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INTRODUCCION

Los vegetales son verdaderos laboratorios vivientes -
en donde se elaboran millones de diferentes compuestos que el
hombre, desde siempre, ha aprovechado como alimento para su -
subsistencia, fibras textiles para vestirse y material para -
construir casas; le deleitan por su aroma y colorido, le cu=--
ran o intoxican, segin sus propledades, y regeneran el aire -
que respira (1).

El variado caracter de los productos naturales, y ---
ciertamente su misma existencia, plantean muchas cuestiones -
fundamentales a los botanicos y microbidlogos; su explotacién
industrial es hoy en dia de considerable importancia, su qui-
mica parece ofrecer posibilidades sin fin. Todos los aspec--
tos del estudio de dichos productos evocan la cuestion de los
origenes de estas sustancias fascinadoras.

La distincidn entre productos metabdlicos primarios y
secundarios fue descrita primeramente por los fisidlogos vege
tales y los botanicos, quienes caracterizaron asl, por una ==
parte, las sustancias que podlan detectarse practicamente en
todas las plantas y que son constituyentes funcionales, tales
como la clorofila y los ilpidos, y por otra parte, una varie-
dad de sustancias, cada una de las cuales podia obtenerse so-
lamente de especies vegetales particulares y que, en conse--—=-
cuencia, no se les podia asignar una funcidn general (2). Es
tos compuestos se hicieron acreedores del nombre que hasta --
hoy conservan: Metabolitos Secundarios [Rosenthal y Janzen,.
1979, citado en: (3]]. :

Estos Metabolitos Secundarios tienen una distribucidn
universal en el mundo vivo: no solamente se encuentran en --
las angiospermas - el grupo de plantasmas diverso sobre el --
planeta ~ sino en todo el reino vegetal (3).
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Histdricamente los Metabolitos Secundarios han sido -
estudiados desde diversas perspectivas: los farmacdlogos se
han interesado en aislar los principios medicinales de las --
plantas; los qulmicos organicos han determinado muchas de sus
estructuras y estudiado los mecanismos d® reaccidn por los --
cuales se producen; los bidlogos, interesados en la posible -
utilizacidn de algunos de estos compuestos en la Taxonomia Ve
getal, han intentado averiguar como se lleva a cabo su sinte-
8is; siguiendo esta Ultima llnea de investigacidn, los bioqui
micos y fisidlogos se han interesado en la regulacidn del pro
ceso de sintesis de los Metabolitos Secundarios (4).

Se sugiere que algunas de estas sustancias estan invg
lucradas en diversas actividades del metabolismo vegetal que
incluyen, por ejemplo, la proteccidn contra las radiaciones =
ultravioleta o la desecacidn, o la de ser productos de desto-
xificacidn de venenos ambientales [hhoades, 1979, citado en:
(3)]; también se considera que pueden ser responsables de mu-
chas de las propiedades organolépticas, alucindgenas, astrin-
gentes y toxicas, como, en algunas plantas, la de causar der-
matitis por contacto con la piel y a la luz solar, pero no en
la oscuridad (5). A este fendbmeno se le did el nombre de fo-
totoxicidad (6) e indujo a los investigadores a busecar los Me
tabolitos Secundarios que en los vegetales pudieran provocar
una reaccidn de tal naturaleza.

Se sabe que los productos responsables de la fototoxi
‘¢idad en las plantas pertenecen a varios grupoS c¢omo son las
furocumarinas, los tiofenos y los poliacetilenos. Las furocu
marinas fueron los primeros productos que se caracterizaron -
por sus propiedades fototdxicas, se encuentran en diversas fa
milias, como Rutaceae, Leguminosae, Apiaceae, Papilionaceae,
Moraceae y Umbelliferae (7).

En l1a familia Compesitae no se han encontrado furocu-
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marinas, pero sl poliacetilenos y'tlofahdi}’dé Bidens pilosa se
aisld el tridecapeﬂ%aineno [@“3-"(Cic)5 - CH:CHé] que tiene
sccidn bacteriostatica y fungistatica contra algunos microor-
ganismos, incluyendo Camdida dlbicans. Los nativos de las islas
Hawail usaban la especie Bidens camphyfotheca, en forma de te, -
como tdxico o purificador sangulneo y en el tratamiento de --

las aftas que aparecian en la boca de los lactantes causada -
por Candida sp (7). ' '



ORJETIVOS:

El presente trabajo forma parte del proyecto "Anali--
518 quimico sistemitico de especies de la familia Compositae",
que se lleva a cabo en el Laboratorio de Quimica del Departa-
mento de Blologla de la Facultad de Cienclas de la UNAM, y tu
vo como objetivos:

1. Comparar los grupos de metabolitos secundarios existentes
en extractos de Simsia amplexicauldis de dos localidades dife
rentes mp@iante:

- La obtencidn de extractos con 3 disolventes de dife--
rente polaridad, para efectuar:

- El analisis de grupos de metabolitos secundarios me--
diante reacciones especificas usuales, y

- La determinacidn de sus perfiles cromatograficos.

2. Preparar extractos con clorurc de metileno para investi--
gar la presencia de compuestos fototdxicos mediante una -
prueba bacteriolodgica.

3. En caso de que los extractos presentaran actividad fototd
xica, aislar algunos de sus compuestos y caracterizarlos
mediante analisis espectroscépicos.



I1. ANTECEDENTES

1. Posicién taxondmica de Simsia amplexicaulis Cav.. (8}

REINO VEGETAL

PIVISION MAGNOLIOPHYTA

SUBDIVISION ANGIOSPERMAE

CLASE _ MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE ASTERIDAE

SUPERORDEN ASTERANAE

ORDEN ASTERALES )

FAMILIA COMPOSITAE O ASTERACEAE
" TRIBU ' HELIANTHEAE ' i

GENERO Simsia ,

ESPECIE Sémsia amplexicanlis Cav.

SINONIMIA: Encelia mexicana Gray (9)

NOMBRE COMUN: ACAHUAL (10)



" 2. Descripcidn merfologica

Simsis amplexicautis (Cav.) Pers. (Emcelia wexicama Gray). --
Planta anual, erecta, hasta de 2.5 m. de alto; los tallos ge-
neralmente ramificados, glanduloso=- pubaucentes b h!spidos’cohﬂ
pelos hasta de 3 mm. de largo; hojas inferiores ppuestas,'las
superjiores alternas, sumamente variables en tamafio y forma, =
alin sobre el mismo individuo, sésiles o con pelos hasta de 6
cm. de largo, que pueden ser angostos o bien alados y a menu-
do di{latados en la base, limbo ovado, lanceclado o deltoideo,
hasta de 15 cm. de largo y 12 cm. de ancho, con frecuencia --
trilobado, agudo en el Apice, crenado a aserrado en el mar---
gen, cuneado a cordado en la base, la pubescencia aplicada, -
con pelos tuberculados en la base; cabezuelas generalmente en
paniculas bracteadas, sobre pedinculos hasta de 12 cm. de lar
g0, con pubescencia andloga a la del tallo; involucro campany
lado, de 8 a 10 mm. de alto, sus bracteas 20 a 40, biseria---
das, de tamafio subigual, lineal-lanceoladas o oblongas, acumi
nadas en el apice, hispidas y glanduloso-pubescentes; paleas
de 8 a 9 mm. de largo; flores liguladas 8 a 12, amarillas a -
anaranjadas, sus laminas de 9 a 20 mm. de largo, elipticas a
abovadas; flores del disco 30 a 60; sus corolas dmaﬁillas. de
5 a6 mm. de largo, pubérulas al menos en el tubo; aquenio ==
abovados de 3 a 5 mm. de largo, negros a abigarrados, cublier-
tos de pubescencia aplicada, vilano de 2 aristas de 2 a 5 mm.
de largo.

Ampliamente distribuida y muy abundante en las partes ba-
jas y de mediana altitud en el Valle de México. Alt. 2250«=-
3000 m. Principalmente comc maleza arvense y ruderal. De --
Chihuahua y Coahuila hasta Guatemala (11},



3, OQuisicos

Una de las familias mas interesantes y numerosas es -
la de las Compositae o Asteraceae. Debido a la gran cantidad
de ;ihlﬁés y especies que comprende esta familia, es natural
encontrar en ella un ciimulo de diversos compuestos de interes
biolbgico, médico y qulmico.

Dentro de la familia Compositae la especle Simsia ample
xicaulid, originalmente asignada como Encelia mexicama, ha sido -
redefinida y exclulda de este género (12}).

De acuerdo a la revisidn bibliografica realizada, no
se tienen reportes de estudios quimicos, en los (ltimos cua-=
renta y un aftos, razbn por la cual nos referiremos brevemente
al conocimiento de lcs Metabolitos Secundarios de las espe--
cies cofamiliares de S. amplexicaulis (Sin. E. mexicana).

Dentro de las Compuestas la caracteristica quimica --
mas notable es la presencia de lactonas sesquiterpénicas, de
las que, 1500 se han aislado y caracterizado hasta nuestros -
dlas (13). Las lactonas son compuestos incoloros, de sabor -
amargo, relativamente estables, lipofilicas y se derivan bio-
genéticamente del trans - trans farnesilpirofosfato. Los ti-
pos de lactonas se clasifican de acuerdo a su ciclizacidn con
base en el esqueleto hidrocarbonado y se tienen: germacrand-
lidas, guayandlidas, pseudoguayandlidas, eudesmandlidas, ere-
mofilanolidas y xantandlidas.

