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1.1 INTRODUCCION

La denominacion de pesticidas, o su equivalente plaguicidas, incluye una amplia
variedad de productos muy diferentes en su composicion y en sus propiedades a
pesar de su utilizaciéon comun.

Los plaguicidas son sustancias o ingredientes activos, asi como las formulaciones o
preparados que contienen uno o varios de ellos, destinados a cualquiera de los fines

siguientes:’

a. Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales o

prevenir su accion.

b. Favorecer o regular la produccidon vegetal, con excepcion de los nutrientes y

los destinados a la enmienda de suelos.
c. Conservar los productos vegetales, incluida la proteccion de las maderas.
d. Destruir los vegetales indeseables.

e. Destruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los

mismos.

f. Hacer inofensivos, destruir o prevenir la accidén de otros organismos nocivos o

indeseables distintos de los que atacan a los vegetales.

Los pesticidas pueden clasificarse atendiendo a diversos aspectos.
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Segun el destino de su aplicacion pueden considerarse:

a. Pesticidas de uso fitosanitario o productos fitosanitarios: los destinados a su
utilizacion en el ambito de la sanidad vegetal o el control de vegetales.

b. Pesticidas de uso ganadero: los destinados a su utilizaciéon en el entorno de
los animales o en actividades relacionadas con su explotacion.

c. Pesticidas de uso en la industria alimentaria: los destinados a tratamientos de
productos o dispositivos relacionados con la industria alimentaria.

d. Pesticidas de uso ambiental: los destinados al saneamiento de locales u otros
establecimientos publicos o privados.

e. Pesticidas de uso en higiene personal: aquellos preparados utiles para la
aplicacion directa sobre el hombre.

f. Pesticidas de uso doméstico: cualquier preparado destinado para aplicacion

por personas no especialmente calificadas en viviendas o locales habitados.

Atendiendo a su accion especifica pueden efectuarse multiples clasificaciones,

siendo una de las mas utilizadas la decimal, en la que se consideran:?

Tabla 1. Clasificacion de Plaguicidas segun el organismo blanco.

l. Insecticidas

1. Acaricidas

[l. Fungicidas

IV. | Nematocidas, desinfectantes y fumigantes en general

V. Herbicidas

VI. Fitorreguladores y productos afines
VII. Molusquicidas, rodenticidas y varios
VIII. Especificos post-cosecha y simientes
IX. Protectores de maderas, fibras y derivados
X Plaguicidas especificos varios
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Desde el punto de vista de su constitucién quimica, los pesticidas pueden clasificarse
en diversos grupos, siendo los mas importantes los siguientes:?

e Arsenicales.

o Carbamatos.

e Derivados de cumarina.

e Derivados de urea.

e Dinitrocompuestos.

e Organoclorados.

e Organofosforados.

e Organometalicos.

o Piretroides.

« Tiocarbamatos.

e Triazinas.

Algunos de estos grupos engloban varias estructuras diferenciadas, por lo que, en

caso de interés, es posible efectuar una subdivision de los mismos.

Atendiendo a su grado de peligrosidad para las personas, los pesticidas se clasifican

de la siguiente forma:*

En cuanto a su grado de toxicidad:

a. De baja peligrosidad: los que por inhalacion, ingestion o penetracion cutanea
no entrafian riesgos apreciables.

b. Nocivos: los que por inhalacién, ingestibn o penetracion cutanea puedan
entrafnar riesgos de gravedad limitada.

c. Toéxicos: los que por inhalacion, ingestion o penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos graves, agudos o cronicos, e incluso la muerte.

d. Muy toéxicos: los que por inhalacion, ingestion penetracién cutanea puedan
entrafar riesgos extremadamente graves, agudos o crénicos, e incluso la

muerte.
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Esta clasificacion toxicoldgica de los plaguicidas se realiza atendiendo basicamente a
su toxicidad aguda, expresada en DL50 (dosis letal al 50 por 100) por via oral o
dérmica en rata o en CL 50 (concentracion letal al 50 por 100) por via respiratoria en

rata, fue establecida por Hodge y Sterner en 1949 y aun permenece vigente.

Los mecanismos de accién de los pesticidas sobre el organismo presentan entre si
grandes diferencias. Para algunos productos estos mecanismos son bien conocidos,
incluso a nivel molecular, pero para otros son practicamente desconocidos. Por otra
parte, incluso dentro de una misma familia quimica pueden encontrarse compuestos
desde escasamente peligrosos hasta muy toxicos. Todo ello hace muy dificil
establecer generalidades en lo concerniente a la toxicidad de los pesticidas.

Puede decirse que muchos compuestos organoclorados afectan al sistema nervioso
central (depresién, narcosis), asi como al higado y al riidn. Se caracterizan también
por acumularse en los tejidos grasos, de donde se eliminan de forma muy gradual.
Los compuestos organofosforados y los carbamatos también afectan principalmente
al sistema nervioso central, en este caso mediante un proceso de inhibicion de la
enzima colinesterasa. Los primeros actuan en forma irreversible, mientras que los
segundos son inhibidores reversibles de esta enzima. Respecto a estos tres grupos
de pesticidas, los mas importantes, puede establecerse que su grado de toxicidad
sigue el orden:

Organofosforados > Organoclorados > Carbamatos®

Los productos sintéticos destinados a controlar plagas y enfermedades en los
vegetales han tenido un papel muy marcado en el incremento de la produccion
agricola. Sin embargo, el uso continuo e indiscriminado de estas sustancias, no sélo
ha causado enfermedades® y muertes por envenenamiento a corto y largo plazo, sino
también ha afectado al medio ambiente, acumulandose por bioconcentracion en los
distintos eslabones de la cadena alimenticia, en el suelo y en el agua. Son
responsables ademas de la resistencia’ a insecticidas por parte de los insectos, sin

que por ello se reste importancia a su capacidad en destruccién de parasitos,
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predadores naturales y polinizadores, entre los otros tantos integrantes del

ecosistema,® que han visto alterado su ciclo de vida a causa de estos productos.

El hombre depende del consumo directo de las plantas tanto vegetales, cultivos,

cereales como de la obtencion de sus productos.

En la naturaleza se ha observado que las plantas presentan ciertos mecanismos de
defensa para su supervivencia y algunos estudios han demostrado que las plantas al
estar sometidas bajo cierto estrés activan mecanismos para la formacion de
compuestos que les brindan proteccién,? estos son llamados metabolitos secundarios
y tienen un papel de proteccion del medio ambiente asi como de organismos que las
rodean y que puedan dahnarlas, los principales compuestos identificados se han
clasificado de manera general como: alcaloides, terpenos, compuestos fendlicos,

glicocidos cianogenéticos, entre otros. "

En los ultimos anos se ha retornando al uso de las plantas como fuente de pesticidas
mas seguros para el medio ambiente y la salud humana. Por lo que el empleo de
insecticidas de origen natural, a partir de extractos naturales, es una alternativa muy

importante para el control de insectos.

Muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que poseen
propiedades bioldgicas con importancia contra insectos plagas.'" Para llevar a cabo
la eleccion de plantas que contengan metabolitos secundarios capaces de ser
utilizados como insecticidas naturales debe considerarse su facil cultivo, asi como,
que contenga principios activos potentes con alta estabilidad quimica y de optima

produccion.

Los principales compuestos aislados de plantas usadas desde hace mucho tiempo

para fines insecticidas son:
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La rotenona'? (extraida de Derris elliptica y Lonchocarpus utilis, Fam. Leguminosae)
un flavonoide insecticida de contacto e ingestion, y repelente. Su modo de accion en
insectos implica una inhibicion del transporte de electrones a nivel de mitocondrias

bloqueando la fosforilacién del ADP a ATP.

Figura 1. Estructura de la rotenona

Las piretrinas'® (obtenidas de las flores de Chrysantemum cinaerifolium, Fam
Compositae). Los componentes de esta planta con actividad insecticida reconocida
son seis ésteres, formados por la combinacion de los acidos crisantémico y pirétrico

y los alcoholes piretrolona, cinerolona y jasmolona.

Figura 2. Estructura general de las piretrinas
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piretrina I, R = CH3 \
piretrina Il, R = CO,CH3
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La nicotina' un alcaloide (derivado de Nicotiana tabacum Fam. Solanaceae). Sus
propiedades insecticidas fueron reconocidas en la primera mitad del siglo XVI. Este
compuesto no se encuentra en la planta en forma libre sino que formando maleatos y

citratos. La nicotina es basicamente un insecticida de contacto no persistente.

Figura 3. Estructura de la nicotina

_—Z

\

La azadirachtina' un tetraterpenoide (se obtiene del arbol Azadirachta indica),
originario de la india. Este compuesto se encuentra en la corteza, hojas y frutos de

este arbol pero la mayor concentracion se ubica en la semilla.

