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I, ANTECEDENTES

1. Generalidades del géneroc Stevia,

El género Stevia pertenece a la familia Asteraceae
[ tribu Eupatorieae, subtribu Pigueriinae)] {(King et al.,
1980), e incluye aproximadamente 385 especies, de las cua-
les cerca de 70 se encuentran solamente en México. Se tra-
ta de un tax6n exclusivo de Am&rica, y su rango de distri-
bucifn se extiende desde el suroeste de los E.U.A, hasta
el norte de Argentina, a través de México, América Central,
los Andes y las tierrasaltas brasilefias. A la fecha no se
han descrito especies del género en las Indias occidenta~
les y en la Amazonia (King et al., 1980; Kinghorn et al.,
1985),

Muchas especies de Stevia (40 a la fecha) han side
sujetas a estudios fitoguimicos, y de acuerdo a estas in-
vestigaciones los metabolitos mids importantes del género
son de naturaleza terpenoide, aungue también han sido ais-
ladas algunas flavanonas (Sosa et ._ai, 1985; Amirteswori
al., 1985); flavonas (Amirteswori et al,, 1984; 1985;
Domfnguez et al., 1974; Rajbhandara et al., 1985); deriva-
dos del benzofuranc (Bohlmann et al., 1985); derivados vo-
15tiles misceldineos (Montes, 1969; Dominguez, et al., 1974;
Bohlmann et al., 1977; 1979; 1982; Ghisalberti et al.,

1979) y esteroles (Dominguez et al., 1974; Bohlmann et al.,



1979;: Quijano et al., 1982).
Los principales tipos de terpenoides descritos en el

género se resumen en el Cuadro 1.

CuadrS . Tipos de terpenoides obtenidos de especies del

gé€nero Stevia*.

SESQUITERPENOIDES

Tipo estructural Referencia

Bisabolenos Bohlmann et al,, 1976,1977,1979,1982, 1985
Ghisalberti et al., 1979
Schemeda-Hirschmann et al., 1986
Germacramos Eohlmann et al., 1977, 1§79, 1982
Salmbn et al., 1973, 1975, 1977
De helvania et al., 1989
Schmeda-Hirschmann et al., 1986
Zdero ct al., 1987; Quijaro et al., 1982;
Calder6n et al., 1987
a~longipinancs pohlmann et al., 1976,1977,1979,1985;
R Gil et al., 1987; FomAn et al., 1981,1989
Guayanos y Pseudoguayanos Rios et al., 1967; Oberti et al.,1983,1986
Echlmann et al., 1979, 1985, 1986
Calderén et al., 1987
Sosa et al,, 1984,1989; Salmén et al,, 1973,1977
Humlanos pohlmann et al., 1977, 1979

Eremofilanos rohlmann et al,, 1982, 1986




Cuadro. 1. " Tipos de terpenoides obtenideos de especies del

género Stevia*. (Continuacién}.
DITERPENGIDES
Tipo estructural Referencia
Clerodanos Bohlmann et al., 1982; Angeles et al., 1982
Labdanos Bohlmann et al., 12976, 1982, 1985

Quijaro et al., 1982; Orteqa et al.,1980

Hibaaros Zdero et al., 1987
Ent-Kauraros Bohlmamn et al., 1979,1982; Quijano et al.,

1982; Ortega et al., 1985; Kaneda et al.,
1988; Kohda et al., 1976, 1976c, 1986b;
Yamasaki et al., 1976, 1977; Crammer

et al., 1986

Taraxantanos Dominguez et al., 1974

Dammaranos Bohlmann et al., 1979

Lupanos Sholichin et al., 1980; Bohimann et al.,
1979

Oleananos Bohlmann et al., 1979

En comparacién con otras especies la 8, rebaudiana ha

recibido una particular atencién debido a sus propiedades edulco~

*En este cuadro no se incluyen los monoterpencides, los gua-
les han sido obtenidos fundamentalmente del aceite esencial
de la S. rebaudiana (Kinghorn et al., 1985).



rantes y por lo tanto a su importancia econémica. El este-
viosido es el principal constituyente encontradoc en las

7 hojas de esta planta y tiene un poder edulcorante de 250 a

300 veces mayor que la sacarosa, por 1o que se usa en la in-

dustria_de alimentos procesados en.paises como JapSn y

Brasil. El Cuadro 2 indica los glucbsidos que contienen

esta especie, asi como su poder edulcorante (Crammer et al, 1980).

Cuadro 2. Glic6sidos con poder edulcorante alslados de la

§. rebaudiana.

Totencia
Diterpeno R R edulcorante
1 2 -
Sacarvsa=l
Esteviosido g-clu a-Glu-g—Glu (2+1)  250-300
Esteviolbiosido -H . _p~Glu-g-Glu (2+1) 100-125
Rebawdianosids A g-Glu g-Glu-g-Glu (2+1) 350450
1
g-Glu (3+1)
Rebaudianosido B =H g=Glu-g=Glu (2-+1) 300-350
[
g-Glu (3+1)

Dulcosido A g-Glu B—Gllu-u-Rha {2+1) 50-120
g-Glu (3+1)



Glic6sidos con poder edulcorante aislados de la

Cuadro 2,
§.. rebaudiana. (Continuacién).
Potencia
Diterpeno Rl R2 edulcorante
Sacarosa=]

Rebawdiosido D B~Glu-g-Glu (2s1). B—Gl‘u—a-Glu (2+1) 200-300

8=Glu {31)
Rebaudiosido E  B~Glu—-p~Glu {2+1) B-Glu-p-Glu (2+1) 250-300
o
8-Glu—u-Rha (2+1) 50-120

Rebaudiosido C #~Glu
(Dulcoside B)

Glu=glucesa, Rha=ramnosa

Las especies de Stevia ofrecen muchas posibilidades en la
investigacifn de productos naturales como fuentes potenciales
de principios activos,ya que muchas especies gozan de repu-
tacidn folklérica como agentes medicinales. En el Cuadro 3

se indican algunas de estas especies (Soejarto et al., 1983).



