el anillo B y la unidad de acido glucurénico muestran orientaciones

perpendiculares a los anillos A 'y C; estos ultimos mostraron una geometria plana.

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f2 (ppm)

Figura 56. Espectro NOESY del compuesto 6 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

1 (ppm)
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La corroboracién estructural de la molécula en analisis, se verificé mediante las
correlaciones proporcionadas en el experimento homonuclear COSY (Figura 58).
Se observo que el proton anomérico H1” (6 6.10 ppm) mantiene un acoplamiento
vecinal con el protén H2” (& 4.53 ppm). De forma analoga, se mostré que los
protones H5’ (6 7.83 ppm) y H6’ (6 7.02 ppm) tienen un acoplamiento vecinal entre
si. Entre los protones de la unidad del acido glucuroénico, se evidencié que H2”,
H3” y H4” guardan acoplamientos vecinales entre ellos; en tanto que el proton H5”
que se encuentra adyacente al grupo carbonilo mostré una correlaciéon en forma

de W a cuatro enlaces de distancia con el proton H3".

P

Figura 57. Estructura tridimensional del compuesto 6 establecida a partir de NOESY

La asignacién completa de los datos de RMN-"H y "*C para el compuesto 6 se
proporciona en el Cuadro 18. Del analisis de los datos presentados se establecio
una estructura molecular similar al glucurénido de flavona reportada por Bharitkar
et al., (2015). Sin embargo, los datos experimentales difieren de lo reportado por la
ausencia de un grupo metoxilo que fue confirmada mediante la espectrometria de
masa de baja resolucién desarrollada en modo ESI positivo. En el espectro de
masa (Apéndice 17), se observé un ion molecular m/z = 491.1 que esta de
acuerdo con el valor calculado para [M+H]" = 491.0 g/mol que concuerda con la

férmula molecular de una flavona reportada por Arisawa et al., (1979), a la que
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denomind Comantosido B, misma que en afos mas recientes se nombré como
pectolinaringenina 7-O-B-D-glucuronopirandsido (6). Finalmente, es preciso
recalcar que esta es la primera vez que se describe una flavona de esta

naturaleza en la especie de L. achyranthifolia.

T T T T T T T ) T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44
f2 (ppm)

T T T T T T L T T

Figura 58. Espectro COSY del compuesto 6 aislado de la parte aérea de L. achyranthifolia en CsDsN

f1 (ppm)



Cuadro 18. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 6 en CsDsN
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Pectolinaringenina 7-0-68-D-glucuronopirandsido (6)

Posicion 8¢ 8y HMBC (*H->"C)
2 164.5 e e
3 104.2 6.91,s 107.1(C10), 124.0 (C1'), 164.5 (C2), 183.2 (C4)
4 1832 e e
5 1541 e e
6 1340 e e
7 157.3 e e
8 95.1 7.47,s 107.1(C10), 134.0 (C6), 153.0 (C9), 157.3 (C7)
9 1530 @ ——— e
10 107.1 e
11 60.8 4.06, s 134.0 (C6)
1 1240 e e
2' 128.6 7.83,d (8.8) 114.8 (C3'), 128.6 (C6'), 164.5 (C2), 163.0 (C4')
3' 114.8 7.02,d (8.8) 114.8 (C5'), 124.0 (C1'), 163.0 (C4")
4 1630 - e
5' 114.8 7.02,d (8.8) 114.8 (C3'), 124.0 (C1'), 163.0 (C4")
6' 128.6 7.83,d (8.8) 114.8 (C5'), 128.6 (C2'), 164.5 (C2), 163.0 (C4')
7' 55.5 3.74,s 163.0 (C4')
1" 102.0 6.10, d (6.8) 157.3 (C7)
2" 74.5 4.53, m 102.0 (C1")
3" 73.0 4.73, m 77.8 (C4"), 102.0 (C1")
4" 77.8 4.53, m 74.5 (C2"), 77.9 (C5")
5" 77.9 5.01, d (9.6) 73.0 (C3"), 77.8 (C4"), 102.0 (C1"), 172.3 (C6")
6" 1723 e

9.10 Elucidacién de 6-O-metilscutellarina aislado de L. achyranthifolia

La separacién cromatografica de FP1 mediante el uso de fase reversa, permitio
obtener el compuesto 7 (3.6 mg, 0.34 %) como un polvo beige soluble en piridina.
La pureza del compuesto se evidencioé por medio de cromatofolios de fase normal
que mediante la lampara de luz UV mostro un solo componente con fluorescencia
oscura en 365 nm que indicé un grupo OH libre en la posicion 5, el cual se torné a
un color amarillo al oxidarse con HCI 50% en una superficie caliente debido al

hidroxilo libre en la posicion 4’ (Xia et al., 2007).
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La comparaciéon de los datos espectroscépicos de RMN (Cuadro 19) con lo
descrito para 6, permitié identificar al compuesto 7 como 6-O-metilscutellarina (Xia
et al., 2007 y Phakeovilay et al., 2013). La adquisicion de los experimentos
bidimensionales de HSQC, HMBC y NOESY (Apéndice 18, 19 y 20), permitieron
corroborar la asignacion de los datos espectrales. Asimismo, la comparacion de
los espectros de RMN-"H (Figura 59), apoyaron la estructura propuesta en la cual
se mostraron sefiales muy parecidas para el acido glucurénico, mientras que para
la aglicona se observaron ligeros cambios en las resonancias de los protones
aromaticos H2', H3’, H5’ y H6’ debido posiblemente a la sustitucién del grupo

metoxilo por un hidroxilo en el anillo B.

T OH (6] H1i1

T T T YT T I T~ T~ 17 LA LA FRL A L SN SN N NN I T T T T T T LA L R N AN IR L N A B
14.0 13.6 13.2 9.0 8.6 8.2 8 76 74 72 70 638 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0
f1(ppm)
Figura 59. Espectros de RMN-'H de Pectolinaringenina 7-O-B-D-glucuronopiranésido (trazo inferior)
y 6-O-metilscutellarina (trazo superior)
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El aislamiento y caracterizacion espectroscopica de 6 y 7 descritas en esta tesis,
constituyen el primer reporte donde se menciona por primera vez la co-ocurrencia
de estos compuestos en la especie de L. achyranthifolia; es posible que la sintesis
de estos dos compuestos contribuyan a eficientizar el proceso fotosintético de la
planta, lo cual tiene repercusion en la sintesis de otros metabolitos secundarios
que pueden actuar como agentes protectores contra la infeccion por organismos

fitopatogenos (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Cuadro 19. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y °C de COMP 7 en CsDsN

6-0O-metilscutellarina (7)

Posicion 5 5. HMBC (‘H—"C)
2 1645 - e
3 103.5 6.86, s 107.0 (C10), 165.0 (C2), 183.1 (C4), 121.9 (C1")
4 183.2 e e
5 1541 e e
6 1339 e e
7 1573 e e
8 95.1 7.43,s 133.9 (C6), 157.4 (C7), 153.0 (C9), 154.1 (C5)
9 153.0 - e
10 107.1 - e
11 60.8 4.07,s 133.9 (C6)
1' 1219 e e
2' 128.9 7.76,d (8.1) 128.9 (C6'), 163. 1 (4")
3 116.8 7.17,d (8.1) 116.8 (C5')
4' 163.1 - e
5' 116.8 7.17,d (8.1) 116.8 (C3'")
6' 128.9 7.76,d (8.1) 128.9 (C2'), 163. 1 (4")
1" 102.1 5.98, d (6.8) No se observo
2" 74.4 4.47, ancha No se observé
3" 73.4 4.60, ancha No se observéd
4" 77.1 4.85, oculta No se observéd
5" 77.8 4.47, ancha No se observd

6" 1723 —
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9.11 Elucidacion de luteolina 7-glucurénido aislado de L. achyranthifolia

El analisis de los datos de RMN-'H y "*C proporcionados en el Cuadro 20, con
respecto a las reportadas en la literatura por Kamalakararao et al., (2017), Hu et
al., (2016), El-Kassem et al., (2012) y Tsuneatsu et al, (2002), permitieron

establecer la estructura del compuesto 8 como luteolina 7-glucurénido.

