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INTRODUCCION 

En las óltimas cinco décadas el desarrollo de nuevos 

m•dicam•ntos ha sido notable, principalmente en lo que se 

refi•re a los antibióticos y productos de slntesis. En este 

s•ntido las sustancias natural•s no solamente han contribuido 

d• man•ra significativa, sino que tambi•n constituyen hasta la 

la fecha, la base d• los tratamientos m•dicos tradicionales 

•n los paises en vias de desarrollo <Anand, 1978>. Se esti•a 

que m•s de la mitad de la población mundial, hace uso de 

rem•dios tradicionales, y si bien es cierto que la tendencia 

es mayor en los paises subdesarrollados, en los paises 

industrializados •><iste un interés creciente por el uso de 

plantas con fines curativos. Quizás el resurgimiento de la 

m•dicina verd• en los paises del primer mundo sea una 

cons•cu1Pncia de la alta incidencia de enfermedades 

iatrog@nicas ocasionadas por muchos medicamentos sintéticos y 

algunos antibióticos <Nityanand, 1985). 

Las plantas y los otros recursos que emplean los usuarios 

de la medicina tradicional, constituyen fuentes potenciales 

valiosas para el hallazgo de nuevos principios activos. En la 

literatura, son numerosos los ejemplos que ilustran el 

importante papel que ha jugado el uso folklórico de varias 

plantas en •l descubrimiento de compuestos bioactivos 

<Farnsworth y Bingel, 1977; Farkas, 1980; Farns~orth, . 1980; 

Bingel, 1977; Galeffi, 1980; Fairbairn, 1980¡ Salemink, 1980; 



in ter al ial. 

En la actualidad, las estrategias b~sicas para la 

investíQación de plantas medicinales incluyen métodos 

biodiri9idos y convencionales <Powell y Smi th, 1960; Geran 

11___.tj_., 1972¡ Douros y Sufness, 1978; Wall y Wani, 1977; 

Spjut, 1965; F•rrigni, et al., 1984). 

En el caso de los primeros, se emplea un bioensayo 

conveniente para guiar el aislamiento de los constituyentes 

bioactivos, sin importar sus propiedades químicas o sus 

concentraciones relativas en los e:<tractos. En contraste, los 

métodos tradicionales implican el aislamiento del mayor número 

posible de metabolítos secundarios para posteriormente 

investigar su actividad biológica. Las sustancias obtenidas de 

esta manera, pueden o no reflejar las propiedades curativas 

del extracto crudo, de tal forma que aunque estos estudios 

constituyen una contribución al conocimiento de las plantas 

medicinales, no siempre cumplen con el propósito de aislar 

compuestos can actividad biológica. Los estudios biodirigidos 

por el contrario, garantizan la obtención de compuestos 

bioactivos, muchos de los cuales resultan ser estructuralmente 

novedosos, contribuyendo no solamente al campo de la Química 

Farmacéutica, sino también a otras areas más especificas del 

conocimiento de los Productos Naturales. 

Aunqu• de manera general, es deseabl• que los ensayos 

biol6Qicoe •mpl&ados en la inv•stigación biodirigida de 

plantas medicinales sean •specificos para la actividad que se 



les atribuye popul•rmente, en muchos casos, sobre todo en los 

p.tlse'5 del tercer mundo, por múltiples factores ha sido 

dificil la implement•ción sistemAtica de los mismos. Entre las 

razones que d1ficult•n la realizaciOn de estos ensayos, se 

encuentran la carencia de infraestructura adecuada, las 

deficientes pollticas de investigación multidisciplinaria y 

hasta la falta de tradición en el estudio de las plantas con 

miras a la búsqueda de sustancias activas, por tan sólo 

mencionar algunas. 

De manera afortunada,existen numerosas pruebas sencillas 

de fácil implementación y que permiten en algunos casos, 

detectar en forma preliminar actividades biológicas de mayor 

compleJidad y en otros, actividades biológicas espectficas. 

Algunos de estos bioensayos incluyen entre otros, la 

determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemia salina 

<Meyer, ~ •• 1982>, la inhibición de las agallas inducidas 

por Agrobacterium tumefaciens en la papa (Kahl, et al., 1982>; 

Zaenen, 1.1____.!l. , 1974; Ch1lton, et al., 1980; Ream, ~ •• 

1982; in ter al ial, la inhibición del crecimiento de Lemna 

minar <Einhelig, et al., 1985¡ Zeringue, 1987>, la inhibición 

del desarrollo de los huevec:illos de er1::0 de mar (Cimino, et 

1990). la determinación de citoto:dcidad mediante 

bioautograf1a en agar <Burnes, lilLil·, 1989), la evaluación de 

la actividad antimicrobiana y antifúngica <Mitscher, et al., 

1972; Van den Berghe, !tl.__fil., 1978; leven, tl____sl., 1979¡ 

Dornberg~r y Lich, 1982; Mi tscher, et al., 1984; Verpoorte, 



et ill., 1982; Von Beek, ~·, 1984) y la reducción del 

desarrollo vir•l sobre placa <Abou Karam, et al., 1990). 

en11ayos se han correlacionado de manera 

s•tisf•ctoria con actividades biológicas más complejas 

que en al9unas ocasiones han permitido justificar el uso 

popular de muchas plantas. Como ejemplo reciente, se puede 

citar el aislamiento de varias acetogen1nas antitumorales e 

insecticidas de al9un•s especies de la familia Annonaceae 

<Rupprecht, ~ .. 1990>, empleando como bioensayo la 

determinación l• toxicidad para Artemia salina. 

Recientemente, este bioensayo condujó al aislamiento de la 

pinocembrina, como el único constituyente bioactivo del 

epazote de zorrillo <Teloxys graveolens>. El efecto larvicida 

observado se correlacionó con un amplio espectro de actividad 

ant1helmlntica en ensayos in vitre <Camacho 1 1990>. 

Independientemente del tipo 

(preliminar o especifico) para 

de ensayo 

conducir los 

utilizado 

estudios 

es evidente, según la vasta y diversa información existente en 

la literatura especializada, que la estrate9ia biodirigida 

ofrece los mejores resultados (Cimino, et al., 1989; Burnes, 

et al., 1989; Wang, ~., 1988; Hui, ~., 1989; inter 

a 1 ia>. 



CAPITULO 1 

CONSTITUYENTES BIOACTIVOS DE Ratlblda lat1palear1s Rlchards 

l. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 

Mé~ico es un pals con una gran tradición en el empleo de 

plantas medicinales y en la actualidad gran parte de su 

población, principalmente la de bajos recursos económicos que 

no tiene acceso a servicios médicos adecuados, hace uso de 

ellas para la cura de un sinnümero de enfermedades. Esta 

costumbre se encuentra especialmente difundida entre los 

grupos étnicos de nuestro pais; de manera sobresaliente, los 

trahumaras de las sierras de Chihuahua hacen uso de 

apro:< imadamente 300 especies vegetales es sus prácticas 

medicinales. Las plantas más importantes usadas por estos 

indigenas se incluyen en el Cuadro 1 y entre ellas figura la 

"Chi'punuwa", Ratibida latipalearis Richards. 

El obJetivo fundamental de la presente sección de la 

tesis es realizar el estudio tltoquimlco blodlrlgldo de la 

planta •edlclnal Ratlblda latlpalearls Rlchards, sustentando 

esta investigación en las consideraciones siguientes. En 

primer lugar, las plantas medicinales utilizadas en la 

medicina tradicional constituyen fuentes potenciales valiosas 

de principios bioactivos. Por otra parte, las investigaciones 

qutm1cas y farmacológicas relacionadas con la medicina 



Cuadro l. Eie•plos de plantas •edicinales e•pleadas por los indios tarahu•aras 

F'LANTA 

Teloxys graveolens 

Tagetes lucida 

Hintonia latiflora 

L19usticum porteri 

Isotephane madrensis 

Ratib1da latipalearis 

Monarda austromontana 

Pectis stenophylla 

Caesalpinia platyloba 

Psacalium decompositum 

NOMBRE TARAHUHARA 

Epazote, yerba del 
zorrillo 

Yerbanis 

Cooalquin 

Chuchupate 

Cachan a 

Chi 'punuwa 

Napa (orégano> 

Limonc i l lo 

Palo colorado 

Matarique 

USOS MEDICINALES. 

Dolores de cabeza, fiebre, 
desordenes 9astrointest1na
les. 

Dolores de cabeza, catarro, 
congestiones. 

Malaria y fiebre. 

Desórdenes gastrointestina
les, dolores de cabeza, 
fiebre. 

Ulcera, reumatismo. 

Heridas de la piel, infla
maciones y dolores de cabe
za. 

Desórdenes gastrointestina
les, catarro. 

Dolores de cabeza, desórde
nes urinarios. 

Enjuague bucal, dolores de 
los dientes. 