Cuadro 3. Algunas especies de Stevia usadas en medicina tradicicnal y/o

de importancia econémica.

Espe’éie Pals de origen Norbre comfin Usos e importancia econSmica

S. balansae Hieron Paraguay Chafa cad 1la decoccién de las rafces

se usa caro antidiarreico.

;S_.‘lur:ida Lag. Colombia Golondrina La decoceibn de las partes
G o p sabagiera afreas se amplea como agen-
te antiinflamatorio.

S. meeloridei B.L. Fobins  Perti Gualanace La decoccidn de la planta

§. anomla B.L. Robirs es usada como agua de hafo.
§_-._ peticlata (Cass.) Pert Guarmi-quarmi  Agente de sabor

sch. B.P.
5. subputrscens Lag.var. México zazal, Hierba a decoccibn de las partes
8. intermedia Grashoff del aire abreas se amplea para el

tratamientoc del reumatismo,
dolores abdomimales y camo
bafio para las mijeres des-
pués del parto.

S. rebaudiana Bert Paragusy Ca8 pe-& las hojas son usadas como
eduloorantes, contra la
diabetes, parasitos y como
anticorceptivo, Industrial
mante se Ura como edulco-

e et e : rante.




Cuadro 3.- vi\lqurnasr especies de Stevia usadas en medicina tradicional ¥/

de importancia econ&mica.

Especie

Pais de origen Nowbre comin

Usos e importancia econfmica

S. balansae Hieron

S. lucida tag.

Paraguay

Colarbia

S. maeloridei B.L. Robins Perf

§., ancmala B,L. Robirs

5. petioclata (Cass.)

Sch. B.P.

S. subpulrscens lag.var, México

S. intermedia Grashoff

Se

xebaudiana bert

Paraguay

Chara cai

Golondrina
sabanera

Guarmi-guarmi

Zazal, Hierba
del aire

Cad He-€

1a decoccidn de las rafces
se usa camo antidiarreico.

1a deoccei6n de las partes
abreas se anplea cofo agen-
te antiinflamitorio.

La decoecidn de la planta
es usada cono agua de bafia.

Agente de sabor

la decoceibn de las partes
aéreas se emplea para el
tratamiento del revmatismo,
dolores abdomimales y oo
bafio para las mujeres des—
s del parto,

las hojas son usadas como
edulcorantes, ocontra la
diabetes, parasitos y comp
anticonceptive.  Irdustrial
mente s¢ ura como eduloo-
rante,




De las‘gspeciés:del‘éﬁédfblBALa dinica que ha sido ob-
jeto de estudios biolégiéos es 1a S. rebaudiana (Sakaguchi
et al., 1982; Crammer et al., 1986, 1987; Fujita et al.,
1979; okazaki et al., 1977; Yamada et al., 1985; Morita et
al '¥937; Kinghorn et al., 1985; Planas, y Kué, 1968;

Soejarto et al., 1983; Medon et al., 1982).

" 2. Generalidades de Stevia salicifolia. Cav.

2.1 Aspectos botdnicos, importancia y usos.

La 8. salicifolia Cav. es una hierba perenne, comin
en las montafias boscosas del norte de Méxiceo., Los tarahuma-
ras de Chihuahua llaman a la planta "ronino" o "roniowa" y
la emplean en su medicina tradicional {Bennett, 2ingg,
1935; Bye, 1985; Pennington, 1963;. La decoccidn de las
hojas y raices es cominmente usada para el tratamiento de
lUlceras, heridas, inflamaciones y mordeduras de animales.
La infusidén de las raices se bebe para aliviar dolores gas-
trointestinales causados por pardsitos, en tanto gue la de-
coccidn es usada como purgante. Las rafices y las hojas son
astringentes y aplicadas en las caries alivian el dolor de
muelas. Las raices molidas son usadas para lavar el barro
de las ollas de fermentacidn usadas para hacer "tesgiiino"
(bebida basada en la fermentacidn de malz). Después del

proceso de fermentacidn el polvo de las raices se adiciona

a el liquido para hacer una bebida "fuerte" y dulce.



Otros nombres con los que se conoce a la'ﬁlénta‘eﬁ btraS”'
regiones geogrdficas son "hierba del aire", “toﬁalxihuitl" y

"tonalxuitl" (Diaz, 1976)

2.2 Fitoquimica de la §. saljicifolia.

La S. salicifolia ha sido previamente estudiada desde
el punto de vistal fitoquimico convencional. El primer es-
tudio (Ortega, et al., 1980) se realizé sobre las variedades
tipica Robinson y salicifolia. De la variedad tipica Robinson,
recolectada en el verano de 1975 en Topilejo, D.F., se aisla-
ron e identificaron stevinsol (1) y las flavonas, 7,4'-dimetoxi
naringenina (2); 3',4',5-trihidroxi-7~metoxi flavanona (3) y
la 5,3'-dihidroxi-7,4'-dimetoxi flavanona (4), De la varie-
dad salicifolia recolectada en el mes de junio de 1976, en
los alrededores de El1 Oro, estado de México se caracterizaron
el salicifoliol (5) y las flavonas antes mencionadas (2,3,4).
En la Figura 1 se ilustran las estructuras de los compuestos

aislados de ambas variedades.
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Figura j. Constituyentes aislados de las variedades tipica

Robinson y salicifolia de la S. salicifolia.
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Figurai . Constituyentes alslados de la variedad tfpica

Robinson de la S. salicifolia (contimuacién).

