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IMTRODUCCION.

Los sntiguos haditantes de México acwsularon una
gran cantidad de informacién, acerca del medio que los rodes
ba. Bl conocimiento sobre plantas era especi{ficamente nota-
ble, las hadbfan clasificado sistematicamente y muchas habfan
sido usadas para su alimentacidén, tales como; el mais, el
frijol, ete. S& conocfan ademis las propiedades medicinales
y estimulantes de una gram cantidad de plantuas silvestres,

Durante la época colonial se continud con el uso
de plantas autfctonas con propiedades medicinales, estimulam
tes, alimenticias y de uso industrial, Tamdién se desarrolld
la industria de la grana o cochinilla, psra la extraceidn
de un colorante rojo, usedo en la tifia de telas, dicho colg
rante fué denominado &cido carmfnico. (1)

En 1la época actusl se han realizado estudios de
gran importancia, entre los que destacan los siguientes:

a) La década de 1940 e enfocd al aestudio de los este-
roides,

b) La década de 1950 se enfocd al estudio de los triter
penos,

c) Desde 1960 hasta la fecha s2 han hecho estudios so-
bre lactonas sesquiterpenicas,

d) Desde 1965 hasta la fecha se han hecho estudios so-
bre sesteterpenos.



En 1la década de 1340 el deacubrimiento y le utili-
zacidn de los esteroides contenidos en el barbasco, coloca-
ron a México como el primer productor mundial de hormonas
pexuales y de otros productos farmacéduticos, (1)(2)

Bn 1960 pe inicio el estudio de lactonas seaquiter
ponicas on el Inatituto de Quimica de 1la UNAM, sislando 69
nuevos compuestos hasta 1975, determinando su estructura por
ospectroscopie, Batos estudios fueron realizados durants los
siguientes periodom

1. Bl primer perivdo cubre los estudios reslizsdor de
1960 a 1990, obteniendose la elucidacidn de 1la estrug
tura de 35 nuewvas lactonas sesquiterpenicas que som: '
a) 22 Pseudogusiandlidas.

b) 12 Guaiandlidas,
¢) 1 Budesmanélida.

2, Bl segundo periodo cubre los estudios de 1970 a 1975,
los cuales fueron enfocsdos a dos tipos de lsctonsas
sesquiterpenicss como ons
a) Germacrendlidas,

%) Budemanélidas.

Lag lactonas sssquitsrpenicas son metabolitos se-

cundarics tfpicos de las plantas pertenecicutes a la faailla

de las conpuestas, las cuales en algunos casos son caracte-



ristican de algunoa géneros, tridus y aspecies, Sin embargo
pocos sesquiterpenos se han aislado de otras familias de
plantas, como la Umberiferae y la Maguoliaceae. (3)

Easta 1a fecha se hsn aislado un gran nimero de
lactonas sesquiterpenicas y se ha desoudbierto em ellas, va-
rias propiedades biloldgicsa importantea, como son: actividad
inhiditoria del crecimiento vegetal, actividad citotéxica ¢
antitumoral "in wvitro”, actividad dermat{tica y sctividad
bactericida,

Las plantas que son estudiadas en este trabajo de
in-vestigacién. fueron clasificadas en el Instituto de Biolo-
gfa de la URAM, por el profecor José Luis Villasefior Rfos cg
mo Qtovpappug imbricatus y Qtopappus epaleacsus,

Hasta la fecha se ba informado gue: existen 15 es~
pocies del género Qtopappus, las cuales se encuentran distri
tuidas en México y centroamérice (5). De sstas 15 especies
s8lo 83 ha estudiado la imbricatus, recolectada en el podbls
do de Yucunduchi Puebla de la cual se aislaron dos lactonas
gesquiterpenicas con esgueleio do. guaiano, denominadas oto-
imbricatina A y otoimbricatina B. (2){6)(7) (Bsquema No. 1)
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GENERALIDADES.

Lla familie de las compuestas, ea una de las wés gran
des y estudiadas, consta de més de 1,000 géneros y 15,000 es-
pecies. Esta familia se encuentra dividida em 14 iribus que

son: (8)
1. Veroniae. 8., Senecioneae.
2. Bupatoreae 9, Tageteae,
3. Astereae, 10. Artoteae,
4. Inuleae, 11, Calenduleae,
5. Heliantheae. 12, Cynareae.
6. Helenieae, 13, Mutiseae,
7. Anthenmidae. 14. Lactuceae.

Cada una de las tribus se dividen en subtiribus y es

tas a eu vez en grupos de la siguiente manera:

1. Melanmpodiinae (Grupos 1L ¥ Li).

2. Zinninae B. Ei.

3, Kcliptinae Less (urupos I y 1I).

4. Verbesinae (Grupos I y II).

5. Helianthinae Dumort. (Grupos I y Ii).

‘6o Gaillardinae Lesa,

7. Coreopsidinae Less (Grupos del L al Vili).
8. Fitchiinae Carlguist,



9, Bahiinae Rydd,

10, Nadiinae,

11. Galinsoginae B & H,

12, Neurolaeniinae,

13, Engelvanniinae Stuessy,

14. Anbrossinae Less,

15. Millariinse B & H (Grupos I, II y III).

Las dos plantéa estudiadas en saste trabajo son;
Qtopappus jmbricatus y Qtopappus epaleaceus, pertenecen a
la familia de las compuestas, a la tribu Helientheae y al
grupo II de 1a subtribu Verbesinae. {5)(8) Estas plantas fue
ron recolectadas de la siguienie forma,

8) Qtopappus jmbrigatus recolectado el 7 de agosts de
1984 en el poblado de Yucunduchi (FPuedla).

) Ofopappus imbricatus recolactado el 7 de agosto de
1984 en ol Xm 129 de la carretera de Izficar de Mata
moros a Acatlén Puebla.

¢) Otopappus imbricatus recolectade el 8 da agosto de
1984 a un kilometro después de Yucunduchi, en direg
¢ién a Oaxaca,

d) Qtoparpus epaleaceus recolectado el 29 de noviembre
de 1964 en Cuernavaca Morelos,



®) Otopappus apaleaceus recolectado el 29 de agosto de
1985, a 7 km despuds da) ric amacfizac (Norelos), en
direccidn de México a Acapulco,

En 1873 Benthan fué el primero an describdbir al gé
nero Otop_ag'p_na, del cual se encuentrsn 15 ospeciea distri-
buidas en éxico y coentroemérica, como son: (5)

i. 0. acaber: Guatemala y ﬁéxico (Qampeehe y Chiapas),

2. 0. mexicanua: México (Guarrers),

3. 0. verbesinoides: Costa Rica, El Salvador, Guatemala,
Bonduras, Nicaragua y México (Chig
pas y Oaxaca).