Dolores corporales, reuma
tismo, desórdenes gastroin
testinales. .. 



tradicional tarahumara son muy escasas, y por lo tanto la 

información disponible que permitiria su eventual adaptación a 

los programa• de salud oficial•s, con las ventajas que esto 

implicarla, es prácticamente inexistente. 

Finalm•nte, es enfatizar que cualquier 

proyecto encaminado a la resolución de algun problema de salud 

publica nacional, bien sea mediante el hallazgo de nuevos 

principios activos a partir de materias primas nacionales o 

la invew;ti9ación sistemática de las distintas floras 

rec;,ionales, está bien justificado. 

Para el cumplimiento del obj•tivo fundamental del 

trabajo, se consideraron pertinentes los siguientes objetivos 

espec l f icos. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Recopilar la información botánica, etnobotanica, quimica y 

farmacologica de Ratibida latipalearis. 

2. Efectuar las operaciones preliminares propias a la prepara

ción de extractos vegetales. 

3. Preparar el extracto vegetal de acuerdo a las técnicas fi

toqulmicas concencionales. 



4. Efectuar el fraccionamiento biodirigido del extracto obte

nido de R. lat1palearis, empleando el ensayo de determi

nación de la toxicidad para Artemia salina. 

s. Separar y purificar los constituyentes de las diferentes 

fracciones. 

l>. ldenti ficar mediante métodos quimicos y espectroscópicos 

los compuestos aislados. 

7. Determinar la toxicidad para A. salina en las diferentes 

etapas del estudio biodirigido. 

8. Contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos 

de la flora medicinal mexicana. 

9. Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con 

la información previamente descrita en la literatura en 

cuanto a la composición quimica de especies relacionadas 

y la actividad biologlca de las sustancias aisladas. 

1 



2, GENERALIDADES ACERCA DE Ratlblda !atlpa!earls 

El género Rat1bida Richard• pertenece a la familia 

Asteracea (tribu: Heliantheael y desde el punto de vista 

filogen•t1co •e encuentra estrechamente relacionado con los 

géneros Echinacea y Rudbeckia. Comprende seis especies y una 

variedad, las cuales habitan en praderas, laderas montañosas, 

bosques de pinos y planicies del sur de Canada, Estados Unidos 

y norte de México <ver Figura 1). En el Cuadro 2 se indican 

las especies del género, sus sinonimias y distribución. 

Las e•pec1e• R. mexicant y R. lat1palearis son las únicas 

que tienen uso medicinal. La primera se emplea para tratar 

dolores de cabeza, desórdenes gastrointestinales, resfriados e 

inflamaciones de la piel <Richards, 1969). La R. latipalearis 

para el tratamiento de heridas de la piel, inflamaciones y 

dolores de cabeza <Bye, 1989). Los indios Tarahumaras designan 

a esta última especie con el nombre de "Chi'punuwa". 

la R. latipalearis es una hierba perenne, de tal lo simple 

o ramificado que mide de 55 a 117 cm de altura, posee hojas 

alternas, espinosas y moteadas en ambas superficies, sus 

flores son amarillas y miden de 0.8 a 3.1 cm de largo. Esta 

especie es endémica del estado de Chihuahua en Mé:dco 

<Richards, 1969). 

los estudios químicos del género son muy escasos y 

solamente las especies columnifera y peduncularis han sido 

investigadas. Dichos trabajos condujeron al aislamiento e 



Ftaura l. Dlstrlbuclon de las espacies del género Ratibida 
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Cuadro 2. Especies del genero Ratibida, sinoni•ias y distribución 

NOMBRE CIENTIFICO 

Ratibida •ex1cana 
Watson 

Ratibida pinnata 
Ven t. 

Ratibida pedundularis 
Torr. y Gray. 

Ratibida columnifera 
Nutt 

Ratibida latipalearis 
Richards 

Ratibida tagetes 
James 

SINONIMIAS 

Lepachys mexicana 

Lep~chys pinnata 
Rudbeckia pinnata 
Obeliscaria pinnata 
Lepachys pinnatifida 

Lepachys oeduncularis 
Lepachys serratum 
Ratibida p1cta 

Rudbeckia columnifera 
Rudbeckia columnaris 
Ratibida columnaris 
Lepachys columnaris 

Rudbeckia tagetes 
Rudbeckia globosa 
Lepachys columnaris 

DISTRIBUCION 

Sierra Madre Occidental, 
Chihuahua, Durango y So
nora. 

Centro y oeste de Esta
dos Unidos, sureste de -
Canada. 

Costas de Texas,E.E.U.U. 

Sureste de Canada, Esta
dos Unidos y norte de 
México. 

Sierra Madre Occidental 
de Chihuahua. 

Suroeste de Estados Uni
dos y Chihuahua. 

= 
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id•ntific•ción de veinticuatro lactonas sesquiterp•nicas <l -

~), dos flavonoides <~, 26>, un feni 1 propanoide (27>, dos 

sesquiterpenos simples <~, ~) y tres acetilenos <30 - 32) 

<ver Cuadros 3 y 4>. 



Cuadro 3. "etabolitos secundarios descritos en Ratibida coJuanifera 

!. 

NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA 

LACTONAS SESQUITERPENICAS 

<4S,5S,7R,8Rl-Ratib1da
ll < 13) -d ien-8, 12-olida. 

<4S,55,7R,8Rl-Ratibida-9, 
11<13l-d1en-8,12-ól1da. 

a> Rat1b1danol1das 

JXf=º 
H 

REFEl'ENCIA 

Herz, et al., 
1985. 

Herz, ~., 
1985. 



(5R,7R,8R,10Sl-Elema-1,3, 
11(13>-trien-B,12-ólida, 

!, ~. Q, (1S,5S,óR,7S,10S,11Rl 
-1-Hidroxi-2-oxo-5-< 
aciloxil-xant-3-en-ó, 
12-61 idas. 

z < 18, SS, 6R, 7R, SR, 95, 105, 11 
Rl-8,9-Epoxi-1-hidroxi-2-
oxo-5-angeloxi-xant-3-en-
6, 12-ólida. 

bl Elemanolida 

el Xantanólidas 

~·· .. 

R=H 
R=H 
R=H 

o 
~· ... 

•••• 

o 
R'=Ang 
R'=Tig 
R'=iBut 

o 

Herz, et al., 
1985. 

Herz, et al., 
1985. 

Herz, et al., 
1985. 



ª-· 2.. 
l•J, !J., 

<1S,5S,6R,7S,9R,10S,11Rl 
-1,9-Dihidroxi-2-oxo-5-
<acilox1>-xant-3-en-6, 12 
-6lidas. 

12 <1S,4R,5S,6R,7S,10S,11Rl-1,4-
Dihidroxi-2-oxo-5-angeloxixan
tan-6, 12-61 ida. 

13, !..i C1S,4R,5S,6R,7R,BR,9S,10S, 
llRl-B,9-Epoxi-1-hidroxi-
2-oxo-5-anqeloxixantan-6, 
13-ólidas. 

~- .. • •• • 

R=OH R'=An9 
R=OH R'=Tig 

OH O 
~ fi .. 
~-. 

o 

OH O O 

AJ ... 

o 
13 R=H 

..··• Hel'z, 
1985. 

et al., 

10 R=OH R'=iBut 
!.1 R=OH R'=Ang 

14 R=Et 

Herz, et al., 
1985. 

Herz, et al., 
1985. 



15 5a-Q-C2-Met1lbut1ratoJ-9-oxo
seco-ratifer611da. 

16 Sa-Q-Ange l ato-9-o:<o-seco
ra ti feró l ida. 

17 Sa-Q-2-CMetil-butiratoJ-90! 
hidroxi-seco-ratiferólida. 

M.-..0"" 

~ ... 

o 
~· .. 
•••uo··· 

o 

o 

... ..OH 

Ell111auerer, 
etal., 1987. 

El lmauer•r, 
et al., 1987. 

El lmauerer, 
et al., 1987. 



18 501-Q-lsobutirato-901-h1dro:<i 
-seco-ratifer6l1da. · 

19 501-Q-An9elato-91X-hidroxi
seco-ratifer6l ida. 

20 51X-Q-C2-Meti l-butirato]-
9-3Z-seco-ratifer6lida. 

~·· .. 
tluo .. ·· 

o 
~- ... 

MeauO·"· 

o 

. .. ·-GH 

o 

o 

E 11 mauerer, 
et al., 1987. 

El lmauerer, 
et al., 1987. 

El lmauerer, 
etal., 1987. 



o 

21 5a-Q-C2-MetilbutiratoJ-9a-
~J ... 

hidroxi-3Z-seco-ratiferólida. 

22 2-Hidrox i-4-acetox i-:,antan-
1 (Sl -en-68-12-61 ida. 

23 Eudesman-4<14l,11(13l-dien 
813-ólida. 

dl Eudesmanólidas 

... ..·Oll 
Ellmauerer, 
et al., 1987. 

El lmaiuerer, 
etal., 1987. 

Herz, et al., 
1985. 



24 Eudesman-11(13)-en-8S-12-
ólida. 

25 5,7,6-Trihidroxi-6-
meto:d-f lavona. 