Figura 4. Estructura de la Azadirachtina
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En el caso de Melia azedarach (Fam. Meliacea), sus frutos maduros y sus hojas
amarillas son usados como insecticida de distintas especies de insectos que atacan
diversos cultivos agronémicos.'® El compuesto activo aislado es un limonoide y su

actividad es antialimentaria.’” 18

Figura 5. Estructura del Limonoide de Melia azedarach

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos volatiles de composicidon

compleja, 2

contenidos en algunas plantas y que han tenido amplia y profunda
influencia en la vida humana debido a su caracteristico aroma y a su actividad
biolégica. En la mayoria de los casos los aceites esenciales se obtienen por
destilacion por arrastre de vapor, basicamente esos aceites contienen derivados
alifaticos, aromaticos y compuestos terpenoides, de los cuales los principales

constituyente son los monoterpenos y sesquiterpenos.?"?
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El grupo de los terpenos es uno de los grupos de mayor interés, los cuales dentro de

la célula en general se sintetizan mediante las rutas del mevalonato y metileritrol
fosfato:?

Esquema 1. Rutas de sintesis de mevalonato y metileritrol
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Como se ha observado a partir de unidades de isoprenos se obtienen terpenos mas

complejos como el farnesil pirofosfato (FPP):%*

Esquema 2. Mecanismo de sintesis del farnesil pirofosfato
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Farnesyl pyrophosphate (FPP)

Geranyl pyrophosphate (GPP)

El FPP actua como precursor de los sesquiterpenos la clase de compuestos
terpenoides mas grande y que son constituyentes de aceites esenciales en plantas
los cuales presenta actividad bioldgica, como el capsidiol?®“# que es un derivado del
5-epi-aristoloceno,?® asi como amorfa-4,11-dieno que es el precursor de un
compuesto con gran actividad antimalaria el artemisinin, otro es el (+)-valenceno

precursor de la nootkatona, el principal contribuyente del aroma de la toronja:?

Figura 6. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de farnesil pirofosfato

OH

5-epi-Aristoloseno Capsidiol Amorfa-4, 11-dieno Artemisinin (+)-Valenceno (+)-Nootkatona
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Para el valenceno, se propone una ruta de sintesis a partir del FPP semejante a la

del capsidiol:?4?°

Esquema 3. Ruta de sintesis del capsidiol

H

Esquema 4. Propuesta de sintesis del valenceno

®
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(+)-VALENCENO

El valenceno se ha encontrado en el aceite esencial de la cascara de naranja,
toronja, limoén, clavo, mango, alcanfor; éste sufre dentro de la planta reacciones de

oxidacion enzimatica®® *' a diferentes derivados oxidados y también se ha observado

32-35
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1.2 ANTECEDENTES

La importancia del valenceno radica en ser precursor de la nootkatona, que es el
principal contribuyente del aroma de la toronja y otros alimentos citricos,?*3¢
Mozonas y Shaw reportaron en 1979 el alto porcentaje de valenceno (~1.5%)
existente en el aceite esencial de cascara de naranja, al cual se le dio un uso

37,38

comercial ya que se utiliza en la industria alimenticia como saborizante o]

aromatizante.3®

Figura 6. Fotografia del cedro amarillo de Alaska
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Durante mucho tiempo, se han llevado a cabo estudios de los compuestos presentes
en los aceites esenciales provenientes del cedro amarillo de Alaska, los cuales
fueron aislados por primera vez en 1926 por Clark y Lucas.***? En donde se encontré
que uno de los componentes principales era el valenceno. Este se obtuvo del

43,44

duramen de este cedro, asi como en algunos otros cedros americanos, y

recientemente, en algunas otras especies como de Ocotea,*® Baccharis spartioides,*®
Laurus novocanariensis,*” Shiranuhi mandarin Suppl. J.,*® Olea europaea Cv.*® entre

otras.%%-%2

Los compuestos oxidados derivados de valenceno han mostrado, ademas de sus
propiedades en la industria alimenticia, propiedades antioxidantes vy
antimimicrobianas;>**® otra propiedad encontrada, de gran importancia, es actividad
insecticida contra larvas y mosquitos en pruebas realizadas con Aedes aegipty,
Xenophila cheopis e Ixodes scapularis, dicha actividad ha sido discutida en términos
de las rutas metabdlicas que el valenceno toma dentro de la planta, de los
compuestos oxidados de valenceno, la nootkatona y el 10-valencenaldehido han sido

los derivados mas efectivos contra dichas especies.>’™*

El valenceno es degradado hacia metabolitos mas polares que le confieren
proteccion a la planta contra larvas e insectos que pudieran atacarlo. Dicha actividad
protectora, en el caso del cedro amarillo de Alaska, lo hace una de las especies mas

longevas del mundo, ya que llegan a vivir mas de 100 afios.®'
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Dentro de los principales compuestos encontrados en el cedro amarillo de Alaska

estan el valenceno y la nootkatona entre otros:

Figura 7. Metabolitos secundarios encontrados en el cedro amarillo de Alaska

NOOTKATENO NOOTKATONA VALENCENO
(0] OH O, OH
X
HO O
AC. CHAMINICO AC. CHAMICO NOOTKATINA
\
(0]
OH

\ HO (0]

CARVACROL METIL-CARVACROL CHANOTINA

Debido a la importancia comercial que tiene el valenceno, se han propuesto métodos

62,63

para su sintesis, asi como para obtener a partir de él la nootkatona, con

complejos de CrOs-(piridina)2®* o NaClO,.%°
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De la nootkatona se ha logrado determinar su configuracién absoluta mediante

Rayos-X a temperaturas muy bajas (150°K).%®

Figura 8. Difraccion de Rayos X de la Nootkatona

Sin embargo, no solo la Nootkatona ha sido estudiada, sino algunos otros
compuestos derivados del valenceno que han mostrado actividad insecticida y

algunos que aln estan en estudio de su actividad.®’

Se han planteado diferentes tipos de reacciones de oxidacion del valenceno con la
finalidad de determinar su reactividad asi como los derivados que se pueden llegar a

obtener a partir de este metabolito secundario.®®
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1.3 JUSTIFICACION

El uso de pesticidas, para evitar la presencia de insectos que pueden ser vectores de
enfermedades asi como causa de dafos en cosechas, entre otros, ha provocado
dafos al medio ambiente y resistencia en los insectos por su alta persistencia en el
medio ambiente, como es el caso de los organoclorados (por ejemplo el DDT); en
otros casos no son tan persistentes, pero su alta toxicidad no solo para los insectos
sino para animales incluyendo al ser humano como los organofosforados
(parationes), los carbamatos que son poco persistentes tienen baja efectividad

insecticidas.

Al observar que compuestos que existen en la naturaleza en plantas les brindan
proteccion contra insectos sin causar dafos a otras especies, se plantea probar su
actividad biocida contra Artemia salina asi como llevar a cabo reacciones de
oxidacion con la finalidad de potenciar su actividad, logrando obtener compuestos de
origen natural que debido a su estructura sean eliminados del medio ambiente de
manera natural y en poco tiempo, lo cual seria una ventaja ya que se evitaria que los

insectos creen resistencia contra estos compuestos.
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1.4 OBJETIVOS

e Sintetizar y caracterizar espectrométricamente los derivados oxidados del

valenceno.

e Probar la actividad bioldgica (biocida) de los productos oxidados del valenceno

en Artemia salina.
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1.5 METODOLOGIA GENERAL

a) METODOLOGIA PARA LA SINTESIS DE DERIVADOS OXIDADOS DE
VALENCENO.

1.- Preparar y caracterizar los derivados oxidados del valenceno de acuerdo a la

siguiente metodologia:

mCPBA

CH2Cl,

mCPBA

MeOH 8h

OMe

Anhidrido acético
—_—
Piridina

PCC

CHyCly 6h

7
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b) BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Artemia salina PARA EVALUAR CLs, DE
DERIVADOS OXIDADOS DE VALENCENO

El bioensayo de toxicidad se llevo a cabo como lo plantea el protocolo por triplicado,
empleando 30 individuos para cada concentraciéon (10, 100 y 1000 ppm) con Artemia

salina para determinar la CL50 de la actividad insecticida.
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1.6 RESULTADOS Y DISCUSION
1.6.1 Sintesis de de los derivados del valenceno

a) Preparacion y elucidacion estructural de oxiranos 2y 3

La sintesis de los oxiranos 2 y 3 se llevd a cabo por la metodologia sefialada en la
parte experimental. Al llevar a cabo la reaccion de epoxidacion del valenceno
aparentemente solo se obtuvo un solo compuesto con un Rf de 0.82 (en
hexano/AcOEt 8:2), el cual se logré purificar por cromatografia en columna; sin
embargo, al analizarse por GC-MS se observaron 2 sefales en el cromatograma con
una proporcién 2:1 y el patron de fragmentacién de ambas senales correspondieron
a los oxiranos derivados del valenceno, con m/z = 220; en el espectro de IR se
observaron las sefales caracteristicas. Se obtuvieron los derivados 2 (trans) y 3 (cis),

de acuerdo a su espectro de 'H RMN.

\

N\
\

AW

2:1

Un reporte senala la separacion de dichos compuestos por medio de una simple
destilacion;®® sin embargo, en nuestro caso, tal operacién fue imposible de realizar
por lo que se optd por usar un medio cromatografico para este fin. Los isbmeros no
se pudieron obtener por separado, debido a que ambos compuestos tienen Rf’'s

semejantes.
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En una comunicacion personal se nos informdé acerca de la separacion exitosa de
alquenos diastereoméricos provenientes derivados de colesterol, la cual aprovecha la
afinidad que tiene la sal de nitrato de plata para acomplejar, de manera selectiva, al
alqueno menos impedido estéricamente.