Posteriormente,la reinvestigacidn de la §. salicifolia
cav, variedad tipica Robinson (Calderdén gt al., 1984) reco-
lectada en el campus de la UNAM (México, D.F.) en septiembre
de 1980, permitid el aislamiento y caracterizacidn de los
dcidos 1-hidroxibisabol-15-oico (6} y l-acetoxibisabol=-15~-
oico (7). Ambos compuestos fueron obtenidos como ésteres
metilicos. En la Figura 2. se ilustran sus estructuras res-

pectivas.
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Robinson de 'la §. salicifolia

Finalmente un grupo alemdn (Bohlmann et al., 1985)
estudid el material recolectado en el Cerro del Gallego

en el Cafién del Cobre, Estado de Chihuahua,México,en

abril de 1984. En este caso,se logrd el aislamiento y

caracterizacidén de 31 compuestos. La mayoria de los cons-

tituyentes obtenidos son sesquiterpenoides del tipo longi-

pineno. En la Figura 3. se resumen las estructuras de los

compuestos identificados en esta investigacidn.
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Figura 3. Comstituyentes de §. salicifolia aislados por

Bohlmann y colaboradores (oonumuaci&\)
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Figura 3. Constituyentes de S. salicifolia aislados por

Bohlmann y colaboradores (continuacién).
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVO

Una de .los principales czitariés pafa descubrir nuevos
pfcductos naturalés con acti?idad terapéutica, sin duda al~
guna ha sido el estudic de. plantas que  gozan de
prestigio como agentes terapéuticos dentro de ‘la denominada
medicina tradiéional (Farhsworth y Bigel, 1977; Farkas,
1980; Farnsworth, 1980; Bingel, 1977; Graleffi, 1980;
Fairbairn, 1980;: Salemink, 1980; inter alia). En México,
la prdctica de este tipo de medicina se remonta desdec époc-
cas precolombinas hasta nuestros dias, encontrdndose gque
el méyor nimero de usuarios, pertenece a comunidades de ba-
jos recursos econdmicos y determinados grupos étnicos; asf{
por ejemplo, los indigenas tarahumaras usan aproximadamente
300 especies vegetales diferentes para el alivio de sus
enfermedades (Bye, 1%83). Entre esas plantas se encuentra
la §. salicifolia que,como ya se cspecificd previamente es
ampliamente ucilizada para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales.

Considerando lo antes expuesto,el propdsito del pre-
sente trabajo es el de realizar el estudio fitoquimicc pre-
liminar de la 8. salicifolia como parte de un estudio sis-
temdtico de plantas mexicanas usadas en la medicina vernd-
cula {Garcia, 1987; Albor, 1988; Castafeda, 1987; Camacho,

1989 inter alia).
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Como ya se ha sefalado en miltiples ocasiones los ob-

‘jetivos fundamentales de ese estudio sistemdtico son: con-

tribuir al conocimiento de la flora medicinal mexicana y ais-

lar compuestos biocactivos. Es indudable que de cumplirse

satisfactoriamente los objetivos planteados se contribuiria

a la resolucidn de problemas sanitarios y econdmicos,ya que,

se podrian obtener principios activos nuevos o conocidos a

partir de materias primas nacionales.

Los objetivos especificos pertinentes para el logro de

las metas propuestas son los siguientes:

2,1

Realizar las operaciones preliminares propias de la

preparacién de extractos vegetales,

Preparar el extracto hexdnico de acuerdo a la metcdolo-
gia convencional y fraccionarlo mediante los métodos

adecuados.

Separar y purificar los constituyentes de las diferen-

tes fracciones.

Identificar,mediante métodos quimicos y espectroscépi-

cos, los compuestos aislados.

Determinar la toxicidad de los extractos, fracciones
y compuestos aislados para la Artemia salina Leach,
considerando, que este bioensayo permite detectar en
forma preliminar actividades biocldgicas mds complejas

(Meyer, et al., 1982).



Correlacionar ‘los resultados obtenidos Sobre la compo-
sicién quimica de las especies relacionadas con la in-

formacién previamente descrita en la literatura.
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IIL. MATERIALES Y METODOS

3.1 Dpeterminacidén de -1la toxicidad para el crustdceo:Artemia

salina Leach.

3.1.1 Preparacién de las muestras.

Las muestras {compuestos puros, fracciones y/o extrac-
tos),se preparan disolviendo 20 mg de material en 2 ml del
disolvente apropiado (solucidn original). Posteriormente
se transfieren a tres viales en forma independiente 500,

50 ¥y 5ul de la solucidn original. Como las pruebas se
hacen por triplicado se utilizan un total de nueve viales
(tres con una concentracidn de 1000 u1g, tres con una con-
centracidn de 100 ug y los tdltimos tres con una concentra-
cidn de 10 ug). Finalmente se deja evaporar el disolvente

de cada una de las soluciones al vacio.

3.1.2 Bioensayo.

Después de haber desarrollado durante 48 horas los
huevecillos de A. salina Leachen un medio salino artificial,
se transfieren 10 especimenes a cada uno de los viales, con-
teniendo la muestra a evaluar, mds 5 ml de medio salino,

24 horas mds tarde se registran el nlimero de organismos so-
brevivientes. Los resultados finales se expresan en porcen-
taje de muerte de los crustdceos o calculando la dosis letal

media (LDSO)’



3.2 Material vegetal.

La raiz de §. salicifolia fue recolectada en el muni-
cipio Guachochic, Cusarare Edo. de Chihuahua en noviembre
de 1988 y fué identificada por el Dr. Robert Bye del Jardin
Botdnico del Instituto de Biologia de la UNAM.

Una muestra de referencia se depositd en la coleccién
etnobotdnica del Herbario Nacional (Voucher R. Bye 166571.

E)l material vegetal (raices tipo dendriticas, qolor
café y sabor amargo} se secd a temperatura ambignte y se

molturd en un molino tipo Wiley 4.

3.3 Métodos de extraccidn y fraccionamiento preliminar.

El material vegetal se extrajo seqlin el procedimiento
sefialado en el Esquema 1.

Una parte del extracto hexdnico (200 g) se fracciond
mediante una cromatografia preparativa en columna, utili-
zando como adsorbente gel de silice {1l Xg, silica gel G 60
Merck, malla 0.2-0.5 y 1 Kg de silica gel G 60 Merck malla
0.063). EI1 proceso de elucidn se efectud con hexano ¥y
hexano-acetato de etilo, en diferentes proporciones. Se
recogieron un total de 190 fracciones de 500 ml cada una.
Cada fraccidén fué analizada por cromatografia en capa fina,
combindndose aguellas cromatogrdficamente similares. A su
vez cada una de las fracciones fué cvaluada bioldgicamente

utilizando la prueba de toxicidad antes mencionada. En el



is.