4+ O, koelzii: México (Colima, Jalisco y Michoachn),

5, O. epaleaceus: Héxico (CGuerrero, México, Michoacén,

Morelos, Oaxaca Yy ¥uebla),
6. 0. tequilanus: México {Guerrero, Jalisco, Michoacdn,
‘ Mayarit y Sinaloa),

7. 0. acuminatus: México (Jalisco),

8. 0. Yobustus: México (Veracruz),

9, 0. microcephalus: México (Colima, Querrero y Jalisca).

10, O imbricatus: Uéxico (Guerrero, México, Morelos y Pus
blay.

11, 0. curviflorus: Belice, Guatemala, Honduraa y Méxi-

¢o (Veracruz, Oaxsca, Chiapas y

Campeche),



12, @. brovipres: Bl Salvador, Guatemals, Honduras y Né
riees (Chiapas),
13. 0, hirsutus: Jumafca.
14, 0. guatemalensiss Guatenals y México (Campechs y Xy
- ocatén).
15. 0. oyncephalus: Se encuentra en los limites de Gusa-
temals con Belice.

De las 15 espscies del género Qtopappug, hasta 1a
fechs sflo ee ha estudiado 1a imdricatus, recolectads en Yy
cunﬁuchi Puabla, de la cual se aislaron dos lactonas sesqui
terpenicas denominadas otoimbricatinas A y otoimdricatina B,
B ecte estudio aflo se determind 1a estereoquinics relati~
va do 1a otoimbricatina A, mediants 1s técnica de¢ difracoidn
de rayos "x" y la estructura plans de la otoimbricatinas B,
mediante la interpretacién de espactroscopis; resonancia
msguética nuclear proténica, infrarroje y masss, {2)(5)(7)

; Bn los ¢studios quimicos realizados a las plantas
Qtopappus imbricatus vy Qtopappug epajeaceys de este tradajo
de investigacién, se aislaroc cospusstos denominados lacto-
nas sesquiterpénicas y triterpenca pentaciclicos. FPor medio
de 1a regls blogenética propuesta por Ruzics (9), que con-
gists en la condensacién cabesa-cola de unidades de isopre-
no, para dar como resultado los diferentss tipos de terpe-



noides (Tsbla Mo 1), se trats de explicar la diogenésis de
dichos coapuestos. ‘

TABLA Jo J, 5
TERPEROIDE S CARBONOS, 10PRERO.
1, Nonoterpenos. 1o 2
2. Sasquiterpemos. 15 3
3. Ditarpencs. A by 4
4. Sasteterpsnos, 25 1
5. Triterpenocs, 30 6




Esquema No, 2. BIOGENESIS EE MONOTERPENOS..
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Esgema No.3 BIOGENESIS DE DITERPENOS Y TRITERPENO S,
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RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DE LACTONAS SESQUITERPERICAS.

Conociendo las estructuras correctas de las lactg
. nas scesquiterpenicas y habfendose descubierto entre ellas
propiedades blolégicas tan importantes, hizo posible que va
rios investigadores en diversas parites del nundo, s¢ inters
garan on dichas sustancias, pués hastas 1974 se conoc{an al-
rededor de 600 lactonas sesquiterpenicas y en la actualidad
se gonocen mis de 1,000 diferentes productos naturales de
aste tipo. (2)

Las lactonas sesquiterpenicas son compuastos que
pregentan propiedades biloldgicas importaates como sons

a) CitotSxica § inhidicién tumoral. ‘
b) Dermatitis de contacto en humanos.
e) Inhidicidn del crecimiento microdianmo.
d) Inhibicién del crecimiento de plantas,
a) PEUPIEDAD CIJOTOXICA § INHIBICION ZUMORAL.

Bn investigaciones médicas, sobre ls actividad cf
totéxica e inhibicién tumoral de lactonas sesquiterpenicas
realizadas por Kupchan y otros investigadores, establecieron
que las sustancias biollgicamente activas son; alfa-metile-
no-gama-lactonas, con algunos grupos funcionales como époxi
dos, ester no saturado y cetonas.

Rl Dr. Taboads y otros investigadores realizaron en
1980 wma investigacién médica sobre la actividad citotdxics
e inhibicién tumoral de lactonas sesquiterpenicas, aisladas

13



en México por investigadores del Instituto de Quimica de la
UNAM, informd ‘que algunos de estos compuestos preseatadan
actividad biolégica. Bate estudlo fud realizads "in vitro®
utilizando dos diferentes lineas celulares de cultivo que’
son las siguientes:
a) Células fibrodlastoides 1-929 provenientes de taji-
do aeraoglar murino,
b) Células epiteliales EEp-2, derivadas de carcinoma
1ar1ng§o humano,

Y 10 lactonas sesqnitérpenicas (Esquena No. 5),
de 1as cuales sblo 8 de estos compusstos mostraron difaren-
te comportamiento en las dos lineas celulares, Como e ob~-
serva en la tabla Ho 2. (4)(10)

De acuerdo con el protocolo 12 de la ravista Can-
cer Chemoterapy Reports, 1a‘n3-50 para extractos de plantas
debe ser menor de. IOmicrogramos/ml, para que sa considere
como agente potencial anticancerfgeno. (4) De todas las lag
tonas sesquiterpénicés estudiadas, solo 6 fueron capaces de
tener actividad anticancerfgena para las cédlulas L-929 y cin
co de ellas para las célulag HEp-2, ‘

3

DE-50. Dosis de fArmuco neceseria para producir uns determi-
nada intensidad de efecto, en el 50% de una poblacidn,
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TABLA No 2.
COLPUESTO0. kD-50 (yg/al) BD-50 (#g/al)
L-329 HBp-2
1, Viguiestenina, 5.5 5.6
2, Desacetil Viguiestenina, 15,0 75.0
3. Zexbrevina A, 1.0 12.0
‘4. gexbrevina B, 1.0 7.5
5. Zexbrevina C. 55,0 35.0
6. Budleina A, 1.0 .0
7. calaxisa, 1,0 1.0
8. Orizabina, 4.0 1.0
9. Oonchosina A. 66.0 15,0
10, Cinaropicrina, 18,61 32,0

El mecanisuo de acoién de la actividad citotéxica
e inhibicidn tumoral de lactonas sesquiterpenicas, es debi=
do principalmente & la adicién de grupos sulfhidrilos prove
pientes de enaimas (fosfofructoquinasa, L-cisteina), a m

metileno exocf{clico conj'ugado con un gripo carbonilo de lag

tona o de cetona, esta adicién es da tipo Michael, como se.

mnestra en el siguiente esquenma.
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CRINA "INHIBICION TUMORAL?
b) DERMATITIS DE CONTAGTO s HUMANOS.