En el espectro de RMN-"H (Figura 60), se observaron dos sefiales dobles en &
6.40 ppm (d, J= 1.8 Hz) y 6.76 ppm (d, J= 1.8 Hz) que fueron asignadas a los
protones aromaticos H6 y H8, los cuales son caracteristicos de un acoplamiento
orto en sistemas aromaticos. Ademas, se observaron otras sefiales
correspondientes a cinco metinos en un intervalo de 6 3.12 — 5.03 ppm,
caracteristicos de azucares y un protéon anomérico H1” (6 5.03 ppm, d, J= 7.6 Hz)
caracteristico del acido glucurénico (Xia et al., 2007). Por otra parte, las
constantes de acoplamiento de la sefial H6’ en 6 7.42 ppm (dd, J= 8.9, 2.0 Hz),
permitieron establecer un acoplamiento orto con H5' (6 6.83 ppm, d, J= 8.9 Hz) y

acoplamiento meta con H2' (6 7.40 ppm, d, J= 2.0 Hz).

H2"

H3

!

T T T T T T T T
76 75 74 73 68 67 66 65 64 63 62

HI" OH
T T T T T
) 5.1 5.0 49 48 4.7

H4"
H3" H2"
H5"
T T T T T T T
5.2 36 35 34 33 32 31 30
f1 (ppm

Figura 60. Espectro de RMN-"H del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6 (400 MHz)

En lo que respecta al espectro de RMN-"C (Figura 61), se observaron un total de

21 sefales de carbonos. La presencia del carbono anomérico en 6 99.6 ppm y la
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sefal de un carbonilo base de acido carboxilico situado en & 171.1 ppm, evidencio
la presencia del acido glucurénico (Xia et al., 2007). Por medio del experimento
DEPTQ (Figura 62), se evidencio la presencia de doce metinos (6 71.9, 72.9, 73.5,
76.5, 94.4, 99.5, 99.6, 102.4, 112.8, 115.8, 119.2 y 145.4 ppm) y nueve carbonos
cuaternarios (6 105.1, 120.1, 146.0, 156.8, 160.9, 162.9, 164.5, 171.4 y 181.6
ppm) en la que se destacan dos sefiales de carbonilo en 6 171.4 y 181.6 ppm que
son consistentes con el esqueleto de un glucurénido de flavona (Xia et al., 2007).
La sefial ubicada en & 102.4 ppm, es caracteristico del carbono C3 que se
encuentra en el anillo C del esqueleto flavona. Las senales de carbonos
cuaternarios con sustituyentes hidroxilos presentes en & 156 y 162.9 ppm, se

atribuyeron a los carbonos C5 y C4’, respectivamente.

02"

" €3"C5" C4

oy C7 ¢5 0 C4'C3 o1 6 “
C4 C2 i /
C6' G (3 & /
c1'

T ¥ T ¥ T I d T ' T ‘ T | ! T ! T v T ¥ T ' T ¥ T ¥ T ! T T T . T k T ' T T ' T " T ' T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 13f01 ( 12)5 120 115 110 105 100 9 9% 8 80 5 70
ppm

Figura 61. Espectro de RMN-"C del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6 (100 MHz)
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Figura 62. Espectro DEPTQ del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6
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Las correlaciones observadas en el experimento HSQC (Figura 63), permitio
establecer que el protén anomérico H1” (6 5.03 ppm) se encontraba enlazado
directamente a su carbono anomeérico C1” en 6 99.6 ppm. Asimismo, se observo
que las sefnales de los protones H2”, H3”, H4” y H5”, correspondian con sus
respectivos carbonos C2”, C3”, C4” y C5” en 6 71.9, 72.9, 73.5 y 76.4 ppm. Por
otro lado, las sefiales de los protones aromaticos H6 y H8 del anillo A, mostraron
correlacion con las sefales de carbono situadas en 6 99.5 y 94.2 ppm, con lo que
fueron asignadas C6 y C8. También, se observo que el proton H3 (6 6.68 ppm) del
anillo C, se correlaciond con la sefial de "C que presenté un & 102.4 ppm, con
esto se asigné a C3. Finalmente se observd que las sehales de los protones
aromaticos H2', H5’ y H6’ del anillo B correlacionaron con sefiales de carbono en &
112.9, 115.8 y 119.2 ppm las cuales fueron asignadas a C2', C5 y C¢€

respectivamente.
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Figura 63. Espectro HSQC del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6

1 (ppm)
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La posicion de cada uno de los sustituyentes de la molécula, se establecié con
base en las correlaciones observadas en el experimento HMBC (Figura 64), en el
cual se determiné que la unidad de acido glucurénico se encontraba ubicada sobre
el C7 del anillo A, esto se concluyé por la correlaciéon a tres enlaces que mostro el
proton anomérico H1” (6 5.02 ppm, d, J= 7.6 Hz) con la sefal de carbono en &
162.7 ppm (C7), mientras que en el protéon aromatico H8 (6 6.76 ppm) se observo
una correlaciéon con el carbono C7, confirmando asi, la posicion del acido
glucurénico. Las asignaciones de los carbonos cuaternarios C9 y C10, se
establecieron por la correlacion a dos y tres enlaces que mostré el proton H8 con
las sefiales de carbono ubicadas en & 156.8 y 105.0 ppm. También se observé
que el proton H3 situada en & 6.69 ppm, se correlacion6 a dos enlaces de
distancia con las sefiales de carbono ubicadas en 6 181.6 ppm, 164.3 ppm, y a
tres enlaces con la senal posicionada en 6 120.1 ppm; a partir del analisis de estas
correlaciones descritas, se indico que las sefales establecidas en 6 120.1, 164.3 y

181.6 ppm correspondian a los carbonos C1’, C2 y C4 respectivamente.
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Figura 64. Espectro HMBC del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6
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A través del experimento NOESY (Figura 65), se determiné que el protén H6
guarda una correlacion con H1” y H5”; mismos que también mostraron interaccion
con el protéon H8 que adicionalmente se correlacioné con el protéon H3”. De forma
analoga, se observo una correlacion del proton H6’ con los protones H3 y HS'.

H1"

H3" H4"
H5" ha

3.0

4.0

5.0

5.5
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7.5
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76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 5.6 S.?z (5.2) 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0
ppm

Figura 65. Espectro NOESY del compuesto 8 aislado de L. achyranthifolia en DMSO-d6

Para corroborar el arreglo estructural propuesto, se adquirié el espectro de masa
del compuesto puro, el cual se muestra en el Apéndice 21. La ionizaciéon por
electroespray se analiz6 en modo ion positivo y a partir del fragmento m/z= 463.1
correspondiente a [M+H]", la formula molecular del compuesto en andlisis, se
determiné como Cy¢ Hyg O42. Finalmente, el analisis conjunto de los datos de RMN
y espectrometria de masa ayudd a establecer la estructura de la luteolina 7-

glucurdnido, que se reporta por primera vez en la especie de L. achyranthifolia.

f1 (ppm)
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Cuadro 20. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 8 en DMSO-d6

Luteolina 7-glucurdnido (8)

