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ABREVIATURAS.

Espectroscopia en el Infrarrojo.
Resonancia Magnética Nuclear.
Espectrometria de Masas por Impacto Electronico.
Espectrometria de Masas por FAB™.
Fast Atom Bombardment.
Constante de Acoplamiento.
Numero de onda.
Tetrametilsilano.

Partes por millén.

Megahertzio.

Hertzio.

Desplazamiento Quimico.
Masa/carga.

Ion molecular.

Intensidad relativa.

Rotacion optica.

singulete.

doblete.

triplete.

cuadruplete.

septuplete.

singulete ancho.

doble de dobles.

doble de doble de dobles.
multiplete.

Cloroformo deuterado.
Dimetilsulfoxido deuterado.
Acetato de etilo.

Metanol.

Diazometano.

Piridina.



RESUMEN

El estudio quimico del género Vitex (Verbenaceae) en México y en el mundo ha
llevado al aislamiento de diversos compuestos del tipo diterpénico 6 con estructuras
variadas como son flavonoides, iridoides, ecdisteroides entre otros, mostrando diversas
actividades biolégicas tales como antimicrobianos, antifiingicos, insecticidas, etc.

El estudio de Vitex hemsleyi llevé al aislamiento de diez compuestos cuyas
estructuras se elucidaron a través de métodos espectroscopicos.

Se aislaron dos flavonoides, la gardenina B y la gardenina D. Un esterol, el -
sitosterol. Un compuesto aromatico, el 4-hidroxibenzaldehido en mezcla con vainillina. Un
hidrocarburo, el 2-metil-octacosano. Un triterpeno pentaciclico con esqueleto del tipo
lupano, el 33-acetoxi-20(29)-lupeno. Y cuatro diterpenos.

De los cuatro diterpenos, tres poseen esqueleto del tipo labdano, el acido
anticopalico, el acido 3B-hidroxianticopalico y el éster metilico del acido anticopalico. Y
uno del tipo abietano, el éster metilico del acido dehidroabiético.

Es importante sefialar que estos compuestos no son exclusivos del género Vitex.
La evaluacion del 4cido anticopalico contra Spodoptera frugiperda mostrd una
importante actividad antialimentaria. Por otro lado se detectd una actividad fagoestimulante

cuando se probo contra Spodoptera littoralis.

La evaluacion de la gardenina B mostro actividad antialimentaria contra Spodoptera
littoralis.



ABSTRACT

The chemical analysis of plants belonging to genus Vitex (Verbenaceae) led to the
isolation of several types of secondary metabolites such as diterpenoids, flavonoids, sterols
and iridoids among others. Antibacterial, antifungal and isecticidal activities have been
described for some compounds isolated from Vitex spp.

The chemical study of Vifex hemsleyi led to the isolation of ten secondary
metabolites. Their structures were elucidated by spectroscopic methods.

The flavonoids Gardenin B and D were isolated together wit B-sitosterol, 4-
hydroxybenzaldehide and vanillin. A branched hydrocarbon 2-methyl-octacosane was also
isolated as well as the pentacyclic triterpene 3[-acetoxy-20(29)-lupene. Besides these
compounds, four diterpenoids were identified from the aerial parts of Vitex hemsleyi. .

The diterpenoid compounds were identified as anticopalic acid, 3f-
hydroxyanticopalic acid, the methyl ester of anticopalic acid and the methyl ester of
dehydroabietic acid. Although these compounds are not exclusive of Vitex genus, this is the
first time that are described from a Mexican Vitex species.

Anticopalic and 3f-hydroxyanticopalic acids showed a significant insecticide
activity against Spodoptera frugiperda. However, the opposite result i.e. a phagostimulant
action was obtained when tested with Spodoptera littoralis. On the other hand Gardenin B
showed to be active as insect antifeedant in the test with Spodoptera littoralis.



[. INTRODUCCION.



La flora de México es considerada como una de las mas ricas y variadas del mundo,
ello se debe a su situacion geografica, sus condiciones fisiograficas y lo variado de sus
climas. Los factores abidticos (precipitacion, humedad relativa, luz, temperatura, suelo y
altitud) y los bidticos (flora y fauna) son relevantes para entender la distribucion de los
tipos de vegetacion presentes en nuestro pais.

Rzedowski ' sefiala que en el territorio mexicano estan presentes todos los grandes
biomas que se han descrito en la superficie de nuestro planeta, desde desiertos (donde la
aridez permite solo el desarrollo de algunas especies), hasta las densas y frondosas selvas
himedas, donde la vegetacion es completamente tropical.

Considerando a México una de las zonas floristicas mas ricas del mundo se han
realizado diversos estudios sobre su uso como plantas medicinales, se calcula que existen
21,600 especies de plantas vasculares de las cuales 3,350 han sido utilizadas desde tiempos
prehispanicos como medicinales.’

La familia Verbenaceae esta constituida a nivel mundial por aproximadamente 75 a
100 géneros y alrededor de 3000 especies distribuidas principalmente en los tropicos y
subtropicos y algunas otras en zonas templadas.3

Algunas especies de esta familia han sido utilizadas como medicina tradicional tanto
en México como en otras partes del mundo, por lo que hasta la fecha han sido objeto
importante de estudio.

El género Vitex se encuentra representado por 250 especies de las cuales
aproximadamente 40 han sido estudiadas, aislandose compuestos del tipo flavonoide,
iridoides y diterpenoides, algunos de los cuales han mostrado actividad antialimentaria, por
lo que otras especies pertenecientes a éste género han atraido mayor interés en su estudio.

El presente trabajo muestra el estudio de las hojas de la especie Vitex hemsleyi, de
ésta no se ha reportado algun estudio fitoquimico hasta la fecha, por lo que se desconoce el
contenido quimico de ésta especie, su taxonomia es la siguiente:

Reino: Plantae.

Filo: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Lamiales.
Familia: Verbenaceae.
Género: Vitex.

Especie: hemsleyi.

Vitex hemsleyi es un arbol de cinco a seis metros de altura, de flor violacea conocida
cominmente como capulin blanco.’



[I. OBJETIVOS.



OBJETIVOS:

Aislar y purificar los metabolitos secundarios presentes en la especie Vitex hemsleyi.

Caracterizar sus estructuras por métodos quimicos y espectroscopicos tales como
espectroscopia en el infrarrojo (IR), de Resonancia Magnética Nuclear de 'Hy ">C
y espectrometria de masas (EM).

Obtener informacion acerca del contenido quimico del género con base en una
exhaustiva revision bibliografica.

Continuar con el estudio sistematizado de algunos géneros de la familia
Verbenaceae, asi como, la posible actividad insecticida y antialimentaria de la
especie Vitex hemsleyi contra Spodoptera frugiperda y Spodoptera littoralis.



III. ANTECEDENTES.



3.1 Perfil quimico del género Vitex.

La revision que se ha llevado a cabo sobre el perfil quimico para el género Vitex,
sefiala la presencia de flavonoides tanto libres como glicosidados, diterpenos, iridoides,
ecdisteroides y algunos lignanos, en extractos provenientes tanto de raices como de partes
aéreas.

En la tabla 1 se presenta una revision efectuada de los compuestos aislados que
hasta ahora se han reportado.

El género Vitex ha sido estudiado principalmente por las actividades biologicas
descritas, tales como ginecologicas, antiartriticas, antioxidantes, anticancerigenas,
analgésicas, antialimentarias, antifingicas, entre otras.®

Acerca de la revision presentada en la tabla 1 se pueden hacer las siguientes
observaciones:

Del total de las especies estudiadas hasta ahora, se han aislado aproximadamente:

1.- 30 Diterpenos con esqueleto del tipo clerodano, labdano y abietano. Todos son
compuestos descritos sélo para el genero Vitex, estos, provienen de especies con
distribucin en México, Japén, China y Europa. ”

2.- 18 Flavonoides de los cuales la Vitexina (30), la Vicenina (32), la Lucenina (37) y la
Artemitina (34) no son exclusivos del genero Vitex, ya que han sido aislados también de la
especie Salvia officinallis (Labiatae)®, entre otros™, las especies son originarias de la
India, Japon, Brazil y Europa. e

3.- 16 Ecdisteroides, de los cuales no todos pertenecen al género Vifex pues la Agujasterona
(48), se ha obtenido con anterioridad de la especie Serratula coronata (Asteraceae)™. Asi
como la Abutasterona (49), la Pterosterona (50), la Calonisaterona (56) y la Shidasterona
(57) que ya han sido aislados del %euero Briza (Graminaceae)®®. Las especies son
originarias de Tailandia, E.U. y Europa

4.- 10 Iridoides tanto libres como glicosidados, solo el Agnusido (66) y la Aucubina (67) no
son exclusivos del género Vifex, pues también han sido aislados de la especie Cresentia

: 37
cujete.

5- 3 Lignanos los cuales han sido descritos solo para el género Vitex.
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3.2 Insecticidas.

Por muchos aiios el hombre ha tratado de proteger sus cosechas contra el ataque de
insectos y otros tipos de plagas.

Hay aproximadamente 1 millon de especies de insectos en el mundo, siendo el 70%
total de especies del reino animal, de los cuales cerca de 10,000 han sido reconocidos como

dafiinos o perjudiciales al hombre.*®

Esta estimado que el 14% de las cosechas perdidas en el mundo son causadas por
plagas de insectos.

Debido a estas cifras se han creado nuevas estrategias para el control de plagas,
sobre todo en la investigacion de insecticidas de origen natural.