Michael y otros investigadores han demostrado qus
algunas lactonas sesquiterpenicas, obtenidas de plantas per
tenecientes a 1la familis de las compuestas, causan alergia al
contacto con ellas, Hasta 1977 se ha informado, que 52 ds es-
408 compuestos aislados de los géneros; Ambrosia, Parthenium,
Gaillardia y Xanthium,clfnicamente han causado fuertes aler-
glas, (10)
¢) INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO MICROBIANO.

Recientes investigaciones de Mathur sobre terpenoi
des de Miksnia gonsgasepsis, mostraron que germacrandlidas,
dihidrogermacrandlidas y diterpenos, fueron capaces de inhi
bir el crecimiento de Staphylococgus aureus y Qandids albi-



cans. (10)(11) (Baquema Ko 6)

d) INBIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE PLANTAS.
La vernolepina 68 un compuesto pertsneciente a las

lactonas sesquiterpénicas con esqueleto de elemandlida, obte
nide de Yernonjia hymenolepsis. Este compuesto mostrd inhibi
cidn del crecinmiento de plantas de trigo, alin cuando estas
ya habfan sido tratadas con una hormona vegetal conocida ecg

mo, fcido-3-indol-acético (suxina), (10) (Bsquema Ho, n
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Esquema No 6,
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PARTE EXPERIMENTAL.

I. Qtopapous imbricatue,

1., BXTRACTO DE LA PLANTA. Qtopappus jmbricatus ( Yucum-
duchi Puedle).

1.7 Kg de: flores y hojas de la planta Qtopappus
iobricatus recolectads en el podlado de Yucunduchi (Puebla)
ol 7 de agosto de 1984, Fusron extraidos con diclorcaetano
durante 20 dfas hasta agotaniento, & temperatura ambiemte.

2. BXTRACTO DE LA PLANTA. Qtopappus jmbricatus (Km 129
I. Matamoros a Acatlén Puebla).

1.5 Kg de flores y hojas de la planta Qtopappus
ipbricatus recolectada en el Km 129 de la carretera de Izd-
car de Hatamoros a Acatlén Puebla, el 7 de agosto de 1984,
Fueron extraidos con diclorometano durants 15 dfas a tempe-
ratura ambients, hasta agotamiento.

3. BXTRACTO DE LA PLANTA. Qtopappus imbdricatus (1 Ka
despuds de Yucunduchi).

€50g de flores y hojas de la planta Otopappus im-
dricatus recolectada a 1 Kn después de Yucunduchi (Puebla)
rumbo a Oaxaca, el 8 de agosto de 1984. Fueron exirafdos
con diclorometano durante 15 dfas hasta agotamiento, a tem-
peratura asbients,

21
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4. COMPARACION DE LOS BXTRACYOS b¥ LAS FLANTAS COX BS-
TAEDAKES DR OTOIMBRICATINA A X B.

S& tomaron muestras de 20ag de cada uno de los ex
tractos obienidos, comparande los compuestos presentss con
estandares de otoimbricatina A y B por cromatograffa caps
Tina, eluyendo la placa una sola wez, con diclorometano-acg
tona (95-5)%, revelando la placa eon sulfato cérico y oslor,

5. CROMATOGRAPIA EN COLUMNA DEL EXTRACTO Qtgpappus ig-
Yricatus ( Yucunduchi).

Los 58.8g de extracto de la planta Qtopappus im-
bricatus del podlado de Yucunduchi {Pusbla), Pueron somets-
dos aérpmatograﬂa en. columna, usando como _adaorbento 1.0
Kg ds gel de eflice 60 (35-70 wesh), Posterioraents se recg
gieron fracciones de diclorometanc-acetona, sn cantidodes
crocientss en polaridad de éste \iltino,

6, AISLANMIERTQ DE OTOIMBRICATINA B Y COMPARACIOR CON
UN BSTANDAR.

Se reunieron las fracciones de diclorometsno-sce-
tona (85-15)%, obtenidas de la cromstografia em columna del
extracto de 1a plants Qtopsppus imbricatus de Iucunduchi Pus
tla, s tomd una muesira de 20mg del producto reunido y se
conpard por placa de cromatograf{a capa fina (ccr')", con un
estandar de otoimbricatina B. La placa fué eluida una &8la

* .
CC?, La placa fué revelsda con sulfato cérico y calor,



véz en diclorometanc-acetona {95-5)%, revelando la placa con
sulfato cérico y calor,
T. PURIFPICACION DE OTOIMBRICATINA B.

Sa purificai'on iOOmg del aceite obtenido de las
fracciones de diclorometano-acetona (95-5)%, de la cromato-
grafia en columna, por placa preparativa de: gel de sflice
Py54 (20X20 cm, lmm de: espesor) y se prosiguid a determinar
resonancia magnética nuclear proténica y placa de CCF compa
rativa con un estandar de otoimbricatina B,

8, REACCIONES QUIMICAS EFECTUADAS A LA OTOIMBRICATINA B,

a) HIDROGENACION DE LA QTOIMBRICATINA B.