Aplicando tal metodologia para nuestros productos, se llevd a cabo dicho
procedimiento, adsorbiendo AgNOs, disuelta en acetonitrilo, en una placa de silica
gel preparativa de 20 x 20 cm con el fin de separar los dos oxiranos

distereoisémericos 2 y 3.

La mezcla de oxiranos 2 y 3 (100 mg) fueron eluidos a través de la placa de silica gel
usando hexano. Una vez que se observo la separacion en la placa, se retird cada
parte de la silica gel en donde se adsorbieron los oxiranos y se lavé cada fraccidon
con hexano para quitar los residuos de acetonitrilo, obteniéndo dos fracciones
adsorbidas en la placa.

Los espectros de RMN de 'H y de *C de las fracciones obtenidas mostraron la
apertura de ambos oxiranos asi como la oxidacion del correspondiente alcohol

secundario; por lo cual, se desecho esta metodologia para su purificacion.

Siguiendo con el objetivo de separar la mezcla de oxiranos 2 y 3 para evaluar su
actividad biocida de forma pura, se disend una estrategia que pudiera servir para
separar los oxiranos, en esta se haria la halogenacion del doble enlace con Bra/CCly;
para aprovechar la diferencia de Rf's de los nuevos compuestos. Una vez
separados, se obtendria cada producto puro y cada uno se ellos se trataria con Zn°

para su deshalogenacién, obteniendo cada oxirano por separado.
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Br
8’8' Zn°/EtOH
Br,/CCl. - n°/Et
2/14 + Separacion »

@)
)

-
o
-
N

N
w

g,gl Br 3 puro

Se llevé a cabo la reaccion de bromacién obteniéndose una mezcla de reaccién en
donde se observo, en su espectro de RMN 'H, la desaparicién de los protones
vinilicos entre 4.5 y 4.6 ppm y observando la aparicion de una sefal doble de doble
(J =12 Hz) para el acoplamiento vecinal entre los dos protones diastereotopicos del

metileno bromado terminal.

Br2/CCI4
—_—

Desafortunadamente, los oxiranos diatereosoméricos dibromados también mostraron
Rf's muy parecidos, ademas de que disminuyd su liposolubilidad, eluyéndolos con

hexano/AcOEt 9:1 en una columna de silica gel sin poder obtenerlos por separado.
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Con este resultado se decidié analizar la actividad biocida de éstos compuestos

como mezcla.

El analisis espectrométrico de RMN-"H, sefiala que su conformacién con respecto al

valenceno no varia mucho, por lo cual se trataria de las siguientes conformaciones:

a) Preparacion de los alfa-hidroxiéteres a partir por epoxidacion-solvélisis
(metanol) directa y por epoxidacién, separacion (purificacion) y apertura

de oxiranos por separado.

La preparacion de los alfa hidroxiéteres se llevo a cabo por medio de la formacion de
los oxiranos cis y trans en un solo paso, colocando valenceno en presencia de acido
meta-cloroperbenzoico y usando metanol como disolvente para promover la apertura
del epdéxido formado. De esta reaccién, se observo la formacion de los productos 4 y
5, los cuales se purificaron por columna ya que presentaron Rfs diferentes, el
compuesto 4 con un Rf de 0.47 y el compuesto 5 con un Rf de 0.68 (en
hexano/AcOEt 8:2).

Un analisis de la apertura anular nos daria la posibilidad de obtener hasta 4
compuestos diastereosoméricos, productos del ataque del disolvente al epdxido cis o

trans; sin embargo, solo se observé la aparicion de dos productos.
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Puede argumentarse que en la reaccion existe la posibilidad de formacion de un
equilibrio entre los oxiranos 2 y 3 en donde el equilibrio se desplazaria al oxirano 2, el
cual es mas estable dado que la interaccion estérica con los metilos 14 y 15 es
menor que la interaccion estérica de los mismos metilos con el oxirano cis, del cual

se derivarian dos alfa hidroxiéteres.

O
R
(6) R R
Ataque a C-10 OH
- x OMe
cambio de
'.O.' 14 conformacion
3 R=CH3CCH, N
R = CH3CCH
H Me 2 CH3CCH;

Ataque a C-1
Menos impedido

4

15

12

-
T
N

12 No se observa

Sin embargo, esta hipotesis no explicaria la formacién de del producto 4, y dentro de
de esta se plantearia la formacioén del producto 12 de apertura del oxirano, el cual no
esta presente en la mezcla de reaccion.

Por otro lado, si se plantea un argumento semejante, pero que en este caso que el
equilibrio se desplazara al oxirano 3, los productos serian dos nuevamente pero solo
se explicaria la formacion del compuesto 4 y del compuesto 13 que no corresponde a

los que aparecen como productos de apertura del oxirano.
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A . W )
Ataque a C-10
- 3

menos impedido
14

3 R=CH3CCH,

2 R=CH3CCH,

Ataque a C-1
Cambio de conformacion

R
- OMe
OH
12
\j )

Para corroborar o desechar la idea de formacion de uno de los dos oxiranos (2, 3) se

OH
1

-
e

413No se observa

hizo reaccionar una cantidad equimolar en la misma reaccion de los isbmeros cis y

trans con metanol y acido p-toluensulfénico en cantidades cataliticas durante 2 h.

Al final de la reaccion se produjeron los mismos alfa-hidroxieteres 4 y 5. No se
observo la presencia de mas productos provenientes de la apertura de la mezcla de

oxiranos.

W=

Mile)
T

OMe

3 Minoritario p-TsOH
—_—
(0] MeOH

4 Minoritario B Mayoritario

2 Mayoritario
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Por lo observado en la reaccion, al utilizar la mezcla de los oxiranos, nos confirma
que la apertura del oxirano podria ser selectiva, ya que el ataque nucleofilico del
MeOH para la apertura del oxirano beta (2) se llevaria a cabo en el C-1 para obtener
como producto el compuesto 5, ya que no podria atacar al C-10 debido al

impedimento estérico que existe con el metilo cabeza de puente.

Ataque aC-10
4
= camblo de
= '.O.' 14 conformacion
15 12 / \
R = CH3CCH
H Me 2 3 2

Ataque a C-1
Menos impedido

H OH

A

4

@
-
N
-
[
-
N

12 No se observa

En el caso del oxirano alfa (3) el metoxilo atacaria al C-10 para inducir la apertura
del oxirano y formar el producto 4 ya que no podria atacar al C-1 debido a que el

grupo OH que se formara seria syn al metilo cabeza de puente, el cual seria

inestable.
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\ H
/
- 0. H OMe
AR e,
Ataque a C-10
—»
menos impedido
1 14
3 R=CH3CCH, H‘
Ataque a C-1 Olif
Cambio de conformacion =
' ' = OMe
R 1 13
- OMe &=
- OH SR

12

-
o

N

15 12

413No se observa

Ademas de la inestabilidad que tendria la molécula por una posicion syn de los
grupos de los carbonos cabeza de puente, las sefiales del protén H-1 darian una
senal doble de dobles con una proporcion de 1:1:1:1 debido a su conformacién en el

espacio.
OH

( Una J pequefia
Hy R y una J grande

Con el fin de poder analizar los compuestos 4 y 5 por medio de difraccion de rayos X
se efectuaron las reacciones de acetilacion para poder cristalizar dichos derivados y
someterlos al analisis de difraccion de rayos X. La acetilacion de los alfa-
hidroxiéteres (4 y 5) se llevd a cabo usando anhidrido acético y piridina. Solamente
se observo la acetilacion de alcohol secundario 4, no encontrandose la manera de

acetilar, metilar 6 proteger al alcohol terciario 5. La reaccion de desacetilacion del
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derivado acetilado 4 se llevé a cabo con metanol/NaOH, ya que no se observaron

productos cristalizados que pudieran servir para un estudio de rayos X.

Posteriormente se analizaron por RMN de proton, concluyéndose que se trata de dos
productos; en donde el grupo hidroxilo o el grupo metoxilo estan en posicion trans al
metilo cabeza de puente.

La ubicacion de estos grupos pudo hacerse a través de los espectros 2D RMN
HSQC/HMBC, asignando las correspondientes sefales de los protones a sus

respectivos carbonos y ubicando las interacciones de los protones metoxilicos con

los carbonos cabeza de puente.

OH

OMe

4 Winoritario B Mayoritario

En ambos compuestos, el espectro de protdon mostrd, entre otras sefales, un
acoplamiento a tres enlaces entre el protén base del metoxilo (o el proton base del
hidroxilo H-1) de 2.6 Hz correspondiente a una sefial doble de doble translapada que
se convierte a una sefial triple con relacion 1:2:1 en 2.96 ppm para el isomero 5y en

el caso del isbmero 4 la sefial aparece en 3.82 ppm como una sefial simple.

En el compuesto 4, solo pudo observarse si la disposiciéon del H-1 se encontrara en
posicion axial con el grupo —OH o —OMe en posicidn ecuatorial, ya que de esta forma
el H-1 se encuentra a aproximadamente a 60° con respecto a cada uno de los

protones del carbono 2.
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J =09Hz
HO R 2 J iguales

Para el producto 4 la sefal aparentemente simple es una sefal triple, solo que el
angulo diedro es aproximadamente de 60°, el cual corresponde a una constante de
acoplamiento de 0.9 Hz; por lo cual, la sefal triple se resuelve como una senal

simple.