Esta estimado que hay cerca de 250,000 especies diferentes de plantas en el mundo
de los cuales 60 familias son conocidas que poseen propiedades insecticidas, algunas de
éstas son: Compositae, Juglandaceae, Labiatae, Piperaceae, Verbenaceae, entre otras.*®

En general los insecticidas estan subdivididos en “insecticidas sintéticos” e
“Insecticidas de origen natural”.

En los insecticidas sintéticos tenemos a los compuestos organoclorados (DDT),
organofosforados (malation), piretroides (deltametrin), entre otros” (Figura 1).

a Cl
‘ ‘ ) % o
N

DDT Malation

wyixxro ‘,,.«»C//N

| .

Deltametnin, NRDC 161.

Figura 1.
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Estos compuestos en su momento fueron importantes para la agricultura, sin
embargo su uso ha causado serios problemas de salud y dafio al medio ambiente, ademas
del fenomeno de resistencia que ya presentaban los insectos. Debido a esto surgen los
insecticidas de origen natural, los mas frecuentemente estudiados son los llamados
semioquimicos (sustancias quimicas que controlan el comportamiento), dentro de éste
grupo tenemos principalmente a las feromonas y a los antialimentarios.

La accion antialimentaria consiste en que los productos que estan presentes O
aplicados en las plantas, evita que un insecto se la coma. La muerte puede ocurrir por
inanicion.

Si se desea utilizar un antialimentario como agente para el control de plagas, debe
reunir las siguientes caracteristicas:*!

1.- No debe ser fitotoxico.

2.- No debe ser toxico al hombre, animales, insectos utiles y otros organismos.
3.- Ser activo a bajas concentraciones.

4.- Ser razonablemente persistente cuando sea aplicado a un cultivo.

5.- No debe descomponerse en sustancias toxicas o de mal sabor.

6.- Debe ser facilmente absorbido por la planta y distribuirse por el vegetal.

7.- Ser facilmente aplicable.

8.- Debe ser de bajo costo y facilmente asequible.

9.- Ser compatible con otras formas de control de plagas.

10.- No debe afectar el sabor, el olor ¢ la apariencia de los productos de la planta (hojas o
frutos).

11.- No debe provocar resistencia en los insectos.

12.- Debe ser estable por mucho tiempo.

A la fecha se ha descrito esta actividad para varios compuestos aislados de plantas,
tales como alcaloides, cumarinas, flavonoides, antraquinonas, terpenos, entre otros. Los
antialimentarios mas importantes de origen natural, pertenecen al grupo de los terpenos, tal
es el caso de la Azadiractina (Figura 2), aislado del arbol del Neem Azaridacta indica, este
antialimentario cumple con todos los requisitos antes descritos. *'
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Figura 2.

Ahora con respecto al género Vitex, recientemente se ha descrito en la literatura que
el extracto crudo de la planta Vitex frifolia presenta una importante actividad
antialimentaria contra Spodoptera frugiperda (principal plaga del maiz en México).*

Por lo anterior y tomando en cuenta que en México y en otras partes del mundo
existe un porcentaje considerable de pérdidas de cultivos ocasionadas por plagas de
insectos, se establece la necesidad del estudio de nuevos insecticidas de origen natural.

Debido a la abundancia del género Vitex en México, se decidi6 estudiar a la especie
Vitex hemsleyi y aislar los metabolitos secundarios para investigar su posible actividad
insecticida, puesto que ésta especie se presenta en el campo como una planta que no es
atacada por insectos.
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IV. PARTE TEORICA.
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Elucidacis Ldel bali i el s Bt Rinctini

El presente trabajo incluye el extracto metandlico de las hojas de la especie
denominada Vitex hemsleyi, la cual fue recolectada en el estado de Morelos.

Del estudio de esta especie se obtuvieron 10 diferentes metabolitos secundarios; a
continuacion se presenta la elucidacion de sus estructuras por métodos espectroscopicos,
tratandose con mayor énfasis aquellos que han sido poco estudiados y con importancia
biologica.

Del primer compuesto aislado se obtuvieron 30 mg de un sélido color blanco con
punto de fusion de 140°C, cuyas caracteristicas fisicas y espectroscopicas coinciden con las
descritas para el acido 3f-hidroxianticopalico (&cido 3B-hidroxi-8(17),£-13-labdadien-15-
oico) (Figura 3).

Figura 3. Acido 3f-hidroxianticopalico

El espectro de IR (Susp/nujol) (Espectro 1) muestra una banda caracteristica para
un grupo hidroxilo a 3353 cm™ y en 3072 cm” la de un 4cido carboxilico cuyo grupo
carbonilo se observa en 1693 cm™. En 1651 cm™ se localiza la banda correspondiente a
dobles ligaduras y una banda complementaria en 894 cm™ sugiere que un doble enlace
corresponde a un metileno exociclico.

En el espectro de masas se observa un ion molecular M" 320 que corresponde a la
formula molecular C;0H3,03, de la cual se calculan S insaturaciones.

Con base en todos los datos de eigectrosmpia se corrobora la estructura base de un

diterpeno con esqueleto del tipo labdano™ (Figura 4), en el cual se localiza un doble enlace
conjugado a un carbonilo y otro de tipo exociclico.
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Figura 4. Esqueleto de labdano.

En el espectro de RMN-'H se observan a 0.99, 0.77 y 0.69 ppm tres singuletes que
integran para tres protones cada uno, lo que indica la presencia de tres metilos, que por su
multiplicidad muestra que estan unidos a un carbono cuaternario.

A 2.14 ppm se localiza un doblete que corresponde a los protones del metilo de la
posicion 16, su multiplicidad se debe al acoplamiento con el H-14.

A 4.85, 4.50 ppm se observan dos singuletes anchos, que por su desplazamiento se
deduce que son protones gem vinilicos que comprueban la presencia del doble enlace
exociclico en la posicion 8(17). En 5.64 ppm se encuentra un cuarteto que debido a su
desplazamiento y su multiplicidad se le asigna al (H-14) de naturaleza vinilica y ot a un
carbonilo a—f3 insaturado, acoplado al Me-16.

(a) (b)

Figura 5.

Si tomamos en cuenta la figura S en (a) el H-14 se encuentra o a un carbonilo
donde su desplazamiento a 5.64 ppm explica esa posicion, pero, dado el caso de que se
presentara como en (b), el H-14 estaria $ a un carbonilo, encontrando que su
desplazamiento seria a campo mas bajo, debido al fenomeno de desproteccion que se
presenta por el carbonilo. .
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(a)

(b)

Figura 6.

En la figura 6 podemos observar las dos orientaciones que puede presentar el acido
con respecto al Me-16, es decir £ o Z ((a) y (b) respectivamente), para poder confirmar cual
es la molécula obtenida se puede observar en la tabla 2:

Tabla 2

H-14 574

Me-16 2.06 |2
H-14 563
Me-16 1.90 |46
H-14 5380
Me-16 166 [33
H-14 562
Me-16 191 |48
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H-14 568
Me-16 2.17 49

H-14 567
Me-a6 190 |49

H-14 5.68 H-14 5.66
i | Me-16 2.17 50 Me-16 191 (|4
"'H-14 5.68 H-14 565

Me-16 2.15 51 Me-16 190 |35

En la tabla 2 podemos observar que los desplazarientos en RMN nos indican cual
es la orientacion del acido y del Me-16, es decir, el Me-16 es desplazado a campo alto en
posicion Z al acido y a campo bajo en posicion £ al acido, debido a los fenomenos de
anisotropia y desproteccion presentes en las moléculas.

La sefial localizada a 3.24 ppm es un doble de dobles (J= 11.43, 4.71) que pertenece
al hidrégeno de un carbono terciario, que por su desplazamiento se asigna al proton
geminal de la posicion 3 de la molécula. (Tabla 3), las constantes de acoplamiento de este
proton (J= 11.43, 4.71) indican una orientacion ecuatorial para el OH.

Tabla 3. Asignacion de sefiales de RMN-'H para el acido 3B-hidroxianticopalico

|
| Me20 i 069 i s i
CDCl;/DMSO-ds, TMS, 300 MHz.

25



La configuracion absoluta que presenta el compuesto se asigna con base en una
revision completa sobre los enantiomeros existentes de ésta molécula tomando en cuenta la
rotacion Optica, donde un [a]p positivo corresponde al acido 3p-hidroxianticopalico,
mientras que un [o]p negativo pertenece al acido 3a-hidroxicopalico. (Figura ) s

El compuesto aislado presenta un [at]p= +29.4 (c=0.85mg/mL, CH;0H).

OH

HO i o™
% ﬂ

acido 3B-hidroxianticopélico icido 3o-hidroxicopalico
(a) (b)

%
H
%

Figura 7. a) [a]p= +40.7 (¢c=2, CHCL,), b) [a]p= -40.7 (c=2, CHCL).

En el espectro de RMN-"C, se presentan 20 sefiales de las cuales se observa a
168.6, 159.9, 147.5 ppm las sefales correspondientes a los carbonos cuaternarios C-15,
C-13 y C-8 respectivamente, asi como a 18.5, 15.2, 28.1 y 14.2 ppm que pertenecen a los
carbonos de metilo C-16, C-18, C-19 y C-20 respectivamente.

El C-3 es una sefial doble a 78.1 ppm, la multiplicidad de éstas sefiales se deduce
por el espectro DEPT.