26 5,7-Dihidraxi-flavona 

FLAVONOIDES 

HO 

CHsO 
OH o 

HO 

OH o 

o 

OH 

El lmauerer, 
~ •• 1987. 

Herz, et al., 
1985. 

Ellmauerer, 
et al., 1987. 



FEN 1 LPROPANO.l DES 

4-Q-Desmetil-eschkurianol O OH 

MeO~O)lAt~ 
HO~ 

28 (35,5Rl-5-Hidroxi-9-o:<o-
nerolidol. 

29 9-Hidro:<i-12-acetoxi-
nerol idol. 

OH 

SESQUITERPENOS Sl"PLES 

OH 
~ 

Ac O r d.t r ( . 

Ellmauerer, 
1.1....A!.· , 1987. 

Herz, et al., 
1985. 

El lmauerer, 
et al., 1987. 



30 2-(3-Buten-1-inill-4-<1,3-
pentadiinil)-tiofeno. 

ACETILENOS 

CH Q'"\__ ~ CiC-CH=CHt a--\s'r\sT 

31 4'-(3-Buten-1-inill-4-
metil-2,2'-bitiofeno. CHa-lC5C>~CiC-at=CH1 

32 7-Metiltio-1,7-tridecadien-
3,5,9,11-tetraino. 

H SMe 
1 1 

MetCEC>r e =C-CC = C>c CH=CH2 

Herz, et al., 
1985. 

Herz, et al., 
1985. 

El lmauerer, 
tl._el. • 1987. 



Cuadro 4. Hetabolltog 9ecundarlos de9crlto9 en Ratibida peduncularis 

NOMBRE DEL COMPUESTO 

ll <1S,5S,6R,7R,8R,9S,10S, 
llRl-8,9-Epoxi-1-hidroxi-
2-oxo-5-anQeloxi-xantan-
3-en-6,12-ólida. 

!.l. 5a-Q-(2-MetilbutiratoJ-9a 
hidroxi-seco-ratiferólida. 

!J. 5a-Q-Angelato-901-hidro:d
seco-rati feról ida. 

REFERENCIA 

Herz, et al., 
1985. 

El lmauerer, 
et al., 1987. 

El lmauerer, 
et al., 1987. 



PARTE EXPERIMENTAL 

3.0 "ATERIALES Y "ETODOS 

3.1 "•tarta! v111tal 

El material ve9etal <planta completa), s• colectó 

Municipio de Guachochic, Cusarase, Chihuahua, el 

nov11111br1 d• 1988, Una mLlestra de r1ferencia <Voucher: 

en el 

12 d• 

Bye y 

Ra111amoorthy lbé5él se depositó en la colección etnobotinica 

d1l H1rbario Nacional, Instituto d• Biolog1a UNAM. 

La planta se s1c6 a temperatura ambiente y se pulverizó 

•n un molino d• cuchillos Modelo Wyley No. 4. 

3.2 Evaluaotón dt 

~ 

la to•lcldad tn vttrp para Artea1a salina 

El bioensayo utilizado para dirigir el estudio 

fitoqutmico da R. lat1palearis, se efectuó de acuerdo con la 

siguient• metodolog1a <Meyer, ~·, 1982>: 

- Preparaclon de las auestras. 

20 mg de compuesto puro, eKtracto o fracción, se 

disolvieron en 2 ml de un disolvente adecuado. De esta 

solución se transfirieron por separado a tres viales: 500µ1, 

50 µl y 5 µl para obtener disoluciones de lOOU, 100 y 10 ppm 

respectivamente. Cada concentración se preparó por triplicado 

y se deJ6 evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al 



vac 1 o. 

Incubación de lo9 huevo9 de a~ salina 

Los huevos de A. salina se incubaron en un medio salino 

art1 f1c1al durante un periodo de 48 horas. F'osteriormente, los 

camarones fototr·óp1cos fueron 

F'asteur. 

- Bloensayo 

colectados con una pioeta 

Se transf1r1ercm diez cr·ustciceos a cada uno de los viales 

que conlenlan las muestras a evaluar y 5 ml de un medio salino 

11rt1fic1al. Los viales se mantuvieron con iluminación durante 

~4 horas y, transcurrido este tiempo, se contó el nf.tmero de 

1ndiv1duos sobrevivientes, para calcular el porcentaje de 

mor·tCllidad y la LC,.0 , en el caso de compuestos pLiros. 

3.3 Hétodo9 de Extracción y Fraccionamiento Blodlrlgido 

El material vegetal seco 11447 gramos> se extraJo con una 

mezcla de cloroformo-mPtanol <1: 1) de acuerdo con el 

proced1m1ento seRalado en el Esquema l. 

El e:<tr·acto se evaluó biológicamente mediante el ensayo 

descrito en la sección anterior y se fraccionó preliminarmente 

mediante una cromatograf ia preparativa en columna, uti 1 izando 

como adsorbente gel de sllice desactivada al lOX con agua 

destilada (1.~5 Vg, silica gel G 6(1 Merck 70-230 ma 11as1 ; 

el procesa de elución se llevó a cabo con he::ano, cloroformo, 

metano! y acetona en diferentes proporciones. Se recogieron un 

total de :_.<)/ fr·acciones de 5("J ml c/u. Las fracciones fueron 



analizadas por cromatografía en capa fina y se combinaron 

aquel las que resu 1 taran si mi lares. A cada una de las 

fracr:1ones combinadas se les determinó la to:<icidad para e.,_ 

salina. 

En el Cuadro 5 se resum•n los sistemas de eluyentes 

empleados y las fracciones combinadas. 

Esque•a 1. Preparación del extracto orgánico de Ratibida 

latlpalearls 

MATERIAL VEGETAL C 1.44 l<G ) 

- MACERACION CON CLOROFORMO - MET ANOL 

- FIL TRACION V CONCENTRACION IN VACUO 

EXTRACTO CONCENTRADO RESIDUO VEGETAL 

3.4 Separación de los constituyentes de las tracciones activas 

del e•tracto clorotor•o-metanóltco 

Las fracciones 48-64 y 93-125, obtenidas del 

fraccionamiento del extracto total, fueron recromatografiadas 

sobre gel de sllice. Las fracciones secundarias resultantes de 

este proceso también se evaluaron biológicamente. 



Cuadro 5. Resu•en del fracciona•iento biodiriCido vla cro•ato1raf 1a en colu•na 
del extracto clorofor•o-•etanólico de Ratibida latipalearis 

ELUYENTE PROPORCION 

Hexano 

Hexano-cloroformo 9:2 

He::ano-c loro formo 7:3 

Hexano-cloroformo 5:5 

Hexano-cloroformo 2.5:7.5 

Hexano-cloroformo 1: 9 

Cloroformo 

Cloroformo-metano! 9.5:0.5 

Cloroformo-metano! 9.1 

Cloroformo-metano! 9:2 

Cloroformo-metano! 7:3 

Cloroformo-metano! 6:4 

Cloroformo-metanol 5:5 

Acetona 

FRACCIONES COMBINADAS 

1-35 

36-47 
49-64 
65-79 
79-91 
92-92 

93-1(15 

106-125 

126-131 

132-165 

166-173 

174-205 

206-219 

220-259 

260-291 

282-286 

297-290 

291-307 

.... -
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3.4.1 Obtención de la ratlblnóllda 1 ~3 

Las fracciones 93-125 <5.5867 gl de la columna original 

<Cuadro 5) se recr0matograf iaron en una columna empacada con 

168 g de gel de sllice (desactivada al 10%)¡ la elución se 

1•eal izó con distintas proporciones de hexano y acetona. De las 

fracciones secundarias activas 188-192, eluidas con hexano-

acetona 95:5, se aisló un polvo cristalino, que fue 

recristal izado repetidas veces con una mezcla de 

hexano-acetona (1:1>, para originar finalmente 20 mg de unos 

cristales blancos con p.f.=142-144ªC. 

3,4.2 Obtención del fl sltosterol 34 

De las fracciones 120-130 de la columna descrita en la 

secc10n anterior, se obtuvieron 60 mg de unos cristales 

blancos de p.f.=140-142ªC. 

3.4.3 Obtención de la ratlblnóllda 11 35 

Las fracciones 48-64 (320 mgl de la columna original 

<Cuadro 51 fueron cromato~raf iadas en una columna empacada con 

gel de sllice (desactivada al 10%1. La elución se efectuó con 

hexano y acetona en diferentes proporciones. De las fracciones 

secundarias 100-110 eluidas con cloroformo-acetona <9:11, se 

obtuvo un sólido cristalino blanco de p.f. 276-28UªC. 
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3.5 Separaclon de los constltuyentes de las tracclonea 

Inactivas del extracto total 

3.5.1 Obtenclón de la hlspidullna 36 

Las fracciones primarias 166-173 (20.30 gl <Cuadro 5), 

fueron recrom111togr•fiad•s en una columna empacada con 35<J g de 

gel de s1lice (desactivada <1! 107.l, los eluyentes emoleados 

fueron: hexano, cloroformo y metano! en varias proporciones. 