Las lactonas sesquiterpénicas presentan actividad ci-



totoxica, como las que tienen incorporadas una ciclopentanona
0 una « . metilen-lactona. Otras presentan actividades an-
titumorales, antibidticas, que pueden ser antibacterianas, an
tiftingicas y antihelminticas.

En algunas especles de la familia Compositae, la pre-
sencia de estos compuestos causan dermatitis en el hombre, --
por la presencia de o - metileno exociclico y la Y« lacto-
na; tambi@n se han reportado como venenos para el ganado y --
con actividad reguladora del crecimiento vegetal (14).

Las lactonas sesquiterpénicas se han encontrado en --
miembros de la subtribu Helianthinae (15}, tal es el caso de
la especie Encelia farinosa, -Ze la que se¢ aislaron dos compues-
tos de este tipo, la farincsina, que es el principal constity
}en:e en hojas, y la encelinz. que se presenta en tallos (16).

i
H B
HO H H

FARINOSINA ENCELINA



Una eapecie afin, Emcelia virginemsis, presenta en las -
hojas otra lactona aesquiterpecnica, la virginina (17},

De las partes aareas de Simsia dombeyana se aisld un --
germacrdlido denominado simsidlido (18).

La distribucibén de estos Metabolitos Secundarios es =
bastante restringida en el reino vegetal, por lo que se les =
considera de gran valor gquimiotaxonomico ['Herout y Sorm 1969;
Herout 1971, citados en (191].
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Los cromenos y benzofuranos son constituyentes quimi-
cos comunes en ciertos miembros de las tribus de las Astera--
ceae (20). Algunos de estos productos se aislaron de Encelda
Laciniata, E. palmeri y E, ventorum, como el benzofurano 6-metoxieu
parina I, dos cromenos, encecalina II y III y la 7-dimetilen-
cecalina IV, los cuales son fototdxicos a microorganismos, =-
irradiando con luz UV de onda larga, como por ejemplo bacte-=-
rias Gram + (Baciflus sublilis y Staphylococcus albus) y Gram - (Pseu
domona {luonescens y Eschenichia coli), asl como también a levadu--
ras (Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans), siendo este el --
primer reporte de la capacidad fotosensibilizadora de los cro
mencs y benzofuranos naturales (21).

1)

[¢) ]
MeO HO

MeO
MeO

II . III
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La encecalina es uno de los cromenos encontrados en -
varias especles de Encelia (22) y se ha reportado como insecti
cida para larvas de la especie Oncopeltus fasciatus (19), asi cz
mo también para la oruga noctuidea del malz Heélotnis zea {20;.

CH_CO

' o
cn,0

En la especie E. califoanica se encuentra euparina (23..

CH, O
HO

De E. canescent se han alslado, ademas de varlos com~--
puestos ya conocidos, dos nuevos derivadcs diméricos de la ¢-
hidroxiacetofenona, dos dimeros epimériccs del cromeno y dcs
dimeros epiméricos mixtos de euparina y encecalina. La par:ie
aérea tiene 'C—ﬁ- farneseno, germacrenc D, cariofileno, -y
A~ bergamoteno, Y- y ar-curcumenc, sesguifelandreno, bisato-
leno y su endoperdxide, el tridecapentalrneno, el acetato de -
taraxasterilo y derivadss del toxel {24

En Encelia actoni y E. vinginensis se encontrd un derivzdo
del benzofurano, el 2-acetil-5- (v ¥ .ornidroxietil) -6-metex?t
benzofurano (25).
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Los cromencs y benzofuranos se mantienen estables y =

se utilizan como marcadores para delimitar afinidades dentro
de la tribu Heliantheae {12}.

De Simsia foetida se aisld una isoflavona la 7,4idime--
til-3Zhidroxigenisteina (15).

OMe

OH o OH
Los estractos acuosos de hojas de Encelia farinosa, -~--
aplicados a plantas de tomate, provocan inhibicidn en su cre-

cimiento. De éstos se logrd aislar un compuesto tdxico, el «
3-acetil-6-metcxibenzaldehido (26).

CHO

CH30

0-C-Cit;
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En Simsia dombeyana se ha reportado la presencia de un
poliacetileno (18).

H,C=CHCH{OH) [c,c]zcuzcnicu(criz)scu =CH,
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IXI. MATERIAL Y METODOS

1. Colecta

Se hicieron dos colectas de Simsia amplexicaulis, una se
realizb en la Delegacidn de Tlahuac en el barrio de Tlaltenco
y la otra en Chalco, Edo. de México, Las colectas se efectua
ron ¢n el mes de octubre de 1985, La determinacidn taxonomi-
ca del material se realizd en el Herbario del Instituto de --
Biologia de la UNAM (MEXU)}, en donde se depositd el ejemplar
del herbario.

2. Preparacidn del material bioldgice

El material de las dos colectas se secd a temperatura
ambiente y posteriormente se hizo la separacidon de las partes
de la planta para formar tres grupos:

- Inflorescencia

- Farte aérea (tallo y hojas)
- Raiz

Cada grupo se molid dos veces en un molino manual y -
una vez procesado el material, se pesdé (Tabla I).
J. Monitoreo de Metabolitos Secundarios
a) Extracciones en aparato de Soxhlet.

Se tomd una fraccidn de cada una de las seis muestras,
{Tabla II)}, someti&ndolas a una extraccidn continua a reflujo,
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en aparato de Soxhlet, principiando con hexano y aumentando
la polaridad del disolvente en forma progresiva, usando suce
sivamente acetato de etilo y metanol. FEl tiempo de extrac--
cidén fué de 8 horas para cada extraccidn y el proceso se re-
pitid 2 veces mas.

Los extractos asl obtenidos, se llevaron a sequedad
eliminando el disolvente a presidn reducida, se pesaron y se
calculd el rendimiento para cada una de las muestras. (Ta--
bla II, III y IV).

b} Pruebas de caracterizacidn de grupos de Metabolitos
Secundarjos.

En los extractos hexanicos se determind presencia de
terpencs y esteroides, mientras que los extractos de acetato
de etilo y metandlicos se sometieron a las pruebas de deter-
minacién de alcaloides, fenoles, flavonoides, terpengs y es-
teroides, glicdsidos y saponinas.

Para realizar estas pruebas se colocaron 5 mg de ca~
da unc de los 6 extractos hexinicos en tubos de ensayo, den-
de se <isolvieron en 1 ml. de cloroformo. Para los extrac--
tos de acetato de etilo y metandlicos se colocaron 50 mg. de
cada uno de los extractos en tubos de ensayo y se disolvie--
ron er 10 ml. de metanol. De estas soluciones patrdn se to-
md 1 =i., el cual se llevd a sequedad y se redisolvid en el
disolvente adecuado, a fin de realizar las siguientes prue--
bas:

i. Al:zaloides
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Para determinar la presencia de alcaloides se emplea
ron los reactivos de Dragendorff y de acido silicotingstico.
Se tomd 1 ml. de las soluciones patrdn preparadas ccn ante--
rioridad, se agregd 1 ml. de acido clorhidrico al 1C% y por
Ultimo 2 gotas del reactivo correspondiente. Si se forma --
precipitado anaranjado-marron con el reactivo de Dragzendorff
o amarillo pardo con el acido silicotingstico, la prueba es
positiva.

ii. Fenoles

Para determinar fenoles se agregaron dos gz:tzs de --
cloruro férricoA(soluciép acuosa el 10%) a 1 ml. de las solu
ciones patron de los extractos de acetato de etilc + metand-
licos. Si el color de la solucidén vira a verde la grueba es
positiva,

iii. Flavonoides

La presencia de flévonoides se determind czz la prue
ba de Shlhoda, que consiste en agregar un trocito de limadu-
ra de magnesio a cada una de las soluciones patron "% ml.) -
de los extractos de acetato de etilo y metandlicos, v dos [:4]
tas de acido clorhidrico concentrado. Si la solucién vira a
verde o naranja la prueba es positiva.

iv. Terpenos y esteroides

El reactivo de Lieberman-Buchard permite detzrminar
la presencia de terpenos y esteroides. A 1 ml. de las solu-
ciones patron de los extractos de acetz=o de etilo : metand-

licos, llevandos a sequedad y redisuel:ics en cloroformo, y a
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las soluciones de los extractos hexanicos, se les agregd 1 -
ml. del reactivo. La prueba es positiva si la solucidn vira
de verdg a azul o de rojo a nmaranja.

v. Glicdsidos

La presencia de glicdsidos fue determinada con la --
prueba de Mdlisch, que}consistié en agregar dos gotas de una
solucion etandlica de «-Naftol al 5% a 1 ml. de cada una de
las soluciones patrdn de los extractos de acetato de etilo y
‘metandlicos y adadir 1 ml. de Acido sulfiurico concentrado, -
de ‘andolo resbalsr por las paredes del tubo de ensaye, poco
a poco, para evitar que se mezcle con lé solucidn aléohbli»—
ca. Si hay presencia de glicbsidos, se formard un anillo --
violeta en la irterfase de los dos liquidos.

vi. Saponinas

La presencia de saponinas se determind mediante la -
prueba de la eszuma. 1 ml de las soluciones patron de los
extractos de acstato de etilo y metanélicos, llevados a se--
quedad y redisueitos en 1 ml de agua, se agitd fuertemente
durante 30 segunios. Si se produce espuma y permanece Tas -
de 5 minutos, s2 considera la prueba como positiva.