Los carbonos vinilicos C-14 y C-17 se encuentran a 1156 y 106.4 ppm
respectivamente.

En la siguiente tabla (Tabla 4) se presentan los datos de RMN-"C para éste
compuesto: ¢
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Tabla 4. Asignacion de sefiales de RMN-"’C para el acido 3B-hidroxianticopalico.

e

C-11

C-12

C14

Ccis [ 186

|
|
i
E
|
|
| .
| C-13 {
| l
I I
| C18 ...
| |
| l
| £
| |

C-20

0y |0y

CDCl:/DMSO-ds, TMS, 75 MHz.

Este diterpeno no es exclusivo de ésta familia, pues también se ha aislado de la
familia Pinaceae de especies como Pinos strobus y Pinus monticola.®® Es importante

mencionar que este compuesto no ha sido reportado previamente para el género Vitex.
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De la segunda fraccion perteneciente al hexano se aislaron 3 g de un aceite de color
amarillo muy claro cuyas caracteristicas corresponden al acido anticopalico. (acido 8(17),£-
13-labdadien-15-oico) (Figura 8).

*

%
%
80

Figura 8. Acido anticopalico.

El espectro de IR (Pelicula) (Espectro 5) se observa una banda a 3072 cm™ que
sumada a la de 1687 cm™ indican la presencia de un acido carboxilico. En 1636 cm™ se
localiza la banda correspondiente a dobles ligaduras y una banda complementaria en 886
cm’ que sugiere un doble enlace que pertenece a un metileno exociclico.

En el espectro de masas se observa un ion molecular M™ 304 correspondiente a una
formula molecular Cy0H3,0; de la cual se calculan 5 insaturaciones, tomando en cuenta que
en base a los datos de RMN vy los anteriormente descritos, se deduce que es un esqueleto
del tipo labdano (figura 4).

En el espectro de RMN-'H se observan a 4.85 y 4.49 ppm los protones gem
vinilicos H-17, a 5.67 ppm se observa el proton vinilico de un carbonilo o—p insaturado y a
2.17, 0.87, 0.80 y 0.68 ppm los hidrogenos de los metilos H-16, H-19, H-18 y H-20
respectivamente. ;

acion de sefiales de RMN-

'H para el 4cido anticopalico.

_____ . N
| H-14 se7 & .e & 12
| H17 485 o osa .
| HT 449 | sa | "
| Me-l6 T T
| Me-18 080 | g o=
| Me-19 {087 s -
[Me20 7068 s .
CDCl;, TMS, 300 MHz.
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La configuracion absoluta que presenta éste compuesto esta asignado en base a las
rotaciones opticas (Figura 7y 9).

m.%%

4cido anticopélico acido copilico

(a) (b)

Figura 9. a) [at]p=+6.9 (CHCL;), b) [at]p= -6.9 (CHCL;).

La rotacion optica obtenida de éste compuesto es un [o]p = +44.3 (c=10, CHCl3).

En el espectro de RMN-"C observamos a 171.9 ppm la sefial pertenecients al
carbono cuaternario del carbonilo C-15, en 114.7 y 106.3 ppm se encuentran los carbonos
vinilicos C-14 y C-17 respectivamente. En la siguiente tabla se presentan los datos
completos de RMN-"C:

Tabla 6. Asignacion de sefiales de RMN-">C para el 4cido anticopalico.

[ Cc1 1 391 4 N ci | 215 it
e 401 & ot i CI3 | 2
L...C - s ... Cl4 | d
B 55.5 d | C-15 |
[ . C6 & 244 E C-16 |
| CT L € s ci7 . o
[...C8 ;1483 & s i CI8 | e
L. co D861 &od o C19 ] C. ..
| 41 s 0 C20 | .

La multiplicidad fue determinada por el espectro DEPT.
CDCl;, TMS, 75 MHz.
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Este compuesto ha sido aislado con anterioridad de especies como Pinos strobus y
Pinus monticola® y de Hymenea coubaril L, dentro del género Vitex no se ha reportado
este compuesto.

Para éste compuesto no se ha reportado ningun tipo de actividad biologica, sin
embargo para el acido copalico se ha descrito que posee una fuerte actividad anti-
inflamatoria.®

Se decide hacer la esterificacion de una fraccion que contenia grupos acido, con el
objetivo de lograr la separacion de dos compuestos, de los cuales uno de ellos fue un aceite
incoloro (43 mg) cuyas caracteristicas espectroscopicas corresponden al éster metilico del
acido anticopalico (Figura 10 y 11).

%

18 19

Figura 11. Ester metilico del icido anticopdlico.

El espectro de IR (Pelicula) (Espectro 9) muestra a 1720 cm™ la banda de un
carbonilo de éster, ast como la presencia de un doble enlace trisustituido C=C a 1647 cm™ y
a 888 ¢m™ una banda complementaria que corresponde a un doble enlace exociclico.

El espectro de masas nos muestra un ion molecular M" de 318 correspondiente a
una formula molecular C;1H340, del cual se calculan 5 insaturaciones.
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El espectro de RMN-'H muestra un singulete caracteristico en 3.69 ppm que
corresponde al metilo del éster, a 4.49 y 4.84 ppm se encuentran dos sefiales anchas que
corresponden a los protones gem vinilicos H-17 y 17°, asi como a 5.65 ppm el proton
vinilico H-14 de un éster o—f insaturado que por su multiplicidad es probable que esté
acoplado al metilo de la posicion 16. (Tabla 7).

cion de sefiales de RMN-'H para el éster

metilico del 4cido anticopalico.

amanany

e e A el

[ Me20 ["""068
CDCl;, TMS, 300 MHz.

En el espectro de RMN-"°C se observa principalmente a 50.6 ppm la sefial que

corresponde al metilo del éster (OMe), y por lo tanto a 167.3 ppm la sefial del carbonilo

C-15, en 114.9 ppm encontramos al carbono vinilico o.—p insaturado motivo por el cual
presenta ese desplazamiento y finalmente a 106.3 ppm el metileno exociclico C-17.

Este compuesto presenta un [a]p= +43.52 (¢=9.65, CHCL). ([a]p= +25
(CH3;0H)).”’

Las multiplicidades de las sefiales de RMN-"C para el éster metilico del acido
anticopalico estan dadas por medio del espectro DEPT.

En la Tabla 8 se presentan todos los datos de RMN-"C para éste compuesto:
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Tabla 8. Asignacion de sefiales de RMN-""C para el éster metilico del acido anticopalico.

C-ll.. .

-
€13
e
_C16
c1i
C-18

~ 20
C-21
“CDCly, T™MS, 75 MHz.
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4.4, Elacidacis  del é oo dal A dshidrantib

De la esterificaciéon antes mencionada el segundo compuesto resultante en la
separacion, fue un aceite incoloro (52 mg) cuyas caracteristicas nos llevaron a concluir que
se trataba del éster metilico del acido dehidroabiético (Figura 12 y 13).

CH;N;

Ci

;
2
COOH OOCH;

Figura 12. Reaccion de esterificacion de dcido dehidroabiético con diazometano.

Figura 13. Ester metilico del dcido dehidroabiético.

El espectro de IR (Pelicula) (Espectro 13) nos muestra a 1727cm’™ la sefial
caracteristica de carbonilo de éster y a 1497 cm™ la sefial de dobles ligaduras aromaticas.

En la espectrometria de masas se encuentra un ion molecular M~ 314 perteneciente
a una formula molecular C,H300 a la cual se le calculan 7 insaturaciones, debido a estos
datos y por espectroscopia de RMN se deduce que es un diterpeno con esqueleto del tipo
abietano™* (Figura 14).
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Figura 14. Esqueleto de abietano,

En el espectro de RMN-'H se observan a 7.18 ppm una sefal doble (/= 8.1), a 7.01
ppm una seiial doble de dobles (/=8.1, 2.1) y a 6.88 ppm un singulete las cuales
corresponden a un sistema aromatico trisustituido en las posiciones 1, 3 y 4, a 3.66 ppm se
encuentra una sefial simple, que por su multiplicidad se le asigna a un metilo, este se
encuentra desplazado por ser un metilo de éster.

A 1.21 ppm se encuentra un doblete que integra para 6 protones al cual se le asignan
los metilos del isopropilo H-16, H-17, asi como a 1.25, 1.27 y 1.23 ppm tres singuletes los
cuales pertenecen a los protones de los metilos 18, 19 y 20 respectivamente.

Por otro lado a 2.85 ppm se encuentra un septuplete que integra para un protén y
que por su multiplicidad pertenece al H-15.

A 2.26 ppm se localiza una sefial doble de dobles (J=12.3, 2.1) a la cual se le asigna
el hidrogeno H-5.

La configuracion absoluta que presenta éste compuesto se basa en la rotacion éptica
reportada en la literatura.

La rotacion optica de obtenida para este compuesto es [o]p = +24 (c= 1.25, CHCly)
([o]o= +51 (c=0.4, EtOH)).”™

Los datos completos de RMN-'H para éste compuesto se presenta a continuacion:
(Tabla 9).
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Tabla 9. Asignacion de sefiales de RMN-'H para el éster metilico del acido
dehidroabiético

&

CHOzTETT7el T

o e
OMe-21 |  3.66
CDCly, T™S, 300 MHz.

&

LinininiQiaixgia

.
]

En la resonancia magnética nuclear de "’C se pueden observar 21 sefiales
correspondientes a la molécula, de las cuales a 179.1 ppm se encuentra el carbono del
carbonilo C-19, a 134.7 y 146.9 ppm los carbonos C-8 y C-9 respectivamente.