«'Matefiél‘végetﬁl,(l)'

1) :Extraccidn con hexano (2)
2) Filtracidn

3) Concentracién in vacuoc del filtrado

Extracto hexdnico concentrado (3) Residuo Vegetal

Pruebas hioldgicas

1) 2.7 Kg

2} via maceracidn (4 veces por periodos de dos dias cada vez,

16,5 1t de hexano).

3) 215.44 gq.

Esquema 1. Preparacidén del extracto hexdnico de S. salici-

folia Cav.



Cuadro 4 se’resumen 1os’ siscemas eluycntes ﬂmplea jog; el

numero de Eracczones elu:.das con cada uno de ellos, las

fracc1ones combinadas.y los resultados obtenxdos de:la -

prueba blOnglca .

Cuédro 1,

ReAsru'menr del fraccioﬁamiento via cromatografia
en cblumna del extracto hexdnico de las rafces
de §, salicifolia Cav. (Columna 1).
Eluyente Proporcitn No. de Cambinacidn Resul tado del
fracciones de fracciones biocensayo*
Hexano 100 1- &9 1 inactiva
- 7 activa
8= 13 inactiva
14- 41 imctiva
42~ 70 activa
Hexano :AcCEL 9:1 70~ 93 71~ 93 activa
Hesano:AcCEL 8:2 94-117 94-112 inactiva
Hesano :AcCEt 7:3 118-130 113-162 inactiva
Hexano :AcOEL 6:4 131~-143
Hexano:AcOEL 1:1 147-162
Hexano:AcQOEE 25:75 163-177 163-192 inactiva
AcQEE 100 178-186
Acetora 100 187-192

*A una corcentracitn de las fracciones de 1000 ppm.



“20.

Los andlisis cromatogréficos en capa fina se éféctua—
ron- siguiendo las técnicas convencionales, utilizando pla-
éas de vidrio recubiertas de gel de silice (silica gel 60
GFygqt Merck), varios sistemas eluyentes y como agente
cromogénico se utilizé una solucidn reactivo de sulfato
cérico en dcido sulfdrico concentrado, y para lograr el de-
sarrollo de color era necesario calentar por dos minutos
a 110°C (stahl, 1969). En todos los casos antes de revelar
con el agente cromogénico se procedid a visualizar las pla-
cas de U.V. {onda corta y larga). Como fase mdvil se uti-
lizaron varios sistemas de disolventes, hexano:acetato de
etilo; cloroformo; cloroformo:acetato de etilo; benceno:
acetato de etilo y hexano:cloroformo en diversas proporcio-

nes

3.4 Aislamiento y Purificacidn de los compuestos.

3.4.1 DObtencidn del Dammaran-13(17),24-dien-3B-0l acetato {39).

De las fracciones 14-41 de la columna 1 (ver Cuadro 4)
‘se obtuvieron 867.4 mg de un polvo cristalino blanco.de

pf. 56-58°C.
3.4.2 Obtencién del Dammaran-la ,20-diol (40}.

De las fracciones 42-48 de la columna I (ver Cuadro 4)
se obtuvieron 171.7 mg de un polvo cristalino blanco de

pf. 245-246°C.



3,4.3 Obtencidn del Estigmasterol (41).

Las fracciones 71-93 (33.34 g) de la columna I se re-
‘cromatografiaron mediante una cromatografia preparativa
en columna (IIT) utilizando como adsorbente 334 g de gel
de silice G 60 Merck malla 0.063, y como eluyentes benceno,
benceno-AcOEt, en diferentes proporciones. Se recogieron
_un total de 125 fracciones de 100 ml cada una {ver Cuadro 5).
Cada fraceidn fue analizada por cromatografia en capa fina
'y evaluada contra A. salina Leach.

De las fracciones 26-30 de la columna III (ver Cuadro 5)
se obtuvieron 29.2 mg de un polve cristalino blanco con

pf 107-108°C,

Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en co-
lumna de las fracciones 71-93 de lag raices de §.

salicifolia Cav. (Columna III).

Eluyente Proporcitn No. de Fracciones Ensayo
fracciones coombinadas biolégico

Benceno 100 1- 4 1- 4 inactiva
5 inactiva

6 inactiva

7- B inactiva

9- 11 1nactiva

12- 25 inactiva

26~ 30 activa
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento -via cromatograffa en

lumna de las fracciones 71-93 de las rafces de §.

co-

salicifolia Cav. (Columna III). Continuacién.
Eluyente Proporcisn No. de Fracciones Ensayo
fracciones combinadas biolégico
31- 35 activa
Bencero :ACOEt 95:5 43~ 68 36~ 48 activa
49 inactiva
40~ 62 inactiva
63- 67 activa
Benceno:AcOEt 9:1 69~ 90 68~ 69 inactiva
Benceno :ACCEt 85:15 91~ 95 76- 95 inactiva
Berncern:AcOEL 1:1 96-108 96-102 inactiva
103 inactiva
104-108 inactiva
AcCEt 100 109-114 109 inactiva
110 inactiva
111 inactiva
112 inactiva
113 inactiva
114 imactiva
MeOH 100 115-125 115-125 inactiva
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3.5.; Caractérizacidn. de los compuestos aislados,

3.5.1Determinacidn de las constantes fisicas y'eépectfdé—“ﬁ

cdpicas.

a) Los puntos.de fusién fueron medidos en un apafatpfFishei-f

Johnes, se reportan sin corregir.

b) Los espectros I.R., fueron registradcs en-un espectrofo--

témetro de rejilla Perkin-Elmer Modelo 549B en pasﬁilla
de KBr. .

‘c) Las rotaciones dptitas se midieron en un polarimetro
241 Perkin-Elmer, tras previa disolucién de los produc-
tos en CHC13.

d) Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato
Hitachi=Perkin Elmer RMU-SD en el Instituto de Quimica
de la UNAM.