En el caso del compuesto 5 la sefial doble de doble se observa como un triplete, esto
nos indica su conformacién espacial es diferente con respecto al compuesto 4, ya
que si su conformacion fuera semejante la sefal para el H-1 seria una senal

aparentemente simple.

600 600
g
H H
R J =09Hz
MeO R 2 J iguales

Rl

Compuesto 5 con una conformacién semejante a la del compuesto 4
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Sin embargo, se observa que la sefial del H-1, para el compuesto 5, corresponde a la

siguiente conformacion:

Esta conformacién se respalda con la constante de acoplamiento (J= 3.5 Hz) que se
observa en el espectro de proton para H-1, esto quiere decir que los angulos diedros

serian de 60° y de 180°.

o
60 H,
MeO H
H

La cetona 7 se obtuvo cuantitativamente al oxidar 4 con PCC/CH,Cl,. En el espectro
de protdn se observaron las sefiales separadas del metileno distereotopico alfa al
carbonilo (CH; — 2) como un doble de doble de dobles (ddd) (J = 8, 13 y 13 HZ),
correspondientes a H2p en 2.72 ppm, y H2a como una sefial mas acoplada en 2.42

ppm. La cetona 7 se empled en las pruebas de actividad biolégica con Artemia

salina.

4

-

o
-
N
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1.6.2 Determinacion de la actividad bioldgica de los derivados oxidados del

valenceno en Artemia salina’

Se llevo a cabo de manera exitosa el bioensayo, de los derivados oxidados del
valenceno 2, 3, 4, 5y 7, para determinar su actividad insecticida en Artemia salina.

Se utilizo DMSO para disolver los compuestos posteriormente en agua, por lo cual se
empleo un blanco con la proporciéon que se empleo en cada concentracion (10, 100 y

1000 ppm), el experimento se llevé a cabo por triplicado.

Para determinar el nivel de bioactividad, se observé la variable dependiente decesos.
El célculo de CLsp se realizd por medio del programa de computacion Finney Basic.
En todos los experimentos se emplearon 30 nauplios vivos de aproximadamente 48 h

de vida en un preparado de agua de mar.

Compuesto 2 y 3. De la concentracion de 1000 ppm murieron 30 de 30 nauplios, de
100 ppm murieron 28 de 30 nauplios y de 10 ppm murieron 6 de 30 nauplios. En la
Grafica 1 se observa que la CLsp = 23.9 ppm, lo cual nos indica que esta mezcla de

oxiranos presenta actividad insecticida.

Gréfica 1. CLso de los compuestos 2y 3

CLso DE LA MEZCLA DE OXIRANOS 2Y 3
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Compuesto 4. De la concentracion de 1000 ppm murieron 30 de 30 nauplios, de 100
ppm murieron 30 de 30 nauplios y de 10 ppm murieron 8 de 30 nauplios. En la
Grafica 1 se observa que la CLsp = 17.7 ppm, lo cual nos indica que el compuesto 4
presenta actividad insecticida.

Grafica 2. CLso del compuesto 4

CLso DEL COMPUESTO 4
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Compuesto 5. De la concentracion de 1000 ppm murieron 30 de 30 nauplios, de 100
ppm murieron 29 de 30 nauplios y de 10 ppm murieron 4 de 30 nauplios. En la
Grafica 1 se observa que la CLsp = 25.8 ppm, lo cual nos indica que el compuesto 5
presenta actividad insecticida.

Grafica 3. CLsp del compuesto 5
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Compuesto 7. De la concentracion de 1000 ppm murieron 30 de 30 nauplios, de 100
ppm murieron 29 de 30 nauplios y de 10 ppm murieron 6 de 30 nauplios. En la
Grafica 1 se observa que la CLsp = 22.0 ppm, lo cual nos indica que el compuesto 7
presenta actividad insecticida.

Grafica 4. CLso del compuesto 7
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Se plantea que un compuesto tiene actividad biolégica, en este caso insecticida, si su
CLso es menor a 1000 ppm; al llevar a cabo el bioensayo se determino la CLsg de los
compuestos probados y se observo que todos presentan actividad biolégica ya que
sus CLso son menores a 1000 ppm.

Al probar estos compuestos, debido a que no eran solubles en agua, se utiliz6 DMSO
como codisolvente, por lo que se prepard un blanco con las mismas cantidades de
DMSO que las que se emplearon en cada concentracion (1000, 100 y 10 ppm)
probada, se utilizarén también 30 nauplios vivos de 48 h para cada blanco, en donde
se observo que el DMSO no presentd ningun efecto téxico sobre los nauplios, ya que
después de las 24 h de exposicion requeridas se observo que todos estaban vivos en

las tres concentraciones.
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Tabla 2. Resultados (LCs) calculada de los bioensayos con A. salina.

El estandar positivo empleado, fue Ocimum basillicum® el cual tiene un LCs, de 6.3

ppm.
Compuesto LCso (ppm) en Artemia salina.
Mezcla2y 3 23.9 ppm
4 17.7 ppm
5 25.8 ppm
7 22.0 ppm
Ocimum basillicum®® 6.3 ppm
Blanco DMSO inactivo
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1.7 CONCLUSIONES

e Se llevd a cabo la sintesis de los compuestos oxidados derivados del
valenceno 2, 3, 4, 5, 6 y 7 asi como la asignacién espectroscépica de cada

uno ellos.

e Se planteo huna hipoétesis que explica la razén del por qué solo se obtienen
los alfa-hidroxieteres 4 y 5 a partir de los oxiranos 2 y 3 sin la presencia de los

otros diateroisomeros 12 y 13.

e Se determind la actividad biolégica de los compuestos 2, 3, 4, 5y 7; de los
compuestos 2 y 3 se determindé su actividad biolégica como mezcla. Se
comprob6é que todos tienen actividad bioldgica, siendo el mas activo el
compuesto 4.

e Los compuestos probados presentaron actividad biologica (insecticida) en
Artemia salina; sin embargo, fue menor que la de Ocimum basillicum que
contiene estragol (1-alil-4-metoxibenceno) un producto activo de origen natural

utilizado como testigo positivo.
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1.8 PARTE EXPERIMENTAL
1.8.1 SINTESIS DE LOS DERIVADOS OXIDADOS DEL VALENCENO

FORMACION DE OXIRANOS

mCPBA

CH,Cl,

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocaron 5 g (24.5 mmol, 1 eq.) de
Valenceno, en 50 mL de CHxCl, y 8.4 g (48.68 mmol, 1.93 eq.) de mCPBA. La

mezcla de reaccidn se coloco en agitacion a temperatura ambiente por 12 horas.

La adicion del mCPBA fue gradual, primero se colocaron 1.18 eq, después de 4 h,
mediante cromatografia en capa fina (CCF) y revelador K,MnO4 se observo la
presencia de un solo producto con un Rf de 0.82 (en hexano/AcOEt 8:2) y también se
observd que ya no avanzaba la reaccion, pero que aun habia valenceno sin
reaccionar. Se adicionaron 0.5 equivalentes mas y después de 2 horas se observo
que disminuyé la cantidad de valenceno presente, posteriormente se adicionaron 2.5
equivalentes mas, sin embargo 2 horas después se observO que ya no se
consumieron los remanentes de valenceno, se dejo otras 4 horas pero ya no se

observo cambios en la reaccion y esta se detuvo.

La mezcla de reaccidén se neutraliz6 con 120 mL (3 de 40mL) de una solucién de
NaOH al 5%, se desecho la fase acuosa y solo se conservo la fase organica,
posteriormente se eliminaron los residuos de humedad con CaCl, anhidro, se filtré y

se elimind el CH,Cl, a presion reducida.
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La mezcla de reaccién se separé mediante cromatografia en columna, (50 g de silica
gel, hexano/AcOEt 95:5, 9:1 y 8:2) obteniéndose un rendimiento de 4.68 g (87%) de

la mezcla de oxiranos 2y 3.

IR (pastilla de KBr): v max. 3081, 2932.8, 1729.9, 1644.4, 1453.7, 1379.9, 1237.3,
1125.5, 957.2, 886.6, 741.7 cm’".

RMN-"H (300 MHz, CDCls): & 0.65 (d, 3H, H-15), 0.93 (s, 3H, H-14), 1.17 (m, 2H, H-
9), 1.71 (s, 3H, H-13), 1.78 (m, 2H, H-8), 2.23 (m, 1H, H-7), 2.93 (d,1H, H-1, oxirano
2), 3.03 (t,1H, H-1, oxirano 3), 4.64-4.67 (m,1H, H-12b), 4.67-4.70 (m,1H, H-12a).
RMN-"C (75.4 MHz, CDCls): §40.90 (C-1, oxirano 2), 41.42 (C-6), 60.31 (C-1,
oxirano 3), 63.89 (C-10), 105.50 (C-12), 149.60 (C-11).

EM (70 eV): oxirano 2 m/z 220 (M7, 2), 204 (70), 188 (14), 162 (33); oxirano 3 m/z
220 (M*, 2), 204 (100), 162 (25).