Bn un matraz de hidrogenacién se puso Z‘OOmg de
otoimdbricatina B, la cual fué disuelta en metanol, se adi-
ciond a la reaccién lentamente y con agitacién 15ng de P10,
(15)2 y posteriormente el matraz de reaccién fué adaptado al
apsrato de hidrogenacién, permanaciendo la reaccidn con bi-
drégeno, a temperstura ambiente y a la presifn atmosférica
de: 760mm de Hg, durante 24 horas,

b) SAPONIFICACION DEL PRODUCTO DE HIDROGENAGION

B OTOIMBRICATINA B.
Sa pesaron 20mg del producto de hidrogenacién de

otoimbricatina B, 1a cual fué disuelta en metanol, se agre-
g6 a la reaccién 20mg de X2(03 en solucién acuosa, dejando

la reaccién en agitacién durante 48 horas, a temperatura am

23
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biénte, Posteriormente se adiciond a la reécci&n HC) al 10%

hasta pH=1 (cierre de la lactona inesturada), se dejd la

reaccién agitando durante 24 horas, % neutralizf y se eva-

‘pord el metz;nol presente, finalmente se extrajo con 10 por-

ciones de 2031 c/u de diclorometsno, La fase orgdnica se se

cb con sulfato de sodio aphidro ¥ se concentrd a sequedad,
¢) REDUCCION DE QTOTMBRICATINA B CON HaBH, N

METANOL .
S pesaron 100mg de otoimbricatina B, la cual fué

diisuelta en 40ml de metanol, se agregs a la reaccién 100mg
de NaBRg en solucifn alcohdlica (metamol) y se dejé agitan-
do a reflujo durante 1 hora (1la reaccidn fué controlada por
cromatograti{a capa fine), Posteriormente se acidificé la reag:
eibn a pRi=1 dejendo en agitacidn de 20-30 minutos, se neu-
tralizé con NeOd al 5% (exceso de écido) y se evaporé el me
tanol presente, finalmente se extrajJo com 10 porciones de
i0ml ¢/u de diclorometano, la fase orginica se secd com sul
fato de sodio y ss concentrd a sequedad,

¢) REDUCCTON DE QIOQIMBRICACINA B CON NabH, BN

1S0PROPANOL.
5a. pesaron 200mg de otoimbricatina B, la cual fué

disuelta en 50m1 de alcohol isopropilico, se agrege a la reag
cifn 200mg de NaBH, en solucién slcohdélica/agua {alcohiol 18sp



prop{lico~agua), dejando en agitacién ia reacci&n'y a refly
Jo durante 3 horas (1a reécci6n eg controlada por cromatogra
f£ia capa fina), posteriormente se neutralizé con HC1 a) 5%
¥ €l alcohol isopropilico se evapord, finalmente se extrajo
con 10 porciones de 20ml c/u de dicloronetano, 1la fase orgi
nica se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentr§ a
sequedad,

*) BEDUCCION DB QIQIMBRICAZINA & CON NaBi, EX
ISOPROPANOL .

Se pesaron 2'.03 de otoimbricatina B la cual fué
disuelta con S0ml de isopropanocl, se agregd a la reaccidn
2.0g de NaBH, (disuslta en 25m1 de isopropancl y 10al de a-
gua) lentamente y con agitacidn, Posteriormente la reaceidn
se puso 8 calentamiento a 60°C durante 72 horas, se neutra-
1126 con HOl al 5% y se evapord el isopropanol presente, fi
nalmente: se extrajo con 6 porciones de 20ml ¢/u de dicloro-
metano, la fame orghnica se sacd con sulfato de sodio y se
evaporé a sequedad,

9, AiSLAMIENTO DB OTOIMBRICAIINA A Y COMPARACION CON
uN ESTANDAR.

Sa reunieron lag fracciones de diclorcmetano-ace-
tona (95-5) obtenidas de la cromatografia en columna del ex
tracto ds la planta Qtopappus imbricatus de Yucunduchi (Pue
bla). Se tomé una muastra de 20mg del producto reunido de
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las fracciones, comparando por placa de cromatografia capa ‘
fina (CC¥) con un estandar de otoimbricatina A, La placa fué
eluida una séla véz con diclorometano-acetona (95-5)% , reve
lando la placa con sulfato cérico y calor.
10. REDUCCIOR DE OTOIMBRICATINA A CON RaBB4
EN LETANOL,

Sz pesaron 300mg de otoimbricatina A, la cual fué
disuelta en 50ml de metanol, se agreg§ a la reacoidn 300mg
de HaBH, en solucién alcohdlica (metanol), se dejé agitando
a temperatura de reflujo durante 1,5 horas (la reaccién fué
controlada por cromatograffs capa fina), Sa neutralizé la
reaccién econ HCl 5% y sa evapord el nstanol preseate, posts
riormente se extrajo com 10 porciones de l0ml ¢/u de diclo-
rometano, la fase orgénica se secd con sulfato de sodio anhy
dro y se evapord a ssquedad,



Il. Otopappus epaleageus,

1. BXTRACTO DE LA PLANTA. Q%opsppus epaleacens de Cuer
navaca Morelos,

230g de flores y hojas de la planta Otopaprpus epa-
leaceus recolectada en Cuernavacas (Morelos), el 29 de no-
viembre de 1984, Fueron extrafdos con éiclorometano a tempe
ratura apbiente durants 30 df{as hasta agotamiento,

2, BXTRACTO DB LA PLANTA. Qtopappus epsleaceus del rio
Amacuzac Morelos,

1.180 Kg de flores y hojas de la planta Otopappus
gpaleageus recolectada a 7 Km después del rio Amacuzac Hore
los, en direccién de la carretera México-Acapulco, el 29 de
agosto de 1985, Fueron extrafdos con hexano durante 15 minn
tos a temperatura ambiente y con diclorometano durante 15

minutos a temperatura ambiente,

3. CROMAYOGRAFIA s8N COLUMNA LEL EXTRACTO DE Qtopappus
epaleaceus DE CUERNAVACA MORELOS.
Los 9,8g de exiracto de 1la planta Qtopapous epalea

ceus de Cuernavaca Morelos, fueron sometidos a cromatografia
en columna, usando como adsorbente 270g de gel de sflice &
(35-70 mesh), Posteriormente se recogieron fracciones de he
xano~diclorometano y diclorometano-acetona, en cantidades

crecientes en polaridad de éste fltimo,
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4, CROMATOGRAPIA EN COLUMNA UEL EXTRACTO HEXANICO DE
Otopappus epaleacens DEL RIO AxACUZAC MORELOS.