Los resultados de las pruebas de caracterizacidn de

grupos de Metat:clitos Secundarios . se encuentran en las Ta---
blas Vv, VI y VIZ.

¢) - Cromatczrafia en cada fina

113

Se corrieron placas cromatograficas en gel de siliice,
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con 4 cm de frente del eluyente con los siguientes siste---
mas:

EXTRACTO ELUYENTE
Hexanico Hexano: Acetato de etilo 8:2
De acetato de etilo Cloroformo: Metanol 9:1
Metandlico Metanol: Acetato de etilo 7:3

Las placas se observaron con luz UV de onda larga y
se revelaron con sulfato cérico (Figura I).

d) Extraccidn en frioc con cloruro de metileno

El material restante de las seis muestras (el peso -
de cada una de las muestras se indica en la Tabla VIII) se -
colocd en frascos de vidrio ambar cen cloruro demetileno en
cantidad suficiente para cubrir el material, Los frascos se
taparon y se colocaron al abrigo de la luz durante 15 dlas -
agitando ocaslonalmente.

Terminada la extraccidn, se filtrd el extracto y los
filtrados se guardaron en frascos ambar, Nuevamente el mate
rial sblido de la primera extraccidn se le agregd cloruroc de
metileno, dejando transcurrir 15 dias para concluir la segun
da extraccién.

Los filtrados de las dos extracciones se reunieron y
se evapord el disolvente a presidn reducida, trabajando siem



18

pre al abrigo de la luz. Los rendimientos de los extractos
crudos secos, se encuentran en la Tabla VIII,

Con los extractos crudos secos se realizd una prueba
bacteriocldgica para medir fototoxicidad y un anadlisis quimi-
co (separacidn de compuestos y su caracterlizacian}.

e} Prueba bacterioldgica de los extractos crudos secos
de cloruro de metilenc

Para esta prueba se utilizaron dos'cipos de bacte~=-
rias, €scherichia coli{ (Gram - ; cepa pBR327 RR1 procedente del
Departamento de Microbiologla del Instituto de Investigacio~
nes Biomadicas de la UNAM) y Bacillus subtifis {(Gram + ; cepa -
ATCC 6651 procedente del Laboraterio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina de 1a UNAM).

Con objeto de tener, en el momento del experimento -~
una poblacidn en pleno crecimiento, estos microorganismos se’
sembraron en caldo nutritivo basico, dejandose incubar 18 ho
ras a 40%° C. Por otro lado, se prapard medio de cultive MU~
ller/Hinton (Btoxon). El medio de cultivo y todo el mate~--
rial que se utilizd se esterilizd en autoclave 2 120° ¢ y 15
1bs. de presidn, durante 15 minutos. Toda la manipulacidn -~
posterior del material se llevd 2 cabo dentro de una ¢ampana
estéril,

Una vez frioc el medio de cultivo se vertid en 24 ca-
jas Petri de vidrio, {aproximadamente 20 ml. por caja) este~
rilizadas, de 9 cm. de didmetro. Se colocaron en la campana
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bajo lugx UV 15 minutos para eliminar posibles contaminacio--
nes durante el llenado y se dejaron ahl 12 horas (prueba de -
esterilidad del medio), ya solidificado el medio se procedid
a sembrar las bacterias con isopos, que se introdujeron en -
el caldo de cultivo y se aplicaron al gel formando lineas ho
rizontales y verticales muy cercanas entre si, sin romper la
superficie, para obtener un crecimiento uniforme y compacto.
En 16 cajas se sembrd Baciffus subtilis y en B, Escherichia coli
debido a la resistencia que presenta esta bacteria por ser -
Gram-.

En el centro de las Eajas destinadas a la prueba con
los extractos, se agﬁégaron, égg_ayuda de una pipeta Pasteur
adelgazada de la punta, tres gotas de los extractos crudos -
de inflorescencia, parte aérea y ralz, disueltos en hexano -
Yy a una c¢encentracion de 2 mg/ml. En las cajas para control
finicamente se agregaron tres gotas de hexano.

Lz determinacidn de la fototoxicidad de los extrac--
tos se hizo con dos series de cajas, una protegida de la ra-
diacién UV con papel aluminio y la otra sin proteccidn; la -
distribucidn de las serles de cajas se indica a continuacidn:

Bacillus subtibis Eschenichia coli
EXTRACTO DE cajas sin cajas cajas sin cajas
irradiar irradiadas irradiar irradiadas
INFLORESCENCIA 2 2 1 1
PARTE AEREX 2 2 1 1 /
RAIZ 2 2 4 1 1
CONTROL 2 2 1 1

Todas las cajas se colocaron en una campana bajo ra-
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diacidén con una lampara de luz UV de onda larga, Philips =---
57413p4Q0TUVION, durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
exposicidn se suspendid la radiacidn y se hizo la observa---
cion del crecimiento bacteriano. Se dejaron las cajas 24 hg
ras sin radiacidon y se volvid a hacer la observacion.

Este procedimiento, que se aplicd a los extractos de
la localidad t se siguld también para los extractos crudos -
secos de las muestras colectadas en Chalco, Edo. de México,
localidaaq 2.

4. Analisis quimico de los compuestos obtenidos de los ex--
tractos de cloruro de metileno.

a} Separacidén por cromatografia en columna

En esta parte de la metodoiogia sdlo se utilizaron -
los extractos crudos secos correspondlientes a la muestra co-
lectada en Tlahuac-Tlaltenco, localidad 1 {ver Cap. IV).

Para las cromatograflas en columna se utilizd gel de
silice Merck, con un tamaflo de particulo de 0.63 ~ 0.200 mm.,
en la que la relacidn gel-extracto fuée de 80:1, utilizando -
las siguientes cantldades de extracto:
Inflorescencia: 3.C g.
Parte aérea: 3.6 g.
Ralz: 1.3 g.
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Se corrieron tres columnas, las cuales se forraron -
con papel aluminio para evitar el contacto con luz, asl como
también los matraces Erlenmeyer donde se colocaron las frac-
ciones de 50 ml ; se empled como indicador de la presencia -
de los compuestos buscados luz UV de onda larga, haciendo la
observacidon directamente sobre las fracciones colectadas con
una lampara Blak Ray U.V.L. 56.

Para la columna con el extracto de inflorescencia se
utilizd primeramente, cloruro de metileno como eluyente y =--
posteriormente se aumentd la polaridad con acetato de etile
en proporcidn 95:5 colectandose 131 fracciones, de las cua--
les las primeras 6 y de la 10 a la 112 presentaron fluores--
cencia a la luz UV; el resto de las fracciones no la tuvie--
ron.

Para la coluz=na del extracto de la parte aérea se --
utilizd cloruro de =stileno como eluyente; se colectaron 109
fracciones, de las cuales las primeras 80 presentaron fluo--~
rescencia y el restz no la presentd.

Para la coluzna del extracto de ralz se utilizé como
eluyente cloruro de metileno; se colectaronl?2 fracciones, de
las cuales, las 24 primeras presentaron fluorescencia a la -
luz UV y el resto nc la tuvo.

Las fracciones fluorescentes se reunieron en un ma--
traz baldn, uno para cada extracto, protegido con papel alu-
=minio, y se evaporaron a presion reducida para eliminar el -
disolvente. Los rendimientos de estas cromatografias se in-
dican en la Tabla IX.
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Todas las fracciones fueron sometidas a una cromato-
grafia 1lquido-liquido de alta resolucidn, enun aparato Va--
rian 8 500, con una columna Si{-10 de 50 cm. X 8 mm Los cro
matogramas obtenidos se presentan en las Figuras VI, XI, XV,
XXVIiir, xLI.

b) Caracterizacidn de los compuestos

Para caracterizar lcs compuestos de cada una de las
fracciones de los extractos de inflorescencia, parte aerea y
ralz, se empled espectroscopla en el ultravioleta {(UV), in--
frarojo (iR),-de resonancia magnética nuclear (RMN) y de ma-
sas (EM)}. Los espectros obtenidos se presentan en las Figu-

ras correspondientes. N
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo se dividid en dos partes: un estudio qui
mico comparativo de Simsia amplexicaulis de dos localidades di-
ferentes, Tlahuac-Tlaltenco (localidad 1} y Chalco, Edo. de
México (localidad 2), que comprendid la deteccidn de grupos
de Metabolitos Secundarios y la determinacibn de perfiles --
cromatograficos con objeto de establecer semejanzas o dife--
rencia en las plantas de ambas localidades, y un analisis --
bacterioldgico de los extractos de cloruro de metéleno para
determinar presencia o ausencia de compuestos fetetdxicos.

a) Rendimiento de los extractos hexanicos, e acetato -
de etilo y metandlicos

Al comparar los rendimientos de los extracios hexani
cos (Tabla II), los de inflorescencia de la locaildad 2 guar
dan una proporcidn aproximada de 2:1 respecto a los de inflo
rescencia de la locallidad 1; los de la parte aérea de ambas
localidades se obtuvieron casi en la misma proporzidn, asi -
como también los de ralz. ) o

Los rendimientos de los extractos de acetato de eti-
lo (Tabla III) muestran que, los de inflorescencia de la lo-
calidad 1 se encuentran en proporcibdn de 3:2 respecto a los
de inflorescencia de la localidad 2; los de la parte aérea -
y de ralz, de ambas localidades, tieren rendimientnos casi --
iguales.