EMAR (EIl+): oxirano 2 220.0492; oxirano 3 220.0485.
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BROMACION DE LA MEZCLA DE OXIRANOS

BI’2/CC|4

2,3 9,9'y 8,8'

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 0.5 g (2.25 mmol) de la
mezcla de oxiranos, 5 mL de una solucion de CCl, y Br,. La mezcla de reaccion se
coloco en agitacion a temperatura ambiente por 2 horas. Mediante cromatografia en
capa fina (CCF) y revelador K;MnO4, se observo la presencia de un producto
mayoritario con un Rf de 0.72 (en hexano/AcOEt 8:2), debido a que ya no avanzaba

la reaccién esta se detuvo.

La mezcla de reaccion se neutralizé con 10 mL de una solucion saturada de
NaHSO3;, se desechd la fase acuosa y solo se conservo la fase organica,
posteriormente se eliminaron los residuos de humedad con CaCl, anhidro, se filtré y

se elimind el CCly a presion reducida.

La mezcla de reaccién se separ6 mediante cromatografia en columna, silica gel
como fase estacionaria y hexano: acetato de etilo 9:1 como fase mévil, se hizo un
analisis mediante RMN de 'Hy °C.

RMN-"H (300 MHz, CDCls): & 0.65 (d, 3H, H-15), 0.93 (s, 3H, H-14), 1.17 (m, 2H, H-
9), 1.71 (s, 3H, H-13), 1.78 (m, 2H, H-8), 2.23 (m, 1H, H-7), 2.93 (d,1H, H-1, oxirano
2), 3.03 (t,1H, H-1, oxirano 3), 4.64-4.67 (m,1H, H-12b), 4.67-4.70 (m,1H, H-12a).
RMN-"*C (75.4 MHz, CDCls): §40.90 (C-1, oxirano 2), 41.42 (C-6), 60.31 (C-1,
oxirano 3), 63.89 (C-10), 105.50 (C-12), 149.60 (C-11).
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FORMACION DE a-HIDROXIETERES

mCPBA

MeOH

1 4 5
En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocaron 5 g (24.5 mmol, 1 eq.) de
valenceno, en 50 mL de MeOH y 8.4g (48.68 mmol, 1.93 eq.) de mCPBA. La mezcla

de reaccion se colocé en agitacion a temperatura ambiente por 14 h.

La adicion del mCPBA fue gradual, primero se colocaron 1.18 eq, después de 2 h,
mediante cromatografia en capa fina (CCF) y revelador K;MnQO,4, se observo la
formacion de la mezcla de oxiranos y de otros dos compuestos mas, sin embargo se
seguia observando valenceno sin reaccionar y ya que no avanzaba la reaccion se
adicionaron 0.5 equivalentes mas y después de 2 h se observo que disminuyo la
cantidad de valenceno presente, posteriormente se adicionaron 2.5 equivalentes
mas; sin embargo, 2 horas después se observé que ya no se consumieron los
remanentes de valenceno, pero después se observd que desaparecid casi
completamente la mancha que correspondia a la mezcla de oxiranos, se dejo otras 2

h pero ya no se observd cambios en la reaccion y se detuvo.

La mezcla de reaccidon se neutralizd con 120 mL (3 de 40mL) de una solucién de
NaOH al 5%, se desechd la fase acuosa y solo se conservé la fase organica,
posteriormente se eliminaron los residuos de humedad con CaCl, anhidro, se filtr6 la
mezcla de reaccion en CH,Cl, se le adiciond silica gel y se evapor6 el CHyCI; a

presiéon reducida.

La mezcla de reaccion se separé mediante cromatografia en columna (45 g de silica
gel y hexano/AcOEt 95:5, 9:1 y 8:2). Se logro separar los dos productos formados,
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del producto 4 se obtuvieron 1.24 g (23%) con un Rf de 0.47 (en hexano/AcOEt 8:2);
y del 5 2.43 g (45%) con un Rf de 0.68 (en hexano/AcOEt 8:2).

(4R-5S-7R)-7-isopropenil-10-metoxi-4,5-dimetil-decahidronaft-1-ol (4):

IR (pelicula, CHCI3): v max. 3463, 3081, 2933, 1644, 1075 cm™.

RMN-"H (500 MHz, CDCls): § 0.73 (d, J = 4.5Hz, 3H, H-15), 1.09 (s, 3H, H-14), 1.21(
m,1H, H-6a),1.26 (m, 2H, H-3), 1.39 (qd J = 11, 4.3 Hz, 2H, H-9a), 1.52 (m, 1H, H-
2a),1.55 (m, 1H, H-9b), 1.62 (m, 1H, H-6b), 1.65 (m, 1H, H-8a), 1.72 (s, 3H, H-13),
1.96 (m, 1H, H-2b), 1.98 (m, 1H, H-8b), 1.99 (m, 1H, H-4), 2.22 (it, J = 8, 16 Hz, 1H,
H-7), 3.12 (s, 3H, H-16), 3.86 (s, 1H, H-1), 4.68 (s, 1H, H12b), 4.70 (s,1H, H-12a).
RMN-"3C (125 MHz, CDCl3): & 15.1 (C-15), 16.5 (C-14), 20.7 (C-13), 24.1 (C-8), 25.2
(C-3), 25.9 (C-9), 29.1 (C-2), 33.9 (C-4), 38.3 (C-6), 39.6 (C-7), 40.3 (C-5), 47.7 (16),
70.0 (C-1), 76.8 (C-10), 108.2 (C-12), 151.1 (C-11).

EM (70 eV): m/z 252 (M*, 10), 234 (58), 202 (96), 98 (100)

EMAR (El+): Calculado para C1gH2502: 252.20893. Encontrado: 252.20943

(4R-5S-7R)-7-isopropenil-1-metoxi-4,5-dimetil-deca-hidronaft-10-ol (5):

IR (pelicula, CHCI3): v max. 3478, 3081, 2928, 1643, 1110 cm™.

RMN-"H (300 MHz, CDCls): § 0.73 (d, J = 8 Hz, 3H, H-15), 1.08 ( s, 3H, H-14), 1.19
(m, 1H, H-8b), 1.19 (m, 1H, H-3b), 1.34 (m, 1H, H-6b), 1.34 (m, 1H, H-3a), 1.46 (qd, J
=4, 9 Hz, 1H, H-9b), 1.58 (m, 1H, H-6a), 1.58 (m, 1H, H-9a), 1.69 (s, 3H, H-13), 1.75
(m, 1H, H-2b), 1.75 (m, 1H, H-4), 1.86 (tdd, J = 3, 5, 14 Hz, 2H, H-2a), 2.25 (m, 1H,
H-7), 2.25 (m, 1H, H-8a), 2.94 (s,1H, H-1), 3.29 (s, 3H, H-16), 4.64 (s, 1H, H-12b),
4.67 (s, 1H, H-12a).

RMN-"3C (75.4 MHz, CDCl3): § 15.4 (C-15), 15.5 (C-14), 21.1 (C-13), 24.0 (C-2), 26
(C-3), 26.0 (C-9), 31.9 (C-8), 35.4 (C-4), 38.6 (C-6), 39.6 (C-7), 39.7 (C-5), 57.8 (C-
16), 74.3 (C-10), 85.6 (C-1), 108.6 (C-12), 151.0 (C-11).

EM (70 eV): m/z 252 (M*, 35), 220 (100), 202 (56), 187 (20), 165 (50).

EMAR (El+): Calculado para C1gH2502: 252.20893. Encontrado: 252.20823
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ACETILACION DE a-HIDROXIETERES

Acetilacion del compuesto 4

OH

OMe
Anhidrido acético

o
Piridina

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 1 g (3.96 mmol, 1 eq.) del
compuesto 4, en 10 mL de piridina y 0.6 g (5.94 mmol, 1.5 eq.) de anhidrido acético.

La mezcla de reaccidn se coloco en agitacién a temperatura ambiente por 6 horas.

Mediante cromatografia en capa fina (CCF) y revelador KoMnO4 en las primeras 4
horas observo la formacion de un nuevo producto, pero aun habia materia prima, por
lo que se dejo otras 2 horas bajo las mismas condiciones, transcurrido este tiempo ya

no se observd materia prima, la reaccién se detuvo.

Se evapora la piridina de la mezcla de reaccion a presion reducida, se le agrega 10
mL de CH.Cl,, se neutraliza con 30 mL (3 de 10 mL) de una solucién de NaOH al
5%, se desecho la fase acuosa y solo se conservo la fase organica, posteriormente
se eliminaron los residuos de humedad con CaCl, anhidro, se filtré6 la mezcla de
reaccion en CHyCl, se le adicion6 silica gel y se evaporé el CH,Cl, a presién

reducida.
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La mezcla de reaccion se separé mediante cromatografia en columna (35 g de silica
gel y hexano / AcOEt 9:1) se logro purificar y se obtuvieron 0.97 g (97%) del
compuesto 6. Finalmente se llevo a cabo el analisis de este producto (6) mediante

RMN de "Hy "3C para determinar la presencia del grupo acetilo.