A 23.9 ppm se encuentran los metilos C-16 y C-17 del isopropilo, asi como a 16.5 y
25.1 ppm encontramos los metilos C-18 y C-20, finalmente a 51.9 ppm se encuentra el
metilo C-21 del éster.

En el caso de los aromaticos a 123.9, 124.1 y 126.9 ppm se encuentran los C-11, C-
12 y C-14 respectivamente.

En la siguiente tabla (Tabla 10) se encuentran los datos de RMN-"C para este
compuesto:
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Tabla 10. Asignacion de sefiales de RMN-">C para el éster metilico del acido

dehidroabiético.
E _
I - C-1 36.7 ; !
| C2 170 | ‘
| 3 36.9 I
—_ C4 1 49 [—— ———
! C-5 380 | . d
- 29.9 J——
l C-7 L ILT - z
- LA o
E co 1469 s
l C-10 335 )
| C-11 1239 d
Lo e a0 - Lo d
| - C-13 145.7 i s
| C-14 126.9 | d_
| C-15 18.6 é d
[ cis_ IER
- C-17 23.9 5 ¢
[ Cis_ 165 L
| C19 179.1 c
| cwm i 251 | c
J C-21 51.9 | c

CDCl;, TMS, 75 MHz.

El 4cido dehidroabiético ha sido aislado de otras especies como son Pinus taeda,*®

Pinus palustris,ég Larix kaempfen,” entre otros.
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4.5, Elucidaci . i-20(29)-

En este caso, se llevo a cabo una acetilacion para la separacion de 16.5 mg de un
compuesto que se caracteriza por ser un solido cristalino de color blanco con punto de
fusion de 150°C que corresponde al compuesto 3-f-acetoxi-20(29)-lupeno (Lup-20(29)-en-
3B-acetoxi) (Figura 15 y 16).

Figura 16. 3B-acetoxi-20(29)-lupeno.

El espectro de IR (Pelicula) (Espectro 17) muestra a 1734 cm™ la presencia del
carbonilo del acetato y a 1641 cm™ un doble enlace C=C.

En el espectro de masas podemos observar un ion molecular M" 468, y un pico con
una relacion m/z= 408 que acompaiiado de los datos de RMN corresponde a un triterpeno
pentaciclico con un arreglo molecular en su estructura del tipo lupano’' (Figura 17), dando
como resultado una formula molecular de C3;Hs;0; al cual se le calculan 7 insaturaciones.
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Figura 17. Esqueleto de lupano.

El espectro de RMN-'H muestra a 4.69 ppm un doblete (J= 2.35) perteneciente al
hidrogeno gem vinilico H-29 acoplado a H-19 y a 4.57 ppm un doble de dobles (J= 2.35,
1.47) que corresponde al otro hidrogeno gem vinilico H-29" acoplado al hidrogeno H-19.

En 4.47 ppm se encuentra la sefial asignada para el hidrogeno H-3 desplazada por la
presencia del acetato vecino, a 2.37 ppm se encuentra un multiplete que pertenece al H-19,
su multiplicidad se debe al acoplamiento existente entre los hidrogenos H-21, H-18 y H-29.
(Tabla 11).

Tabla 11. Asignacion de sefiales de RMN-'H para el 3B-acetoxi-20(29)-lupeno.

. setbes
- § N -
Nl -
I . i -
o H30 079 N s .
"CDCl,, TMS. 300 MHz.

En el espectro de RMN-"C podemos observar los carbonos vinilicos C-20 y C-29 a
150.9 y 109.3 ppm respectivamente, a 80.9 se encuentra el C-3, asi como a 55.4 ppm la
seflal que corresponde al C-19. En 171.0 ppm encontramos al carbono cuaternario del
carbonilo y en 21.3 ppm se encuentra el metilo del acetato. A 14.5, 15.9, 17.9, 19.3y 27.9
ppm se encuentran los metilos C-25, C-26, C-27, C-28 y C-30 respectivamente, las
multiplicidades obtenidas por medio del espectro DEPT lo confirman. (Tabla 12).
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Este compuesto tanto acetilado, como sin acetilar no se ha aislado del género Vitex,
sin embargo ya ha sido obtenido de la especie Hieracium plumulosum de la familia
Asteraceae.® Estos triterpenos pentaciclicos han reportado una fuerte actividad
antileucémica.”

4.6, Elucidacion estructural de Gardenina B,

De la fase hexanica, obtenida del extracto metandlico de V. hemsleyi, se aislaron
mediante cromatografia en columna (hexano: AcOEt, 3:1.5) 82.5 mg de un solido cristalino
color amarillo con punto de fusion 158-160°C cuyas caracteristicas fisicas vy
espectroscopicas corresponden a la gardenina B (5-hidroxi-6,7, 8,4 -tetrametoxiflavona)
(Figura 18).

Figura 18. Gardenina B.

En el espectro de IR (CHCl;) (Espectro 21) observamos a 2840, 2969 y 2937 cm’!
las sefiales correspondientes a los grupos metoxilo, a 1653 cm™ la sefial del carbonilo a—p
insaturado, en 1560 cm’ la sefial de un doble enlace C=C de la posicion 2-3, a 1597 cm’
las bandas de los aromaticos y en aproximadamente 3000 cm™ se encuentra el OH.

En el espectro de masas se puede observar el ion molecular M" 358 que corresponde
a una formula molecular C;9H;307 con 11 insaturaciones.

En el espectro de RMN-'H se muestra que en 3.87, 3.90, 3.92 y 3.96 ppm se
encuentran cuatro singuletes que por su desplazamiento y multiplicidad corresponden a los
metoxilos H-4", H-7, H-6 y H-8.

A 6.50 ppm se encuentra un singulete que corresponde al protén vinilico H-3, el
desplazamiento muestra la desproteccion que le ocasiona el carbonilo y el oxigeno
presentes.

En la region aromatica se encuentra un sistema AA'BB’ en donde a 7.04 ppm

(/=9.3) corresponde a los protones aromaticos H-3y H-5', asi como en 8.09 ppm (J/=9.3)
se localizan los protones aromaticos H-2'y H-6".
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Tabla 13. Asignacion de sefiales de RMN-'H para la gardenina B.

CDCl;, TMS, 300 MHz,
* Sistema AA'BB’.

En el espectro de RMN-"2C se observan los metoxilos C-4", C-7, C-6 y C-8 a 554,
56.3, 60.1 y 60.8 ppm, los cuales pueden ser intercambiados. A 178.9 ppm se encuentra ¢l
C-4 que corresponde al carbonilo. En 158.7 y 106.5 ppm se encuentran los carbonos

vinilicos C-2 y C-3 respectivamente.

En la tabla 14 se encuentran registrados los datos de RMN-"C para este

compuesto:

G2

il

C-z_ -

C3

C-4’

e -

e T

_C-6

1301

C-7

C-8

C-9

winiuininininin

C-I’ 1527 It

l
|
Lo |
|
I
|
|
I
.

OMe-4'

OMe-6
OMe-7
OMe-8

1 56.3,60.8 *

554, 60.1, ¢

La mtﬂtxphudad fue dctemnada a parl::r del espectro DEPT

* los valores pueden ser intercambiables.
CDCl;, TMS, 75 MHz.
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Este compuesto ha sido aislado con anterioridad de las especies Mentha pulegium y
Mentha suaveolens de la familia Labiatae,” asi como de los géneros Ocium” vy
Biedersteinia.”® Esta flavona se ha estudiado como un potente anticancerigeno, el cual se ha
aislado de Hyptis tomentosa.”’

4.7. Elucidacion estructural de la Gardenina D.

De la fraccion perteneciente a la particion con hexano que se eluyd con 3:2
hexano:acetato de etilo se aislaron 3 mg de un solido de color amarillo con punto de fusion
de 142-144°C y corresponde a la gardenina D (5,3"-dihidroxi-6,7,8,4 -tetrametoxiflavona)
(Figura 19).

OH Q

Figura 19. Gardenina D.

En el espectro de IR (Pelicula) (Espectro 25) se observa a 3412 cm’ la sefial del
OH, a 2929 y 2853 cm™' se presentan los metoxilos y 1595 cm-1 la sefial del carbonile o—f
insaturado.

El espectro de masas muestra un ion molecular M" 374 que corresponde a una
formula molecular C,9H;30s con 11 insaturaciones.

En el espectro de RMN-'H se observa a 6.51 ppm un singulete que corresponde al
hidrogeno H-3 desplazado por ser un hidrégeno vinilico de un carbonilo o—f insaturado.

A 6.99 se observa un doblete (/=8.65) que por su multiplicidad y su desplazamiento
corresponde al hidrogeno H-5", asi como a 7.73 se observa una sefial doble de dobles (J=
8.65, 2.04) que corresponde por lo tanto al hidrogeno H-6" y a 7.68 ppm una sefial doble
(/= 2.3) perteneciente al H-2".

Finalmente los cuatro metoxilos H-4', H-6, H-7 y H-8 a 3.87, 3.92, 3.96, 3.99 ppm
respectivamente.

En la Tabla 15 se muestran los datos de RMN-'H de éste compuesto:
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'H para la gardenina D.