Los rendimientos de los extractos metahdlicos de in-
florescencia de la localidad 1 estan en proporcién de 3:2 --
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respecto a los extractos de inflorescencia de la localidad 2;
los de la parte aérea y de ralz guardan casi la misma propor
cion (Tabla IV).

Los rendimientos se calcularon referidos al peso se-
co de la parte correspondiente de la planta y los resultados
zuestran que los extractos hexanicos, de acetato de etilo y
metandlicos, 2e la parte aérea y de la raiz, de las 2 locali
dades, se obtuvieron en cantidades similares.

El ex:racto hexanico de inflorescencia de la locali-
dad 2 se obtuvo en méyor proporcion que el de inflorescencia
ce la localidac 1; en cambio, los rendimientos de los extragc
tos de acetats de etilo y metandlicos de la localidad 1 son
mayores que .cs de la 2 (Grafica I).

Los randimientos de los extractos metandlicos de am-
bas localjdaZss son mayores que los de los extractos hexani-
cos y de ace:z:o de etilo, lo que indica que las sustancias
polares predizipan en la planta.

b} Pruetas de caracterizacidn de grupos de Metabolitos
Secundarios

En estzs pruebas se utilizaron reacciones de cclora-

cidn y precipitacidn, cuya intensidad se indicd con cruces,
para determinar presencia de alcaloides, flavonoides, terpe-
ros y esteroides, glicbsidos y saponinas.
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i. Alcaloides

En las pruebas realizadas para detectar alcaloides -
se utilizaron los reactivos de Dragendorff y de acido silico
tiingstico. Como se puede observar en los resultados (Tablas
VI y VII}, se encontraron alcaloides en los extractos de ace
tato de etilo de las 3 partes de la planta de¢ ambas localida
des. En los extractos metandlicos se detectaron en inflores
cencia y parte aérea, de ambas localidades, pero no en raiz.

i1. Fenoles

Para la caracterizacion de oxhidrilos fendlicos se -
utilizd la prueba de cloruro férrico. Esta prueba fue nega-
tiva para los extractos de acetato de etilo de las 3 partes
de la planta de ambas lccalidades. En los extractzs metand-
licos, la determinacién resultd positiva en inflorescencia -
de las dos localidades, pero no en la parte aérea ni en la -
ralz (Tatla VI y VIL;.

iii. Flavonoides

Fara detectar la presencia de flavonoides, se usd la
prueba de Shinoda, cuyos resultados {(Tabla VI y VII! mues---
tran la ausencia de estos compuestos en los extracios de acg
tato de evllo de las 3 partes de la planta de ambas localida
des y en los extractos mezandolicos sdlo se detectarsn en in-
florescencia de ambas lecalidades.
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iv. Terpenos y esteroides

Se utilizd la prueba de Lieberman-Burchard para de--
tectar la presencia de terpenos y esteroides y los resulta~-
dos se muestran en la Tabla V, VI y VII. Se encontrd presen
cia de terpenos yesteroides en los extractos hexanicos y de
acetato de etilo de las 3 partes de la planta, de ambas loca
lidades, pero la prueba resultd negativa para los extractos
metandlicos.

v. Glicdsidos

En la determinacidn de glicdsidos se utilizd la prue
ba de Mdlisch (Tabla VI y VII), que resultd positiva en los
extractos de acetato de etilo y metanblicos de las 3 partes
de la planta de ambas localidades. La reaccidn mas intensa
se obtuvo en ralz de la localidad 1.

vi. Saponinas

La presencia de saponinas se determind con la prueba
de espuma, en soluciones acuosas, y resultd negativa para to
dos los extracios de acetato de etilo y metandlicos (Tablas
VI y VII).

La relacidn de los resultados de estas pruebas (Gra-
ficas III, IV y V), indica que:
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- No hay diferencia fundamental entre las plantas de las -
dos localidades, en ambas se presentan los mismos grupos
de compuestos, mostrando sblo diferencia en la intensi--
dad de algunas de las reacciones.

ALCALOIDES FLAVONOIDES TERPENOS- GLICOSIDOS SAPONINAS

ESTEROIDES
INFLORESCENCIA X X X X -
PARTE AEREA X - X X -
RAIZ X - X X -

-X = Compuestos presentes en las 2 localidades,

En la prueba de terpenos y esteroides de los extrac-
tos hexénicos.-ei de la parte aérea de la localidad 1 dido -~-
una reaccidn mas intensa (++) que el de la localidad 2 {+).

En los extractos de acetato de etilo no se encontra-
ron flavonoides ni saponinas. En los extractos de raiz, la
reaccion para glicosidos fué mas intensa en el de la locali-
dad 2 {(++].

En los extractos metandlicos tampoco se detectaron -
saponinas, terpenos y esteroides, ni alcaloides en raiz, y -
flavonoides se presentaron sblo en inflorescencia.

Los alcaloides dieron una reaccion mas intensa en ip
florescencia de la localidad 2 {++) al igual que los flavo--
noides (++) y los glicosidos (++), mientras que en el parte
aérea y la ralz fueron los extractos de la localidad t los =
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que presentaron una reaccidn mas intensa (+++ y ++++, respec
tivamente} para glicdsidos.

c) NUmero aproximado de componentes de los extractos, -
determinado por cromatografia en capa fina.

El nimero aproximado de compuestos de cada unoc de --
los extractos se conocid, utilizando la técnica de cromato--
grafia en capa fina.

Se realizaron varios ensayos con las muestras para -
determinar el sistema de eluyentes que permitiera una mejor
separacion en cada extracto,eligiéndose los siguientes siste

masg:
o
EXTRACTO ELUYENTE
Hexanico Hexano: Acetato de etilc 8:2
De acetato de etilo Cloroformo: Metanol :
Metanol Metanol: Acetato de etilc 7:3

Las cromatoplacas se muestran en la Figura I.

1. Cromatoplaca de los exiractos hexanicos.

En la cromatoplaca de la Figura I se observa que las
muestras de inflorescencia de ambas localidades presentan 5
manchas y un perfil igual. Las de la parte aérea presentan
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4 manchas f ﬁamblén un perfil igual, perc en las correspon--
dientes a ralz el perfil ya no es igual, el de la localidad

2 tiene 6 manchas que el.de la localidad 1, sdlo 4, faltande
una de las manchas de menor polaridad y otra de mediana pola
ridad.

ii. Cromatoplaca de los extractos de acetato de etilo,

La cromatoplaca correspondiente a los extractos de -
acetato de etilo, de ambas localidades (Figura I), muestra -
que los perfiles de inflorescencia y raiz son diferentes, =zn
tanto que los de la parte aérea son iguales. v

El perfil de inflorescencla de la localidad 1 tiene
4 manchas y el de-la localidad 2, 3 manchas, faltando la me-
nos polar.

En 108 per©iles de ralz, el de la localidad 2 tiene
4 manchas y el de 1a 1, 2 manchas, faltando ‘la menos polar ¢
una de las de polaridad media.

{ii, Cromatoplaca de los extractos metandlicos,

En la cromatoplaca correspondiente a los extractos -
metandlicos (Figura 1) se observa que las muestras de infiz-
rescencia de ambas localidades presentan 5 manchas y sus per
files son iguales. Los perfiles de la parte aérea y de la -
ralz no son iguales. El de la parte a@rea de la localidacd 4
tiene 5 manchas y el de la localidad 1, 3 manchas, faltancd:
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la mancha de mayor polaridad y una de polaridad media, E1
perfil de ralz de la localidad 2 presenta 5 manchas y el de
la localidad 1, 4 manchas; falta en este una de las manchas
de menor polaridad.

Un esquema de las manchas que se presentan en las -
cromatoplacas de cada uno de los extractos se encuentra en
la Tabla X, Se puede notar que no existe una diferencia --
marcada entre los perfiles de inflorescencia, parte aérea y
ralz de las dos localidades analizadas. La falta de algu--
nas manchas podria deberse a diferencias en concentracidn -
de algunos compuestos y no necesariamente a su ausencia.

.d) Rendimientos de los extractos de qloruro de metileno

Los rendimientos de los extractos de cloruro de me-
tileno de las 2 localidades estudiadas tuvieron la misma --
tendencia que la de los extractos analizados anteriormente.