Los 9.0g de extracto hexénico de 1a planta Qtopa-
pois epaleacens del rfo Amacuzac Morslos, fueron sometidos
a cromatograf{a en columna, usando como adsorbentz 300g de
gel do sflice 60 (35~70 mesh), Posteriormente se recogieron

fraceciones de hexano-diclorometeno en caantidades crecientes
en polaridad de éste Gltimo,
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BESULTADOS OBIENIDOS Y ANALISIS.

I. Otopappus imbricatus,

En la cromatografia capa fina de los extractos de
las plantas recolectadas en 3 lugares diferentes, &e obser-
va la presencia de los compuestos otoimbricatina A y B en
cantidades sbundandantes. (Figura No. 1) lLa destilacidn al
vacio de los extractos de las plantas Qtopappus imbricatus
recolectadas en; Yucunduchi (Puebla), Km 129 de la carrete-
ra de Izicar de Matamoros a Acatlén Puebla y 1 Km después
de Yucunduchi (Puebla) dieron: 58.8g, 80,7g ¥ 37.03 de ex-
tracto de diclorometano respectivamente,

Figura No 1

. 4 bcde
SISIEMA DE KLUCION DICLOROMELANO-ACETONA ¢95-5)%

a) Extracto de Yucunduchi (Puebla).

b) Bxtracto del Km 129 de I. de Matamoros a Acatlén,
"¢) Extrscto de 1 Km después de Yucunduchi, direccién Oaxaca.
d) Estandar de otoimbricatina A, Hf=0.6

e) Estandar de otoimbricatina B. Hf=0.285

SISSBMA DE BREVELADO: sulfato cérico y calor,
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Los 58,8g de extracto de la planta O, imbricatus
de Yucunduchi (Puebla), fuerén sometidos a cromatograffa
en columna. Al reunir las fracciones de diclorometano-ace-
tona (95-5)%, se aisld un sdlido que peso 2.5z el e¢ual por
cromatograf{a capa fina se identificé com otoimbricatina A
(I) y 8l reunir las fracciones de diclorometano-acetona (85-
15)%, se aislé un aceite que pess 13.5g el cual por cromatg
graffa capa fina se identificé como otoimbricatina B (II).
Ac

I

Se decidid trabajar primero com la otoimbricatina
B, debido a que el objetivo principal de este trabajo fud:
Preparar un derivado cristalino apropiado de dicho compues-
to, para que mediante la técnica de difraccidn de rayos *x"
se pudiera determinar su estereoquimica relativa.

Se procedid a purificar 100mg de otoimbricatina B
por placa preparativa de gel de silice Ppgy, identificando

" a dicho conmpuesto por espectroscopia mediante; resonancia



sagnética nuclear protonica (RMN'H),(espectro Ko, 1), En di
cho espectro se observan seflalez en; 6.18ppm (J=4Bz) y 5,49

ppr (J=4Hz) aparecen doa dobletes que corresponden a los hi

drdgenos {protones) 1%b y 13a del metileno exociclico conju

gado con - lactona respectivamente, en 5.25ppm {J=8Hz) apa~
rece un gcuarteto que corresponde al proiém 2 base del acets
to0, esta sefial esta sobrepuests econ un singulete ancho en
S.1ppm que corresponde a los protoncs 14a y 1l4b del metile-
no exoo{elico sobre carbono 10, en 2,04ppm aparsce um sin-
gulete que corresponde al metilo del acetato, en 1.24ppm
aparece un singuvlete que corresponde al metilo cuaternario
sobre carbono 4 y en 3,90ppm aparece una seflal d,d,d (J=6Hz,
9Hz,9Hz) que corresponde al proidn 8 base de la lactona in-
saturada.

Se procedio’ a hidrogenar la otoimhricatina B, po-~
niendo a reaccionar 200ng de dicho compuesto com 15% de rt02
en metanol. Se obtuvierdn 160mg de un aceite, separando’por
placa preperativa de gel de silice P354 1a mancha principal,
obteniendo 25mg de um aceite que results ser la 11,13-10,14~
tetrahidro-otoimbricatina B (III), la cual fué identificada
por espectroscop{a medinnte auu‘ﬁ (espectro No. 2}. Ba dicho
espectro se observan sefiales en; 5.0ppm (J-8Hs) aparace un
cuarteto que corresponde al protén 2 base del acetato, en

4,125ppm aparece una sefial 4,4,d (J4=6Hz, 9Hz,9Hz) que corres
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pondé al proién 8 base de la lactona saturads, en é.075ppm
aparece un singulete que corresponde al metilo del acetato
¥y er 1,27ppm aparece un singulete que corresponde al metilo
cuaternario sobre carbomo 4. Al comparar los espectros l y
2 las peflales que desaparecen son; los dobletes de los pro-
tones 13b y 13a del metileno exocfclico conjugado con U-lac
tona y el singulete ancho del metilemo exociclico sobre car
bono 10, en su lugar aparecen las seflales siguientes; en
1.25ppm (J=7Hz) un doblete que corresponde al metilo sobre
carbono 11 y en 1,075ppm (J=THz) un doblete que corresponde
al metilo sobre carbone 10.

Ac

HO

U

Siguiendo el la busgueda de un derivado cristali-
no apropiado de la otoimbricatina B, se prosiguid a saponi-
ficar la 11,13-10,14~-tetrahidro~otoimbricatina B, haciendo
reaccionar 20mg de dicho compuesto con 20mg de K003 en me-

tanol/agua, obteniendo finalmente 20mg de un producto cris-
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%alino con punto de fusidn (194-195)°C, este producto se
identificsd como ls desacetii—ll,13-10,14-tetrah1dro-otoin-

bricatina B (1V¥), por espectroscopi{s mediante RMN'H, infra-

“rrojo (IR) y mazas (EM), ‘

En el espectro de IR (eapectro Ko 3), se observa
uns banda en 3272¢d que’corresponde a OH, en 1774ci uns ban
48 que corresponde a ¥~lactona saturada. su el espectro de
RUN'H (espectro No.4), se observan las siguientes seilales;
en 4.0ppm aparece una seflal 4,4,4 (J=6Kz, 94z, 9B%) que co-
rresponde al protén 8 base de 1la relactons }sat_urada, en 1,2
ppa (J=THz) aparece un doblete que corresponde al metilo so
bre carbono 11, ea 1.04ppm (J=THz) aparece un doblete que
corresponde al metilo sobre carbono 10 y en l.l4pps aparece
' un singulste que corresponde al metilo sobre carbono 4. Cony

parando el espectro 4 con el 2 se observa qud; la seilal del

protén 2 bvase del acetato se desplaza y la seital del metilo
del acetato desaparece. Bn el especiro de masas (espectro

Mo 5), se observan dos pérdidas de agua; fragmentos m/z 250

¥y »/z 232, y un fragmento w/z 235 por peérdida de (H0 & Cix)
| a-partir del idén molécular M*268 que no se observa, pars

una féroula condensada C35 Hpy O4.
A la desacetil-1l,13-10,14-tetrahidro-otoimbrica-
tins B, se le hicierdn pruebas de cristalizacidén para obte-

ner cristales apropiados y as{ poder determinar mediante dj
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fraccibn de rayos “x" 1la estereoquimica relativa de la oto-
imbricatina B, (tabla Mo 3).