Los espectros de RMNP y RMN13C se determinaron en un

—

e
instrumento Varian EM 390 {(Facultad de Quimica, UNAM);
y Varian VXR-300S (Instituto de Quimica de la UNAM),
utilizando comno disolventes CDCLz y/o bMSO-dc y como re-

ferencia interna TMS.
3.5.2 Pruebas quimicas preliminares para identificacidn de
tritcrpenos,
3.5.2.1 Prueba de Liebermann-Burchard: 1 ml de anhidrido

acético y uno de cloroformo, se enfrian a 0°C y

se le afiade 1 gota de dcido sulfdrico.
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3.5;2.2° ‘etranittbﬁegand: la sustancia (6{5'ﬁ9) o

‘disuelta.en 1'ml dé cloroformo o tetraclorire de

carbdno’;da’rqon' una gota de trinitrometano (solucidn

clorofdrmica al 10%), colores de amarillo a rcjo.
3.5.3.:0btencién del acetil derivado del estigmasterol (4la).

éara formar el derivado acetilado del estigmastercl se
emplec 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de piridina por cada
100 mg de productec. La mezcla de reaccién se dejé por 12 hrs.
5 temperatura ambiente y al cabo del tiempo sefalado se pro-
ceso de manera habitwal (Shriner, Fuson-Curtin, 1%80}. Se
acetilaron 20 mg de estigmasterol, obteniéndose 17 mg de

compuesto acetilado con un p.f. de 58-60°C.

3.5.4 Obtencidn del derivado desacetilado de Dammaran-13

{(17},24-dien-3R-0l acetato (39a).

A 80 mg de (39) se le adicionaron 5 ml de NaOH 2N, la
mezcla resultante se hirvid a reflujo durante 6 hrs. Al
cabo de este tiempo se adicionaron 5 ml de EtOH y luego de
eliminar el disolvente se obtuvo un sélido cristalino el
cual fué recristalizado en EtOH para originar 40 mg de

bammaran-13(17),24-dien-38~0l (39a) con p.E. 96-98°C.

3.5.5 Obtencién del Dammaran-13(17),24-dien-3-ona (39b) y

del Dammaran-20-ol-~l-ona (40a).

A 35 mg del compuesto a oxidar, previamente disuelto
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" en acetona, se le adicionaron 0.5 ml del reactivo de Jones*.
La.mézcla de reaccidén se mantuvo con agitacidn continua a
temperatura ambiente. Al cabko de cinco minutos, toda la ma-
teria prima se habia agotado. La solucion fue diluida con
5 ml de agua y se extrajd tres veces con voliimenes de 5 ml
de cloroformo en cada ocasidén. La fase orgdnica se secd con
Na

2SO4 anhidro y se 1llevd a sequedad a presidén reducida.

Los rendimientos se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Rendimientos y puntos de fusidn de los productos

oxidados.
Clave Compuesto Cantidads obtenida
(mg)
39b pammaran~13(17),24~-dien-3-ona 29.8
40a Dammaran-20-ol-l-ona 26,2

tReactivo de Jones: 2.6 g de CrO, se disuelven en 2.5 ml
de HyS04 y 4 ml de agua. Esta sdlucidn se afora a 10 ml,
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Figura 4, Estructuras de los compuestos y sus derivades,

aislados del extracto hexdnico de §. salicifolia
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Lé determinacidn de la toxicidad para A. salina Leach
ael extracto hexdnico de las raices de la §. salieifolia,
cde acuérdo al procedimiento de Meyer y colaboradores (Meyer
et éi, 1982} arrojo resultados poco halagadores - la LCg,
del: extracto Eué mayor superior a 1000 ppm-. Segin los autores
mencionados la expectativa de encontrar sustancias bioac-
tivas e8 supericr cuando las dosis letales medias de los ex-
tractos vegetales son menor o igual a 1000 ppm (Meyer et
al, 1982). A pesar de estos resultados y ante la posibili-
dad de que la baja actividad se debiera a la presencia de
compuestos con efectos antagdnicos, en la planta, se consi-
derc pertinente evaluar las fracciones resultantes de la
cromatografia del extracto hexdnico. Como se puede apreciar
en ¢l Cuadro 4 solo las fracciones 2-7, 42-70 y 71-93 pre-
sentaron moderada toxicidad para A. salina Leach, en todos
los casos la evaluacidn sae realizd a 1600 ppm dada la baja
toxicidad del extracto original. Estas fracciones presen-
taron la inconveniencia de ser mezclas muy complejas. Ade-
_més, la cantidad obtenida, fue minima. Considerando lo an-
terior, se decidid entonces proceder al estudio fitoguimico
convencional de las diferentes fraccicnes.

éomo resultado de este procesc se aislaron dos triter-
penos tetraciclicos del tipo dammaranoy un esterol del tipo

aestigmastano. Los triterpenos fuercn identificados mediante
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métodos quimicos y espectroscdpicos como: Dammaran-13{17),
24 dien-38- ol acetato (39) y Dammaran-la,20- diol (40).
Ambos, nuevos productos naturales. El esterol se identificé
como estigmasterol (41), mediante la comparacién de sus
constantes fisicas y espectroscépicas con el de una mues-
tra auténtica. En el Cuadro 7 se resumen los rendimientos

de los compuestos aislados.

Cuadro 7. Rendimientos de los compuestos aislados del

extracto hex&nico de las raices de S. salicifolia,.

Cantidad % en relacién a

Nombre cbtenida (my) planta seca
39 Dammaran-13(17),24-dien-3 -ol acetato 867.4 0.032
40 Dammran-1 ,20-diol 171.7 0.0033
41 Estigmasterol 29.2 0.0011

La elucidacidén estructural de los mismos serd el obje-
tivo primordial de la siguiente discusién.
4,1 Identificacién de los compuestos aislados.

4,1.,1 Identificacidén del Dammaran-13(17),24-dien-3g-ol-

acetato (39%).