El de inflorescencia de la localidad 2 did un rendi
miento mayor que el de ia localidad 1, en una proporcidn de
3:2. Los rendimientos de la parte aerea y de la ralz de --
las dos localidades se obtuvieron casi en la misma propor--
cion (Tabla VIII, Grafica II).

e) Prueba bacterioldgica de los extractos crudos de --
cloruro de metileno

En la familia Compositae o Asteraceae se han estu--
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diado aproximadamente 80 especles para comprobar la activi-
dad fototdxica de compuestos aislados (27). Dado que Simsda
amplex{caulis se encuentra en esta gran familia, fué de inte-
rés probar si estos compuestos fototdxicos se encontraban -
presentes en esta especie, ya qué no existen investigacio--
nes reportadas al respecto hasta la fecha.

Los resultados obtenidos de la prueba bacteriologi-
ca (Tabla XI) muestran que los extractos fotoactivados de -
Sdimeia amplexicaulis de las dos localidades tienen mediana ac-
tividad frente a Bacilfus subtilis (Gram +) y casi nc presen--
tan actividad frente a Fschenichia cofi (Gram -).

LLa actividad antibacteriana de los extractos se mi-
did después de 24 horas de irradiacidén con luz UV de onda -
larga, considerando el tamafio del halo de inhibicién del ==
crecirniento bacterianc, formado en el centro de la czja don
de se agregd el extracto,

Después de las primeras 24 horas, las cajas de Pe--
tri del experimento se dejaron otras 24 horas sin irradiar.
Transcurrido este tiempo se pudo observar que en los halos
de inhibicidn de crecimiento no se habian desarrollado colo
nias de bacterias, por lo que la accidn de los extractos se

considerd bactericida.

Los extractos de inflorescencia y parte aérez de --
las dos localidades, irradiadas con luz UV, tuvieron igual
actividad (++ y +, respectivamente) frente a B. subiiiis, en
tantc que el de ralz de la lccalidad ! fué mas activo (+++}
que el de la 2 (+). En los extractos no irradiados no hubo
inhibicidn del crecimientc bacteriano, excepto en este ﬁlti
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mo extracto donde se observd una actividad similar a la de
las cajas irradiadas, para” la localidad 1.

Frente a Escherichia cofi, todos los extractos de la -
localidad tuvieron ligera actividad antibacteriana (+), mien
tras que de los de la localidad 1, sdlo el de raiz tuvo lige
ra actividad (+), los otros dos no la presentaron.

Se ve pues, que E. coli (Gram -) tiene una menor sen-
sibilidad a la accidon de los extractos que Bacifus subtilis -
(Gram +), lo cual esta de acuerdo con lo reportado en la 1i-
teratura Towers (1977) ‘donde menciona que los compuestos fo-
tosensibles son activos frente a bacterias Gram + pero fren-
te a las Gram - casi no presentan actividad.

Comprobada 1la actividad antibacteriana de los ex---
tractos de las diversas partes de la planta: inflorescen---
cia, parte aérea y ralz, de las dos localidades, se procedid
a separar sus componentes y caracterizarlos. Para este {in
se trabajd sdlo con los extractos Ze la localidad 1, puestc
que no huboe diferencias marcadas en composicidn respecto a -
los extractos de la localidad 2,

4, Analisis de los compuestos obtenidos de los extractos de
cloruro de metileno.

a) Fracciones separadas por cromatografia en columna.

La primera separacion de compuestos se hizo por cro
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matografia, en columna. De ésta se aislaron las fracciones
fluorescentes, en las que habla probabilidad de encontrar --
compuestos fototdxicos. Estas fracciones se obtuvieron con
los siguientes rendimientos: inflorescencia, 35.72%, parte
aérea, 37.1% y ralz, 44%. El porcentaje se calculd a partir
de la cantidad del extracto crudo cromatografiade (Tabla IX).

La separacion de compuestos de estas fracciones ---
fluorescentes se hizo por cromatografia liquido-liquido de -
alta resolucidn y el andlisis espectrométrico de eéstos, die-
ron los sigulentes resultados:
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b) Caracterizacibn de los compuestos

i, Inflorescencia

Del extracto crudo de esta parte de la planta se se
pararon por cromatografla en columna tres fracciones fluo--
rescentes: IA (f: 1 - 6), IB (f: 10 - 96) e IC (f: 97 - -
112) (Tabla IX), que se sometieron a cromatografia de alta
resolucion.

Fraccién IA

De la fraccidn IA se obtuvo un solo producto puro,
de consistencia cerosa, cuyo analisis espectroscopico se in
dica a zontinuacidn:

ESPECT=C U.V, ESPECTRO IR
X pax. 13¢.5 nm  h-230 nm c-H 2920 y 2850 cm™
{doblez enlaces alslados) c=0 1730
c:=C. 1605, 1640
1650 y 660
-CH - 1460
CH3- 1360, 1376
c~0 1180, 1290 y

1230
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ESPECTRO R.M.N.

0.9 (ppm) : CH3- (seflales para 6 grupos cen-
trados a 0.9}

1.38 -CH2-
1.58 . CHJ- vecino a carbonile
2.25 u* vecino a carbonilo
2.7 -CH,- del anille lactdnico
4.0 H* base de epoxido
4.6 base de una lactona
5.1y 5.3 protones vinilicos
ESPECTRO DE MASAS (E.M.)

M*: 436 m/e (PM = M'-18)

E! analisis de estos espectros (Figuras II, III, IV
y V) indican que se trata de un .derivado del escualenc y se
propone la siguiente formula tentativa:
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Fraccidn IB

De la fraccidon IB se obtuvieron 8 productos (Croma-
toplaca de la Figura IV), cuyos espectros se analizan a cop
tinuacidn:

Producto IB-1

v.v. IR
max. 193 nm C-H vinilico 3022.869 e
194.5 2928.245
225 C~H 2855.794
C=C 1736.152
-CHZ- 1463.230
CH,- 1377.759
-0- 1168.800
R.M.N.
0.8 (ppm) CHy- 3H*  (triplete)
1.2 -CHZ-
2.25 2 H®  -CH,- del ciclo (triplete)
4,02 1 8t cierre de la lactona {(triplete)
'5.25 2 #Y  vinilicos (multiplete)
E.M.



El analisis de estos espectros (Figuras VII, VIII,

IX y X} indicdn que se trata de una

lactona con cadena ali-

fatica y se propone tentativamente la siguiente formula:

Lactona«-f-insaturada

=

C1gH349,

PM = 294

Producto 1B-2

A 202 nm ' amida
c-H

C=0 (amida)
C=C

—CHZ_

CHJ— gem

CH2=

M*= 303

(C"2)13_CH3

IR

3506 en™!
3022, 2932

y 2855

1692

1655

1465

1367, 1325
879

39
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Analizando los espectros correspondientes y relacio

nando IB-2 con IB-3 se deduce que se trata de una amida di-
terpénica y se propone la siguiente formula:

CONH

2
CagOH3308
PM = 303
Producto IB-3
v.v. IR
A 2¢t OH 350¢ cm™!
’ C~H 3016, 2932
y 2860
c=0 1692
~Cliy~ 1467, 1449
CHy- 1367
c=C 879
R.M.N.
0.85, 1.10, t.17 { ppm) CH,- (singulete)

3
4.08 C=C
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E.M.
m*= 304
El analisis de estos espectros (Figuras XI, XII, -~

XILI y XIV) indican que se trata del acido correspondiente
a la amida diterpénica IB-4.

Producto IB~4

u.v. IR

202 nm amida 3506 en”™!
CH vinilico 3016
C~H 2931.220, 2855.598
C=0 (amida) 1693.176
Cc=C 1657
-CH24 1465.770
CH3— 1367.739 y 1325.900
C=C 879

K= 303

El 2nalisis de los espectros indica que el compues~
to es una arida diterpénica, isbmero de IB-2, y se propone
el siguiente mecanismo de interconversion:



C__OH__ON

20

PM

IB-2

33

= 303

I:ONII2

<>

ISOMEROS

IB-3
cC H O
20 32 2

BM = 304

ogQr oy
AMIDa

cooH

42

IB-4

CONH
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Producto IB=5

vsblido de consistencia cerosa, cuyo analisis espec-
troscopico se indica a continuacibdn:

u.v. IR
A 202 nm OH 3509 em™!
C-H 3024, 2932
y 2856
c=0 1728 y 1692
c=C 1656
~CHy- 1465
Cily- gem 1368 y 1325
c-0 1021
c=C 920 y 878
E.M.
M= 446

El analisis de los espectros, y su comparacidn con
los del producto IA, indican que se trata de una cetona tri
terpénica, derivada, probablemente de IA.