De las fracciones secundarias 248-258, eiuidas con 

cloroformo-metanol 97:3, precipitó un polvo amarillo de o.f. 

290-292 •c. La c•ntidad obtenida fue de 80 mg. 

3.6 Caracterización de los co•pueatos aislados 

3. B. 1 Determinación de las cona tantea f1 e i cae y 

espectroscópicas 

a) Los puntos de fusión se midieron en un aoarato 

Fisher-Jahnes y no están corregidos. 

b) Los espectros de IR se registraron en un esoectrofotómetro 

Perkin-Elmer 599 B. 

c> Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrofotómetro 

Perkin-Elmer 5998. 

dl Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato 

H1tachi-Perkin-Elmer RMU-GD <Instituto de Qutmica, UNAM). 

e) Los espectros de •H RMN ·y •~e RMN se determinaron en 



30 

espectrofotómetros Varian EM 390 (Facultad de Quimica, UNAM> y 

Var1an VXR-3005 <Instituto de Química, UNAN) utilizando como 

disolventes CDCJ 3 y/o DMSO-d. y como referencia interna TMS. 

fl El estudio de dif1·acción de Roiyos X se efectuó en un 

difractómetro N1colet R3m <Instituto de Qu1mica, UNAM>. 

3.6.2 Obtención del derivado acetilado de la hisp1dulina 37 

Se acetilaron 20 mg de la hispidulina usando 0.2 ml de 

p1ridina y 0.2 ml da anhldrido ac•tico. La mezcla da reacción 

se dejó en reposo durante 12 horas y, al cabo de este tiempo, 

el crudo de la raac:c:ión se proceso de acuerdo a la metodologia 

convencional (Shriner, Fuson-Curtin, 1980). Como resultado se 

obtuvieron 11 mg del derivado aceti lado 37 con p. f. 154-156"C. 
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~.O RESULTADOS Y DISCUSION 

Con la finalidad de obtener compuestos bioactivos de !h. 

lat1pal11r1s, el extr1cto cloroformo-metanólico de la planta 

fue evalutdo biológictmente mediante la determinación de 11 

toxicidad para Artemia stliaa, de acuerdo a la metodolog1a 

descrita por Meyer y colaboradores (Meyer, ~·, 1982). 

Debido a que el extracto mostró una buena toxicidad para el 

crustáceo (ver Cuadro 6) 1 se proctdió a fraccionarlo de manera 

biodiri9id1 m1diant1 una From1t0Qraf 1a pre~arttiva en columna 

sobre 911 dt sl 1 ic1. 

Cuadro 6. To11o1dad del e1traoto olororor10 1etanólloo de 

Rattblda latJpaleari1 para A. 1al1na 

CONCENTRACION (µ9/mll 1 ()tJ() l<J() 1 (J 

'l. DE MORTALIDAD 100 66.66 

LC, o ( µg/11 > 366.61 

El empleo del bioensayo para el monitoreo del efecto 

ltrvicida durante el fraccionamiento permitió la obtención de 

cuatro fracciones activas, las cuales fueron 

recromatografiadas para separar los compuestos activos. De las 

fracciones primarias 93-125 y 48-64, se aislaron dos lactonas 

sesquitérpenicas b ioac t ivas, que fueron denominadas 
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raliblnól Ida l CLC•o=62. 74 µg/ml) 33 y ratibinól ida 11 CLC .. 0 = 

69.53 µg/ml ~· De la fracción 93-124 se aisló también el 

1l-1nstost•rol 34. 

Cuadro 7. Toxicidad de las fracciones activas obtenidas de la 

cromatografla en coluana del extracto 

cloroforao-aatanóllco de R. latlpa!aaris 

FRACCION CROMATOGRAFICA 

48-64 

93-125 

126-131 

132-161 

LC,..,, < 11g I mll 

137.12 

65.0(1 

200.85 

77.32 

Finalmente, la recr•omatografía de la fracción primaria no 

activa 166-173 de la columna original <Cuadro 5), permitió el 

aislamiento de una flavona que fue identificada como la 

hlspldul lna 36. 

Los rendimientos e:<presados en porcentaje sobre el peso 

de material vegetal seco y las estructuras de los compuestos 

obtenidos se indican en la Figura 2. 



Flaura 2. Hetabolltos secundarlos aislados de Ralibida 

lallpalearls 

HO 

Meo 

RATIBINOLIDA 

(0.()014 'l.) 

o 

HISPIDULINA 

RATIBINOLIDA 11 

(l). l)úl)3 'l.) 

HO 

o 
BS LCeo=b9.53 µQ/ml 

13-SITOSTEROL 

33 
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•.1 ldentltlcaclon de le ratlblnóllda 33 

El compuesto 33 se aislo al recromatograf iar 

fracciones activas 93-124 de la columna original (Cuadro 5>. 

Su formul• molecular se estableció mediante espectrometr1a de 

masas y anAlis1s elemental como c,~H 1 g03 , oue permitió 

calcular un lndic• de insaturac1on de siete. 

El espectro de IR <Espectro 1), mostró bandas de 

absorción para carbonilo de lactona (1770 cm-•> y carbonilo de 

cetona (1730 cm-•). Su espectro de 'H RMN <Esoectro 2l 

presento resonancias que fueron asignadas de la siguiente 

manera: 

al Los dobletes en € 6. 16 y 5.41 a los hidrógenos de un 

metileno exoclclico «al carbonilo de una r-lactona. 

bl El doblete de dobletes en .S 4.20, al hidrógeno geminal de 

una función lactón1ca. 

el Los dos s1nguletes en € 1.27 y 1.46, que integraban cada 

uno para tres hidrógenos, a metilos unidos a carbonos 

cuatern•r1os. 

El espectro de .:•e RMN <Espectro 3l, confirmo la 

presencia de 15 carbonos en la molécula, dos de los cuales 

correspond 1 •n a los grupos car·bon i los de una lac tona u; 17(1. 42 

(sll y de una cetona CE 212.22 (s)J. De acuerdo a la teor1a 

del desplazamiento qulmico y al nümero de resonancias 

positiv•s y neg•tivas observadas en el espectro de APT 

<Espectro 4l, las trece seffales restantes se asignaron a una 

doble ligadura disustitu1da <.S 138.(17 y 117.22>, dos carbonos 
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cuaternarios <& 59.26 y 29.68), dos met1lenos (!; 29.62 y 

2fJ.54l, un 

n; 79. 85>, 

<E 19.32 

carbono gem1nal al oxigeno etéreo de una lactona 

tres metinos <& 55.04, 52.04 y 32.95) y dos metilos 

y 16.81>. Estas observaciones y consideraciones de 

tipo qL11miotaxonOmico <Bohlamn, 1987; Herz, 1985> permitieron 

establecer qlle el producto natL1ral era la cetona de una 

1x-met1 len-¡ -lactona sesquiterpénica. 

De las siete insaluraciones calculadas, tres se asignaron 

al anillo de la a-metilen-r-Jactona y una cuarta al grupo 

carbonilo de la cetona. La ausencia en los espectros de RMN de 

seAales indicativas de otro tipo de insaturación permitió 

concluir que el nocleo base de la lactona correspondla al de 

un sistemA triciclico. 

El análisis del espact~o de 'H RMN y su correlación 

bidimensional 20-COSY <Espectro 6 y Figura 3l, confirmó no 

sólo la naturaleza triciclica del compuesto, sino también 

la disposición y la estereoqu1mica del anillo lactónico. Las 

conclusiones más relevantes que resultaron de esta 

interpretación espectroscópic~ se resumen a continuación: 

al Los dos dobletes[~ 5.41 y 6.16] asignados a los hidrógenos 

del metileno exoclclico de la lactona <H-13 y H-13'), 

correlacionaban entre si y con el multiplete a & 2.35, el cual 

en consecuencia se asignó a H-7. El valor de la constante de 

acoplamiento entre los hidrógenos 13 y H-7 <J=3Hzl era 

consistente con una fusión trans de la lactona CSamek, 19701. 

bl El hidrógeno gemina! de la lactona en E 4.20 Cdd, H-61 



int•racc1on•ba con H-7 y con el doblete centrado a E 1.72, 

as1qnabl• enlences a H-5. El patrón de acoplamiento observado 

entr• H-5, H-6 y H-7 <J._,=Js-•=11.5 Hzl indicó una relación 

filn.l dia:cial entre estos tres protones, confirmándose la 

fusión tr@ns de la lactona. 

Debido a qu• H-5 solamente correlacionaba con H-6, era 

claro que el núcleo C-4 representaba uno de los centros 

cuat•rnarios de la molecula. 

el La señal correspondiente a H-7 correlacionaba también con 

J•a-v.=4 Hz>, el cual a su vez interaccionaba con las 

resonancias en E 2.06 (d, Ja.-a.=14 Hzl y en [ 1.42 (m). 