El componente de menor polaridad obtenido del extracto

hexdnico de S, salicifolia corresponde a un sélido blanco
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- Erkstgfiﬁé de' p.f. 56%58°C, 6pticamente active. Su fdémula
:moiecular ée determind como €y H5,0, mediante espectrome-
?trié de masas.,

’T;La naturaleza triterpénica del mismo se verifiecd a priori

’al reaccionar positivamente frente a los reactivos de

Liebermann Burchard (Dominguez, 1973) y trinitrometano

‘{Dominguez, 1973).

Las constantes fisicas y espectroscdpicas empleadas

para su caracterizacidn se resumen en los Cuadros 8, ¢ y 10.

Su espectro de IR ({ver Cuadro 8 y Espectro 1) presen-
té absorciones caracteristicas para grupos carbonilo de ace-

1

tato (1740 y 1250 em™l) y para gem-dimetilo (1370 em ~). La

saponificacidén de (39) con NaOH generd el alcohol (3%a), en
tanto que la oxidacidn de este dltimo con el reactivo de
Jones origind la cetona {39b), confirmdndose quimicamente
la presencia de una funeridn éster en el produrnto natural y
de una funcidn carbindlica secundaria en el producto de sa~
ponificacifn, respectivamente. En el espectro IR de (39a)
{Cuadro 8) se observs la desaparicifn de la banda del grupe
carbonilo y la aparicifn de una banda asignable a un hidro-

xilo de alcehol (3500 cm b).
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Cuadro 8. ,qus:antés fisicas y espectroscépicas de Dammaran-
13(17)<dien-38-0l acetato (39) y su derivado des-

“acetilado- correspondiente (39a).

LR. (an D) E.M. (W/z, rel. int.)
»  m » =

+ +
3025 3350 4e8(u*,9.3) a26(*,4.1)

2950 2950  452(M-15,25) 411(M-15, 10)

, : 2925 - 408 (1+-60,1) 393(4-15,18,7)
p.é,(%:;t _56;58;-.'117-118 850 - 393(M-15,60,22) 355(M-69-2,1)
e 1740 - 373(D),241(5) 3421

7 c}ma 2,007 419,440 1465 1460  243(1),227(4)  339(M-69-18,1)

1455 1455  119(15),111{(10) 325(M~83~18,1)
1370 1380  109(25,83(30) 229(5},205(3)

1250 1200  55(403),41(50) 83(25),69(100)
69(76),43(100) 41(56)

Los espectros de masas de los compuestos {(39) y (3%a)
presentaroen icnes moleculares de m/2z 463 y 426 congruentes
con las fdrmulas moleculares C32lt5202 Y C30H500, respectiva-
mente. También se observaron fragmentos indicativos de un
triterpeno tetraciclico con una cadena lateral idéntica a
las del lanosterol y zimosterol (Duffield, 1969). Los frag-
mentos mds importantes para amhos compuestos Se resumen en

el Cuadro 8 y en la Figura 5.



3l.

{1

229

" Figura 5. Principales fragmentos cbservados en el aespectro
de masas del alcohol (33a}.

Los espectros de RMNIH (Cuadro 9) del producto natural (39)
(Espectros 2 y 3} y sus derivados (39a) (Espectros 6 y 7) y (39b)
(Espectro 10) fueron muy similares. En todos los casos se

'observqron sefiales para ocho metilos y para un multiplete que
integréba para un hidrégeno a § 5.09%, atribuible al hidrSgeno
vinilico de una doble ligadura trisustituida. De acuerdo con
la teorfa del desplazamiento qufmico y la multiplicidad de las
sefiales, dos de los ocho metilos debfan esgtar ubicados sobre
una doble ligadura,[§ 1.68 y 1.60 en (39), 6 1.68 y 1.62 en
(39a) y & 1.60 y 1.65 en (39b)], y un tercero debfa ser geminal

a un metino (§ 0.85, 4, J= 6 Hz, en los tres casos),
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Ademds de las seflales antes indicadas, el espectro del
triterpeno natural (39) mostrd un singulete caracteristico
para el metilo de un grupo acetato a 4 2.05 y un doblete de
dobletes (J=10,6 Hz) a §4.5 asignable al hidrdégeno secunda-
rio geminal a una funcidn éster. Esta Gltima seflal se en-
contraba diamagnéticamente desplazada a 63.15 en el alcohol

({3%a) y ausente en la cetona (39b).

Cuadro 9. Datos de RMN1H para el Dammaran-lB(l?),24¥ﬁi§nf':P
3z -0l acetato (39), sus erivados (39a) 'y {39b) -

Y para protostanol {(42).

D estoy  H-3 W24 H-26, H-2] H-2L H-18, H-19, B-28, H-30

22 +«.55dd 6.09t 1.68 g 0.85 d 0.75 s

R 0.90 s

(CDCl3) (10,6 Hz) « 1,60 s (6 Hz) 0.89 s

0.98 s

39 3.154d 5.09t 1.68 s 0.85 d 0.75 s

0.96 s

(CDC13) (10,6 Hz) 1,62 s (6 Hz) 0.87 s

1.02 s

3% - 5,09t 1.65s 0.854d 0.78 s

0.90 s

(Cttl3) 1.60 s (6 Hz) 1.04 s

1.05 s

1.10 s

42 " 3.10m 4.98m 1.51s 0.95 d 0.75 s (6H)

- 0.92
(Crl4) 1.62 s (6 Hz) 0.95




337

Los espectros de annt3c dejlésfﬁféductos (39-39b)
{Espectros 4,811 y Cuadrs 10) piesentaroﬁ el pérfil tipico

de un triterpeno tetraciclico del tipo dammarano o protostano
( Figura 6 ) (Tori et al, 1988,-Poeh1$nd et al, 1987, Asakawa

et al, 1977).

Protostano Dammarano

Figwa 6. Esqueletos de triterpenos de los tipos protostano

y dammarana.