Tabla 15. Asignacion de sefiales de RMN-

| | _
LooH3 i esl 1 N -
owm2 {768 [ d .23
ooHe 773 [ dd [ 8.65,2.04
T N . — i— S
I Me8 399 e [T

| H(H-3) | 51 & s [

| _HOH-5) | 1208 $ ol =

CDCls, TMS, 300 Mhz.

Este flavonoide se ha aislado también de la especie Sidertis mugronensis y Sidertis
Jjahandiezii, asi como de la especie Mentha piperita de la familia Labiatae,” entre otros.

4.8, Elucidacio -hidroxi ido,

De la particion del extracto metanolico, la fraccion que pertenece al cloruro de
metileno sometida a cromatografia en columna (hexano: AcOEt 3:1.5) se aislaron 5 mg de
un solido color amarillo claro, el cual con estudios espectroscopicos se encontré que
corresponde al 4-hidroxibenzaldehido en mezcla con vainillina (Figura 20 y 21).

'OCH,y

OH

Figura 20. 4-hidroxibenzaldehido. Figura 21. Vainillina.

En un estudio realizado de Vanilla planifolia se ha reportado que el componente
mayoritario es la vainillina, en donde el 4-hidroxibenzaldehido es un precursor de ésta, al
igual que el 4cido-4-hidroxibenzoico y el acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico.”
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Con base en ésta observacién es posible explicarnos el porque se aisla el 4-
hidroxibenzaldehido en mezcla con vainillina, tomando en cuenta que el 4-
hidroxibenzaldehido esta en proporcion mayoritaria.

En el espectro de IR (CHCl;) (Espectro 28) podemos observar a 3584 cm " la sefial
de un OH, a 1688 cm‘1 la sefial de un carbonilo, asi como en 2855 cm’ la sefial de un
metoxilo y a 2927 cm™ un hidrégeno de aldehido.

En el espectro de RMN-'H de la mezcla podemos observar que las sefiales a 7.83 y
6.98 ppm pertenece a un sistema aromatico sustituido en las posiciones 1 y 4, en 9.87 ppm
se encuentra la sefial de un aldehido (Tabla 16), éstas senales corresponden al 4-
hidroxibenzaldehido. Ahora se observa que en 7.44 y 7.06 ppm existe un sistema aromatico
sustituido en las posiciones 1, 3 y 4, en 9.83 ppm se localiza el hidrégeno de un aldehido y
en 3.97 ppm se localiza un singulete que por su desplazamiento pertenece a un metoxilo,
estas sefiales pertenecen entonces a la vainillina (Tabla 17).

Tabla 16. Asignacién de sefiales de RMN-'H para el 4-hidroxibenzaldehido.

-CHO i LA T
| H2yH-6 [ 78 & 4 i 9
L H3yHS [ 698 o di O
CHCIl;, TMS, 300 MHz.

Tabla 17. Asignacion de sefiales de RMN-'H para la vainillina.

T e
e
|
|

1T -
621 I s 1 -

. Este pat.rén de sefia.les fue tomado de una referenaa de valmllma
* seiiales sobrepuestas.
CHCI;, TMS, 300 MHz.

En el espectro de RMN-"2C encontramos a 190.9 ppm un la sefial de un carbono que
corresponde al carbonilo del aldehido, a 115.9 ppm se encuentra el C-5 y C-3. En 1324
ppm se encuentra el C-2 y C-6 (Tabla 18).
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Tabla 18. Asignacion de sefiales de RMN-"C para el 4-hidroxibenzaldehido.

De la eluciéon con 100% de hexano, se aislaron 42.3 mg de una cera color blanco,
cuyas caracteristicas espectroscopicas corresponden al 2-metil-octacosano (Figura 22).

Figura 22. 2-metil-octacosano.

En el espectro de IR (Pelicula) (Espectro 32) observamos a 1379 cm” una banda
doble caracteristica de grupos metilos geminales, la presencia a 1464 cm™ correspondientes
a grupos metilo, y a 2956-2851 cm™ las bandas que pertenecen a vibraciones C-H.

En el espectro de masas se observa un ion molecular M" 408 que corresponde a una
formula molecular Cy9Hgo. Esto fue identificado por medio de un sistema acoplado GC/EM.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 33) se observa a 1.25 ppm una sefial simple
que integra para 48 protones correspondiente a los grupos metileno. La sefial multiple de
0.83 a 090 ppm que integra para 10 protones corresponde a los dos grupos metilos
equivalentes de las posiciones 1 y 29, asi como el metilo de la posicion 28 y el metino de la
posicion 2.
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En el espectro de RMN-""C (Espectro 34) se observa a 14.1 ppm la sefial del C-28,
a 19.7 ppm la sefial que corresponde al C-2, y a 22.7 y 22.6 las sefiales correspondientes a
los carbonos 1 y 29 (metilo), las sefiales restantes corresponden a los carbonos de los
grupos metileno.

Este compuesto ha sido aislado con anterioridad de una gran variedad de insectos,
asi como de plantas (Tabla 19 y 20).

Tabla 19. Especies de insectos de donde se ha aislado el 2 metil-octacosano.

"Escarabajo del girasol. | Zygogramma exclamationis. | Superficie cuticular. | 80

i Vespula vulgaris L.~ Superficie cuticular. 18l

 Avispa.

| Escarabajo de la papa. | Leptinotarsa decemlmearq.”m EHCera de huevos, adultos 82
 Cucaracha Alemana,

Blattella germanica L. Superficie cuticular. | 83 _
Mosca. | Drosophila melanogaster.
‘Hormiga. i Pogonomyrmex barbatus. _ :Superficie cuticular. | 85
‘Arafia.  iNephilaclavipes. iTelarafia. _ i 86
Polila (larva).  Scoliopteryx libratri. ! Superficie cuticular., | 87

 Superficie cuticular. | 84

| Termitas. i Cryptotermes brevis. | Superficie cuticular. | 88

\Arafia. ..éé,.Tegemﬂaamm .. iSuperficie cuticular. | 89

‘Temutas ~ [Coptotermes formasanus. | Superficie cuticular. | 90 _
Heliothis virescens. ' Superficie cuticular. 91 |

Hormiga. __ Leptothorax lichtensteini___ Superficie cuticular, ' 92 _

\Avispa.  Vespulamaculifrons. Superficie cuticular. 93
'Pulgon (aphido). __ Sitobionavenae F.___ Superficie cuticular, | 94
| Mosca. | Drosophilapseudoobscura. _ Superficie cuticular, | 95
(Grillo. ' Achetadomesticus. | Superficie cuticular. | 9
'Plaga de plceas i Pikonema alaskensis.  Superficie cuticular. | 97
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_Tabla 20. Especies de plantas de donde se ha aislado el 2-metiloctacosano.

B

{Antirrhinum majus. " 'Pétalosy hojas. |

| Hamamelis virginiana.  Hojasycorteza. |

. Euphorbia caducifolia

| Euphorbia helioscopia.

Euphorb:a rOermza

| Euphorbia t t:rucalb

| Euphorbta mdn

Scute!!arm Iaterlﬂora

Nrcor:ana rabacum

Amaranfhwwmom

| Solanum dulcamara.  iHojs.

4,10, Elucidacion estructural de B-sitosterol,

De la elucion 6:1 hexano:acetato de etilo de la parte correspondiente al hexano se
aislaron 96 mg de un sélido cristalino color blanco con punto de fusiéon de 107°C, cuyas
caracteristicas espectroscopicas coinciden con las descritas para el fB-sitosterol, en mezcla
con estigmasterol (Figura 22 y 23).

HO' H

Figura 22. B-sitosterol. Figura 23. Estigmasterol.
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4.11.1. Ensayo insecticida contra Spodoptera frugiperda.

Nombre Cientifico: Spodoptera frugiperda. (Lepidoptera: Noctuidae).
Nombre Comin: Gusano cogollero de maiz 6 palomilla de maiz.

Esta plaga puede atacar alrededor de 60 cultivos y malezas, pero tiene mayor
importancia en maiz, Sorgo, arroz, pastos y muchos cultivos horticolas.'®’

Es nativa de regiones tropicales, en América se encuentra desde la parte occidental
de Estados Unidos hasta Argentina.

El ciclo de vida de éste insecto es de 30 dias durante el verano, de 60 dias en
primavera y otofio y de 80 a 90 dias en el invierno.

Ciclo de vida:

a) Huevo: mide cerca de 0.4 mm de diametro y 0.3 mm de altura, el nimero de
huevos por masa formados sobre las hojas y tallos es de aproximadamente 40 a 300 huevos.
Los huevos son inicialmente de color verde claro, volviéndose luego grisaceos antes de
eclosionar. '

b) Larva: mide de 0.35 a 2.6 mm de ancho y de 1 a 3 cm de largo, generalmente son
de color gris, verdoso y a veces casi negro. Es facil reconocer las larvas ya que en el dorso
del antepeniltimo segmento del abdomen tiene 4 puntos negros formando un trapecio y el
cuerpo no esta cubierto de microespinas.

c) Pupa: la pupacion ocurre generalmente en el suelo, en una profundidad de 2 a 8
cm, son de color marrén rojizo y miden cerca de 14 a 18 mm de largo y 4.5 mm de ancho.

d) Adulto: Son palomillas grisaceas que miden cerca de 30 mm de ala a ala. El
macho se distingue de la hembra por unos puntos blancos triangulares en las extremidades
y en el centro del ala.