Posicion 5. 5. HMBC (1H913C)
2 1645 e e
3 102.4 6.69, s 105.1 (C10), 120.1 (C1"), 164.5 (C2), 181.6 (C4)
4 1816 0 e e
5 1609 e e
6 99.5 6.40,d,1.8 94.4 (C8), 105.1 (C10), 160.9 (C5)
7 1629 e e
8 94.4 6.76,d, 1.8 99.5 (C6), 105.1 (C10), 156.8 (C9), 162.9 (C7)
9 156.8 e e
10 1051 e e
1 1201 e e
2 113.0 7.40, d (2.0) 119.2 (C6'), 146.4 (C4'), 164.5 (C2)
3 1458 e e
4 1464 e e
5' 115.8 6.83,d, 8.9 120.1(C1"), 145.8 (C3")
6' 119.2 7.42,dd (8.9, 2.0) 113.0(C2")
1" 99.6 5.04,d,7.2 162.9 (C7)
2" 72.9 3.24,dd (8.6, 7.2) 99.6 (C1"), 76.5 (C3")
3" 76.5 3.26, dd (8.6, 8.5) 72.9 (C2"), 71.9 (C4")
4" 71.9 3.14, dd (9.6, 8.5) 76.5(C3"), 171.4 (C6")
5" 73.5 3.54,d,10.4 71.9(C4"), 76.5 (C3"), 99.6 (C1"), 171.4 (C6")
6" 1714 e e
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9.12 Purificacion y caracterizacidon espectroscoépica de las subfracciones

11-14C18LA y 21-24C18LA

Del extracto MeOH de la parte aérea de L. achyranthifolia se obtuvieron 2.98 g de
FP2 equivalente a un rendimiento del 15.02 % respecto al extracto MeOH crudo.
La CCF de fase reversa (Figura 66), mostré un perfil de tres componentes
principales que, al purificarse en columna de vidrio con fase reversa, proporciono
la subfraccion 21-24C18LA y 11-14C18LA que se encontraba en mezcla por lo
que ésta fue sometida a purificacion en un sistema CLAR. Las condiciones de
CLAR obtenidas a nivel analitico permitieron escalar las condiciones de
separacion a nivel semipreparativo, del cromatograma de este ultimo nivel (Figura
67) se puede observar la presencia de 2 componentes mayoritarios con tiempos
de retencion (tr) de 49.32, 64.48 min y 2 minoritarios con tg= 40.68, 83.34 min, los

cuales, se detectaron a un A= 280 nm.
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Figura 66. CCF de fase reversa de subfracciones purificadas de FP2
Fase movil: MeOH: H,O (1:1) - Observaciones realizadas a 254 y 365 nm

La elucidacién estructural de los dos componentes principales en 11-14C18LA,
aun no esta del todo clara debido a la formacion de sales que se han formado
durante la neutralizacion, asi pues, no se logré obtener un espectro de RMN
aceptable ya que dichos interferentes opacan las sefales de los componentes
organicos. El analisis del espectro de RMN-"H (Figura 68) permite inferir que los
compuestos en cuestion (9 y 10), son glucurénidos de flavonoides que se
caracterizan por la presencia del proton anomeérico H1” situado en 6 4.97 ppm (d,

J= 7.2 Hz) que se complementa con sus respectivas sefiales de metinos base de
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hidroxilos presentes en el intervalo 6 3.10 - 3.51 ppm y por las sefales propias de
los protones metinos del sistema flavonoides ubicados en el intervalo 6 6.18 — 8.52
ppm. De los datos espectrales de los compuestos 6, 7 y 8, se sostiene que la
sefal en § 6.18 ppm es caracteristica del proton metino H3, por lo tanto, se puede
establecer que el flavonoide en cuestion es una flavona; sin embargo, en el
espectro DEPTQ (Figura 69) no logré6 observarse la sefial caracteristica del
carbono C4, que usualmente aparece en aproximadamente 6 181-183 ppm. La
ausencia de dicha senal, podria atribuirse a un numero deficiente de adquisiciones
implementadas en el espectrometro, que va muy de la mano con la naturaleza
cuaternaria de dicho carbono. Adicionalmente, las sefales presentes en & 72.5,
73.5, 74.0, 77.1, 100.2 y 172.2 ppm sugieren la presencia del acido glucurénico
que de acuerdo al experimento HMBC (Figura 70), se observé que el protén
anomérico H1” correlaciono a tres enlaces con una sefal de carbono ubicada en &
162.5 ppm. Teniendo en cuenta las asignaciones espectrales de los glucurénidos
de flavonas proporcionadas en el cuadro 14 y 15, se propone que el acido

glucurdnico se encuentra enlazado al carbono C7.
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Figura 67. Cromatogramas de la fraccion 11-14C18LA proveniente de FP2 de L. achyranthifolia
* El cromatograma superior se obtuvo a nivel analitico y el inferior a nivel semipreparativo.
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Figura 68. Espectro de RMN-'H de flavonas aisladas de L. achyranthifolia en DMSO-d6 (400 MHz)
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Figura 69. Espectro DEPTQ de flavonas aisladas de la parte aérea de L. achyranthifolia en DMSO-d6

Los espectros unidimensionales y bidimensionales de RMN de protén y '°C de 21-

24C18LA (compuesto 11), evidenciaron un mismo arreglo estructural del
compuesto 6 descrito en el apartado 9.9. Por medio del espectro de masa de

resoluciéon baja adquirido en modo ESI positivo (Apéndice 17), se identifico al ion
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molecular m/z = 491.1 correspondiente al fragmento [M+H]", el cual es consistente
con la férmula molecular Cy3H22,04,. Al obtener el mismo compuesto en las
fracciones FP1 y FP2, es conveniente no efectuar ningun tratamiento adicional al
precipitado; es mas eficiente trabajar de manera conjunta ambas fracciones para

enriquecer la obtencién de tal compuesto durante el proceso de purificacion

realizado en columna de vidrio rellena con fase reversa.
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Figura 70. Espectro HMBC de flavona aislada de L. achyranthifolia en DMSO-d6
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9.13 Fraccionamiento del extracto metandlico de T. densiflora

La EAU de 100 g de raiz pulverizada de T. densiflora colectada en mayo de 2015
en el Jardin Botanico Chepilme-UMAR, proporcioné después de la evaporacion
del MeOH a presion reducida, 6.6 + 0.7% de extracto crudo. El rendimiento
obtenido en la particion del extracto con Hx fue bajo (0.24%), por ello, puede
asumirse que los metabolitos secundarios son de naturaleza mediana y altamente
polares; por lo tanto, la particion inicial con AcOEt es mas adecuada. Los
parametros adecuados para llevar a cabo el fraccionamiento cromatografico de las

fracciones se ilustran en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Fraccionamiento de componentes presentes en la raiz de T. densiflora

Planta Fraccion organica Fase estacionaria Fase movil
T. densiflora AcOEt Gel de silice AcOEt:MeOH (8:2)
MeOH agotado Cis MeOH:H,0 (6:4)
I

T T T T T T T T T
35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 71. Espectros de RMN-'H de T. densiflora en DMSO-d6 (400 MHz)
* Extracto MeOH (trazo inferior), fraccion AcOEt (trazo medio) y F. MeOH agotada (trazo superior)
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En el extracto metandlico de T. densiflora se observaron sefales de RMN de
protones vinilicos en 6 7.01 y 6.18 ppm (Figura 71). También se puede apreciar la
presencia de protones base de oxigeno entre 6 3.5-5.0 ppm, junto con la sefial de

hidrégenos alifaticos en 6 1.80, 1.90 y 0.80 ppm (Silverstein et al, 2005).

Del espectro de RMN-'H de la Fraccion de AcOEt (trazo medio de Figura 71)
obtenida de la extraccion liquido-liquido (AcOEt: H,O), se observaron senales
intensas entre 0 4.5-6.5 ppm, lo cual era de esperarse por la extraccion de
compuestos de polaridad intermedia. En cuanto a la Fraccion MeOH agotada
obtenida de la columna empacada con amberlita, se pueden observar sefales
caracteristicas de protones vecinos a oxigeno entre 6 3.7-3.9 ppm (Silverstein et
al, 2005).

En el espectro de RMN-"°C (Figura 72) se observd una sefial de carbono en o
86.2 ppm, esta senal se considera una sefal diagnostica para la presencia de un
N-oxido (Constantinidis et al., 1993). Considerando el antecedente de alcaloides
pirrolizidinicos en la familia Boraginaceae (Crowley y Culvenor, 1955), es posible
la presencia de un alcaloide pirrolizidinico en forma de N-Oxido, pues

adicionalmente soélo fue soluble en DMSO.