OH
C3085,02

PM = 446
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Producto IB-6

u.v. IR
X 206 oo : OH 3501 em™!
c-H 3024, 2932
y 2855
: =0 1726, 1692
Cc=C 1656
'CHZ' 1464
Ciy-  gem 1368 y 1325
C-0 1020
c=C 921y 879
E.M.
.l": 443

Los espectros, comparados con los de IB-5, indican
que se trata de un isoéretro de la cetona triterpenica ante--
rior. Los espectros ern el IR de ambos productos son casi --
iguales difieren en la regidn entre 1000 y 800 Cm—1 (dobles
enlaces), por lo que se deduce que son isomeros de posicion
de un doble enlace. La formula que se propone tentativamen-
te se indica a continuacion:



45

oH
0¥
C30M540,
PM = 446
Producto IB-7
.V, IR
A 202 om c-H 3020, 2029 cm”!
v 2856
C=0 1737
-CH,, _ 1464
CH3- gem 1376 y 13%4

M*= 168

El precducto analizado corresponde a una cera, cuyo
E.M. indica unz fragmentacidr tipica de una cadena alifati-
ca. Una fdrmula probable es la siguiente:
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0

cH
( ¢ i) ~dio
CH3 CHZ)IO- ~0=~(C 2)9' H-CH3

CyH4g9
PM = 368

El producto IB-8, no se pudo analizar por haberse -
obtenido en muy poca cantidad.

De la fraccidn fluorescente IC se obtuvieron 5 frac
ciones, las dos primeras con una pequefla impureza y las 3 -
restantes puras (Cromatoplaca de la Figura XV). Sus espec-
tros se analizan a continuacién:

Producto IC-1

Liquide denso, de color. werde palido.

u.v., IR
A 198 nm C—i 2980, 2930 y x|
225 2860
257 -CHZ— 1460
324 CH.- 1375
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R.M.N.

0.86 {ppom) CH3- {sefial triple)

1.25 —CHZ—

2.25% 'CHZ— vecino a anillo aromético
7.0 protones aromaticos (sefial multiple)
E.M.

M*= 330

Del anadlisis de estos espectros (Figuras XVI, XVII,
XVIII y XIX) se deduce la siguiente fbdrmula:

(CH2)17-CH3

PYLP . PM = 330

Producto IC-2
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u.v. ' IR
2192 nn cH - " 2960, 2930 ca” !

194 y 2860

235 C-0 (de éster) 1735

251 c=c 1600

275 ~CH,,- 1455

302 CH- 1375

324 c-0 1160

) Se propone la siguiente férmula tentativa, después
de haber analizado los espectros correspondientes y haber--
los comparado con los del producto RA-3:

CH2=CH-|CH-(Cac) Z—CH=cu-(cuz)e-o-fl:-cu3
oH 0
C1926%3
PM = 302

tratandose del ester de un diacetileno con un doble enlace
conjugado y otro no, compuesto similar al encontrado por --
Bohlmann (18) en Simsia dombeyana.

Producto_IC-3

Sblido blanco, cristalino.
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u.v. IR
X197 nn oH 3510 en”!
C-H 3050, 2930
y 2860
C=0 conjugado coni1690
C=C
c=C 1660
-CH,- 1460 y 1440
CH,- 1730 y 1320
c=-0 1260
CHZ=C- ex? 880
"R.M.N.
0.95, 1.20 y 1.25 (ppm) CH_~
1.52, 1.75, 1.85 y 2.05 'CHZ_
2.20 y 2.60 -CHZ- vecinos a C=C
4.70 =CH2
E.M.
M*z 302

Los datos de los espectros (Figuras XX, XXI, XXII ¥
XX1II) ccncuerdan para un diterpeno de fdrmula: )



Cagl3002

PM= 302

Producto IC~4

Cristales blancos, laminares.

u.v.
A 196 nm oH’
C-H
C=C
_CH2_
CHS-
c-0
R.M.N.
0.67, 0.80, 0.87, {ppm}
CH., -

COOH

IR

3600
2950 y 2870
1600
1460

1380
1045

cm

50
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1.00 y 1.20 {ppm) CH3-

2.30 _cHZ-

3.5 H* base de OH

5.10 #* vinllico (multiplete)
* vinilico (doblete)

5.30 i

E.M.
M= 414
399 mse = M'-15
396 = Mt
412 = M- 2

Basado en el anilisias espectroscopico, (Figuras ---
XXIV, XXV, XXVI y XXVII) se propone que el producto IC-4 --
sea un derivado del ergosterol, ya gque sus espectiros son si
milares a los de este producto.

Ho
CagMug®2

PM = 414"
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Producto_IC-5

u.v. IR

2191 nm OH 3560 cm
194 C-H 3000
224 = 2320
239
286
295

334
Del analisis espectroscdpico y de la comparacibn --
con los espectros de los productos RA-3 e IC-2, se deduce --

que Se trata del alcohol diacetilénico que esta formando el
acetato IC-Z,

CH2=CH—?H-(C5C)2-CHfCH-(CHa)a-OH
ot

Cy7H2492

PM = 260
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Resumiendo, de la fraccidn fluorescente del extrac-
to de cloruro de metileno de inflorescencia se aislaron 14
productos, entre los que se encuentran:

- Tres triterpenos

a) Un derivado del escualeno con una funcién epoxi y -
una lactona (IA).

b} Un triterpeno biclclico, con un grupo cetédnico, un
oxhidrilo y un metileno terminal, que se lo puede -
considerar como derivado de IA (IB-5).

c) Un segundo triterpeno biclclico, isbmeroc del ante--

rior en el doble enlace del metileno terminal (IB-6}.

- Cuatro diterpenos, con el mismo esqueleto fundamental,

a) Un Acido con carboxilo en 17 y doble enlace en 13-14
{IB=-3).

b} La amida correspondiente a este acido (IB-4}.

c) Una amida, isdmero de la anterior, con el doble en-
lace en 15-16 (IB-2).

d) Un acido, también con carboxilo en 17, pero con 2 -
enlaces dobles, uno en 15-16 y el otro en 8-9 (IC-3).

- Un esteroide, derivado del ergosterol, con funcidn -OH
en uno de los metilos gem. de la cadena (IC-4).
- Dos diacetilenos

a) Uno es el alcohol de 17 carbonos (IC-5) y el otro,
b) El acetato correspondierte a IC-5 (IC-2).
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ii. Parte aérea

Del extracto crudo de esta parte de la planta se se
pararon, por cromatografia en c¢olumna, dos fracciones fluo-
reacentes: PA (f: 1 - 34) y PB (f: 35 - 80) (Tabla IX), -~
que posteriormente se sometieron a cromatografia de alta re
solucidn.

De PA se obtuvieron tres fracciones no homogéneas -
{Cromatoplaca de la Figura XXVIII), de las cuales la terce-
ra es la mas impura.

Producto PA-1
Sdlido de censistencia cerosa.

El anilisis de este producto arrojé los siguientes

resultados:

u.v, IR
2197 nm oH 3340 en”?
199 Cc-H 2930, 2920
, vy 2860
~CH,- 1460
CH,- 1375

C-0 de OH 1115 y 1070
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R.M.N.

0.85 (ppm) CH,-

1.2% ~CHy-

1.55 H* de OH

2.05 —CH2- vecino a =
2.45 -CHZ- del OH
E.M.

M*= 436

El anilisis espectroscdpico del producto concuerda
para la siguientes formula:

CHJ-(CH2)26~CH=CH-CH20H

C3pHgo”

PM = 436

Los espectros correspondientes se muestran en las =
figuras XXIX, XXX, XXXI y XXXII.

‘Productos PA-2 y PA-3
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u.v, IR

2196 nm ©H  vinilico 3330 en~?
226 C-4 2940, 2920
y 2840
C=0 1715
—CHZ- 1450
CH, - 1370
-0- 1160

Estos productos no se lograron aislar puros, son =--
una mezcla de la lactona, «-_ﬁ no saturada, con ceras, co
mo lo muestran sus espectros en el IR, que tienen las ban--
das de absorcioén en las mismas posiciones, pero con diferen
te intensidad. La fraccidn PA-2 estd constitulda casi ex--
clusivamente por la lactona, en tanto que la PA-3 tiene una
mayor cantidad de ceras (Cromatoplaca de la Figura XXVIII).

De la segunda fraccion fluorescente obtenida de la
parte aérea, P2, se obtuvieron 2 productos de la cromatogra
fia de alta resclucion (Cromatoplaca de la Figura XXVIII},
cuyos espectrcs se analizan a continuacidn.

Producto PR-1, Soélido cristalino.

u.v. IR
A 195 nm = aislado OH 3610 cm™!
CH vinilico 3017
CH 2959, 2937

y 2870



R.M.N,

0.65 a 1.25 (ppm)

1.5
3.52
5.2y 5.3

M= 414

57

'CHZ' 1463 Tcm
CH,- 1380

C-H de OH 1045 y 1100
C-H vinilico ‘975 y 958
CHB- (6 sehales)

H* de OH

n* base de OH

H*s olefinicos

El analisis de estos espectros (Figuras XXXIII, ---
XAXRIV, XXXV y XXXVI) indica que se trata del estigmastencl,
ya que son similares alos del estigmasterol.

OH

Caglsq0

PM = 414



Producto PB-2.

u.v.

A 200 nm

R.MLN.

0.75 a 1.0 {ppm)
1.25.