RMN-"H (300 MHz, CDCls): & 0.73(d, J = 8Hz, 3H, H-15), 1.08 (s, 3H, H-14), 1.40( dd,
J =6, 12Hz, 2H, H-6),1.60 (m, 2H, H-3), 1.71 (s, 3H, H-13), 1.78 (m, 2H, H-8),1.88 (i,
J = 8, 16Hz, 1H, H-7), 1.90 (m, 2H, H-2), 2.00 (m, 1H, H-4), 2.01 (s, 3H, H-18), 2.1
(m, 2H, H-9), 3.11 (s, 3H, H-16), 3.82 (s, 1H, H-1), 4.68 (s, 1H, H12b), 4.70 (s,1H, H-
12a).

RMN-"3C (75.4 MHz, CDCls): 5 15.4 (15), 16.8 (14), 20.6 (C-18) 21.0 (13), 24.4 (C-3),
25.4 (C-8), 26.1 (C-6), 29.4 (C-2), 34.1 (C-4), 38.5 (C-9), 39.8 (C-7), 40.4 (C-5), 48.0
(16), 70.3 (C-1), 77.7 (C-10), 108.4 (C-12), 151.0 (C-11), 170.3 (C-17).
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Oxidacion del compuesto 4

OH

OMe
PCC

CH,Cl,

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocaron 0.7 g (2.78 mmol, 1 eq.) del
compuesto 4, en 20 mL de CH,Cl, y 0.6 g (2.78 mmol, 1 eq.) de PCC. La mezcla de
reaccion se colocé en agitacion a temperatura ambiente por 6 horas. Mediante
cromatografia en capa fina (CCF) y revelador K;MnO4 en las primeras 3 horas
observo la formacion de un nuevo producto, pero aun habia materia prima, por lo que
se dejo otras 2 horas bajo las mismas condiciones, transcurrido este tiempo ya no se

observo avance de la reaccion, se dejo 1 hora y la reaccion se detuvo.

La mezcla de reaccion se neutralizé con 60 mL (3 de 20 mL) de una solucién de
NaOH al 5%, se desechd la fase acuosa y solo se conservo la fase organica,
posteriormente se eliminaron los residuos de humedad con CaCl, anhidro, se filtr6 la

mezcla de reaccion en, CH,Cl, se evaporo el CH,Cl, a presién reducida.

La mezcla de reaccién se separ6 mediante cromatografia en columna, silica gel
como fase estacionaria y hexano: acetato de etilo 9:1 como fase movil, se logro
purificar el producto 7 en un 93%. Posteriormente se hizo un analisis mediante RMN
de Hy "C.
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IR (pelicula, CHCl3): v max. 3415, 3082, 2935, 1715, 1644, cm™.

RMN-"H (300 MHz, CDCls): & 0.73 (s, 3H, H-14), 0.78 (d, 3H, H-15), 1.58 (m, 1H, H-
3b), 1.26 (m, 1H, H-8b), 1.32 (m, 1H, H-9b), 1.72 (s, 3H, H-13), 1.79 (m, 1H, H-8a),
1.79 (m, 1H, H-3a), 1.84 (m, 1H, H-9a), 1.85 (m, 1H, H-6b), 1.88 (m 1H, H-6a), 2.15
(m, 1H, H-7), 2.15 (m, 1H, H-2b), 2.50 (m, 1H, H-4), 2.79 (m, 1H, H-2a), 3.06 (s, 3H,
H-16),4.65 (s, 1H, H-12a), 4.69 (s, 1H, H-12b).

RMN-"3C (75.4 MHz, CDCl5): & 13.0 (C-14), 14.0 (C-15), 20.2 (C-6), 20.6 (C-13), 24.8
(C-8), 31.0 (C-3), 32.8 (C-4), 36.6 (C-9), 37.9 (C-2), 39.1 (C-7), 44.2 (C-5), 50.3 (C-
10), 83.5 (C-16), 108.6 (C-12), 149.9 (C-11), 214.7 (C-1).

EM (70 eV):

EMAR (EI+): Calculado para C1H2502: 252.20893. Encontrado: 252.20943
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1.8.2 BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Artemia salina PARA EVALUAR CLs, DE
LOS DERIVADOS OXIDADOS DE VALENCENO™®

Dia 1

Se prepar6é agua de mar segun las instrucciones del envase (3.8 g de sal de
mar comercial en 100 mL de agua destilada). Se filtro.

Se colocaron aproximadamente 50 mg de huevos de Artemia salina en un
matraz erlenmeyer con 350 mL de agua de mar. Se colocarén en un lugar con

luz (artificial o natural). Se les colocé una bomba de aire con burbujeo lento.

Se transfirid la mayor cantidad de nauplios vivos a un matraz erlenmeyer con
agua de mar fresca.

Se pesaron 20 mg de la muestra.

Se disuelvieron 20 mg de la muestra en 2 mL del disolvente, de la siguiente
forma: las muestras polares se disolvieron en 2 mL de agua destilada y las
muestras no polares, se disolvieron en 0.5 mL de DMSO y 1.5 mL de agua
destilada (lo que hizo un total de 2 mL).

A partir de esta solucion, se prepararon diluciones de 1000, 100 y 10 ppm,
transfiriendo a cada vial 500, 50 y 5 pL de las muestras disueltas a cada vial
respectivamente. Fueron tres viales por cada concentracién (nueve viales en
total por muestra). Se hizo un control por muestra. Como las muestras fueron
no polares se les agrego al control 50 yL de DMSO.

Los nauplios estan listos para el ensayo.

A cada vial se le agregaron 20 nauplios (se utilizaron 30 nauplios en total por
dilucion) y la dilucién del extracto requerida. Después se agregdé agua de mar

hasta completar 5 mL por vial. A cada vial se le agregé ademas, una gota de
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suspension de levadura (3 mg de levadura seca es disuelta en 5 mL de agua

de mar) como alimento.

Nota:
Los nauplios se utilizaron entre 48 y 72 h después de que se inicio la

incubacion; si embargo, luego de 72 h se descartaron.

e Después de 24 h, se contd y anoté el numero de sobrevivientes en cada

dilucion.
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1.10 ESPECTROS
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Sample: Javier Peralta, #3 EI GC
Instrument: JEOL MSRoute
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Cromatograma 1 de GC-MS de la mezclade 2y 3
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Scan: 1289-1293 R.T.: 14.95
Base: m/z 107; 56.4%FS TIC: 27609677
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Scan: 1276-1279 R.T.: 14.79

Base: m/z 107; 62.3%FS TIC: 20343068
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Espectro 5 de Masas de alta resolucion de 3
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Espectro 8 Experimento bidimensional (HSQC) de 4
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Instrument: JEOL MSRoute
Ionization mode: CI+
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Instrument: JEOL MSRoute
Ionization mode: CI+

Scan: 39-46 R.T.: .85
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Instrument: JEOL MSRoute
Ionization mode: CI+
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2.1 INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas a lo largo de la historia por el hombre con
la finalidad de aliviar diversas molestias. Todos los pueblos primitivos han adquirido
informacién sobre las propiedades medicinales de gran numero de plantas propias
de su ambiente. Estos conocimientos, generalmente los han acumulado
determinados individuos, sacerdotes, hechiceros, curanderos, etc., quienes los han
transmitido, de generacion en generacién, a determinados aprendices y a sus
descendientes. En ocasiones, historiadores, viajeros o curanderos, han dejado utiles
descripciones de plantas medicinales y su utilidad.

Asi, en la Biblia estan descritas unas 200 plantas medicinales y sus aplicaciones. El
papiro de Ebers, escrito hace aproximadamente unos 3500 afos, contiene
descripciones de enfermedades e indicaciones para tratarlas con plantas entre las
que se ha identificado la Scilla maritima, empleada con el mismo fin que, 100 afios
después, la empleaba Hipdcrates, quien ademas, conocia los usos de ajenjo, cicuta,

belefio, ruibarbo y manzanilla.

Figura 9. Papiro de Ebers
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En el afio 372 a. de C., Teofrasto, discipulo de Aristoteles, escribié 10 libros sobre la
historia de las plantas y otros ochos sobre las causas de las plantas; donde
menciona los usos de la canela, el cornezuelo de centeno, el apio y el helecho
macho. En el afio 77 a. de C., Didscorides escribié su De materia médica en la que
menciona todos las plantas y medicinas conocidas por los griegos. Esta fue

considerada, durante quince siglos, la obra cumbre en Botanica y Farmacia.

Plinio el viejo, naturalista latino (23 - 79 d. de C.), escribié 47 volumenes sobre
Historia Natural, en los que nombra, entre mas de mil, varias plantas medicinales

aun en uso: anis, alhefia, casia, helecho macho.

Galeno (131 — 200 d. de C.), farmacéutico y médico griego. Escribié veinte libros
sobre medicina y farmacia, indicando empleo y aun adulteraciones de las plantas
medicinales. En obras posteriores es recopilan estas informaciones y, unidas a otros
conocimientos, forman la farmacia europea. En China, India y Japéon se ha
encontrado abundante informacién escrita sobre la flora medicinal. La mayor parte de
los conocimientos africanos sobre plantas medicinales, continua transmitiéndose
verbalmente entre unos cuantos elegidos; lo mismo ocurre con los conocimientos de

muchas tribus de Ameérica.

Si se logra difundir esta informacion y estudiarla cientificamente, la humanidad
obtendra sorprendentes e importantes sustancias que, de lo contrario, permaneceran
ignoradas por muy largo tiempo, pues la civilizacion tiende a romper la cadena de la

tradicion verbal que ha preservado esta informacion.