M B6.1868
M 73.3131
52.4723
30.5819
28.9745

e g o

—171.6637
—— M 168.9860
—— 165.8230
—— M 20.5981

— M 15.5841

—~_288611

c-8

T T T T T T T T T T
150 100 50

f1 (ppm)

Figura 72. Espectro de RMN-"C de T. densiflora en DMSO-d6 (100 MHz)
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9.14 Aislamiento de alcaloides presentes en la raiz de T. densiflora

El reactivo de Dragendorff utilizado en la CCF sugiere la presencia de alcaloides
en las diversas fracciones de Hx, CHCI; y AcOEt; estas dos ultimas fracciones
mostraron un perfil cromatografico muy similar. Los rendimientos obtenidos (0.31-
1.88%) pueden considerarse bajos con respecto a lo reportado en otros géneros
de la familia Boraginaceae, donde se han extraido a los alcaloides con
rendimientos del 1.3-4.3% (Medina et al., 2009).

Los resultados obtenidos en la reduccién de los alcaloides N-6xidos, evidenciaron
un incremento en la extraccién de los alcaloides del 0.42% con respecto a la
Fraccion CHCI; descrita en la Seccion 8.6.4.2. La mejora en el rendimiento puede
atribuirse al uso del Zinc/HCI que incrementa la solubilidad de los alcaloides

durante la acidificacion que se efectua por un tiempo mas prolongado.

Del analisis de los espectros de RMN de proton y carbono-13, se observd la
presencia de alcaloides pirrolizidinicos (AP). La identificacion de estos metabolitos
secundarios obtenidos durante la etapa de reduccion, se ha efectuado por la
comparacion de las sefiales diagnésticas de los AP reportadas por Molyneux et
al., 1982 y Alvarez-Martinez 2004.

1 M
| I Iil!. ||'}l\‘jl W \‘\A‘IH%. g

_Jul.\__‘_____x-mwhl Ilz|~_|| o L-M p l\.,-&—l-'-") L

h 'Jﬁ ||||
|

8.0 75 7.0 6.5 50 55 5.0 45 4.0 15 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm)

Figura 73. Espectro de RMN-"H de Fraccion CHCI; tratada con Zinc/HCI de la raiz de T. densiflora

Del espectro de RMN-'H (Figura 73) de la Fraccién CHCI; tratada con Zinc/HCl se

observaron las sefales caracteristicas para AP insaturados no ciclizados en un
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intervalo de 6 5.5-6.2 ppm y también se identificaron sefiales de proton base de
éster en & 5.37 ppm. En el espectro de RMN-"°C, se observaron que los
desplazamientos de carbono base de la necina, fueron consistentes con lo
reportado en la literatura (Molyneux et al., 1982 y Alvarez-Martinez., 2004). Las
sefiales de C-1 y C-2 en 6 138.6 y 138.9 ppm sugieren la presencia de una
insaturacion en la base necina. El desplazamiento quimico del C-3 adyacente al
heteroatomo de nitrégeno usualmente sucede en aproximadamente 6 63.0 ppm. El
carbono de la posicién C-8 que tiene de vecino a C-7 y C-1, usualmente tiene un
desplazamiento quimico en un intervalo de & 76.0-79.0 ppm y depende de las
sustituciones que se presenten en C-1 y C-7. Las otras sefiales diagnésticas de

los carbonos base del anillo pirrolizidinico pueden visualizarse en la Figura 74.

Base Necina de AP

-5

AT T T T T T T T T T T T

139.2 139.0 138.8 138.6 79 78 77 76 75 55.4 55.0

C-6

f1(ppm)

Figura 74. Seccion del espectro de RMN-"3C de Fraccién CHCI, tratada con Zinc/HCl de T. densiflora

En la mayoria de los estudios in vitro e iﬁ vivo en las revisiones de Joosten y Van
Veen., (2010), se destaca el potencial efecto antifungico que pueden ejercer los
AP en la inhibicion del crecimiento de diversos hongos fitopatégenos. En los
hongos del género Phytophthora y Rhizoctonia, se reportan valores CMI de 80 a
100 pg/mL. Estas evidencias, permiten suponer que quizas los compuestos
bioactivos responsables de la actividad antifungica de los extractos MeOH de la

raiz de T. densiflora, pueden deberse al efecto individual o sinérgico de los AP.
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9.15 Elucidacién de alantoina aislada de la raiz de T. densiflora

De la cromatografia en columna de fase reserva del extracto MeOH agotado
(1.1415 g) se aislaron 33 mg (2.89%) de cristales con punto de fusién de 228 °C.
La prueba con el reactivo de Dragendorff sugirié la presencia de un alcaloide, que
de acuerdo a los analisis espectroscopicos y espectrométricos, aunado a los datos
espectrales reportados por Cova et al., 2016, se confirmé que estos cristales
correspondian con la molécula de alantoina (12), considerada como un marcador

quimiotaxondmico de la familia Boraginaceae (Ortega-Fernandez., 2006).

Estructuralmente, la alantoina se caracteriza por presentar un nucleo de cinco
miembros denominado hidantoina que consta de dos atomos de nitrégeno y dos
grupos carbonilo. En el heterociclo se logran identificar cuatro puntos de
reactividad situados en las posiciones 1, 3 y 5; la funcionalizacion de esta ultima
posicién con compuestos aciltioureas tiene gran importancia en la industria de los
agroquimicos, ya que ha permitido sintetizar moléculas con actividad fungicida que
inhiben el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum en un intervalo del 71 al
79% (Lépez et al., 2018).

En fuentes vegetales, la alantoina es el principal producto extraido de las plantas
que contiene el nucleo de hidantoina. En la Figura 75 se muestra el espectro de
RMN-'H, con la asignacion de los protones correspondientes de dicho metabolito
secundario. Las sefales dobles presentes en 6 5.24 ppm (1H, d, J=8.0 Hz) y 6.89
(1H, d, J= 8.0 Hz) que integra para un protén cada una, corresponden a los
protones vecinales H5 y H6. La sefial simple situada en & 5.79 ppm (2H, s) que
integra para dos protones, se asigné a H8 de una amida primaria. Por otra parte,
las sefales simples ubicadas en 6 8.05 ppm (1H, s) y 10.54 ppm (1H, s) se
asignaron a los protones H3 y H1 que se encuentran enlazados a un heteroatomo

de nitrégeno.

Para la asignacion de los datos espectrales de H y 3C se obtuvo el experimento
HSQC, de donde se observd exclusivamente la correlacion del protén metino H5

ubicado en 6 5.24 ppm (d, J=8.0 Hz) con la sefial de carbono posicionado en
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0 62.9 ppm que fue asignada a C5. Esta correlacion de protén-carbono observada,
concuerda con lo reportado por Cova et al., 2016 y a partir de la prueba positiva a
la presencia de alcaloides, se dedujo que los protones H1, H3, H6 y H8

corresponden a protones base de nitrégeno.

DMSO-d6é

H8

H3

HS

H1 (
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T -
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

55
f1 (ppm)

Figura 75. Espectro de RMN-"H de alantoina aislada de la raiz de T. densiflora en DMSO-d6 (400 MHz)

El espectro de RMN-"*C (Figura 76) mostré un total de cuatro sefiales, que de
acuerdo al experimento DEPTQ (Apéndice 22) se evidencié que los carbonos en 6
157.2, 157.8 y 174.1 ppm son cuaternarios, en tanto que la sefal presente en &
62.9 ppm corresponde a un metino (C5), lo que se confirmé con el experimento
HSQC (Apéndice 23). La informacion proporcionada en este ultimo experimento,
refuerza lo ya descrito, por consiguiente, es logico que los carbonos restantes

pertenezcan a carboxilicos tipo amida.