Consecuentemente estas tr•s ultimas señales se asignaron a 

H-Bll, H-Ba y H-9a respectivamente. De manera adicional, H-9~ 

correlacionaba con el doblete ancho <J••-9•=14Hz en E 1.67, 

señal que por lo tanto se atribuyó a H-9~ <ver Figura 3). 

Las observaciones resumidas en los incisos al, bl y el, 

permitieron proponer la estructura parcial A. 



2.0 

2.2 

2.4 

2.6 

Fisura 3. E•pectro de 1 H R"N bldlaenslonal 20-COSY de la 

ratlblnól lda 1 
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di Finalmente, el doblete de dobletes a & 1.08 se encontraba 

r•l•c1onado con los mult1pletes a & 1.22-1.32 y 1.81. Es de 

hacer not•r qu• este conjunto de señales conformaba un sistema 

ABX y la ausencia de interacciones adicionales, permitió 

e•tablecer en la molecula la oresencia 

estructural B. 

B 

de la unidad 

La lnte9raci6n de las estructuras parciales A y B, de lo5 

do~ met1 los unidos a carbonos cuaternarios y del gruoo ceto, 

permitieron proponer para el producto natural las tres 

•~tructuras si9ui•ntes: 

La frecuencia de absorción observada para el carbonilo de 

cetona en el espectro de IR permitió descartar en principio 

l•s estructuras D y E. Teoricamente una cetona en anillos de 

tres o cuatro miembros debe absorber a frecuencias mayores que 

las observadas para el compuesto 33 <Pretsch, et al., 1980). 



El v•tud10 de d1fracc10n de Rayos X permitió confirmar de 

m•n~r• 1n9qu1voca que la propuesta C era la correcta y en la 

Figura 4 •e muestra una vista estereoscóp1ca de la 

rat1b1nOlida I, una nueva lactona sesqu1terpén1ca del tipo de 

las ~e19eranOlidas IBohlman, 1982>. 

F11ura 4. Vista estereoscóplca de la ratibinOlida 1 



El compuesto consta de un sistema tetrac1clico, en el 

cual, los •n1llos carbociclicos de cinco y seis miembros y el 

correspondiente al de la a-meti len-¡· -lactona, se encuentran 

apro:<1m•d•mente coplanares, el •nillo de ciclopropano, en 

c•mbio esta por debaJo del plano formado por los otros tres. 

El ciclo de seis miembros adopta una conformación de silla con 

el 9rupo metilo 14 aKial y los dos anillos de cinco miembros 

CC<ll-C<~>-Cl41-Cl5l-C<10ll y C0(2l-C<6>-C<71-C<ll>-C<l2ll 

presentan conform•ciones de semisilla y "i.x-envelope"-semisilla 

respectivamente <So1•iano, @.L_tl. 19891. En el Apéndice se 

resumen los par•metros posicionales correspondientes a la 

r•tib1nólid• l. Las con!itantes f\sica5 y espectroscópicas para 

este producto natural se incluyen en el Cuadro 8. 

Cabe mencionar como hecho sobresaliente, el 

desµlazam1ento paramagnético presentado por los protones 

metilenicos del anillo de tres miembros ( L.!>=.32 y !;. !>=. 781 

<Bohlmann, 19821 el cu•l podrla explicarse por un efecto 

ani5otr6pico ejercido por el carbon1lo en la posición uno. 
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•.2 ldentlflcacl6n de la ratibinólida 11 35 

El componente bioact1vo de menor polaridad aislado de 

Rat1b1dt l•t1p•lear1s corresponde a la formula molecular de 

c,.,H,.04 <Esoectrometr1a de masas>. Se obtuvo como un sólido 

cristtl1no incoloro de p.f.= 276-290"C, soluble en cloroformo, 

acetato de etilo y acetona. 

El espectro de IR <Esoectro 6> del producto 35 presentó 

bandas caractertst1cas cara hidroxilo 13500 cm-•) y cara una 

lll-metilen-r ·lactona (1770 cm-1). Al igual que en el caso del 

compuesto anterior, el espectro de 'H RMN <Espectro 7) mostró 

las señales tipicas del metileno exociclico de una r -lactona 

sesquiterpén1ca [~ 5.99 <dl, 6.29 (dl y 4.36 <dlJ. También se 

observtron resonancias para: 

l> el h1dr69eno gem1nal de una función carbin6lica secundaria 

<S 3.5 (dd>J y un grupo hidroxilo [E 2.4 (d, J=ll.6 HzlJ. Al 

re9istrar el espectro con o,.o <Espectro 9>, la señal del 

primero se s1mplit1caba a un doblete, lo cual indicaba su 

acoplamiento con el hidrógeno del oxhidrilo. 

2l una doble ligadura adicional disustituida [S 5.99 <dl y 

6.29 <ddll. 

3l dos metilos unidos a carbonos cuaternarios centrados en g 

1.76 <s> y 0.96 <sl. El desplazamiento químico observado para 

el primero era congruente con su disposición sobre un centro 

cuaternario oxigenado. 

Los espectros de ase RMN <Espectros 9 y 10> confirmaron 

los grupos funcionales evidenciados por la resonancia 
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111•c¡¡n•t1c• nucle•r proton1ca, 1nd1cando además la existencia en 

la 111olecula de un epOx1do [¡; 71.63 lsl y 61.99 \s), C-5 y 

C-4l, un centro cuaternal'io sin sustituyentes oxigenados [¡; 

39.67 <s>l, dos met1lenos (¡; 29.80 <tl y 22.CJ3 (t)) y un 

111etino [¡; 45.87 (d)J. 

Los elementos estructurales presentados hasta este punto 

de la d1scus16n s•tisfaclan los reouerimientos de la fórmula 

molecular en cuanto •l número de carbonos, hidrogenos y 

oxlgenos se refiere. En relación a las insaturaciones, 

f•ltab•n por asignar dos de las siete permitidas, las cuales 

despu6s del análisis espectroscópico previo, solamente oodlan 

pertenecer· a un sistema bic!clico. El análisis del espectro de 

•H RMN bidimensional, permitió determinar que el mismo 

correspondía al de un eudesmano. Las correlaciones más 

important•s observadas en este espectro, asl como sus 

implicaciones estructurales se resumen a continuación: 

al Los dos dobletes a ¡; 6.2 y 5.56 atribuibles a H-13 y H-13', 

correl•cionaban entre s!, 

entonces se asignó a H-7. 

y con la señal a ¡; 2.94, la cual 

b) El doblete correspondiente al hidrógeno gemina! de la 

función lact6nica en ¡; 4.36 <H-6l, interaccionaba unica y 

exclusivamente con H-7. La constante de acoplamiento observada 

Hz>, era consistente con una disposición 

kMui-dia:<ial y por lo tanto con la fL1sión trans de la 

lactona <ver Figura 5>. 
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Fl1ura 5. Zona co•prendlda entre O y 7 pp• del espectro de 'H 

F2 
(ppm). 
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r:l D• maner"' adicional, H-7 car-relacionaba can los mLdt1pietes 

Pn ~ l. 'l y 1.5, los cualr:-s fueron asignados a H-B¡l y H-81)( 

r·@spec t 1 vamen te. E'"stos lt I t 1 mas h1drogenas a SLI vez se 

relac1nnaban entr-e si y can los h1drogenos de •.m metileno 

vec 1ni\I [H-9()( a .. 2.~8 y H-9Jl a ~ 2.64] <ver Figura 6l. Las 

c:onstanles de acoplélmlfmto correspondientes a las 

1nter·acc1one\; espec1f1cadas en este plinto se indican en e! 

CLtadr·o 9, Con base a las conectividades mencionadas, se audo 

proponer la estructura parcial A' que se muestra a 

crmlinuAc1on: 

rll Los dos hidrógenos de la doble ligadura disustituida 

adicional u: 5.98 <d, J,._,.=8.7 Hz, H-3l y ¡ 6.28 (dd, 

J 2-~=8.7 Hz, J,_~=5.8 Hz, H-2>], correlacionaban entre si y 

uno de el los <H-2l, además con el hidrógeno gemina! de la 

función carbinólica secundaria a ¡ 3.48 (dd, J,_2=5.8 Hz, 

H-1 l <ver Figura 5l. La magnitud de la 

constante de acoplamiento observada para los hidrógenos 

vin1l1cos, 1nd1có que la doble ligadura debla encontrarse en 
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Fl1ura 6. Zona coaprendlda entre 1 y 4.5 PP• del espectro de 

'H R"N bldiaensional de la ratlblnOllda 11. 
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un .. n 1 1 1 n de '!le 1 '!!I m1 embl'os ( Jackman, 1969>. Finalmente, la 

o,;eñal en s;; :;.,49 mostraba una interacción con el hidrógeno del 

hidl'OHilo en~ 2.4 (d, JaM-•=11.6Hz>. 