Esta plaga mastica el tejido vegetal, la larva puede comportarse como raspador,
alimentandose de la epidermis de las hojas, en general las larvas se introducen al cogollo
causando dafios a las hojas tiernas que luego resultan en hojas con agujeros de tamafio y
forma irregular.
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Macho y hembra HUEVOS 5
requiere de un coeficiente Eclosiona.
favorable.

hembra/macho aprox. 3-4

ADULTOS LARVAS
El coeficiente entre hembras
y machos debe ser alto para Diferentes estadios
preservar las especies. ¥ se comvierien
a pupa.
PUPAS
Funci6n Biolégica:

Larva: come y crece.
Pupa: relativamente inactiva.
Adulto: se aparea, se reproduce y pone huevos.

Ciclo de vida de los Lepidopteros

1—@_

Figura 23. Ciclo de vida de los Lepidépteros.

Varios diterpenos aislados de diferentes especies han presentado actividad
insecticida y antialimentaria.''® Debido a esto se evaliia la posible actividad insecticida del
acido anticopalico contra Spodoptera frugiperda (gusano cogollero de maiz).

El efecto que pueden ocasionar éstos compuestos sobre el ciclo de vida de los
lepidopteros se puede observar en la Figura 24.
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,_\ HUEVO Inhibidores de eclosién)
Inhibidores de la /
oviposicion. .\

Modificadores del
coeficiente
hembra/macho. ADULTO LARVA

Emergencia de adultos

deformes incapaces de

aparcarse y reproducirse. I A
Inhibe 1a emergencia J PUP)?
a adultos.

Efecto de los metabolitos secundarios de utilidad potencial en un programa de control de plagas.

Antialimentarios.

Interrumpe la formacidn
a pupa.

.

Figura 24.0

Ensayo insecticida contra Spodoptera frugiperda.

El procedimiento seguido para la realizacion de éste ensayo es el siguiente:

Se utilizaron larvas de 5 dias de nacidas de Spodoptera frugiperda que proporciono
el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT).

A éstas larvas se les suministr6 a su dieta artificial 10, 1 y 0.1 ppm del acido
anticopalico. Se colocaron en una camara de incubacion, bajo condiciones controladas de
temperatura (27 °C +/- 1.5 °C) y 60 % de humedad relativa, con un fotoperiodo de luz y
obscuridad de 16:8 h durante una semana. Se utilizaron 10 larvas por compuesto y su
respectivo control, cada larva lleva 2 g de dieta.
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1*. Medicion:

A 10 ppm en la 1*. medicion (1*. semana) se observa:

..... : TN i
. VS
3. 2660 | 30
k. 2144 | 25
5 84.7 1 2.0
.. 2053 | 25
. 7 ..... 2481 i 2 S

8 n1__ [ 10

9 211.1 § 2.0

10 1185 | 2.0
 Promedio 1647 | 21
Comrol | 4060 [ 129

En la medicion se observo el oscurecimiento de las larvas y muy poca movilidad.

A ésta concentracion el efecto del tratamiento respecto al control es 60% menos en
peso y 28% menos en talla.

Con base en esto se observa que las larvas comieron menos ademas de que no
existi6 mortalidad, por lo que se concluye que el efecto del compuesto en esta 1*°. Medicion
es antialimentario.
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A 1 ppm en la 1*. medicion (1*. semana) se observa:

1 | 75.4 | 1.5

""" 2 71143 | 2.0
3 2156 i 2.0

""" 4 | 1357 | 2.0
""" 5 [ 2003 | 25
...... : e 5
: oy s

8 1843 2.0

S i 1el i 20
Jdo 1. 5320 o4 15

. Promedio. | 2051 | 195
Control. | 475.6 | 3.05

Se presento el oscurecimiento de las larvas y muy poca movilidad.

El efecto del tratamiento respecto al control es 57% menos en peso y 36% menos en
talla.

Debido a esto se observa que las larvas comieron menos, ademas de que no existio

mortalidad, con base en esto se concluye que el efecto del compuesto a ésta concentracion
es antialimentario contra ésta especie.
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A 0.1 ppm en la 1*. medicion (1°. semana) se observa:

| .

™ 14920
| 2 121.2 .20
| 3 215 [ 20
| 4 3395 1 30
| 5 1847 130
| 6 1473 | 20
[ 1852 1 20
i 8 1927 20
1m0
o 5720
| ;

| Promedio. | 1829 22
[ Comrol. | 3720 | 28

Existi6 menos oscurecimiento en las larvas, y se presenté mayor movilidad.

En éste caso el tratamiento respecto al control es de 50% menos en peso y 21%
menos en talla.

Debido a los porcentajes del tratamiento respecto al control, se deduce comieron
menos y no existio mortalidad, con base en esto se concluye que el compuesto a ésta
concentracion tuvo un efecto antialimentario.

Estadisticamente la diferencia entre el tratamiento y el control respecto a peso y
talla es significativa, obteniendo un valor de 0.00, tomando en cuenta que el limite es <

0.05.

Reuniendo los porcentajes de cada concentracion respecto a peso y talla tenemos:

10 ppm 60% menos en peso y 28% menos en talla.
1 ppm 57% menos en peso y 36% menos en talla.
0.1 ppm 50% menos en peso y 21% menos en talla.

Se observa que a menor concentracion del compuesto el porcentaje de pérdida en
peso es cada vez menor, por lo tanto las larvas comen menos y el efecto que se presenta es
antialimentario.
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2%, Medicion:

A 10 ppm en la 2°. medicion (2°. semana) se observa:

_Pupa.

Bupa

1

2

. Pupa. .
A i Pupa

5 . Pupamuerta deforme.

-

7

8

. Pre-pupa.

Larva.

[Controles | Todos puparon de forma normal. _

En ésta evaluacion se observa que el 50% pupa normalmente, el 30% se encuentra
en estado de pre-pupa, el 10% permanece en estado larvario y el 10% muere como pupa
deforme

Se concluye que el 40% muestra alteraciones en la pupacion y el 10% interrumpe el
paso a pupa, ocasionando baja mortalidad.
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A 1 ppm en la 2°. medicion (2°. semana) se observa:

Pupé_..

Pre-pupa.
Pupa muerta deforme.
Pupa.
Pre-pupa.
Pupa.

Pupa.

Pupa.

NDE 00 )i OV i W N e

iz
ol

{ Controles | Todos puparon de forma normal.

Estos resultados nos muestran que el 60% pupa normalmente, el 20% se encuentra
en forma de pre-pupa, el 10% muere en forma de pupa deforme, y el otro 10% permanece
en estado larvario. Se observa que el 40% sufri6 alteraciones en la pupacion.

A_0.1 ppm en la 2° medicion (2°. semana) se observa:

_ Pwpa

_ Pre-pupa.

_ Prepupa
.. Pupa
pupa

L7 [ Pm

..................................................................................................................
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Estos resultados nos muestran que el 60% pupa normalmente y el 40% restante
permanece en estado de pre-pupa. El 40% suftio alteraciones en la pupacion.

3", Medicion:

A 10 ppm en la 3*. medicion (3*. semana) se observa:

Lo Pupa.

o2 1 Pupa.
N Pupa
[ Larva muerta.

Pre-pupa muerta.
Adulto.
L
..

Se observa que el 22.2% muere en forma de pre-pupa, el 11% en forma de estado
larvario, el 11% emerge a adulto y el 55.5% permanece como pupa.

De estos resultados podemos concluir que hubo una fuerte alteracion en el tiempo
de emergencia a adultos.

Tres dias después de esta evaluacion se observaron los siguientes resultados.

[ Hembra normal.

1 Macho deforme.

| Hembra normal.
|

b 5 4 Macho deforme.
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Como se puede observar se tienen tres hembras normales y dos machos deformes,
en donde la modificacion 6 deformidad presente en la fase adulta impide la reproduccion
entre ellos.

A 1 ppm en la 3°. medicion (3. semana) se observa:

Lo Adulto,
Pupa.

Pre-pupa muerta.

Larva muerta.

Pupa.
Pupa.
Pupa.

T HIRT - SEVIIN R N

 Controles | Todos emergieron de forma normal.

Estos resultados nos muestran que el 66.6% permanece en forma de pupa, el 10%
emergio a adulto, el 11% muere en forma de pre-pupa y el otro 11% restante muere en
estado larvario. Se presenta una fuerte alteracion en el tiempo de emergencia a adultos.

Después de tres dias de esta ultima medicion se observo lo siguiente:

- E———

Se observa que después del porcentaje que existia de pupas, solo dos hembras
sobreviven las cuales presentan deformidades, ademas de que no existio la presencia de
algiin macho que pudiera hacer posible su reproduccion.
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A 0.1 ppm en la 3°. medicion (3. semana) se observa:

Pupa.
Pre-pupa muerta.

Pupa.

Pre-pupa muerta.
e
W

0! 00 i Vi B WM —
)
c
o
o

-
=

|
|
|
|
|
|
|
|
l
l
|
l

| Controles 90% emerge normalmente.

..........................................................................................................

Por lo tanto se observa que el 70% permanece en forma de pupa, el 20% muere
como pre-pupa, y el 10% restante emergié a adulto. Debido al porcentaje de pupa, se puede
remarcar su alteracion de la emergencia a adultos.

Después de tres dias de ésta tltima medicion se observa:

2| Macho deforme. _

3 i Hembradeforme. -

La deformidad presente en la fase adulta impide la reproduccion entre ellos, pues
s6lo una hembra es normal, y el unico macho esta deforme.
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4.11.2. Ensayo insecticida contra Spodoptera littoralis.