TABLA Ko, 3.

SOLVENTES USADOS EN LA TIPO DE CRISTAL OBTE-
CRISTALIZACION DEL COM- RIDO DEL COMPUZSTO IV.
PUEST0 IV. £

a) Acotona-Eter isoprcpf{lico (80-20).Agujas dalgadas grandes

b) Diclorometano (DCH) 100 Agujas delgedas grandes
o) Acetona (AC) 100 Agujas pequeflas.

d) AC-Agua (80-20) Polvo blanco amorfo.

e) AC= Benceno (80-20) Agujas pequedias,

£) Acetato etilo-hexano (80-20) Agujas grandes anchas.
g) Etanol-agua. (80-20) Agujas pequefias,

h) DCM-Bter isopropilico (80-20) Agujas pequefias,
1) Etanol-Bter isopropilico (50-50) Agujas pequefias,

J) DCe-Benceno (70-30) Agujas pequefias,
k) Acetona-Etanol (50-50) Polvo blanco amorfo,
1) Acetato etflo-~DCM (80-20) Agujas grandes en for-

ma de plumas,

Los cristales obtenidos con los disolventes b, £
vyl fuerén'enviados al departamento de difraccién de rayos
nx*, obteniendo lo siguiente:

a) Los cristales no difractarén la luz.

b) Los cristales grandes eran asociaciones de pequeflos
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cristales,

¢) Los cristales no estaban bién formados,

H

i’

Posteriormente se hicierén reaccionar 1Q00mg de
otoimbricatina B con 100nmg de NaBH4 en metanol, obieniendo
de la reaccidn 50mg de un aceite el cual se identificd como
una mezcla de la desacetil~ll,l3-dihidro-otoimbricatina B
(V) y 1a desacetil-13-me toxi-11,13-dihidro-otoimbricatina B
(V1), por espectroscop{a mediante RMii‘i e IR, '

Bn el espectro de IR (espectro No 6), se observan
bandas en 3603ca’y 3483ci’ que corresponden a OH, en 1776ck
que corresponde & la &#~lactona saturada y en 1638ci que co-~
rresponde a dobles enlaces, Con las sefiales del especiro de
REN*H (eapectro No 7) ge identificd la mezcla de log compues
tos ¥ y VI, debido a que aparecen en 3,36ppm un singulete
que corresponde ol metilo del metoxilo unido a carbomo 13

por adicidén tipo Kichael y en 1.20ppm (J=7Hz) un doblete que



corresponde al metilo sobre carbono 11, Oomparando'este’es-
pectro con 61 nfmero 2 se observa un desplazamients de la
seflal que corresponde al protén 2 bage del acetato y desa~
parecen las sefiales que corresponden al metilo del acstato
¥ de los protones 13a y 13b del metileno exociclico conjuga
do con ¢ -lactona, por lo gue loé compuestos obtenidos tam-

bién fuerdén saponificados.
HO

HO o HO'

/ CHyo~
p'a s

Con el objeto de preparar el compuesto V puro, se
hicierdn re;ccidnar 200mg de otoimbricatina B con 200mg de
NaBlii4 en isopropanol, obteniendo 50mg de un aceite el cual
por cromatograf{a cape fina mostrabs 2 manchas, gque fueron
saparadas ' por placa preparativa Fzs54, obieniendo los compu
eatos siguientes; la 11,13-dih1dro—otoimbricatina B (ViI)
en forma de aceite y la desacetil-ll,13-dihidro-otoimbrica~-
tina B (VII1) cristales en forma de agujas corn punto de fu-
sidn (120-122)°C. Ambos compuestos fueron identificados por
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espectroscopia mediante RMN'H, 1i y masas,

ANALISES DE LOS ESPSCTROS DE LA 11,13-dihidro-
gtoimbricatina B.

En el espectro de IR (espectro No 8) se observa
una banda en 3530cm’ que corresponde a OB, en 1765c5’una ban
da que corresponde a & -lactona saturada, en 1725¢3 ura ban
da que corresponde al acctato y en 1635co’ una banda que ¢o-
rresponde a dobles enlaces, Kn el espectro de RMN'H (espec-
tro No 9) se observan las siguientes seflales; en 5.25ppm
(J=8Hz) aparece un cuarteto que corresponde al protdén 2 ba-
se del acetato, en‘5.07ppm aparece un singulete sucho que
corresponde a los protoneas del metilenc exoc{clico sobre car
bono 10, en 3,80ppm aparece un d,d,d (J=6Hz,9Hz,9lz) que cg
rresponde al protdn 8 base de la §-lactona saturada, en 2.0
ppm aparece un singulete que corresponde al metilo del ace-
tato , 1.22ppm (J=TH2z) aparece um doblete gue corresponde al
metilo sobre carbono 11 y en 1,20ppm aparece un singuleie
que corresponde al metilo cuaternario sobre carbono 4, En
el espectro de masas (espectro No 10) se observs el fragmen
to m/z 43 picé base correspondiente al i8n acetonio 633—025,
el fragmento m/z 248 por peérdids de Acido acético (CH5COOH)
apartir del ién molecular u’sos que no se observa, pars una

féroula condensadas C17 Bp4 Os,
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ANALISIS DB LOS BSPRCTROS DE LA desacetil-1) 13-
qihidrg-otoimbricatine B.