El andlisis de los espectros ALPT del triterpenc (39) y
sus derivados permitieron establecer claramente la presen-
cia en las moléculas de dos dobles ligaduras (una trisus-
tituida y otra tetrasustituida), ocho metilos, diez metile-
nos, cuatro centrcs cuaternarios, cuatro metinos (uno de

ellos unido a una funcidn oxigenada en (39) y (39a): en
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(39b) una de -estas seﬂales se encontraba“ sustitu"da«pdrr u.?:a
: absorcxon para cetona en anillo de seis mlembros a '5218 23)

y de un grupo acetato en el caso del producto natural (39)

(6178291 y 21.30). [Ver Espectros 5,9y 12)

: l__,r,'Cﬁ:ad'ro:. 10,
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Cuadro 10, Datos de “RMNC C‘ para Dammaran-lB(l?) 24 dien-

35-01 acetato 34 ' sus Derxvados 39a Yy J9bf

(Cont1nuac10n).

El signo entre parentesis indica resonancia (+) & (-) en

los espectros APT.
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Que la doble ligadura trisustituida se encontraba en
las posiciones 24 y 25 de un ndcleo de dammarano o protos-
tano se dedujo fdcilmente delfragmento de m/2z 69 del espectro
de masas de los tres productos (39, 39a y 39b) (Figura 5)
y de la presencia de dos sefiales para metilos vinilicos en

los espectros de RMN [RMN13C: 825,72 y 17.67 en 39;

25,73 y 17.67 en 39a; 525.75 y 17.69 en 39b. RMNYH:

1.68 y 1.60 en 39; 1.68 y 1.62 en 39a; 1.60 ¥y 1.65en 39bl.
Como la otra doble ligadura era tetrasustituida se ubicé

.en las posicicones 13(17), (la ausencia de un tercer metilo
vinilico, descarto la posibilidad de ubicar la segunda do-
ble ligadura entre las posiciones 17y 20 que era la otra
alternativa posible},

La presencia en el espectro de masas de (3%a) de los frag-
mentos m/z 205 y 207 (Figura 5) atribuibles a una ruptura
de tipo alilica y de retroDiels-Alder, respectivamente, in-
dicaron con claridad que el grupo hidroxilo,(y en conse-~
cuencia los grupos acetoxi y ceto de 39 y 39b se loca-
lizaban en 1los anilles A y B de la esTructura
tipe. EIl desplazamiento gquimico observado para los metilos
a 516,58 (¢-29) y &§27.95 (Cc-28B) en (39) y a &15.57 {(Cc-29)
y *28.01 (c-28) en ({39a), caract?risticos para
los gem-dimetilos en el carbono cuatrco de numerosos triter-
penos era consistente con la presencia de la funcidn oxi-

genada en la posicidn c-3 (Lee-Juain et al, 1989, Tori etal,1988
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iggég!giig). Congruente con esta proposicién fue el cambio
‘dé'desplaéamienCO quimico observado para C€-28 (% 26.67) y
29 (& 21.10) en el producto de oxidacidn (39b) (Tori et
’,éi, 1988; Lin et al, 1989). Asi mismo,el patrén de aco-
'plémiento {dd, J=11.5 Hz) observadec para los hidrdgenos
‘“geminales del éster {39) y del alcohol (39a)era consisten-—

te con la disposicidn ¢ de los mismos (Baker et al, 1976).

: La diferencia de los desplazamientos quimicos obser-
vados en el espectro de RMNIH del alcohol (39a) con respec-
to a los previamente descritos para el 3 -hidroxi-protosta-
13(17),24~dieno {Hattariet al, 1969) permitieron establecer
claramente gue el nicleo del producto de saponificacidn de-
bia ser un dammarano. En el Cuadro 9 se indican de manera
comparativa los desplazamientos quimicos del {3%a) y del
33~-hidroxi-protosta~13{17),24-dieno y como se puede apreciar
las diferencias mds significativas se encuentran en los des-
plazamientos quimicos de los metilos.

Por Glrimo, 12 estereoquimica § del centro quiral en el car-
bono veinte se establecié por comparacién de los desplazamientos
quimicos observados para C-20 y C-21 en el espectro de C-13 con
aquellos previamente deseritos para una serie de compuestos si~
milares (Baker, et al, 1976 ; Asakawa et al, 1877}.

Con base en la discusidn ailterivu: el NUEVO prouucto

natural fue identificado como el dammaran-13(17),24-dien~

33-01 acetato.



4.1.2 Identificacidn del Dammaran-l«-20-diol (40).
'Elisegundo compues:o‘pbtenido de las fraccicnes de ma-
.'yor pﬁlaridad del extracto hexdnico de g, salicifolia s¢ cb-
;uvd como un sélido blanco de PF=254°-246°. Su férmula mo-
“lecular‘se establecid como C30H5402 por espectrometria de
hasas y al igual que el compuesto (39} reacciond positiva-
mente frente a los reactivos de Lieberman-Burchard y tetra-
nitrometano. Las constantes fisicas y espectroscopicas
‘utilizadas para su identificacidn se resumen en les Cuadrocs
11 y 12.
El espectro de 1.R. {Cuadro ll, Espectro 13} presentd

bandas de absorcidn para hidroxilo (3470 cm—l) y gem-dimetiio

l). Su espectro de RMN1H mostré resonancias

(1440 y 1380 cm_
para ocho metilos (£ 0.85, 0.87, 0.92, 0.94, 0.%6 ¥ 0.98}, el
hidrdgeno geminal de un alcohol secundario (£ 3,72 m, 1H) ¥
para dos hidrdgenos de funciones hidroxilicas (¢ 3.72 y 1.25).
El tratamiento de {40} con reactive de Jones permitié la ob-
tencidén de la cetona (40al. E1l espectro de RMNlH {Cuadre 12
Espectros 16 y 17) (8 la cetona fue similar al del producto natu-
ral difiriendo principalmente en la ausencia de la sefial
carbindlica secundaria y en los desplazamientos quimicos de
las resonancias de los metilos. Este espectro también mos-

trdé una sefial para hidroxile de alcohol, confirmdndose la

presencia de un alcohol terciario en (40) y (40a).