Nombre Cientifico: Spodoptera littoralis. (Lepidoptera: Noctuidae).
Nombre Comun: Gusano del algodon.

Es una especie polifaga, que ataca a diferentes especies como son la alcachofa,
fresa, forrajes verdes, maiz, algodon, tomate, pimiento y especies como Solanaceae y
Cruciferaceae.""!

Ciclo de vida:

a) Huevo: de forma mas o menos esférica, mide cerca de 0.6 mm de largo, los huevos se
ponen en racimo separados del abdomen de la hembra.

b) Larva: mide aproximadamente 3.5 a 4.5 cm de largo.

El color varia: de puntos amarillos grises a rojizo o amarillento, con una linea en el dorso
acompafiada de dos rayas grisaceas. Los bordes llevan marcas triangulares que en los
primeros y octavos segmentos se convierten en mas grandes marcas negras triangulares
aterciopeladas, la superficie inferior de la oruga es grisacea-roja o amarillenta.

c¢) Pupa: la pupacion generalmente ocurre en el suelo a una profundidad de 2 a 5 cm, la
pupa mide cerca de 15 a 20 mm de largo, color rojo ladrillo.

d) Adulto: tiene una envergadura de 35 a 40 mm, las alas delanteras son parduscas con
insinuaciones azuladas y amarillo a lo largo de la vena mediana, el frente de la extremidad
del ala tiene una marca negruzca, pronunciada mas en el varon, las alas traseras son
blanquecinas, con un borde delantero color marron, las polillas emergen en el crepasculo 6
en la noche, en menos de una semana.

Se realizaron dos diferentes ensayos contra esta especie, el primero con hojas de
pimiento y el segundo con canulacion oral.

1) En hojas de pimiento:

a) Acido anticopalico.

Procedimiento:

En cajas Petri se coloca agar a una altura de 0.5 cm, cuando éste solidifica se
realizan cuatro perforaciones a través del circulo en forma de cruz (Figura 25). En los
huecos se colocan recortes de hojas en forma de circulo, sobre los cuales en a y c se
colocan 50 pg de la sustancia disuelta previamente en 10 pL de acetona y en b y d solo se
coloca 10 pL de acetona (control).
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Hojas de
pimiento

a y ¢ Tratamiento
b y d Control

Figura 25.

Se colocan dos larvas de S. littoralis al centro de la caja Petri, las larvas se han
mantenido 24 h sin alimentacion de hojas (solo tallos). El experimento se detiene cuando
han consumido el 75% de los discos de hoja control (hoja y media), o cuando los dlSCOS de
hoja tratamiento se han consumido al 100%

Se utilizan 5 cajas por compuesto.

Se calcula el porcentaje de la hoja consumida para cada tratamiento y dichos valores
se introducen en la formula siguiente.

%RA =[1- T/C] x 100
donde:

%RA = Porcentaje de reduccion en alimentacion.
T = Porcentaje de hojas tratamiento consumidas.
C = Porcentaje de hojas control consumidas.

En la Figura 26 se muestra el resultado de hojas tratamiento y hojas control
consumidas, observando que las larvas consumieron en mayor proporcion las hojas con
tratamiento, el porcentaje de las hojas consumidas tanto del tratamiento como del control se
introdujeron en la ecuacion anterior, obteniendo como resuitado un valor negativo,
concluyendo que el compuesto tiene una actividad fagoestimuladora y no antialimentaria.
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Figura 26. Efecto del 4cido anticopélico.

Figura 27. Efecto de la gerdenina B.
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b) Gardenina B

Utilizando el mismo procedimiento anteriormente descrito (Figura 25), para la
gardenina B podemos observar que las larvas consumieron las hojas control y no las hojas
tratamiento (Figura 27), el resultado obtenido de %RA = 50.646, encontrando que éste
posee un valor positivo, concluyendo asi que éste compuesto tiene un efecto
antialimentario.

2) Canulacion oral; ''*''

a) Acido anticopalico.

Procedimiento:

Se disuelven 90 pg del compuesto en 9 uL. de DMSO, 4 pL de ésta solucion son
inyectados en la garganta de la larva usando una microjeringa y un dispensador automatico.

Las larvas a utilizar deben de tener un peso entre 200 y 250 mg, asi como su dieta
de 4-5 mg.

A las larvas se les alimenta por 72 h (20°C) y después de ese tiempo de introducen
en un congelador por 24 h para sacrificarlas, luego se colocan en una estufa a 60 °C de 24 a
48 h. Finalmente las larvas se pesan al igual que la dieta, y se busca la diferencia.

3) Se realizo también un ensayo de actividad insecticida del acido anticopalico y gardenina
B contra la especie Rhopalosiphum padis (Aphido) y Leptinotarsa decemlineata
(Escarabajo) sin encontrar actividad.

4) Asi mismo se realizO una prueba de alelopatia para comprobar una inhibicion de la
germinacion contra Lactuca sativa (Lechuga) donde no existi¢ actividad.
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V. CONCLUSIONES.
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Conclusiones:

Del estudio del extracto metandlico de las hojas de la especie Vitex hemsleyi se
obtienen las siguientes conclusiones:

Se aislaron diez metabolitos secundarios, cuatro de ellos son diterpenos, uno es un
triterpeno pentaciclico, dos son flavonoides, un compuesto aromatico, un hidrocarburo y un
esterol.

De los diterpenos obtenidos, tres presentan en su estructura un arreglo molecular del
tipo labdano los cuales se conocen con el nombre de acido 3B-hidroxianticopalico, acido
anticopalico y éster metilico del acido anticopalico, aislados previamente de Pinus strobus,
Pinus monticola y de Hymenea coubaril L.

El otro diterpeno presenta un arreglo molecular del tipo abietano conocido
comunmente como acido dehidroabiético, obteniéndolo en forma del éster metilico, aislado
previamente de especies como Pinus palustris, Pinus taeda y Larix kaempfen.

El triterpeno pentaciclico presenta en su estructura un arreglo molecular del tipo
lupano, el cual fue aislado en forma de acetato del Lupeol conocido como 3[-acetoxi-
20(29)-Lupeno, éste compuesto también ha sido aislado de la especie Hieracium
plumulosum.

De los dos flavonoides obtenidos se presentan en su estructura un arreglo molecular
del tipo de las flavonas las cuales ya son conocidas bajo el nombre de gardenina B y
gardenina D, las cuales han sido aisladas con anterioridad de Mentha pulegium, Mentha
suaveolens y de Sidertis mugronensis entre otros.

Se obtuvo el 4-hidroxibenzaldehido, el cual se presentd en mezcla con vainillina,
obteniendo el primero en proporcion mayoritaria, €stos compuestos han sido previamente
aislados de la especie Vanilla planifolia.

El hidrocarburo obtenido se conoce como 2-metil-octacosano, aislado previamente
de tabaco, aceite de naranja y de algunos insectos.

El esterol obtenido es conocido bajo el nombre comun de B-sitosterol, con base en
una revision completa en la literatura, este compuesto es muy conocido.
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En general acerca del presente trabajo se puede concluir lo siguiente:

Este trabajo es el primer estudio fitoquimico que se realiza sobre la especie Vitex
hemsleyi.

El perfil quimico encontrado para la especie Vitex hemsleyi es de diterpenos,
triterpenos, flavonoides, compuestos aromaticos y esteroles obtenidos de las hojas de ésta
especie.

Todos los metabolitos aislados han sido obtenidos de otras especies, pero no para el
género Vitex.

El 4cido anticopalico hasta la fecha no ha sido evaluado biolégicamente, este es el
primer estudio realizado sobre su actividad insecticida y antialimentaria contra Spodoptera
Sfrugiperda y Spodoptera littoralis.

El acido anticopalico mostrd un efecto antialimentario significativo contra
Spodoptera frugiperda a la 1°. semana (1*. medicion), y altera de manera importante el
ciclo de vida del insecto a comparacion de los controles.

El acido anticopalico fue evaluado contra Spodoptera littoralis, encontrando una
fuerte actividad fagoestimulante.

La gardenina B se ha evaluado biologicamente con anterioridad, en este caso este
compuesto mostrd un efecto antialimentario contra Spodoptera littoralis.
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VI. PARTE EXPERIM!

ENTAL.
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Material y aparatos utilizados.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Mel-Temp II y no estan
corregidos.

La identificacion y la pureza de los compuestos se llevé a cabo por medio de
cromatografia en placa fina (CCF) utilizando placas de gel de silice ALUGRAM®,
SIL G/UVjs4. Para el revelado de éstas placas se utiliz6 una lampara de luz
ultravioleta ENF-260C y una solucién 1% de sulfato cérico en acido sulfurico 2N.

En todas las cromatografias en columna (CC) llevadas a cabo, se utilizo como fase
estacionaria, gel de silice Aldrich 200-400 mesh, 60 A.

Los espectros de IR fueron realizados en un espectrofotometro FT-IR Nicolet
Magna 750.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y °C fueron realizados en un
aparato Varian Unity de 300 MHz.

Las rotaciones Opticas fueron determinadas en un polarimetro Jasco-Dip-360.

Los espectros de masas fueron realizados en un espectrémetro de masas Jeol-JMS-
AXS05HA vy Jeol-JIMS-SX102A por medio de impacto electronico.
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Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios de Vitex hemsleyi.

Recoleccion,

La especie Vitex hemsleyi fue recolectada en la reserva de la biosfera de la sierra de
Huautla, Morelos.