3.02
3.55, 4.0y 4.7

5.2

Sdlido cristalino,

(o} ]
C-H vinilico
C-H

~CH,~
CHJ-
C-~Q de OR
C=C

CH,-

-CHZ-
+

—CHZ-

nt vinilico

56

IR

3640 cm
3040

2952, 2929

y 2858

1426

1380 y 1370

1025
993

3 {5 sefales)

base de grupo oxigenado

El analisis espectroscopico (Figuras XXXVII, XXXVIII,
XXXIX y XL}, indica que se trata de un derivado del ergoste
rol, de fdrmula tentativa:
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cH
CHy \\F;,\\ 5

“HO
C28H4293

PM = 426

Resumiendo, de la fraccidn fluorescente del extrac-

to de la parte aérea se aislaron 4 productos:

Un alcohol graso, con 30 atomos de carbono, con un do--
ble enlace (PA-1)

Una_lactona aL,JLno saturada impurificada con ceras ---

(PA-2) ¥y

Dos _esteroides: .

a) estigmastenol (PB=-i:i y
b} un derivado del ergosterol (PB-2)
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111, Raiz
Del extracto crudo de esta parte de la planta se se

pard una sola fraccldn fluorescente: RA (f: 1 - 24) {Tabla
IX)., . -

De la fraccibn RA se obtuvieron cinco productos por
cromatografia de alta resolucidn (Cromatoplaca de la Figura
XLI), cuyos espectros se analizan a continuaciodn:

Producto RA-1

U.v. IR
X 200 nm OH " 3600 em”!
260 c-H 3023, 2%:°
y 2855
Cc=0 (éster) 1721
-CHZ- 1462
CHJ- 1378
c-0 1248, 1273
. y 1046
C=C 960 y 377
R.M.N.
0.86 {ppm) CH3-

1.25 -CHZ—
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1.52 . (ppm) —CHZ- vecino a =

2.00 y 2.25 -CH,- vecino a C=0 (sefal mitltiple)
4.00 H* base de OH

R.M.N.

5.1, 5.3 y (ppm} H*s protones vinilices

5.35 -CH,-  vecino a ester

E.M.

M*z 318 mse

El analisis espectroscbopico del producto RA-1 (Figu
ras XLII, XLIII, XLIV y XLV}, indica que se trata de una ce
ra de formula 020H3204 (PM = 336), con 4 dobles enlaces y 2
oxhidrilos en su molécula.

Producto RA-2

u.v. '

A 200, 224 y 258 nm c=C conjugados
IR
OH 623 cm™!

C-H 3032, 2928 y 2856
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Cc=0 {éater) . 1726 cm
-CH2~ 1463

CH3- 1380

c-0 (éster) 1254 y 1250

c-0 (alcohol) ’ '1124 y 1046

c=C 972, 920, 877 y 849

E.M.

M*z 306 m/e M= MY - 18

El anilisis espectroscoépico de este producto corres
ponde al de una cera de formula C,oH400, (PM = 324), con --
dos dobles enlaces conjugados y un oxhidrilo en su molécula.

Producto RA-3. Séblido amarillo de consistencia cerosa.

u.v. R
2 203 nm o 3623 em™!

215 c-H 2929 y

210 2855

275 c=0 1725 y

287 : 1700

306 C=C 1680 y

322 1650

352 ~CHy~ 1459

374 cH,- 1387

C-0 (de éster) 1240
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C-0 {de alcohol) 1125 y . em”
R T 1o 77 :

csC ... .986, 920"
— 877 y 852

E.M.

M= 302 mre

Fragmentos de hidrdlisis

C,H40 178239,
{acido) {alcohol)
M*: 43 M* = 259

El analisis espectroscdpico del producto RA-3 (Fizu
ras XLVI, XLVII y XLVIII) indica que se trata del ester de
un diacetileno, fgual al producto IC-2, de fbrmula:

CH2=$H-CH-(CEC)2-CH=CH-(CH2)B-0-E-CH3
o 0
C1982603

PM = 302
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Producto RA-4. So0lido de consistencia cerosa.

u.v.

1 203 nm

R.M.N.

0.85, 0.93, 1.1 y 1.22
2.05
2.6

4.15

E.M.

*

M= 414

IR
OH 3622 cn !
C~H vinilico 3040
C~H alifatico 2974, 2933
y 2860
Cc=0 1731 y 1693
-CHy- 1467 y 1450
CH3-A. 1390, 1350
y 1320
c-0 1125 y 1046
C=C 877
(ppm) CH

5"
—CHZ- {vecino a carbonilo)

| -
-sz .
0
vinilico

El andlisis espectroscopico del producto RA-4 (Figu

ras XLIX, L, LI y LII)
" de la criptogenina:

indica que se trata de un derivado -



" 65
CH

CH CH

HO

CaqHy20;

Moz 414

CRIPTOGENINA

Los espectros de este producto son similares a los
de RA-4.

Producto RA-5. S8lide blanco, ceroso.
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u.v. IR
X 202 nm OH 1619 en!
: c-H 2662, 2937
vy 2869
-CHZ- 1460
CH- 1384, 1242
y 1186

C-0 (oxhidriloc) 1046

E.M.

+

M7= 416

Los espectros de este prcducto son similares a los
del compuesto PB-2, excepto que =n el IR no muestra insazu-
raciones, por lo que se deduce cue sSe trata del estigmas:za-
nol:

HO .
C29H52u

PM = 416
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la fraccidn flourescente del extracto de ralz se
productos: : ' —

- Dos ceras, con 30 Atomos de carbono:

a) Una con & dobles enlaces y 2 oxhidrilos {RA-1), ¥
b} Una con dos dobles enlaces y un oxhidrilo {(RA-2)

- Un_éster diacetilénico (RA-3} igual al aislado del ex--

tracto

de inflorescencia (IC-2]).

- Dos esteroides:

a) Un

derivado de la criptogenina (RA-4) y

b) Estigmastanol “(RA-5}, el derivado saturado del es--
tigmestenol {PB-1).

En
ron en muy

pectroscdpl

lo que las

vista de que los productos aislados se obtuvie--
pcca cantidad, s6lo se pudo hacer su analisis es
inclusive no completo en algunos casos, por

~

CC,
o

~.las que se proporen son {drmulas de trabajo

o tentativas.
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¥. CONCLUSIONES :

- De la comparacidn de Simsia amplexicaulis de las dos lg
calidades se deduce que no hay diferencias significa
tivas en cuanto a la presencia de grupos de compues-
tos quimicos.

- En la prueba bacterioldgica, los extractos irradiz--
dos de las 3 partes de la planta, mostraron activi--
dad bactericida. De los extractos no irradiados, sg
lo el de ralz tuvo actividad.

- De los productos aislados del extracto de clorurc de
" metileno se encontraron:

a) Esteroides en las 3 partes de la planta.

b} Compuestos diacetilénicos en inflorescencia y --
ralz, gque son los responsables de la actividad -
bactericida fotoantibidtica de los extractos.

c} Diterpenos en inflorescencia.

d) Triterpenos en infloresacencia.

- De la prueba bacteriologica se deduce que en la plan
ta existen otros compuestos, también con actividad -
antibacteriana a nivel de raiz, ademas de los fototo
xicos.
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TABLA I

PESO DE LAS PARTES MOLIDAS DE Simé{a amplexicaulis

LOCALIDAD PARTE DE LA PLANTA PESO (g)
INFLORESCENCIA 296
‘ i
1 PARTE AEREA 1931
RAIZ 155
INFLORESCENCIA . 110
-2 . PARTE AEREA 826
RAIZ 104
LOCALIDAD
1 Tl8huac -~ Tlaltenco

2 Chalco Edo. de Mé&xico



TABLA II

PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS DE LAS EXTRACCIONES HEXANICAS

LOCALIDAD DARTE DE LA PLANTA CANTIDAD DI LA MUESTRA (g) CANTIDAD DE EXTRACTO (g) RENDINIENTO (%)

INFLORESCENCIA 19.6 0.8864 4.5

1 PARTE AEREA 42.7 0.8931 2.9
RAIZ 34.7 - 0.2667 0.76
INFLORESCENCIA 41.1 3.2896 8.0

2 PARTE AEREA 44.2 1.0799 To2.44

RAIZ S 59.1 ' 0.3526 0.60



TABLA III

PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS DE LAS MUESTRAS CON ACETATO DE ETILO

LOCALIDAD  PARTE DE LA PLANTA CANTIDAD DE LA MUESTRA (g)] CANTIDAD DE EXTRACTO (g) RENDINIENTC (M)

INFLORESCENCIA 19.6 0.5808 2.96

1 PARTE AEREA 42.7 0.4792 1.12
RAIZ 34.7 0.2100 0.60
INFLORESCENCIA 41.1 0.7609 1.85

2 PARTE AEREA 44.2 0.5154 1.16

RAIZ 59.1 . 0.3383 0.57




TABLA 1V

PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS DE LAS EXTRACCIONES METANOLICAS

LOCALIDAD PARTE DE LA PLANTA CANTIDAD DE LA MUESTRA(g) CANTIDAD DE EXTRACTO{g) RENDIMIENTO(S)

INFLORESCENCIA 19.6 2.9766 15.18
1 PARTE AEREA 42.7 2.4461 5.73
RAIZ 34.7 ' 1.6621 4.79
INFLORESCENCIA 41.1 4.2545 10.35
2 PARTE AEREA 44.2 2.6886 6.08