Del experimento heteronuclear HMBC (Apéndice 24) se observo que los protones
H6, y H8 presentaron correlacién a dos enlaces de distancia con el carbono C7, en
tanto que el proton H5 presentd una correlacion a tres enlaces con los carbonos
C2 y C7. Asimismo, se visualizé que los protones H5 y H6 se correlacionaron con
el carbono C4 a dos y tres enlaces de distancia respectivamente. Tambien se
observo que H6 presentd una correlacion a dos enlaces con C5. Referente al
protdn H3, se observé que mantiene correlaciones de corto (2 enlaces) y largo

alcance (3 enlaces) con los carbonos C4 y C5.
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Del experimento COSY (Apéndice 25), que muestra las correlaciones entre los
diferentes protones, se observd acoplamientos a tres enlaces entre H5, H6 y a
cuatro enlaces se aprecié una correlacion en forma de W entre los protones H3 y
HS5; este acoplamiento escalar de largo alcance entre estos dos ultimos protones
se atribuye a la geometria casi plana que prevalece en el heterociclo de la
hidantoina. Finalmente, estas correlaciones observadas estan de acuerdo con la

alantoina reportada por Cova et al., 2016.

DMSO-dé

C5
ca c2 C7

7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 76. Espectro de RMN-"C de alantoina aislada de la raiz de T. densiflora en DMSO-d6 (100 MHz)

En el Cuadro 22 se resumen los datos espectrales de RMN de 'H y "*C que han

permitido llevar a cabo la caracterizacién estructural de la alantoina.

Del espectro de masa de resolucion baja (Figura 77), efectuado por ionizacion
electréonica a 70 eV en modo positivo se obtuvo que el pico del ion molecular
presentd una relacion m/z de 158 uma que concuerda con el niumero par de
nitrégeno en la formula molecular C4HgN4O3 de la alantoina. El ion fragmento con
relacion m/z de 194 uma puede justificarse por la hidratacion del compuesto con

dos moléculas de H,O, ocurrida durante la cristalizacion.
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Cuadro 22. Datos espectroscopicos de RMN-"H [ppm, Mult., (J en Hz)] y "*C de 12 en DMSO-d6

Alantoina (12)

Posicion 1., <13
S¢c Sy HMBC ("H->"C)
1 1054,s  ee---
2 1578 - ---- oo
3 - 8.05, s 62.9 (C5), 174.1 (C4), 157.8 (C2)
4 1741 ----- aeee
5 62.9 5.24, d, (8.0) 174.1 (C4), 157.8 (C2), 157.2 (C7)
6 0 ----- 6.89, d, (8.0) 62.9 (C5), 174.1 (C4), 157.2 (C7)
7 1572 ----- aeee-
8  a---- 5.79,s 62.9 (C5), 157.2 (C7)
100%3 695 E
E 6.63Be+7
75%—% 10256 .
E 4291647
E 856
50%7 . 3.084e+7 2 ohgesr 185 ]
E .- 2250847
1 5.3 16n molecular
25% 1.5p8e+7 1 25Be+T 997 12 - - E
E 127 40538D s 7.903e 5;5;6 e S M [?‘5;5';‘03]
WE 17800+ L H L ! ..MI . |TI|I T . 633060 T012e46
' % 50 75 100 125 180 o
. L e e o ™+ 2m00" |
. ] ﬁ | h N m ' i A

TFe

Figura 77. Espectro de masa de baja resolucion de alantoina presente en la raiz de T. densiflora

9.16 Elucidacion de mezcla de esteroles aislados de la raiz de T. densiflora

El sdlido aislado (0.8 mg) de la fraccién hexanica correspondié a una mezcla de

estigmasterol y p-sitosterol (13). La identificacion estructural se efectud por la

comparacion de los datos experimentales de RMN obtenidos con los datos

reportados en la literatura (Pefia-Andrade 2011., Puma-Araujo 2013., Prieto et al.,

2011).
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Analizando el espectro de RMN-"H (Figura 78) se detectdé que en un intervalo de 6
0.70-1.03 ppm existen varias sefales de metilo que son tipicas de los esteroles.
En primera instancia, se destacan las sefiales simples situadas en 6 0.70 y 1.03
ppm que corresponden a los hidrogenos H18 y H19. De la cadena lateral del
ciclopentano, se identificd que la multiplicidad del proton H21 se relaciona con una
sefal doble ubicada en & 0.95 ppm. Las sefales presentes en & 0.88 ppm
corresponden a los protones metilos H26 y H27, dado que tienen un ambiente

quimico similar se observo que estas sefiales se encuentran solapadas entre si.

También se observo que la seial triple ubicada en 6 0.83 ppm, pertenece al metilo
H29.

A -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6

f1 (ppm)

Figura 78. Espectro RMN-"H de la mezcla de esteroles de la raiz de T. densiflora en CDCl, (400 MHz)

En la Figura 79, se muestran las sefales que pueden ser utilizadas para el
diagnéstico de la estructura base de los esteroles. En esta seccion ampliada del
espectro de RMN-'H, se observé que las sefiales dobles de doble situadas en &
5.04 ppm (dd, J= 15.1, 8.6 Hz) y 5.18 (dd, J= 15.1, 8.6 Hz) se acoplan entre si y
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son caracteristicas de los protones vinilicos H22, H23 del estigmasterol. A
frecuencia mas alta se observé una senal doble en 6 5.37 ppm (d, J= 4.8 Hz) que,

de acuerdo a la estructura de los esteroles, corresponde al protén olefinico H6.

HE

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.44 5.40 5.36 5.32 5.28 5.24 5.20 5.16 5.12 5.08 5.04 5.00
fi (ppm)

Figura 79. Seccion ampliada del espectro de RMN-"H de sefiales diagndsticas de esteroles

En el espectro DEPTQ (Figura 80), se observé que la sefial de carbono en 6 71.8
ppm puede corresponder al carbono C3 con un sustituyente hidroxilo; esta
asignacion se efectua con base a que en el espectro de RMN-'H se observé una
sefal multiple en & 3.55 ppm que corresponde al proton base de oxigeno H3.
Adicionalmente, se detectd la sefial diagnéstica del C6 en & 121.7 ppm.
Finalmente, todos los datos espectroscopicos informados en esta tesis, coinciden
con los trabajos de los autores citados inicialmente, en los cuales se identificaron

las mezclas de isdmeros de estigmasterol y B-sitosterol.

42,30
37,25

— 129.28

—121.70
_.;-.}‘1 B2

1
42 34
7 .28
170
*31.66

893

aka i

L B B o e S il A A A ASad R I s s B B L S B S S e e R A B et P A R e S i e i S e S L M Do B e Ry B e S B T

1Wmo1E 1M #E i S I 9% 9 RR AN 7R 7 &% A BR RN 48 40 W W ®W oM 8 i 5 0

f1 (ppm)

Figura 80. Espectro de RMN-"C de los esteroles presentes en raiz de T. densiflora en CDCl, (100 MHz)



9.17 Actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial radial
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En la busqueda de compuestos naturales con actividad antifungica, se escogieron

dos plantas previamente utilizadas en ensayos in vitro contra hongos filamentosos.

La evaluacion del porcentaje de inhibicion micelial de los extractos, fracciones y

azoxistrobin, mediante la técnica de incorporacion de los tratamientos a los

bloques de cultivos fungicos condujo a los resultados presentados en el Cuadro

23, en la cual, se puede observar una variacién alta en la respuesta de inhibicion

del crecimiento micelial de F. oxysporumy R. solani.