Extraccion,

Un total de 620 g de material vegetal seco y molido, perteneciente a las hojas, fue
puesto a macerar en 20 L de metanol por un lapso de 5 dias. Al término de éste tiempo se
concentro el extracto, evaporando el disolvente en un rotavapor a presion reducida y
posteriormente se llevo a sequedad en una bomba de alto vacio, de ésta forma se obtuvo el
extracto seco, cuyo peso fue de 76.5 g.

Particié

El extracto seco se someti6 a una particion mediante un sistema de disolventes:
hexano-CH,Cl,-agua, por medio de un embudo de separacion, las cuales se concentraron
obteniendo al final el extracto de hexano (33.3 g) y CH,Cl; (2.4 g).

S g

Al extracto seco de CH,Cl; se le practic una cromatografia en columna (CC) con
silica gel como fase estacionaria y como eluyente se inici6 con hexano, incrementando la
polaridad con una mezcla de hexano:AcOEt hasta llegar a 100% de AcOEt.

Se continu6 con diversas técnicas de purificacion, para todos los casos que hubo que
practicar subsecuentes cromatografias en columna.

Al extracto de hexano se le practico una cromatografia en columna (CC) utilizando
una columna de vidrio de 10 cm de diametro y silica gel como fase estacionaria (10 cm de
altura), iniciando la elucién con 100% de hexano, incrementando la polaridad con mezclas
de hexano:AcOEt, hasta llegar al 100% de AcOEt y luego lavando con 100% de metanol,
de igual forma se practicaron subsecuentes cromatografias para la purificacion de los
compuestos.

En el diagrama 1 se muestra la metodologia general seguida durante el trabajo, en
los diagramas 2 y 3 se muestra detalladamente el trabajo experimental para la obtencion de
los metabolitos secundarios.
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Acido 3B-hidroxi-anticopalico. (acido 3B-hidroxi-8(17),E£-13-labdadien-15-o0ico).
Solido color blanco (30 mg) con punto de fusion de 140°C.

IR: Vmix, cm’ (Susp/nujol), (Espectro 1).
3353, 1693, 1651, 894,

RMN-'H 300 MHz (CDCl;-DMSO-ds/TMS): (Tabla 3) (Espectro 2).

RMN-"C 300 MHz (CDCl-DMSO-d¢/TMS): (Tabla 4) (Espectro 3).

EM (LE), m/z (Rel. Int) (Espectro 4).

320 (12.5), 302 (40.1), 287 (40.2), 203 (37.1), 175 (21.0), 135 (100), 107 (40.2).

EM, FAB" Alta resolucién: m/z estimado para CyHs;0; igual a un peso molecular
320.2351, m/z observado igual a 320.2349.

[o]p= +29.4 (¢=0.85 mg/mL, MeOH).

Acido anticopalico. (acido 8(17),£-13-labdadien-15-0ico).
Aceite de color amarillo muy claro (3 g).

IR Vmix, cm (Pelicula) (Espectro 5).
3072, 1687, 1636, 886.

RMN-'H 300 MHz (CDCl;/TMS): (Tabla 5) (Espectro 6).
RMN-">C 300 MHz (CDCls/TMS): (Tabla 6) (espectro 7).

EM (LE), m/z (Rel. Int) (Espectro 8).
304 (27.5), 289 (78.5), 205 (45.0), 177 (42.7), 137 (100), 123 (63.0), 109 (62.0).

[o]o= +44.3 (c=10, CHCLy).
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Ester metilico del acido anticopalico.
Aceite incoloro (43.5 mg).

Para la obtencion del éster metilico del acido anticopalico fue necesario llevar a
cabo una esterificacion con diazometano,'"® pues, debido a la existencia en IR de un acido
carboxilico y la apariencia de un cometa visto por cromatografia en placa fina (CCF), no
era posible definir o separar los productos existentes.

Se disolvieron 100 mg de producto en 50 mL de éter etilico frio, enseguida se
afadio lentamente el diazometano, hasta que el producto tomoé una coloracion amarilla, la
reaccion se monitored por cromatografia en capa fina, dando fin a la reaccion con 1 mL de
agua fria, cuando se definieron tres productos. Se sometié a una purificacion por medio de
cromatografia en columna, obteniendo en uno de los productos el éster metilico del acido
anticopalico.

IR: Vmix, cm” (Pelicula) (Espectro 9).
1720, 1647, 888.

RMN-'H 300 MHz (CDCls/TMS): (Tabla 7) (Espectro 10).
RMN-"C 300 MHz (CDCl;/TMS): (Tabla 8) (Espectro 11).

EM (1LE), m/z (Rel. Int), (Espectro 12).
319 (58.0), 303 (93.1), 287 (33.5), 205 (55.5), 137 (100), 114 (95.0), 95 (77.2).

[o]o= +43.52 (¢c=9.65, CHCL).

Ester metilico del 4cido dehidroabiético.
Aceite incoloro (52 mg).

Este compuesto fue el segundo en aislarsé de la esterificacion ya antes mencionada.

IR: Vmix, cm™ (Pelicula) (Espectro 13).
1727, 1246.

RMN-'H 300 MHz (CDCls/TMS): (Tabla 9) (Espectro 14).
RMN-"2C 300 MHz (CDCl/TMS): (Tabla 10) (Espectro 15).

EM (LE), m/z (Rel. Int), (Espectro 16).
314 (89.8), 299 (94.7), 253 (78.9), 239 (100), 197 (37.0).

[a]o= +24 (c=1.25, CHCL).
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3B-acetoxi-20(29)-lupeno.
Solido color blanco (16.5 mg) con punto de fusion de 150°C.

Del tercer compuesto aislado de la esterificacion antes mencionada, se decidio
realizar una reaccion de acetilacion, debido a la dificultad para purificarlo, esto corroborado
por el OH presente en el espectro de IR.

Se procedié a disolver 30 mg del compuesto aislado en piridina seca''® (1 mL), para
después agregar anhidrido acético destilado''® (1 mL), se siguié la reaccion por
cromatografia en capa fina, y asi se le agregd 1 mL de agua fria para detener la reaccion
cuando se observo la formacion de un solo producto. Se retir6 el disolvente por medio de

una bomba de alto vacio, sometiéndose a una purificacién por medio de cromatografia en
columna, obteniendo asi el producto deseado.

IR: Vmix, cm” (Pelicula) (Espectro 17).

1734, 1641.

RMN-"H 300 MHz (CDCl:/TMS): (Tabla 11) (Espectro 18).
RMN-"C 300 MHz (CDCls/TMS): (Tabla 12) (Espectro 19).

EM (LE), m/z (Rel Int) (Espectro 20).
468 (31.5), 408 (7.5), 218 (100), 189 (63.5), 135 (38.0).

[CC.]D= +44 21 (C=0.95, CHCls)

Gardenina B. (5-hidroxi-6,7,8,4’-tetrametoxiflavona).
Sélido cristalino de color amarillo (82.5 mg) con punto de fusién de 158-160°C

IR: Vmis, cm” (CHCLs) (Espectro 21).
2937, 1597, 1560.

RMN-'H 300 MHz (CDCly/TMS): (Tabla 13) (Espectro 22).
RMN-"C 300 MHz (CDCl:/TMS): (Tabla 14) (Espectro 23).

EM (LE), m/z (Rel.Int) (Espectro 24).
358 (100), 343 (55.0), 339 (26.5), 149 (49.0).
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Gardenina D. (5,3'-dihidroxi-6,7,8,4"-tetrametoxiflavona).
Solido cristalino de color amarillo (3 mg).

IR: Vimix, cm™, (Pelicula) (Espectro 25).
3412, 2929, 2853, 1654.

RMN-'H 300 MHz (CDCls/TMS): (Tabla 15) (Espectro 26).

EM (LE), m/z (Rel Int) (Espectro 27).
374 (100), 359 (50.0), 355 (22.5), 331 (17.0), 151 (12.5).

4-hidroxibenzaldehido.
Sélido de color amarillo claro (5 mg).

IR: Vimsy, cm™ (CHCL;) (Espectro 28).
3584, 2927, 1688, 858.

RMN-'H 300 MHz (CDCly/TMS): (Tabla 16) (Espectro 29).
RMN-"C 300 MHz (CDCl;/TMS): (Tabla 18) (Espectro 30).
RMN-'H 300 MHz (CDCl3/TMS) (Vainillina): (Tabla 17).

EM (LE), m/z (Rel. Int) (Espectro 31).
152 (10.0),122 (73.1), 93 (56.2), 71 (83.7), 57 (100), 43 (55.0), 20 (9.8).

2-metil-octacosano.
Cera color blanco (42.3 mg).

IR: Vmay, cm” (Pelicula) (Espectro 32).
1379, 1464, 2922.

RMN-'H 300MHz (CDCl/TMS): (Espectro 33).
RMN-"C 300 MHz (CDCls/TMS): (Espectro 34).

EM (LE), m/z (Rel.Int) (Espectro 35).
408 (11.0), 393 (10.0), 365 (18.5), 252 (12.5), 156 (58.7), 57 (100), 43 (60.0).
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B-sitosterol.
Solido de color blanco (96 mg) con punto de fusion de 107°C.

IR: Vmax, cm™ (Pastilla/KBr) (Espectro 36).
3427, 1462.

EM (LE), m/z (Rel.Int) (Espectro 37).
414 (100), 396 (55.0), 381 (37.5), 303 (41.7), 255 (45.0), 213 (38.6).
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