Cuadro 11, " Constantes fisicas y espectroscdpicas del Dammaran-

Ilu,Zu—dibl (59) y su cetona correspondiente (40a).

: I.R. tem 1) E.M. (m/z, rel. int.)
0 - d0al 40 40a 10 40

s sEcen T aa700 3800 42B(4H,0,10) 426 (M-H0,4.7)

F.M. 0 CyHo05 €

3054 2900 1700 411(b!-1120-L5,12) 411(M-H20-15,5)

30%52%
- 2850 2900 3950420455 302(5),273(6)

. ,7‘.2“;5—2-4“6"(: aceite 1440 2850  304(6),275(12) 205(19),123(58)

S 1380 1441  207(10),20608) 111(20),109(73)
i 79 4sim 1170 1385  165(48), 125(55) 96(77.1),95(100)

1170 111(20),109(73) 81(70),69(88)

96(77.1), 95 (1C0)

81(70, 69 {88)

El éspectro de masas present¢ fragmentos caracteristicos
para un triterpenc del tipo dammarano. Los fragmentos de
ﬁa#gé resultantes se resumen en 2l Cuadro 11 y en la Figu-
ra 7. Los fragmentos a m/z 206 y 207 en el producto natural
indican claramente la presencia de un alcchol secundario en
los anillos A 6 B del esqueleto base. Estos fragmentos se
observaron en la cetona a m/z 205 y 204 y los mismos resul-

tan de una ruptura de tipo retro Diels-Alder, Por otra parte

los fragmentos a m/z 111, 109 y 69 (Figura 7) eran consisten-
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tes con la presencia en la molécula de una cadena lateral
idéntica a la de una serie de dammaranos con un grupo hidro-
xilo en C-20 {Tori et al, 1986). La estructura parcial de

la cadena lateral se indica en la Figura 7.

A = 315
B-H,0 = 111
-2 =69
E . =207

Figura. 7.. Algunos fragmentos de masas del compuestc 40

La multiplicidad observada en el espectro de RMNlH

(Cuadro 12, Espectro 15) para la funcidn secundaria era
consistente con su ubicacidn en las posiciones 1, 3y 7
del nicleo dammarano, con una disposicidn s . La compara-
cidn de las constantes fisicas y espectroscdpicas de los

productos de oxidacidén del dammaran-3a-20-diol y del



Dammaran-7u-20-diol con los del producto de oxidacidn (s40al,

permitieron descartar las dos dltimas posibilidades (Tori

et al, 1986; Kasai et al, 1%76). En concordancia con la
disposicidn del hidrdxilo en la posicidn uno fue el despla-
zamiento diamagnético {:s=0.20) chservado para la sefial co:reé-»

pondiente a H-19 en la cetona {Tori et al, 1988).

1

Cuadro 12. ' Datos de runty para el Dammaran-1 ,20-diol (40)  :‘

-y su derivado oxidado (40a) (CDCly).

ctros 14:y:15) 40a (Espectres 16y 17)

“3W, 1-30) 0:72 (s, 3H, H-19)

V 50;81'”(d; 64, H-26, 27) 0085 (sy3d, H-30)
092 (s; W, mol9) J0.87 (g, 34, H-26)
0.94" (s, 3H) o 0.88° (d, 3H, H-27)
0.96 (s, 3H) 0.98° d, 3H, H-18)
0.98. (s, 3H) 1.0 (s, 3H, H-29)
L3115 (s, 3H, H-21) 1.08 s, 3u. n-28)
3.72 {m, 1H, H-1) ' 1.19° (s, 3H, H-21)
3.72 {m, OH) 0.95 (m, OH}

1.25 (m, OH)

Con base a la discusidn anterior se puede proponer que
el alcohol {40) responde a la estructura del dammaran-ln,20-

diol, el cual representa un nuevo producto natural,
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L V.:.HESUMEN y CONCLUSIONES

El extr&ctojhgxéﬁico de las raices de Stevia salicifolia

“cav. no presento. toxicidad para Artemia salina Leach

rk~(LC55';1000 ppm) . Asi mismo las fracciones obtenidas

resultaron inactivas para el crustdceo.

"'El estudio fitoquimico convencional de las fracciones

inactivas del extracto hexdnico permitié el aislamien-
to y caracterizacidén del estigmasterol y dos triterpe-
nos del tipo dammarano. Estos dos compuestos fueron

identificados como: Dammaran-13(17),24-dien-3B-ol ace-
tato y Dammaran-lg,20-diol ambos,nuevos productos natu-

rales.

El presente trabajo constituye el segundo reporte de
aislamiento de triterpenoides del tipo dammaranc en
el género Stevia. Previamente Bohlmann reportd el
aislamiento y caracterizacidén del Dammaran-20(21),24~-

dien-38-0l acetato en Stevia beliviensis Sch. Bip.

Los dos triterpenos fueron no tdxiceos para la A. salina

(LC5° > 1000 ppm).

En el presente estudio no se aislaron los metabolitos
secundarios obtenidos previamente de las partes aéreas
de la planta (Ortega et al, 1980; Calderdn et al, 1984;

Bohlmann et al, 1985). Esta diferencia del metabolismo
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secundario puede ser atribuida, por una parte, a varia-

ciones ontogénicas y por la'dprﬁ Ta lﬁ;natﬁraleza'déij

la parte vegetal, objeto'de,ios difét¢htesnes€hdio5.
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-VI. . RECOMENDACIONES

Cbnside:qndo por una parte el uso popular de la planta

'y pdr‘la_otra, que recientemente se ha descubierto acti-

vidad antiviral para una serie de compuestos de tipo

faahﬁaraﬂo (Poehland et al, 1987) seria conveniente eva-

'Zluéf los productos (39) y (40) cemo posibles agentes

antivirales contra virus Herpes simplex de los tipos

1y 11,

Continuar el estudio quimico y bioldgico del extracto

acetdnico,
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