Cuadro 23. Porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento radial micelial de F. oxysporumy R. solani

Tratamiento

Concentracion

Cultivo flingico

mg/mL F. oxysporum R. solani

Azoxistrobin (Ctrl +) 2.4 67.75+4.88 64.47 +2.88

1.2 63.52 +4.56 58.65 = 1.62

0.12 29.86 +2.24* 51.03 +2.41*

Extracto MeOH crudo de L. achyranthifolia 100 -14.21+1.03 43.37 £9.48*

50 -2.12+4.91%* -76.09 £6.91

25 -6.73+1.23 -81.16 +4.18

Fraccion MeOH_3C,; de L. achyranthifolia 25 -4.20+0.32 -13.17 £ 4.31*
12.5 3.53+4.68 -77.28 £ 5.65*

6.25 -3.40 £ 3.09 -31.26 £9.44*

Fraccion No Polar de L. achyranthifolia 25 -14.25+4.94 34.75+12.96

12.5 -12.17 £12.12 25.65 +8.39
6.25 -8.21+4.55 -155.05 + 2.36*
Extracto MeOH crudo de T. densiflora 100 4.52 +2.25 78.26 £12.81*
50 -6.57 +2.89* -32.17 £12.09

25 6.28 +1.48 -29.40+£9.12

Fraccion reducida de alcaloides de T. 25 5.07 £5.29 -52.86+0.47*
densiflora 12.5 212+£1.89  -29.89 +12.62*
6.25 9.13+4.17 -151.29 +2.34*

Fraccién reducida de alcaloides con impurezas 25 -4.17 £2.08 20.12 +5.23%*
de T. densifiora 12.5 3.9948.69*  -120.33+4.14*
6.25 -10.81 +1.29* -151.63 + 2.20*

Los resultados se expresan como el promedio * Desviacién estandar. (n=3)
Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey
* La diferencia significativa entre cada tratamiento y el control positivo se muestran como p < 0.05
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Es importante sefialar que el DMSO utilizado en la preparacion de cada uno de los
tratamientos no presentd ningun tipo de interferencia en los resultados obtenidos,
ya que durante el transcurso de la evaluacién biolégica no mostré actividad
inhibitoria 'y, en consecuencia, los efectos de inhibicion se atribuyeron

directamente a los tratamientos.

Notablemente, se observd que los tratamientos de L. achyranthifolia (extracto y
fracciones) no presentaron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de F. oxysporum
y de acuerdo al analisis ANOVA, se determiné que ambas fracciones evaluadas
no presentaron diferencias significativas en cada una de las concentraciones
evaluadas. Referente al extracto, se evidencioé que la concentracion de 50 mg/mL
presentd diferencia estadisticamente significativa respecto a las otras dos
concentraciones evaluadas en dicho tratamiento. De acuerdo al analisis
espectroscépico y al nulo efecto inhibitorio, es posible afirmar que los tratamientos
EMLA, F3C18LA y FNPOLA proporcionan compuestos ricos en carbono y
azucares en forma de glucésidos, mismos que el hongo es capaz de asimilar y
aprovecharlo para su beneficio en la produccion del micelio. Resultados similares
a los aqui descritos, se han reportado para el tratamiento EMLA contra la especie
de F. solani, sin embargo, a la concentracién de 100 mg/mL se visualizé un ligero
efecto de inhibicion en el crecimiento micelial del 12.5 + 0.87% (Lira-De Leon et
al., 2014). Hasta este punto, no se habia comparado la susceptibilidad entre estas
dos especies fungicas ante un mismo extracto vegetal; por lo tanto, con base en
los resultados obtenidos se determina que existe diferencia en el crecimiento
micelial radial entre F. solani'y F. oxysporum, siendo mas agresivo este ultimo ya
que contrario a inhibir, se estimula su crecimiento a nivel extracto y fracciones, tal

como se ilustra en la Figura 81.

En relacion a la inhibicidn del crecimiento micelial de R. solani, se observd que los
tratamientos mas activos contra dicho fitopatégeno fueron EMLA y FNPOLA con
valores de 43.37 £ 9.48 y 34.75 + 12.96%, los cuales se correlacionaron en gran
medida a los observados con el fungida comercial azoxistrobin (51.03 + 2.41%,
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0.12 mg/mL). En contraparte, el tratamiento F3C18LA promovi6 el crecimiento
micelial en un intervalo de 13.17 £ 4.31 a 77.28 + 5.65%.
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Figura 81. Efecto de los extractos metandlicos (%) de las partes aéreas de LA (EMLA) y raices de TD
(EMT), fraccion polar y no polar de LA (F3C18LA, FNPOLA), fraccion de alcaloides puros y en mezcla
de TD (FATD, FAIMTD) en diferentes concentraciones contra F. oxysporum. Las especies vegetales,
LA= Lantana achyranthifolia, TD= Tournefortia densiflora. Las diferentes respuestas observadas a tres
concentraciones en cada tratamiento estan marcadas con letras diferentes (Tukey; P= 0.05).
CTRL+= Azoxistrobin (2.4, 1.2 y 0.12 mg/mL).

En estas pruebas biolégicas se percaté que la variable concentracién desempefo
un papel importante en la inhibicidn del crecimiento micelial; asi pues, podemos
observar en la Figura 82 que el tratamiento EMLA inhibié sustancialmente el
crecimiento micelial de R. solani cuando fue evaluado a una concentracion de 100
mg/mL; sin embargo, esta eficacia inhibitoria se redujo cuando las
concentraciones se diluyeron a 50 y 25 mg/mL de extracto. Estadisticamente estas
dos ultimas concentraciones no presentaron diferencias significativas entre si y por

lo tanto, promovieron en una misma proporcion el crecimiento micelial radial.



111

Extractos: 4100 mg/mL 50 mg/mL [0 25 mg/mL

Fracciones: 25 mg/mL  EH12.5mg/mL EM6.25 mg/mL

100 a
80
_ 60
©
E 40
£ 20
=]
2 0
g " -
.% . I:I :l
- - L |
5 40 - <
3 -60 " -
5 -80 - -
(¥] | H | |
£-100 - -
-E I:I :l
£.120 Cm] |
X 0 |:| :I
-14 (] |
Kl R,
-160 S c c
-180

CTRL + EMLA F3C18LA FNPOLA EMTD FATD FAIMTD

Tratamiento

Figura 82. Efecto de los extractos metandlicos (%) de las partes aéreas de LA (EMLA) y raices de TD
(EMT), fraccion polar y no polar de LA (F3C18LA, FNPOLA), fraccion de alcaloides puros y en mezcla
de TD (FATD, FAIMTD) en diferentes concentraciones contra R. solani. Las especies vegetales,
LA= Lantana achyranthifolia, TD= Tournefortia densiflora. Las diferentes respuestas observadas a tres
concentraciones en cada tratamiento estan marcadas con letras diferentes (Tukey; P= 0.05).
CTRL+= Azoxistrobin (2.4, 1.2 y 0.12 mg/mL).

Cabe resaltar que la fraccion FNPOLA present6 el mismo comportamiento descrito
para EMLA, a la concentracion mas alta (25 mg/mL) empleada en el presente
estudio, provoco un efecto notorio de inhibicion en el crecimiento micelial de R.
solani y este efecto inhibitorio disminuyo significativamente cuando el tratamiento
evaluado se diluy6é en una proporcion 1:4 (12.5 mg/mL de extracto). Estos efectos
exhibidos en ambos tratamientos pueden relacionarse con el fendbmeno de
hormesis, el cual, se produce en funcidén a la implementacion de concentraciones
bifasicas que desarrolla en el microorganismo efectos téxicos a dosis altas y

estimula efectos benéficos a una dosis baja (Mattson, 2008). En plantas del
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geénero Lantana es muy comun observar este tipo de respuesta hormética, de
hecho Lira de Ledn et al (2014) ha descrito estos efectos del extracto MeOH de L.
achyranthifolia contra hongos filamentosos como F. solani y A. alternata.
Recientemente, Veraplakorn (2018) demostré que los extractos acuosos de
Lantana camara también tienen efectos horméticos sobre el crecimiento de las
plantulas de Brassica, esta observacion sugiere el uso de los extractos acuosos
del género Lantana como una alternativa viable para el desarrollo de herbicidas

naturales.

El fraccionamiento cromatografico de FNPOLA aun no se ha realizado, sin
embargo, Silva et al., (2010) revelaron que fracciones de naturaleza no polar
contienen aproximadamente la misma composicion quimica presente en los
aceites esenciales. En este contexto, Hernandez et al., (2008) argumentaron que
el potencial antifungico de los aceites esenciales de L. achyranthifolia contra el
hongo fitopatdgeno R. solani se debe principalmente a la interaccion sinérgica de
sesquiterpenos y monoterpenos, tales como carvacrol, a-bisabol, isocariofileno, a-
terpenil acetato, m-xymeno y timol. La presencia de estos metabolitos en la
fraccion FNPOLA podria respaldar su actividad antifungica; sin embargo, es
necesario continuar con el estudio fitoquimico detalladamente a fin de determinar

tales componentes quimicos.