Las correlaciones recién descritas permitieron proponer 

lA '!!liguiente secuencia parcial B' 

La intec;,¡ración de las estructuras p.!lrciales A' y B', el 

valor de la constante de acoplamiento observada entre los dos 

hidrór,,enos olefinicos de la fórmula parcial B' <J=8.7Hz) y el 

palron de acoplamiento observado para H-6, permitieron 

proponer las estructuras e· y o· paroll el producto natural. 

OH 

HO 
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El desplazamiento diamagnético observado para C-9, 

atr1bu1ble al efecto Y-gauche eJercido por un sustituyente a 6 

I! oraent•du en C-1 <ver Figura 7l (11ata R., et al., 1983; 

Herz, ~., 1983¡ Da Silva, !11.___fil., 1981!, oermitió 

dP~cartar la posibilidad O'. La falta de parámetros de 13C RMN 

para modelos 

magn i tud de 1 

comparables que permitiesen correlacionar la 

•fecto y la estereoquim1ca del sustituyente en 

C-1, impidió establecer de manera inequtvoca la orientacion 

del sustituyente. 

Figura 7. Repre•entacl6n •ediante proyecciones de New•an del 

efecto r-1auche que ejerce el suslltuyente en C-1 

sobre C-9. 

HIDROXILO CON ORIENTACION a HIDROXILO CON ORIENTACION Jl 

Cu 

Con respecto a la estereoquimica del epóxido en C-4/C-5, 
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I• •1m1l1tud d• los desolazam1entos outmicos de H-ó y H-7, con 

la• corr•soond1entes cara la 4,5-eoox1-d1hidroarbusculina B 

< 1rv1 n, fi_jtl_, , 1971), permitió inferir a priori que el 

eoóx1do se encontraba a-orientado. En el Cuadro 9, se 

ilustr•n comparativamente los desplazamientos outmicos de la 

rat1b1nól1da 11 y la 4,5-epoxi-dihidroarbusculina B. 

Cuadro Q, Co•paraclon de los desplaza•lentos quí•tcos para 

H-6, H-7 y H-15 entre la 4,S-epoxl-dthidroarbuscu-

1 lna By la ratlblnóltda 11 

•,S-vpoxl-dlhldroarbuscullna B 

H-15 

H-7 

H-ó 

€ 1.56 

¡; 4.35 

rattblnól ida 11 

H-15 

H-7 

H-6 

s 1. 76 

&: 2.94 

s 4.36 

Con el objeto de confirmar la orientación del hidro:;i lo 

•n C-1 y del epó:<ido en C-4/C-5 1 se registró el espectro de 'H 

Fct1N con adición de un reactivo de desplazamiento de Eurooio. 
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Como !le puedr. apreciar en la FiQura 8, los hidrogenos m•s 

afectado• en orden decreciente fueron H-14, H-7, H-6 y H-15. 

Fl1ura a. Efecto paraaaanétlco Inducido por el reactivo de 

desplazaalenlo sobre H-6, H-7, H-14 y H-15 de la 

ratlblnól lda 11. 
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1.00 

050 --- -··· ·------r-----------· 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 

mg Eu(fod), 

El desplazamiento paramagnético si9nif icativo observado para 
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H-7, era consistente con su oroxim1dad esoacial al eoóx1do, v 

en consecuencia con la or1entacion ~ de este ultimo. En la 

estructura visualizada mediante el modelo Dreidin9 <Figura 9), 

~e puede observar claramente la cercan1a entre H-7 y el 

PDOXldO 0<-0t·ientado. 

As1m1smo, el efecto sobre H-14 era congruente con la 

dispusicion tl del hidroxilo en C-1. Finalmente cabe mencionar, 

oue la desproteccion observada tanto para H-15 como para H-6, 

se debe a la cercanla de los mismos al eoóxido y al oxigeno 

et~reo de la l•ctona respectivamente. 

Fl1ura 9. Estructura visualizada aedlante el •odelo Orledlng 

de la ratibtnóllda 11. 

Con base en las evidencias discutidas, se orooone la 

estructura para la ratibinól ida I I, una nueva 

eudesmanól ida. Las constantes fls1cas v esoectroscóoicas del 

compuesto se incluyen en el Cuadro 10. 
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A.3 ldenll rlcaclón de la hlspidul l11a 36 

Al recromatografiar las fracciones no activas lb6-173 de 

la columna original <Cuadro 5) se obtuvó el compuesto 36 como 

un polvo amarillo soluble en metanol. 

El compuesto presento un comportamiento cromatográfico en 

caca fina tlpico de un flavono1de. Su espectro de IR IEscectro 

11 l mostró bandas car·ac ter1st icas de absorción para hidr•o;<i lo 

13400 cm-•>, carbonilo de f ·pirona 11660 cm-•> y aromaticidad 

( 1615, 1500 y 1500 cm - 1 >. Las bandas a 333 y 272 nm en e! 

espectro de UV !Espectro 12> sugirieron aue se trataba de una 

flavona <Markham, 1902) .' 

El espectro de •H RMN <Espectro 13) mostró se~ales para: 

a> dos htdroxi los fenól 1cos a ~11). 49-10. 05. El desplazamiento 

a campos muy baJos p~ra uno de ellos, indicó que existia un 

grupo OH en la posición 5 IMarkham, 1902!. 

b) un sistema t lp lCO de una anillo aromático 

para-sL1stituido U; 6.95 Cdl, J.,, •• .,=8.5 Hz, H-3' 1 5' y & 7.95 

ldl, J.,., .... =8.5 Hz, H•2'16'J, asignable al anillo C de una 

flavona 4'-oxigenada. 

c) el H-3 del nücleo de flavona en & 6.61 (s) y un hidrógeno 

de un anillo aromat1co pentasustituido a & 6.8 Is>. 

dl un metoxilo aromatice en &3.75 (s). 

La naturaleza trifenólica de la molécula, se confirmó 

qu1micdmante mediante la obtención del derivado triacetilado. 

El espectro de 1 H RMN de éste <Escectro 114, mostraba 

tres se~ales para metilo de acetato, una de ellas IS 2.51, 
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cons1st•nte con la presencia de un 9rupo acetox1 en C-5. El 

d•splazam1ento para111a9nético < ~S=.92 ppm observado para el 

hidrógeno aromático del anillo oentasustituido indicó su 

dispo•ición !i!.d.2 y cara a do• funcion•• fenól icas, en 

con••cu•ncia ••t• hidróg•no debla corr•sponder al H-8 de la 

flavona. S• ob••rvó tambi•n, un desplazamiento a campos bajos 

d• una d• l•• ramas del sistema A282 [ ¡; 6.95 a ¡; 7.36, 

H-3',S'J P•rt•n•ci•nte al anillo e cara-sustituido, por lo oue 

r•sultaba evident• que el· sustituyente en C-4 era un 

hidroxilo. 

El ••p•ctro d• masas pr•sentó fragmentos de m/z 285 

01•-HS>, 121, 118, 167 y 139, mediante lo• cuall!s ful! cosible 

d•t•rm1nar que •l ni•toxilo se localizaba en la posición 6 del 

••queleto b••• y confirmar que el sustituyente en C-4' era un 

hidroxilo <Kin9ston, 1971>. En la Figura 10 se ilustran los 

frac;¡mt1ntos más importantes. 

Finalmente, la presencia del tercer hidroxilo en posicion 

7, se confirmó cuando al re9istrar el l!soectro de UV en 

presencia de acetato de sodio, se observan los desplazamiento 

batocrOmicos que eran de esperarse para las bandas 

<Liu, 1981). 

y I I 

Con base en el analis1s anterior, se identificó a la 

flavona como la 5,7,4'-trihihidroxi-6-metoxi-flavona 

<hispidul ina> (Herz, 1964>, la cual ya habla sido aislada 

previamente de R. column1fera <Herz, 1985). Las constantes 

flsicas y espectroscópicas de la hispidulina se resumen en el 
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Cuadro ll y r•sultaron idénticas a las descritas en la 

l1t•ratur·a <L1u, 1980), 

Fl1ura 10. Fr•&••nlo• •~s laportante• del espectro de aasas de 

la hhpldul 1na. 
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4,4 ldentlflcaclón del ¡3-•ito•terol 34 

De l•s fr•cciones 93-124 de l• columna original se aisló 

•I H-sitosterol el cu•l fie caracterizó por comparación con una 

mue•tr• •ut•ntic• siQu1endo l• metodolo91a convencional. 
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A.S CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS 

y 

ESPECTROS 



Cuadro 8. Constantes fisica• y espectroscópicas de la ratibinOlida 1, ªª· 

F·"· 

P. F. 

KBr 
IR i.•c11-• 

•ax. 
ESPECTRO 1. 

1 H R"N <CDCls, E): 
300 MHz 
ESPECTROS 2 y 5. 

''C R"N <CDCl3,&l: 
300 MHz 
ESPECTROS 3 V 4. 