Los conocimientos sobre las plantas medicinales de América, fueron transmitidos por
los aborigenes a los misioneros y viajeros espafoles, quienes los inmortalizaron en
diversas obras como las de: Gonzalo Fernandez de Oviedo, De la natural historia de
las Indias e Islas y tierra firme del mar océano publicada en 1535. En estas obras

aparece la descripcion de muchas plantas medicinales, entre ellas el achiote, guaco,
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tabaco y cacao. José de Acosta publica en 1590 su Historia natural y moral de las

indias.

Uno de los legados mas importantes de México al mundo es el Cdédice Badiano
(conocido también como Cédice De la Cruz-Badiano, o por su titulo en latin Libellus
de medicinalibus indorum herbis, Libro de las hierbas medicinales de los indios) es
un escrito sobre la herbolaria mexica, escrito originalmente en nahuatl por el
xochimilca Martin de la Cruz, alumno del Colegio de la Santa Cruz de Tlatelolco,

hacia 1552. El original en nahuatl ha desaparecido.

Posteriormente fue traducido al latin por Juan Badiano, también xochimilca y
estudiante del Colegio de la Santa Cruz. Otro nombre con que se conoce este codice
es 'Barberini, debido a que Francesco Barberini lo poseia durante los primeros afios
del siglo XVII. El libro sobre herbolaria medicinal mexicana de Martin de la Cruz es

un importante legado para botanica y la medicina tradicionales.

Todavia en anos recientes, su estudio permitié al grupo del doctor José Luis Mateos,
en el Instituto Mexicano del Seguro Social, encontrar el principio activo del
cihuapahtli o zoapatle. De la Cruz cita que este vegetal se empleaba para facilitar el
parto. Las investigaciones ratificaron que el zoapatle contiene un poderoso ocitdsico
(provoca la contraccion del utero). Toda la sabiduria contenida en este libro fue
heredada por los quimicos organicos mexicanos de este siglo, que han sobresalido

en el terreno internacional con sus investigaciones sobre productos naturales.
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Figura 10. Una pagina del Cddice Badiano

Fray Bernardino de Sahagun, escribi6 a fines del siglo XVI su Historia de las cosas
de Nueva Espafia, en las que menciona muchas de las plantas empleadas con fines

medicinales por los aztecas y zapotecas.

Como ya se ha mencionado existe una gran variedad de plantas medicinales en
México. Las cactaceas son plantas americanas, numerosisimas en México, que se
extienden por todo el resto del nuevo mundo. Producen arabana y galactana, con las
cuales forman abundante mucilago; diversos acidos organicos y sales de los mismos,
sobre todo malato y oxalato calcicos; diversos azucares; glucdsidos saponinicos del
acido cereinico; y, sobre todo, algunos alcaliodes, como los del peyote (Lophophora
Williamsii), de efectos embriagadores, capaces de acallar el hambre y la sed, y de

producir gran euforia.
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La familia de las cactaceas esta compuesta por unas 1500 especies de plantas
carnosas suculentas, de figura de meldn, o de cirio o con el tallo segmentado en
plantas superpuestas, por lo regular sin hojas o con hojas muy pequeiitas, y, en
cambio, con numerosas espinas un ejemplo de esta familia es la Opuntia
microdasys. Las flores suelen ser grandes y muy hermosas, con las hojas que las
forman soldadas en una especie de tubo o trompetilla mas o menos prolongado; por
fuera de él estan los numerosos sépalos del caliz, verdosos y dispuestos en torno a
dicho tubo; siguen a ellos los pétalos, vistosos, llamativos, también numerosos vy
ordenados de manera parecida. Arrancando del interior del tubo floral, nacen
innumerables estambres, que se asoman a lo alto de la flor y constituyen otro adorno
floral. Estas flores surgen del extremo del fruto en ciernes, con un solo estilo y con
una sola cavidad, que se transforma en una especie de baya, por lo comun con una

sola cavidad y numerosas semillas adheridas a las paredes del fruto."

Figura 11. Opuntia microdasys
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2.2 ANTECEDENTES

Dentro del género opuntia existen un gran numero de especies con diferentes
actividades, como la Opuntia leptocaulis, de la cual se ha caracterizado un metabolito

antineoplasico' mediante técnicas de RMN, espectrometria de masas y rayos X.

Figura 12. Opuntia leptocaulis

Otra variedad, Opuntia ficus-indica mucilage produce actividad reversiva en
alteraciones de la mucosa gastrica en ratas, 2 ademas de otras actividades, como
hipoglucemiante®.

Figura 13. Opuntia ficus-indica mucilage
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Se han llevado a cabo diferentes estudios con diferentes especies de Opuntia como

dillenii,* imbricata,'® polyacantha,'” etc.> 1

La clasificacion de la Opuntia de nuestro interés es la siguiente:

Nombre cientifico: Opuntia imbricata
Familia: Cactaceas

Genero: Opuntia

Grupo: Cylindropuntia

Especie: imbricata

Figura 14. Opuntia imbricata.
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Se han llevado a cabo pocos estudios de Opuntia imbricata a la cual se le conoce
con el nombre comun “arbol de cholla”. Generalmente la parte aérea de esta planta
es utilizada como forraje para el ganado, sin embargo en medicina tradicional la raiz
se utiliza para aliviar malestares estomacales, fiebre, gripe hepatitis, diabetes,
diarrea, mal de orin, etc.; generalmente se utiliza la raiz en una decoccion."
Recientemente se han hecho investigaciones con los extractos de la raiz y ha

presentado esta actividad antimicrobiana como se observa en la siguente tabla."?

Tabla 3. Actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Opuntia sp.

A B C
CACTACEAE
Dolor o dolor de oidos, cistitis, uretritis,
Mamiallaria dioica Parte aérea . . . - - -
presion arterial y encias inflamadas
K. Brandegee (E-225)
CACTACEAE
L . Parte aérea Fiebre y dolor de estomago - - -
Opuntia bigelovii Engelm (E-239)
Problemas de estémago, fiebre,
hepatitis, diabetes, diarrea, después del
CACTACEAE
. Raiz parto, cistitis, uretritis, sarampion, - + -
Opuntia cholla weber (E-240) . . .
vomitos, presioén arterial y para
estimular el apetito.
CACTACEAE Mordedura de serpiente venenosa,
Parte aérea
Stenocereus gummosus (Engelm) = presién arterial, parasitos y para - T -
ruto
Gibson y Acvak (E-172) controlar colesterol
Picadura de abeja ", lopon" o
CACTACEAE Parte aérea escorpaena sp., mordedura de
Stenocereus thurberi (E-267) Flores serpientes, heridas, presion arterial,
Ulceras y cancer

A. S. aureus
B. B. subtilis
C. S.fecalis
D

. E. coli
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2.3 JUSTIFICACION

El uso de plantas medicinales a lo largo de la historia del hombre ha sido de gran
importancia, ya sea en actos rituales como para aliviar malestares. El conocimiento
empirico del uso de estas se ha transmitido de manera oral de generacion en
generacion, lo cual ha ocasionado la perdida o deformacion de este conocimiento,
hasta nuestros dias; sin embargo, se ha logrado recuperar parte de este
conocimiento e indagar de manera que se ha logrado aislar e identificar principios
activos, de algunas plantas medicinales de uso popular, que han demostrado tener

efecto terapéutico sobre las personas.

Este trabajo se basa en la informacion adquirida acerca del uso de la raiz de opuntia
imbricata, en la medicina tradicional asi como estudios que comprueban su actividad
antimicrobiana. Por lo cual se plantea hacer un analisis fitoquimico preliminar para
determinar de manera general el tipo de compuestos presentes en la raiz de opuntia
imbricata, asi como llevar a cabo su separacion mediante cromatografia en columna
parar su posterior elucidacion para finalmente determinar si existe la presencia de

algun compuesto de interés.
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2.4 OBJETIVO

¢ Aislar, identificar y elucidar los diferentes metabolitos presentes en la raiz de

Opuntia cholla (Opuntia imbricata).
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2.5 METODOLOGIA GENERAL

e Hacer maceraciones con metanol para extraer los metabolitos no polares que
contenga la raiz de Opuntia cholla (Opuntia imbricata).

e Llevar a cabo un analisis fitoquimico preliminar, para determinar los
componentes del macerado metandlico: Alcaloides, Esteroides, Saponinas,
Flavonoides, Taninos, Antraquinonas, Glicésidos Cardiotonicos, Lactonas
Sesquiterpénicas y Cumarinas.' ™

e Separar los componentes de los extractos mediante cromatografia en
columna.

e Caracterizar los metabolitos de los extractos mediante espectroscopia de IR,

espectrometria de masas, espectrometria de RMN de 'H y 3C.
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2.6 RESULTADOS Y DISCUSION

» Se obtuvieron los concentrados de las maceraciones con hexano y metanol de

la raiz de Opuntia cholla (Opuntia sp).