Concerniente a los tratamientos evaluados para T. densiflora, se encontré6 que
tanto el extracto y las fracciones mostraron diferencias significativas altas en la
inhibicion de ambas cepas fungicas, encontrandose una actividad fungica alta
contra R. solani y un ligero efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de F.
oxysporum. En las concentraciones evaluadas del EMTD, se observo que a 50
mg/mL se estimul6 el crecimiento de F. oxysporum en un 6.57 + 2.89%, este
mismo efecto se presentd en las concentraciones de 25 mg/mL y 6.25 mg/mL del
tratamiento FAIMTD (4.17 £ 2.08 y 10.81 + 1.29%, respectivamente). Retomando
los resultados de la evaluacién in vitro del EMTD contra F. solani (Lira et al.,
2014), se demuestra efectivamente que el efecto ejercido por un extracto vegetal

puede presentar variaciones en su respuesta antifungica ante fitopatdogenos del
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mismo género. En contraste a lo observado en estos tratamientos descritos, se
encontrd que las concentraciones de FATD evaluadas en el intervalo de 25 a 6.25
mg/mL presentaron un ligero efecto inhibitorio en el crecimiento de F. oxysporum
(2.12 £ 1.89 a 9.13 £ 4.17%) y de acuerdo al analisis fitoquimico dicho efecto se
atribuyo principalmente a la presencia toxica de los alcaloides pirrolizidinicos en su

forma reducida.

En relacion a los efectos producidos en R. solani, se observé que ninguna de las
fracciones probadas del EMTD present6 actividad antifungica (Figura 82). El
analisis de estos resultados, sugiere que R. solani a diferencia F. oxysporum ha
logrado adaptarse a cierta concentracion de AP. Esta sugerencia de
susceptibilidades se atribuye en gran medida a que algunos hongos en
condiciones de estrés pueden utilizar los AP como una fuente de nitrégeno para

favorecer la estimulacion de su crecimiento (Joosten y van Veen, 2011).

En otro orden de ideas, se observo que los efectos mostrados por el tratamiento
EMLA contra R. solani se asemejan en gran medida al fenomeno de la hormesis
ya descrito, pues a una concentracion alta se produjo un fuerte efecto inhibitorio
que cambié a una promocion del crecimiento micelial cuando se evalué a
concentraciones bajas (Figura 82). El porcentaje de inhibicion micelial
proporcionado por este tratamiento fue superior con respecto a la respuesta
obtenida con el control positivo azoxistrobin, que a concentraciéon de 2.4 mg/mL
exhibi6 un efecto inhibitorio de 64.47 + 2.88%.

Este trabajo de investigacion inicialmente se centré en el aislamiento de los AP,
porque se esperaba en primera instancia que éstos fueran los responsables de
ejercer la respuesta antifungica, sin embargo esto no ocurrié en R. solani y una
explicacion ante este hecho seria que este hongo tiene la capacidad de usar estos
compuestos nitrogenados como suplementos de carbono que contribuyen en el

engrosamiento de su pared celular (Joosten y van Veen, 2011).

Aun no existen estudios que revelen especificamente el potencial antifungico del

tratamiento EMTD sobre las especies de hongos que causan la marchitez en el
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cultivo del chile. Con base en la exploracion fitoquimica realizada en este trabajo,
presuntivamente se supone que los metabolitos responsables del efecto
antifiungico en este extracto se deben en gran medida al efecto sinérgico de
compuestos polares, como puede ser la sintesis de compuestos fendlicos de los
cuales ya se ha reportado actividad antifungica en hongos filamentosos como A.
alternata. El mecanismo de inhibicién sugiere que estos compuestos tal vez
formen complejos con las proteinas extracelulares del hongo y derivado de esta
interaccion se genera una disrupcion de la pared celular que repercute en la

germinacion de conidios y el crecimiento del micelio (Rodriguez et al., 2015).

En conclusion, estos resultados in vitro demostraron que los extractos pueden
atenuar el crecimiento fungico de R. solani, mas no asi a F. oxysporum en el que
practicamente la actividad antifungica es nula en los tratamientos de L.
achyranthifolia y por ello ya no se continud con la evaluacion bioldgica a nivel de
compuestos puros. Finalmente, con base en la revision bibliografica presentada,
se puede considerar efectuar la evaluacion antifungica de estos tratamientos en

otras especies de hongos de importancia agricola.



115

9.18 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria

La bioactividad de CMI realizada por el método de dilucion se evalud
exclusivamente en F. oxysporum, esto debido a que la cepa de R. solani no
produjo esporulacién bajo las condiciones de cultivo especificadas por el

proveedor.

Los resultados in vitro mostraron que los tratamientos evaluados fueron capaces
de inhibir en cierto grado la produccion de esporas. En la Figura 83, se puede
observar que los tratamientos a concentraciones de 97.65 y 24.41 ug/mL (Tubos
Num. 11) fueron los que afectaron de forma apreciable la esporulacion de F.
oxysporum. Por medio de observaciones microscépicas (datos no mostrados), se
encontro que estos tratamientos generaron una reduccion en el numero de
esporas, en tanto que los extractos y fracciones evaluadas inicialmente a 100 y 25
mg/mL fueron los que presentaron alta produccion de esporas. Resultados
similares a los que aqui se describen también fueron obtenidos por Rodriguez et
al., (2015); al aplicar extractos fendlicos contra F. oxysporum lograron observar

una reduccion significativa del 85% en su respuesta de esporulacién.

Por los resultados obtenidos en el estudio quimico de L. achyranthifolia y T.
densiflora, se afirma que los efectos observados en la esporulacion de F.
oxysporum esta asociado principalmente con la produccion de compuestos del tipo
flavona, AP, iridoides y feniletanoides glucésilados. Con base a este tamizaje
quimico, se establece que el grado de afectacion mostrado por cada uno de los
tratamientos se asocia directamente con la concentraciéon de estos metabolitos
secundarios. Esta diferencia en la composicion quimica, explica el porqué los
tratamientos de ambas especies vegetales provocan en el hongo diferentes

niveles de esporulacion.
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Tubo 1 Tubo 11 Tubo 1 Tubo 11 Tubo 1 Tubo 11
EMTD FATD FAIMTD

Tubo 1 Tubo 11 Tub Tubo 11
EMLA FNPOLA F3C18LA

Figura 83. CMI de los extractos metandlicos y fracciones de A) T. densiflora y B) L. achyranthifolia
contra F. oxysporum. Los tubos etiquetados como 1 y 11 representan la concentracion inicial y final a la
cual se evaluaron tanto extractos y fracciones. En los tratamientos diluidos a concentraciones de 97.65 y
24 .41 ug/mL (extractos y fracciones) se redujo la esporulaciéon de hongo.