En el espectro de IR (eapectro No 11) se observa
uns banda en 3590¢k que corresponde a OH, en 1768cd una ban
da que corresponde a O -lactona saturada y 1635¢H una banda
que corresponde a dobles enlaces, Bn el espectro de RMN'H
{espectro No 12) se observam las siguientes sefialeg; en 5,02
ppm ¥ en 5.12ppm dos singuletes anchos que corressponden a
los protones 14b y l4a respectivamente, del metileno exo-
eiclico sobre carbono 10, en 4.37ppm aparece una sefial d,d,
d. (J=6Hz,9Hz,9Hz) que corresponde al protén 8 baee de la «
lactona saturads, en 1,2Tppm aparece un singulete que corres
poude al metilo cuaternario sobre carbono 4 y en l.25%m
(J=THz) aparece un doblete gque corresponde al metilo sobre
carbono 11, Bn el espectro de masas (espectro No 13) se ob-
servan dos peérdidas de agua paras los fragmentos m/z 248 y
m/z 230, y un fragmento m/z 233 por perdida de (2,0 + 053),
apartir del idn molécular ¥*266 que no se observa, para uns

férmula condensada C15 Hap Oy4.

AcO HO



Nuevamente se realizdé la reduccidn de la otoimbri-
catina B, cambiando las condiciones de reaccidn. Se pusie-
rén & reaccionar 2.0g de otoimbricatina B con 2.0g de HaBH,
en isopropanol a temperatura constante de 60°C durante T2
horas , obteniendo 600mg de un aceite el cual fué purifica-
do por cromatografia en columna, usando como adsorbente 12g
de gel de silice 60 (35-70mesh), Da las fracciones obtenidas
se aislardn 140mg de un aceite, el cual se identificd como
fcido guaian-2-acetoxi-4,8-dihiroxi-10,14~en~12-0ico (IX),
por espectroscopia mediante RMN'H, IR y masas,

Bn el espectro de IR (espectro Mo 14) se observan;
una banda en 3250ci'que correspoude a los OH presentes, prin
cipalmente al OH del 4cido orgénico, em 1720ca'una banda an
cha que corresponde a dog sefiales sobrepuestas; para carbo-
nilo del fcido orgénico y acetato, en 1640ca una banda que
corresponde & dobles enlaces. En el aspectro de RMN'H (espeg
tro No 15) se observan las siguientes sefiales; en 5,20ppm
(J:=8i38) aparece un cuarteto no muy claro que corresponde al
profén 2 base del acetato, en 4.95ppm aparece un sSingulete
ancho que corresponde al metileno exociclico sobre carbomo
10, los protones de los OH presentes en la molécula aparecen
en 2.2Tppm, ecta seflal desaparece al agregar D,0, en 2.0ppm
aparece un singulete que corresponde al metilo del acetato

sobre carbono 2, en 1.27ppm aparece un singulete que corres
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ponde al metilo cuaternario sobre carbono 4 y en 0,80ppm (J=
Tiz) aparece un doblete que corresponde al metilo sobre car
bono 11. Bn el espectro de masas (espesctro No 16) se obsor-
va un fragmento m/3 252 por perdida de C3H02, apartir del
1én molécular M'326 que no se observa, como se muestra en

el siguiente esquera,

- +
Ac Ac .
———)
OH H
M'326. —COOH )
'
./‘+
i AcC ¢
{ H OH
m/z 252,

También se observa el fragmento m/z 234 por pérdi
da de agua y el fragmento m/z 219 por perdida de (H0 + 033)

apartir del ién formado por el fragmento m/z 252, para una
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‘f8rmula condensada C17 Bag Og.

Ac

HO H

/ O0H
X

Ninguno de los derivados preparados de la otoim-
vricatina 4§ (1I), presento”propiedades apropiadas para deter
minar la estereoquimica de dicho compuesto, mediante difrac
e¢idn de rayos "x*. Comparando el espectro de RMN'H de la o-
toimbricatina B (espectro Ko 1) con el espectro de RMN'H de
la otoimbricatina A (espectro No 17), 1la sefial d,d,d (J=6Hz,
9Hz,9iiz) del protén 8 base de la lactona insaturada es la
nisma, por lo que la € -lactona eata cerrada en carbono 8,

La estructura y la estereoquimica relativa de la
otoimbricatina A (I), fué propuesta mediante espectroscopia
y difraccién de rayos "x#, la estructura de la otoimbricati
na B (II), fué propuesta por espectroscopia y reacciones qui
micas. Tomando en cuento que ambos compuestos fuerén aisla-
dos de la misma planta y suponiendo que fuersn sintetizados

por la nima ruta biogénetica, se¢ propone que la estersoquf



pica de 18 otoimbricatina B, es 1la misma que en la otoimdbri

catina A, como se mudstra en la estructura (X).
Ac?

Se<X

Con el objetivo de ver si ol HaBm, tambidn reduce
a los esteres de 1la otoimbricatina A (I), se procedid a reg

1izar la reduccidén de dicho compuesto, haciendolo reaccio-

nar con uaﬂu4 en metanol-agua, obteniendo 60mg de un aceite
el cual fu$ purificado por placa preparativa de gel de silj
ée Pp54, identificando al compuesto por agpectroscopis me-
diante RUN'H, IR 7y mapas como gusian-2-angeloiloxi-3,4-di-
hidroxi=l3-netoxi~10,l4~en-8 ok =12-0lida, (XI)

En el espectro de IR (espectro lio 18) se observa
una banda en 345063 que corresponde a los 04, en 1770c5{una
banda que corresponde a &-lactonz saturada, en 1705¢4' una
banda que corresponde al angelato y en lssscﬁ'una banda que
corresponde a doblesd enlaces, En el espectro de RUN'H (espeg
tro Mo 19) se observan las siguientes seffales; en 6.10ppm
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(J=Tdz) que corresponde al protén vinflico del angelato, em
5.42ppn aparece una sefial d,d (J=4Hz, 8Hz) que correspoande
al protén 2 base del angelato, en 5.12ppm aparece un singu-
lete ancho que corresponde al metileno exociclico sobre el
carbono 10, en 4.37ppn (J=4Hz) aparece un doblets que co-
rresponde al protén 3 base del alcobol, en 3,67ppm (J=4Hz)
aparece la seflal que corresponde a los protones del metile-
no sobre carbono 11, en 3,36ppm aparece un singulete que cg
rresponde al metilo del metoxilo sobre carbono 13, em 1,95
ppm se observan sobrepuestas las seflales que corresponden a
‘los metilos vin{licos del angelato y en 1.15ppm aparece un
gingulete que corresponde al metilo cuatermario sobre car-
bono 4. En el espectro de masas (espectro Ho 20) se observa
1a pérdida del ién angelonio m/z 83 (200%) y la perdida del
4ci1do engelico como fragmento m/z 294, apartir del ién mold