RAIZ - 59,1 1.8175 ’ 3.07



TABLA V

REACCION DE LIEBERMAN-BURCHARD PARA LOS EXTRACTOS HEXANICOS

LOCALIDAD PARTE DE LA PLANTA PRESENCIA DE TERPENOS Y ESTERQOIDES
INFLORESCENCIA +
1 PARTE DE LA PLANTA ++
RAIZ .
- INFLORESCENCIA +
2 PARTE AEREA +
RAIZ ) A +
ANOTACIONES:
& No se realizé la reacci6n (insoluble}
- Negativa
+ D&bil

++ Positiva
+++ Intensa
++++ Muy intensa



TABLA VI

i
REACCIONES COLORIDAS Y DE PRECIPITACION EN EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO

ALCALOIDES FENOLES FLAVONOIDES 'r-s( GLIC.| 8AP.
r LOCALIDAD [ PARTE DE LA PLANTA  Pragendorff Silicotdngstico| Cloruro férrico Shinoda | L-B] MSlisch|{ Espuma
INFLORESCENCIA + + - - + + -

1 PARTE AEREA ++ Ex - - + + -
RAIZ - + - - + + -
INFLORESCENCIA - + - - + + -

2 PARTE AEREA ++ +4+ ) - - 4+ + -

+ RAIZ - + - - + ++ -

[ Liubermann-Hurchared
T-E Terpenos y esteroides
GLIC. GlicSsidos

SAP. Saponinas



REACCIONES COLORIDAS

TABLA VII

Y DE PRECIPITACION EN EXTRACTOS METANOLICOS

ALCALOIDES FENOLES FLAVONOIDES| T-E GLIC. SAP.
l LOCALIDAD l PARTE DE LA PLANTA | Dragendorff Silicotfingstico| Cloruro férrico Shinodas L-B | M31isch; Espuma
'
INFLORESCENCIA - + + + - + -

1 PARTE AEREA - + - - - b -
RAIZ - - - - - t4ee -
INFLORESCENCIA - ++ ++ ++ - ++ -

2 PARTE AEREA - + - - - Foy -
RAIZ - - - - - ++ -

L-B Liebermann-Burchard
T-E Terpenos y esteroides
GLIC. Glicdsidos

SAP. Saponinas




TABLA VIII

RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCI?NES CON CLORURO DE METILENO

- |

LOCALIDAD PARTE DE LA PLANTA CANTIDAD DE LA MUESTRA (g) CANTIDAD DE EXTRACTO {(g) RENDIMIENTO (%)

INFLORESCENCIA 218.1 ' 10.86 4.97
1 PARTE AEREA 1000.0 17.65 1.76
RALY 108.8 1.30 1.19
INFLORESCENCIA 168.9 12.88 7.63
2 PARTE AEREA 782.0 §.56 1.09

RAIZ 45,1 0.2770 0.61



TABLA IX

.

FRACCIONES FLUORESCEN‘TE DE LA CROMATOGRAFIA EN COLUMNA PARA INFLORESCENCIA, PARTE AEREA Y RAIZ

PARTE DE LLA PLANTA FRACCION FLUORESCENTE FRACCIONES DE LA COLUMNA ELUYENTE PESO (g) RENDIMIENTO (%)
1 1 -6 Cloruro de metileno 0.466 15.53
INFLORESCENCIA 11 10 - 96 Cloruro de metileno 0.5061 16.87
111 97 -~ 112 Cloruro de metileno:Acetato
de etilo  95:5 0.0995 3.32
TOTAL = 35.72
2 ~
g rﬁ“ I 1-34 Cloruro de metileno 0.2080 5.7
o PARTE AEREA
f e ] o 35 - 80 [N Cloruro de metileno 1.1306 3L.4
v m . A — | —
L = .
o> TOT. 37
-5 »
el 1 1~ 24 Cloruro de metileno 0.5720 44.0
RALZ
£ = :
i



TABLA X

RESUMEN DE LAS MANCHAS DE LAS PLACAS DE L0S EXTRACTOS HEXANICOS, ACETATO DE
ETILO Y METANOLICOS

METANOLICOS “« PN PO
* - * * *

* * * * E ]

L] * * * * *

* - ~ * *

ACETATO DE N . PN .
ETILO LI L

. * * w

L ® * *

HEXANICOS PO
* * *

L] L] * - * *

* - * L 3 »*

* L] L] * * *

* * & & ® &
1 u 1 11 I 11

INFLORESCENCIA PARTE AEREA RAIZ

I: Localidad 1 TLAHUAC - TLALTENCO

11! Localidad 2 CHALCO, EDO. DE MEXICO



TABLA XI

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS CRUDOS SECOS Dé CLORURO DE METILENO

LOCALIDAD CONCENTRACION

2 mg/ml

2 mg/ml

LOCALIDAD CONCENTRACION

++
++

o

2 mg/ml,

2 mg/ml

actividad intensa

Bacillus Subtilis

INFLORESCENCIA
con UV sin uv

++ 0

++ 0

H
i

i

PARTE AEREA . RAIZ

con UV sin UV con’ v sin OV

Escherichia cold

INPLORESCENCIA

con UV sin uv

actividad medianamente intensa

+ 0 . +4+
+ 0 + 0
PARTE AEREA RAIZ

con UV s8in UV con UV sin uv

actividad ligeramente intensa
actividad nula

CONTROL

con UV sin UV

0 [+
o 0
CONTROL

con UV sin UV



GRAFICA I

RENDIMIENTO DE LAS SEIS MUESTRAS EXTRAIDAS CON HEXANO, ACETATO
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GRAFICA IV

CONTENIDO RELATIVO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN LOS EXTRACTOS DE
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CRAFICA V

CONTENIDO RELATIVO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN LOS
EXTRACIOS METANOLICOS
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GRAFICA VI
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FIGURA 1
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FIGURA 1I

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO IA
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FIGURA III

ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTO IA
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FIGURA 1V

ESPECTRO DE R.M.N, DEL PRODUCTO IA




FIGURA V

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IA
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FIGURA VI

SEPARACION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION
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FIGURA VII

ESPECTRO EN BL U.V. DEL PRODUCTO 'IB-1
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FIGURA

ESPECTRO DE R.M.N.

IX

DEL PRODUCTO IB-1
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FIGURA X

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IB-l
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FIGURA XI

ESPECTRO EN EL U,V. DEL PRODUCTO IB-13
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FIGURA XII

ESPECTRO EN EL 1.R. DEL PRODUCTO IB-3
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FIGURA XIII

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO IB-3
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FIGURA X1V

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IB-3
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FIGURA XV

SEPARACION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION
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FIGURA XVI

ESPECTRO EN EL U.V, DEL PRODUCTO IC-1
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FIGURA XVII

ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTO IC-1
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FIGURA XVIII

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO Ic-1
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FIGURA XIX

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IC~1
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FIGURA XX

ESPECTRO EN EL U.V.

DEL PRODUCTO IC-3
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FIGURA XX1
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FIGURA XXII

ESPECTRO DE R.M.N. DéL PRODUCTO IC-J
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FIGURA XXII

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IC-3
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FIGURA XXIV

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO IC-4
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FIGURA XXV

ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTO IC=4
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FIGURR XxvI

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO IC-4
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FIGURA XXVII

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO IC-4
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FIGURA XXVIII

SEPARACION DE ' COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION
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FIGURA XXIX

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO PA-1
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FIGURA XXX

ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTQ PA-1
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FIGURA XXXI

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO PA-1
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FIGURA XXXII

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO PA-1
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FIGURA XXXIII

ESPECTRO EN EL U.V, DEL PRODUCTQ PB-{
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FIGURA XXXV

ESPECTRO DE R.M.N, DEL PRODUCTO PB-1
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FIGURA XXXVI

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO PB-1
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FIGURA XXXVII

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO PB-2
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FIGURA XXXVIII

ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTO PB=2
.a,]-,———w—-—ww .

76. 9+

TRANSMITANCIA %
[
e
[ )
i
-

50.7°
|
41,3+
31.9 T v v T T T T Y 1
.. 4000 3640 3280 2920 2560 © 2200 1840 1480 1120 760

cm-1



FIGURA XXXIX

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO PB-2
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FIGURA XL
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ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO PB-2
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FIGURA  XLI

SEPARACION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION
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FIGURA XLII

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO RA-1 -
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FIGURA XLIIX

ESPECTRO EN EL I.R.
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FIGURA XLIV

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO RA-1
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FIGURA XLV

ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO RA-1
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FIGURA XLV1

ESPECTRO EN EL U.V. DEL PRODUCTO RA-3
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FIGURA XLVII

105.2 ESPECTRO EN EL 1.R, DEL PRODUCTO RA=3
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- FIGURA XLVIII

'ESPECTRC DE MASAS DEL PRODUCTO RA-3
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FIGURA XLIX

ESPECTRO EN EL U.V, DEL PRODUCTO RA-4
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FIGURA L

100.3 ESPECTRO EN EL I.R. DEL PRODUCTO RA-4 ’ ' -
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FIGURA L1

ESPECTRO DE R.M.N. DEL PRODUCTO RA-4
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ESPECTRO DE MASAS DEL PRODUCTO RA-4
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