En resumen, todos los tratamientos evaluados mostraron produccién de esporas y
por ello no fue posible determinar el valor de la CMI. Debido a que los tratamientos
diluidos redujeron la produccion de esporas, se sugiere continuar evaluando estos
tratamientos a concentraciones menores a las reportadas en el presente trabajo a
fin de poder observar si realmente se inhibe por completo la esporulacién o se

mantiene constante con la ultima concentracion aqui reportada.
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10. CONCLUSIONES

m La Extraccion Asistida por Ultrasonido proporcioné extractos crudos de L.
achyranthifolia y T. densiflora, con rendimientos del 18.2 £+ 1.4 y 5.8 + 0.7%,

respectivamente.

m El estudio quimico del extracto metandlico de la parte aérea de L.
achyranthifolia condujo al aislamiento de 6 glucorénidos de flavona, 4 iridoides
glucésilados y un feniletanoide. Entre los iridoides aislados, se encontré que el
glucurénido-8-epiloganina posee una estructura que aun no se ha descrito en la

literatura para ninguna fuente vegetal.

m Del extracto metandlico procedente de la raiz de T. densiflora se aisl6 e
identificé por cromatografia en fase reversa, técnicas espectroscopicas de RMN y
espectrometria de masa, las estructuras quimicas de estigmasterol, B-sitosterol y
alantoina que es considerada un marcador quimiotaxondmico de la familia de las
Boraginaceae. Adicionalmente, se obtuvieron fracciones enriquecidas en

alcaloides pirrolizidinicos.

m Todos los compuestos purificados en este trabajo, se describen por
primera vez en cada una de las fuentes vegetales estudiadas. La caracterizacion
espectroscopica de dichos metabolitos representa una contribucion fitoquimica

importante en el conocimiento de los constituyentes de estas plantas en estudio.

m Los resultados de la actividad antifungica in vitro mostraron que los
extractos metanolicos de L. achyranthifolia y T. densiflora evaluados a la
concentracion de 100 mg/mL, inhibieron el crecimiento micelial radial de R. solani
en porcentajes equiparables con el fungicida comercial (azoxistrobin). Estos
tratamientos no presentaron efectos inhibitorios significativos en el crecimiento
micelial de F. oxysporum. Este comportamiento diferencial entre estos dos hongos
de importancia agricola en el cultivo del chile, sugiere mecanismos de defensa

mas evolucionados para F. oxysporum.
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m Referente a las fracciones evaluadas, se encontré que el tratamiento
FATD procedente del extracto de T. densiflora present6 un ligero efecto inhibitorio
en el crecimiento micelial de F. oxysporum; en tanto que el tratamiento FNPOLA
proveniente del extracto de L. achyranthifolia presentd actividad antifungica sobre
R. solani. En los tratamientos evaluados a concentraciones diluidas, se observé un

efecto denominado hormesis, que estimuld el crecimiento micelial de las cepas.

m La evaluacidon de la concentracion minima inhibitoria en condiciones in
vitro mostré que los tratamientos de L. achyranthifolia y T. densiflora redujeron
significativamente la produccion de esporas de F. oxysporum. Con base en el
estudio quimico desarrollado y a las evidencias citadas en la literatura, se sugiere
que dicha actividad biolégica puede estar mediada por la presencia de
compuestos fendlicos, alcaloides, monoterpenos, sesquiterpenos, iridoides vy

feniletanoides glucésilados.
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11. PERSPECTIVAS

1. La informacion generada en esta Tesis de Maestria es sumamente valiosa ya
que ha sentado las bases para futuras investigaciones que han de centrarse en el
aislamiento en mayor proporcion del nuevo compuesto denominado glucurdnido-8-
epiloganina, a fin de poder obtener toda su informacion quimica. En este sentido,
se sugiere obtener la espectrometria de resolucion alta de dicho compuesto, a fin
de validar la estructura propuesta a través de la espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear de proton y carbono -13.

2. Para validar el analisis conformacional de la 8-epiloganina desarrollada a un
nivel de Método Semiempirico de Estructura Electronica PM3, se propone
efectuar un célculo tedrico mas robusto de Teoria de Funcionales del Densidad;
con la implementacion del paquete IR-NMR-B3LYP/6-311++G(d,p) se obtendran
los desplazamientos tedricos de RMN de 'H y "*C que se pueden comparar con
los valores experimentales obtenidos en solucion. Adicionalmente, este tipo de
calculo tedrico podria apoyar la estructura analoga propuesta para el glucurénido-

8-epiloganina.

3. Debido a que la fraccion no polar de Lantana achyranthifolia (FNPOLA) mostrd
potencial para inhibir el crecimiento micelial in vitro de Rhizoctonia solani, se
propone que en las préximas investigaciones, los esfuerzos se centren en el

fraccionamiento cromatografico de esta fraccion.

4. Por ultimo, se propone seguir trabajando en el fraccionamiento cromatografico
del extracto metandlico de las raices de Tournefortia densiflora (EMTD), ya que
este extracto representa una fuente potencial para encontrar compuestos

antifungicos contra Rhizoctonia solani.
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13. APENDICE

Extracto MeOH crudo

(8.00 g)
1. Suspender en 38 mL de HCl 1 M, hasta pH=2
2. Filtracidon
A 4

l

Y

Residuo insoluble

Fraccion acuosa 584¢g
1) Basificar a pH=10 con KOH 1. Suspender en MeOH
2) Extraccién lig-lig con Hx 2. Filtracién
l v y
Fraccién de alcaloides Fraccién Residuo Sobrenadant
soluble en Hx acuosa metandlico e metandlico

25.10 mg
Extraccion lig-lig con CHCl;

A 4

l A

.. . (
Fraccion de alcaloides Fraccion
soluble en CHCI; acuosa
150.40 mg

Extraccion lig-lig con

1.
2.

Ajustar a pH=7 con KOH
Extraccion lig-lig con Hx

l '

}

Fraccion Hx Fraccion
23.54 mg MeOH
5.82¢g

!

Fraccion de alcaloides
soluble en AcOEt
140.30 mg
1.
2.

Llevar a pH=7 con HCI
Montar en columna de Amberlita

A 4

Fraccion
acuosa

!

Fraccion MeOH

libre de azucares
161g

\ 4

Fraccion acuosa
agotada

Apéndice 1. Metodologia de extraccion para alcaloides presentes en la raiz de Tournefortia densiflora
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. Seccion del experimento TOCSY que muestra los sistemas de espines de los protones anoméricos del glucurénido-8-epiloganina
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Apéndice 16. Espectro de masa del acido 8-epiloganico registrado en modo ESI positivo



100

80

B0 —

40 —

20

o

-

g
|

PR 1 l'\_

831

|
B

—— 4313

451.2

o
2

fL g ‘ 3 |
} W _ﬁ)‘i" rb_;ﬂw "'r\_m.n]\%.ﬂ.._....m

4612

— 4162

:
[ o
g i
||
|
. _«Lf' 'VJ Lm.n..rVﬂM-J Hrupln.h

— 5253
— 5303
5493

|
ﬂﬁm AN fnl"u’lu M

[N f'lllml M\.) L'Lm Wy

e

\ﬂ Mua__t1 M-M.-"l.

503

|

Maxi 29296

N
i

-

[
hfll'\,ﬁ /.nYlln .Hll'ﬂ” ;\flﬂWllnLﬂn-mw\ Sl

T 1 T
400

T T T T T T T T T
426 450 4756

T T
500

T T T T T 1 T
B25 550

T T
G756

Apéndice 17. Espectro de masa de pectolinaringenina 7-O--D-glucuronopiranésido (6,11) registrada en modo ESI positivo
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Apéndice 18. Experimento HSQC de 6-O-Metilscutellarina aislado de la parte aérea L. achyranthifolia
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Apéndice 19. Experimento HMBC de 6-O-Metilscutellarina aislado de la parte aérea L. achyranthifolia
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Apéndice 20. Experimento NOESY de 6-O-Metilscutellarina aislado de la parte aérea L. achyranthifolia
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Apéndice 21. Patron de fragmentacion de masa de luteolina 7-glucurénido en modo ESI positivo
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Apéndice 22. Experimento DEPTQ de la alantoina presente en la raiz de T. densiflora en DMSO-d6 (100 MHz)
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Apéndice 23. Experimento de correlaciéon heteronuclear HSQC de la alantoina presente en la raiz de T. densiflora en DMSO-d6
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Apéndice 24. Experimento de correlacién heteronuclear HMBC de la alantoina presente en la raiz de T. densiflora en DMSO-d6



H-3

H-8

H-S !
H-8 ——{
0]
HoNea 7/ 6 Sv_w3 pH
N1 2
0O H
O
_— i
T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

153

Apéndice 25. Seccion del experimento COSY que muestra las correlaciones entre H-5, H-6 y H-3, H-5 de la alantoina aislada de la raiz de T. densiflora