ecular Il*394 que no s e observa, para una férmuls condensada

C21 B30 07.
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‘ Bn la reduccién de la otoimbricatina A, 58 propo-
ne que el NaBH, reduce el ester del acetato a el alcohol cg
rrespondiente, provocando una trans-esterificacién en la mp
18cula y as{ obtener la guaian-2-angeloiloxie-3,4~dihidroxi-
13-metoxi-10,14-cn-8«K -12-0lida, por lo que se propone el

siguiente mecan{smo de reaccién. (Esquema No 8)
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- Esquema No 8.
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II. Qtopappus epaleageus

En la cromatogratia capa fina de los extractos de
las plantas recolectadas en dos lugares diferentes, se obsexr
va que 1a conposicién metabflica no es constante. (Pigura Mo
2 ) La destilacién sl vacfo de los extractos de las plantis
Qiopappug gpaleaceus recolectadas en; Cuernavaca (Morelos )
¥ Tkn después del rio Amacuzac (Morelos) dierén; 9.8g de ez
tracto de diclorometano y (9.0g de extracto hexanico, 10.0g
de extracto de diclorometeano) respectivamente,

Eigura Mo 2

» >
| ¥ 7 J

ab
SISTENA DE RLUCION DICLOROMETANO-ACETONA (95-5)%

a) Bxtracto de Qtopappus epaleageus de Cuernavaca (Norelos).
b) Extracto de Qjéggnggg epaleaceus de Tka despuds del rio
Amacuzac (Morelos).
Los 9.8g del extracto de diclorometanos de la plan

ta Otopappus epaleaceus de Cuernavaca (Moreles), fuerén 8o-

netidos a cromatograff{a en columna. Al reunir las !racc;o-

nes de diclorometano-acetona (95-5)%, se aisld un aceite que
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pesd 1.3g el cual se purifics por placa preparativa de gel
de silice F254, obteniendose finalmente 30ng de un producto
8§11do con punto de fusién (132-134)°C, al cual se le deteg
mind espectroscopfs; Ruai'H, IR y masas,

Bn el espectro de IR (espectro Ko 21), se observa
upa banda a 3605cE que corresponde a OH, en 176Scs una ban-
da que corresponde a & -lactona y en 1655¢2 una banda que
corresponde a doblea enlaces. En el espectro de RUN'H (es-
pectro No 22), las sefiales no son muy claras por lo que no
es posible proponer una estructura correcta. En el espectro
de masas (espectro No 23 ), sélo se observa un fragmento
a/z 246 debido a la pérdida de 4cido acdtico, apartir del
_i6n molécular M*306. Con los datos de los tres espectros aj
lo se piensa que el compuesto pudiera ser una lactona ses-
quiterpénica,

Los 9.0g de extracto hexanico de la planta Otopa-
ppus epaleaceus del rio Amacuzac (lloreloas), _fuerén someti~
d05 a cromatografia en coluﬁma. Al reunir a8 fraceiones de
hexzno-diclorometano (60-40)%, e aislardén 250mg de un 8513
do, el cual se purificd por placa preparativa de gel de si-
lice F254, Con punto de fusién (133-139)°C. Bste compuesto
881130 se identificé como una mezcla de triterpénos pentaci
clicos, $-sitosterol y 20,21-dihidro-@-sitosterol (X1l1), por
espectroscopia mediante RuN'E, IR y masas, (especiros 24,25
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¥ 26 respectivamente). Al reunir las fracciones de hexano-
diclorometano (80-20)%, se aislarén 360mg de un sblido el
cual se purificd por placa preparativa 2254, con punto de
fusibn (213-214)° ¢, Bste producto se identificé como A~tars
xasterol (XiII), por espectroscopia mediante RMN's, IR y ma
sas (espectros 27,28y29 respectivamente). Al reunir las frg
cciones de hexamo-diclorometano {7u-720)%, se aislé 1.0g de
uw s8lido el cual se purificé por placa preparativa de gel
de sflice ¥ps4, con punto de fusién (177-178)° C. ¥ste com-
puesto se identificd como «-amirina {X1v), por aspectrosco-
pfa mediante RUN'E, IR y masas (espeétfds 30,31 y 32 respeg
tivemente), Los tres triterpénos pentaciclicos aislados de
esta planta &a se enguentran reportados en la literatura (rg

ferencias 12,13 y 14).
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CORCLUSIONES.

En ¢l estudio comparativo de 1a planta Qtopappus
inbricstus recclectads en tres lugares diferentes, se llegl
a la conclusién de que 1la époce y el lugar de recolecoidn,
no afecta la composioién metabdlica de dicha plants, por lo
qua se considers importante paras su clasificacién quimiota-
xondaica,

En ¢l estudio comparativo de la plants Qtopappus
gpaleaceus recolectads en dos lugares diferentss, se llegé
a la conclusién de que la épocs y el lugar de recoleceifn,
si afectan la composicién metabélica de sata planta,

faxbién se preparsron varios derivados de la oto-
imbricatina B, paras determinar la astersoquisica relativa de
dicho coapuesto. De todos los derivados preparados, solo la
desacatil-11,13-10,14-tetrabidro-otoiubricatine-B presents
propiedades cristalinas, que no fueron las adeoundas para
detarninar la estereoquinica relativa de la otoimbricatina
B, nediants la técnica de difraccidp de reyos "x". Se propg
ne que la estersoquimioca de la otoimbricatina B sea la ais-
pa que la de la otoimbricatina A, por ser aislados ambos cog
pusstos de la m{ama plants,.

Ba 1a reduccidn de la otoimbricatina A y 1a otoim
bricatina B con NaBH,, se 1legé a la conclusién de que los
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esteres de tipé acetato son reducidos sl alcohol correspon-
diente, indicando que esta reaccién es poco frecuents, ade-
més de reducir al metileno exocfclico comjugado com 8”-lac-

tona,
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