142-144°C 

3040, 2925, 2850, 1770, 1730, 930 

6.16 (JT-as=3Hz, H-13'), 5.41 <d, 
J7-a3=3Hz, H~13>, 4.20 (dd, Ja-•= 
J•-7=11.5Hz, H-6>, 2.35 <m, J•-7= 
11.5Hz, J7-e=10Hz, J7-a3=3Hz, H-7 
2.06 (br d, J••-••=14Hz, H-8ai>, 
1.8 <m, H-2), 1.72<d,Js-•=11.5Hz> 
l.67 Id, J••-••=14Hz, H-9SI, 1.6u 
(ddd, J••-••=14Hz, J7-•• ~11.5Hz, 
J••-••=4Hz,H-8dl, 1.46•(s, H-141, 
1.42 <m, H-9ail, 1.27•<s, H-151, 
1.22-1.32 <m, H-3dl, 1.08 <dd, 
J3.-s.=J2-s.=4Hz, H-3ail. 

221.22 <s, C-11, 170.42 <s, C-12) 
130.07 <s, C-111, 111.22 <t,C-131 
79.85 <d, c-61, 59.26 <s, c-101, 
55.07 Id, C-5>, 52.04 <d, C-71, 
32.96 Id, C-21, 29.60• <t, C-31, 
29.92• <t, C-9), 25.90 <s, C-41, 
20.54 <t, C-0>, 19.32 <e, C-141, 
16.81 le, C-151. 



\ 

o -· ! 1 

1¡, 
1 ~ 

4000 3000 2000 llOO 

ESPECTRO 1. 

1111 1411 1200 

(' 
~ 
1 
1 
' 



14 

15 

u 

o 
ESPECTRO 2 

13 13' 

7 6 5 4 3 2 



o 
11 
e 

200 180 160 

ESPECTRO 3. 

c=c 

140 100 

9 -e
l 

80 60 40 



ESPECTRO 4 

1i111111 1 1 11111111 ¡ 1111111111¡11 J 

200 180 160 

' ,,C= 

111111111i11111 ¡ 

140 120 100 

H-~-0 

1 -e-

'1111111111¡11i11'.11111¡1 

80 60 
1 ¡ 111 

40 

1 
-e-

1¡111 1 1 1: 



F2 
(ppm) 

2 

5 

6 

11 

13
1 

13 
6 

5 
ESPECTRO 5. 

IJ • . .. 
o ¡_ _______ •. 

1 G . 

t---t-----t---- ~- ;._ 1 1 ' 
1 1 1 1 

1 1 1 : 
: 1 1 1 
1 1 1 : 
1 1 1 1 
1 l./ . : . 1 1 
1 ,9-------..:0--9.1" i 
1 /' 1 . 1 
1 ,/ 1 
1 , 1 
1 . 1 
.- - ------------0 

1 
1 t 1 

--·--------------· 
6 3 2 o 



Cuadro 10. Constantes ftsicas y espectroscoplcas de la ratibinólida 11, 35 

F .... 

P.F. 

KBr 
lR vcm-1 

max. 
ESPECTRO 6. 

1 H R"N ICDC1 3 , SI: 
300 MHz 
ESPECTRO 7 

• • C R"N ICDCl:s, S): 
300 MHz 
ESPECTROS 9 Y 10. 

276-280ºC 

3500, 3040, 2925, 2850, 1770 

6.28 ldd, J2-:s=8.7Hz, J1-2=5.8Hz, 
H-2), 6.2 ld,J7-1:s=4Hz, H-13:>, 
5.98 <d,J2-:s=B.7Hz, H-31, 5.5b Id 
J7-•~=4Hz, H-131, 4.3b <d. J•-7=, 
11.6Hz, H-61, 3.48 ldd,J1-2=5.BHz 
JaH-1=ll.6Hz,H-l), 2.94(ddd,J•-7-
J7-••=11.óHz, J7-•:s=4Hz, H-71, 
2.64 <m, J••-••=14Hz, H-9a>, 2.4 
Id, JaH-1=11.6Hz, OHI, 2.28 (m, 
J••-••=14Hz,J••-••=ll.6Hz,Jq.-•• 
=4Hz, H-9a>, 1.7 (ddd, J••-••=14 
Hz, J7-••=J••-•·=11.6Hz, J••-••=4 
Hz, H-8~), 1.5 <m, J••-••=14Hz, 
H-8a>, 1.761s, H-15>, .9bls,H-14) 

169.57 <s, C-12), 137.81 <s,C-111 
134.24* Id, C-2>, 132.28* ld,C-3> 
118.93 lt, C-131, 77.28 Id, C-bl 
72.63 Id, C-1>, 71.63 Is, C-4>, 
61.99 Is, C-5>, 45.87 Id, C-7>, 
39.67 Is, C-101, 29.80 lt, C-9), 
22.03 lt,c-e>. 21.54<c, c-15>, 
10. 65 le, c-1-.1. 

= 
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Cuadro 11. Constantes f isicas y espectroscópicas de la hispidulina, ~. 

OH 

P.f. 

f<Br 
IR V cm-• 

max 
ESPECTRO 11. 

Me OH 
UV \nm 

man 
ESPECTRO 12. 

291-292ºC 

3400, 1660, 1615, 1580, 150(1 

272, 233 

E.H.1.E. m/z(int.rel.) 300 <100>M•, 285 (50), 167 <15), 
139 (25)' 121, 118, 69. 

IH RHN <CDCI,,&>: 
ESPECTRO 13 

10.49-10.85<0Hl, 7.95<d,J=8.5Hz, 
H-2',ó'I, ó.95 Cd, J=ll.5 Hz, 
H-3',H-5'), ó.79 <s, H-81, 6.61 
(s, H-3), 3.75 <s, ó-OMe). 
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5.0 CONCLUSIONES 

Las conclusiones que se derivan del oresente Capltulo son 

las i;iguientes: 

l. - El estudio fitoqulmico biodirigido de Ratibida 

de la Richards mediante la determinación 

toxicidad para Artemia salina, condujó al aislamiento e 

id•ntificación dos 

d•nominadas gen•ricamente ratibinólida 1 <LCso=6.2. 74 119/ml> y 

ratibinólida 11 <LC•n=69.S3 µg/mll. En ambos casos, sus 

fueron caracterizadas por m&todos 

•spectroscopicos. La estructur• de la ratibinól ida se 

confi1•mó m11dio1nte un estudio de di fracción de Rayos X. 

Ad1c1ono1lmente, •• obtuvieron dos comcuestos inactivos 

caracterizados como el rl-si tosterol y la hisoidulina 

<5, 7,4'-trihidroxi-6-metoxi-flavona). 

.2. - La ratibinólida representa la tercer lactona 

sesqui terpénica con nücleo de 1eiaera110. El primer compuesto 

de este tipo, la brotenólida <lakeda, et al., 1980>, fue 

obtenido de la hep•tica Frullania brotheri. Posteriormente, 

Bohlmann y col. aislaron la gerigeranólida de una especie del 

9•n•ro Ge&oeria <Asteraceal <Bohlmann, et al., 198.2>, el cual 

no se encuentra relacionado con Ratibida. Este segundo grupo 

consideró al nocleo carbonado como novedoso y lo denominó de 



73 

m•n•r• ~•n•r1ca como geigerano; desconociendo indudablemente 

el trabaJo previo del grupo de Takeda. 

3.- A diferencia de los estudios previos, en la oresente 

inve•ti9ación no !18 aislaron lactonas sesquiterpénicas del 

tipo de las xantanólidas, que hasta la fecha parectan ser las 

lactona!I caracteristicas de este género <Herz, et al., 1985; 

Ellmauerer, et al., 1987>. 

4.- Oe!lde el punto de vista biogenetico, tal como lo 

propusi•r• Bohlmann (Bohlmann, ~ •• 1982>, e• factible que 

la ratibinólida 1 se originara a partir de un intermediario de 

tipo eud•smano que presentara sust1tuyentes ox19enados en las 

po•iciones 1 y 2. La ~oexistenci~ de la ratibinólida y la 

ratib1nólida II, ptrmiten especular la existencia de un 

precursor comon p~ra ambos compuestos como se indica en la 

dos siguientes propuestas b1ogenéticas. 

Propue11ta 
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!5.- En ••t• trabajo queda d•mostrado una vez mAs, la utilidad 

d• conducir el estudio f itoqu1mico de manera biodirigida, va 

qu• se logró •l aislamiento de sustanci•s bioactivas Que se 

encontraban presentes en muv pequeñas cantidades, las cuales 

mediante un estudio convencional, posiblem•nte no habr1an 

podido ser detectadas. Los niveles de toxicidad presentados 

por ambas lactonas sesquiterpenicas, sugieren la posibilidad 

de que las mismas posean actividades biológicas mas complejas. 