Extracto metandlico Extracto Hexanico

» Del extracto metandlico se determinaron, mediante pruebas fitoquimicas, la
presencia de Alcaloides, Flavonoides, Glucdsidos cianogenéticos, Azucares
reductores, Cumarinas, Saponinas, Taninos, Quinonas, Glucésidos Cardicos y

Lactonas Sesquiterpénicas.’® '*

ALCALOIDES
Reactivo de Dragendorff (+) pp. Naranja
Reactivo de Mayer (-)
Acido Silicotuingstico (+) pp. Amarillento
Reactivo Wagner (-)

FLAVONOIDES
Auronas o Chalconas (-)
Flavonas +) pp. Amarillo rojo
Flavonoles (-)
Flavononas (-)
Antocianinas (-)
Xantonas (+) pp. Amarillo rojo
Flavonoles (-)

GLUCOSIDOS CIANOGENETICOS

Picrato de sodio | ()
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AZUCARES REDUCTORES
Reactivo de Fehling (-)
Reactivo de Benedict (-)
SAPONINAS
Estabilidad de espuma (-)
Reaccion de Liebermann Buchard | (-)
Reaccion de Rosenthaler (-)
TANINOS
Reactivo de gelatina (-)
FeCls al 11% (+) Derivado de catecol, compuesto fendlico
QUINONAS
Antraquinonas | ()
CUMARINAS
Reaccién de Erlich (+)Coloracion Naranja
Reaccién con NH,OH (+) Fluorescencia azul-violeta
GLUCOSIDOS CARDIACOS
Reactivo de Baljet (+) Coloracion Naranja-rojo oscuro
Reactivo Kedde (-)
SESQUITERPENLACTONAS
Reaccion con Fe(OH)3 (-)

» ElI macerado metandlico se separd por cromatografia en columna y se
obtuvieron 10 fracciones de las cuales se analizaron 2, las cuales parecian
tener un solo componente mayoritario, la fraccion 1y 5.

» Se colectaron 10 fracciones de 20 mL y se llevo a cabo el analisis de las
fracciones 1 y 5 debido a que presentaban un componente mayoritario en
Cromatografia en capa fina, y las demas fracciones presentaban varios

compuestos muy diluidos.
Analisis de los extractos

» De la fraccion 1 podemos observar en el espectro de RMN H' sefiales para
protones alifaticos entre o y 2.5 ppm., protones base de oxigeno entre 2.8 y
3.7ppm., protones vinilicos 3.9 y 5 ppm., y protones aromaticos entre 7 y 8

ppm. En el caso del espectro de RMN '*C se confirman los carbonos
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carbonilicos entre 170 y 180 ppm, carbonos aromaticos entre 120 y 140 ppm y
los carbonos alifaticos entre 10-40 ppm.

En la fraccion 5 se pueden observar en el espectro de RMN H' sefiales para
protones alifaticos entre 0 y 2.5 ppm., protones base de oxigeno 2.6 y 3.0
ppm., protones vinilicos entre 3.5 y 5.0 ppm., y protones aromaticosentre 6.5
y 8.2 ppm en una mayor proporcién en comparaciéon a la fraccién 1. En el
espectro de RMN *C se observan del mismo modo sefales para carbonos
alifaticos entre 0 y 45 ppm., base de oxigeno 50 y 75 ppm., y aromaticos entre
120 y 140 ppm.

El analisis a priori de estas dos fracciones evidencio la presencia, en la
fraccion 1, de compuestos hidrocarbonatos de tipo esferoidal. En la fraccion 5
se puede notar la presencia de derivados aromaticos asociados a un azucar,
lo cual es evidente por la sefial de carbono ubicada entre 61y 73 ppm.

El espectro IR de la fraccion 1denoté Ila presencia de cadenas
hidrocarbonadas con absorcién en 2855 y 2926 cm™.

En la fraccidn 5 el espectro IR confirmo la presencia de derivados aromaticos
(absorcién =C-H aromaticos) con la sefial ubicada en 1900 cm™', ademas de la

absorcién del estiramiento O-H ubicada en 3350 cm™.
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2.7 CONCLUSIONES

e Dentro del analisis fitoquimico que se llevo a cabo se identific la presencia de
compuestos de interés como fueron: alcaloides, flavonoides, taninos

cumarinas y glucosidos cardiacos.

e EIl andlisis de las dos fracciones mayoritarias del extracto metandlico de
Opuntia choya ha revelado la presencia de compuestos esteroidales en la

fraccion 1 y derivados aromaticos asociados a azucares en la fraccion 5.
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2.8 PARTE EXPERIMENTAL
2.8.1 OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO

e Se trabajo con la raiz de Opuntia umbricata, la cual se secé a temperatura
ambiente.

e Después, de que se logréo secar al maximo, se fragmenté y se pesaron
aproximadamente 1 Kg de esta.

e Se colocd en un matraz bola de vidrio, de aproximadamente 5 L de volumen,
y se le agregaron 4 L de metanol.

e Se tapo y se dejo reposar por 30 dias. Posteriormente se filtro el macerado y
se evaporé el metanol a presién reducida, en un rotavapor.

e Se obtuvieron aproximadamente 5 g de un residuo semisdlido, se tomé una

muestra de este y se prepar6 una muestra para RMN de 'H.

2.8.2 ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fioquimico se llevo a cabo empleando el extracto metandlico y siguiendo el

protocolo:
ALCALOIDES

Se tomaron 5 mL del extracto metandlico y se le adicionaron 10 mL de HCI al 10%,
se calentd a ebullicion por 5 minutos, se enfrio y se filtro. Este filtrado claro,
transparente (no incoloro) se coloco en tubos de ensaye. Uno de los tubos sirvio
como testigo negativo para comparar los cambios que se observaban en los tubos
donde se realizaron las reacciones. Cada tubo contenia aproximadamente 1 mL del

extracto.
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Tubo 1. Se le adicion6 una gota de reactivo Dragendorff y se formd un precipitado
naranja indico presencia de alcaloides.

Tubo 2. Se le adicioné una gota de reactivo de acido silicotugstico y se formé un
precipitado blanco amarillento indicativo de presencia de alcaloides.

FLAVONOIDES

A 0.5 mL del extracto metandlico se le adicionaron 1.5 mL de metanol y se dividié en

3 tubos, de los cuales sirvio como testigo negativo.

Tubo 1. Reaccion de Shinoda. Se le adicionaron dos gotas de HCI concentrado,
como no se observo cambio se adiciona un trocito de magnesio metdlico y se
observo un precipitado naranja que indico la presencia de flavonas.

Tubo 2. Se adicionaron tres gotas de NaOH al 10% y se observd a aparicion de un

precipitado naranja que indico la presencia de xantonas y flavonas.

TANINOS

A un mL del extracto se le adicionaron 2 mL de agua mas tres gotas de NaCl al 2 %,
se calentd a ebullicion por 1 min, se enfrio y se filtr6. El filtrado se coloco en tubos de

ensaye uno sirvido como testigo negativo.

Tubo 1. Se le adiciond una gota de FeCl; al 1%, en donde se observo una coloracién
verde que indicé la presencia de compuestos derivados del catecol, posteriormente
se le adiciond 1 gota de K3Fe(CN)gs al 1 %, se observd una coloracion azul que indico

la presencia de compuestos fendlicos.

CUMARINAS

Reaccion de Erlich. 0.5 mL del extracto metandlico se colocaron en una capsula de

porcelana, se concentro y se afnadié dos gotas del reactivo de Erlich y una gota de
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HCI concentrado, se presento una coloracion naranja que nos indico la presencia de

cumarinas.

Reaccion con NH4OH. Se concentrd otra porcion del extracto y se le adicionaron 0.5
mL de etanol mas dos gotas de NH4OH concentrado, presentandose una

fluorescencia azul-violeta indicativa de cumarinas.

GLUCOSIDOS CARDIACOS

Se transfirid a una capsula de porcelana 2 mL del extracto y se concentré hasta la
tercera parte de su volumen original y se coloc6 en una placa muesca. Se le adiciond
tres gotas del reactivo de Baljet, se formd6 una coloracién naranja-rojiza indicativa de

glucosidos.

2.8.2 SEPARACION DE LOS COMPONENTES DEL EXTRACTO METANOLICO

e Se procedio a eliminar las trazas de humedad en el semisdlido agregandole
acetona para arrastrar los residuos de agua, posteriormente también se
emple6 una bomba de alto vacio.

e Después de que se determindé que estaba libre de humedad, el residuo
semisolido, se disolvio aproximadamente un gramo de este en 10 mL de
metanol, grado HPLC.

e Posteriormente se le agregd 5 g de silica gel, para que se adsorbiera, y se
eliminé el metanol a presion reducida.

e Se prepard una columna con 60 g de silica gel, de 30 cm de longitud y 2.5 cm
de diametro interno, siendo la primer fase maovil cloruro de metileno.

e Ya que se tenia la silica seca con el residuo adsorbido se humecté con cloruro

de metileno para posteriormente agregarla al la columna.
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Las fases moéviles que se emplearon fueron: CH,Cl, 200 mL, CH,Cl, / AcoEt
9:1 (100 mL), CHxCl, / AcoEt 8:2 (150 mL), CHxCl, / AcoEt 7:3 (100 mL),
CHCl2/ AcoEt 1:1 (200 mL), CH,Cl,/ AcoEt 3:7 (200 mL), AcoEt (300 mL).

Se obtuvieron 40 fracciones y se analizaron de las cuales es hizo el analisis

espectroscopico y espectrométrico.
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2.10 ESPECTROS
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Espectro 41 de RMN 'H- Fraccién 5
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