En la actualidad se está reinvestigando la planta con la 

finalidad de obtener mayor cantidad de los compuestos y 

•xplorar asl su actividad antitumoral potencial. 
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CAPITULO 2 

EVAl.UAC 1 ON PREL 1H1 NAR 

POTENCIAL DE VARIOS 

DE LA ACTIVIDAD ANTIHICROHIANA 

HETABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS 

DE PLANTAS HEXICANAS USADAS EN LA HEDICINA TRADICIONAL 

l. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION 

Desde 

veg•t•l•• y 

ti·ata1111ento 

epocas remotas el hombre ha usado entractos 

productos derivados de 

de numerosas enfermedades 

los mismos para el 

infecciosas. Durante 

mucho tiempo el empleo de esos agentes terapéuticos, otrora 

efectivos, y la bu~qu~da de nuevos agentes antimicrobianos de 

origen vegetal, se ha visto opacado debido a la gran 

revoluc1on ocasionada por los antibióticos derivados de 

m1croor·gan1smos o sus análogos s1ntet1cos, y que data desde 

los primer·os ensayos cllnicos de la penicilina en 1921. 

Sin embargo, desde la década casada, ha resurgido 

notablemente el interés por los agentes antimicrobianos 

derivados de plantas, como lo demuestra la abundante 

literatura que se ha publicado en relación al tema durante ese 

periodo (ver Figura 11>. El uso de técnicas microbiológicas 

modernas, ha permitido demostrar que los extractos de plantas 

super i 01·es de diversos géneros y familias, poseen una 

act1v1d.td s1gn1f1i::at1va en contra de numerosas bacterias y 

l1ongos pat.ógenos. 



Fl1ura lt. Descubri•iento de nuevos antib1ot1.~os e11tre 195;;: y 

1982 y sus fuentes naturales 

250 

200 

111 

51 

Otras tuentes (] 

Der !vados de hongos O 

Derivados de bacterias C:::: 

Derivados de estrepto•icetos ~ 

1& 
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Ln$ µr· l rrc. 1p1 ns ac t. 1 vos responsables de la actividad 

h1ul1"1111< '" p..,1·t.enP1.en a d1ver·sas catec,01·1as de metabol1tos 

tales como alcaloides, cumar1nas, b1fen1los, 

e rom.u10~, d ir, 1 dr·o f enan trenos, flavono1des, ou1nonas 

<Mi tscher, et d l .• 1987>. Los esoec tras 

,•nt1mrcroh1anos de estos productos, son mas reducidos aue los 

de 1 os a11 t i l> r o t i e os de1· 1 vados de m1crooorgan1smos, pet•o en 

9io>nP1'a 1 sus poi.ene las son bastan te buenas. 

En Pste rt>ciente 1rrteres por agentes 

la medicina tradicional 

pap.,1 m<ry importante como cr·i terio para 

antimicrobianos de 

ha desempeRado un 

la selección de 

µla11tas con principios potencialmente antimicrobianos. Un 

eJemplo 1·epr·esentat1vo lo consti tuve un estudio si!item<1tico de 

esnecies medicinales del género Erythrina ILeguminoseaeJ, de 

d1J11de se tla11 aislado 91·<m cantidad de metabolitos secunda1·ios 

cnri ;oct1vl!tad a11l1m1u·ob1ana ll11tscher, et al., 19671. 

E11 yene1·<1l, 1nvest19aciones conducentes a la 

obtP11cion de pr1c1p1os activos ant1m1crobianos, se han 

r·ea Ji =ado mediante p1·oced imientos bioding1dos '! 

alternativamente mediante metodos fitoaulmicos tradicionales 

las evaluaciones biologicas corresoondientes. En 

el or1me1~ caso, los resultados han sido mucho m<1s 

sa t Is f ac ter· los. Independientemente de la estrategia empleada, 

los Pnsavos se reali=an con una serie de microorganismos de 

Jll"\IPbd que incluyen bacterias Gram positivas <Bac i l lus 

2!!.h.!: .. Ll...!'?. y St<>phylucocc.us aureusl, Gram negativas (E.scherichia 
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cul1, Pseudomona aeruginosa, Salmonella gallinarum, Kleibsella 

pneumon i ae l , levaduras <Gandida albicansl y hongos. La 

suceptibilidad de tales microorganismos al agente potencial 

antim1crobiano se determina en dos fases: en la primera se 

realiza un ensayo cualitativo primario que permite detectar la 

presencia o ausencia de actividad. En la segunda, se 

cuna ti f ica la potencia relativa <Mi tscher, et aL, 1987l. 

Para realizar el ensayo primaria, generalmente se utiliza 

el método de difusión en placa de agar, en el cual las 

muestrois a probar <extractos, fracciones a compuestas purosl, 

se Adicionan sobre perforaciones realizadas en una placa de 

agar previamente inoculada con el microorganismo de prueba. 

Después di! un periodo de incubación apropiada, se examina la 

placa en busca de zonas de inhibición del crecimiento 

microbiano alrededor de las perforaciones <Clark, ~., 

1981 l. 

En el ensayo secundario, a una serie de tubos que 

contienen el medio de cultivo adecuada y el microorganismo de 

prueba, se adicionan cantidades crecientes del compuesto 

objeto de la evaluación. Después de la etapa de incubación, se 

dl!termina la cantidad más pequeña del agente· requet•ida para 

inhibir el desarrollo de microorganismo, a esta concentración 

se le conoce con el nombre de Concentración l1inl11a lnhibltorla 

<111Cl <Pelczar, 1982l. 

En el caso particular de México, existen varias plantas 

que son utilizadas en la medicina tradicional para el 
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tr•tamiento d• los mas diversos padecimientos infecciosos y a 

la fecha son escasos, por no decir inexistentes, los estudios 

realizados p•ra la busqueda de agentes antimicrobianos. Entre 

esas plantas podemos mencionar la Hinton1a lat1flora, la 

t!JRQocratea e:<celsa, el Amphypteryringium adstr1ngens y la 

OoQonaea visco~~. por tan sólo mencionar algunas. ~stas 

plantas ademas poseen otras pf'op11~dades medicinales. 

Las plantas antes mencionadas han sido objeto de estudios 

fitoqulmicos convenc1onales, los cuales han permitido el 

a1slam1ento y caracterización de numerosos metabol i tos 

secundarios. Sin embargo a la fecha no se ha realizado la 

evaluac.10n de los mismos como potenciales 

anti microbianos. 

2. OBJETIVOS 

Considerando lo antes expuesto, el objetivo fundamental 

de la p1·esente sección de la tesis es determiuar 

cualilaliva•enle la actividad ant1•icrobiana potencial de 31 

productos naturales obtenidos de plantas •~x1canas usadas ~n 

Is •edicina tradicional. Veinticinco de estos productos se 

obtuvieron de especies con reputación folklórica como agentes 

anti mi e: rob i anos. Por lo que de encontrarse resultados 

satisfactorios, no solamente se podrla validar el uso de las 

especies, sino que tamb1en se generarlan posibilidades para el 
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descubr1m1ento d• principios ent1microbiano• a partir d• 

recursos natural•s nacionales. 

Los compuesto• objeto de la •valuec16n se re•umen en el 

Cuadro 12, en donde ademas se especifican sus 

naturales, el uso popular que se les atribuye a las plantas y 

las ref•renc1as convenientes. En la Figura 12 se ilustran las 

estructuras correspondientes. 



Cuadro 12. "etabolitos evaluados para su deterainacion cualitativa coao 
potenciales a~entes antiaicrobianos 

COMPUESTO FUENTE NATURAL 

37 7,5,3 ,4·-Tetrahidro:o 
-4-fenilcumarina 

38 3',4'-Dihidroxi-7-me
toxi-4-fenilcumarina. 

39 5-g-13-D-Glucooiranosil-
7,3,4'-trihidroxi-4-
fenilcumarina. 

40 5-Q-<6"-Acetil-13-D-ga
lactopiranosill-3' ,4'
dihidroxi-7-metoxi-4-
feni lcLlmarina. 

il 5-Q-13-D-GlLICOPiranosil-
3',4'-dihidroxi-7-metoxi-
4-fenilcumarina. 

•42 5-Q-13-Galactopiranosil-3'-
4'-dihidroxi-7-metoxi-4-

fenilcumarina. 

43 7-Metil-luteolina. 

44 3-Q-13-D-Glucopiranosil-23, 
24-dihidrocucurbitacina F. 

Hinton1a 
latiflora 

<Rubiaceal 

USO f'Of'ULAR 
DE LA PLANTA 

REFERENCIAS 

Antipalúdica, Camacho, 199u. 
antisept1ca, 
hipoglucemiante, 
curar granos, 
febrifuqa, 
tranoui l 1zante, 
tratamiento de 
la bilis, 
ulcera gastrica. 

* Compuesto oue resultó activo en un estudio orevio 



continuacion del Cuadro 12 

COMPUESTO 

45 23, 24-dihidrocucurbi tac1-
na F. 

4o 25-Acetil-23-24-dih1drocu-
c:urb1tacina F. 

47 7,4 ,5·,r1·1hidro:n-4-tenll 
5,2 -ox1documar1na. 

48 4 ,5'-D1h1dro:o-7-meto:<i-
4-fen11-5,2 -oxidocumar1na. 

FUENTE NATURAL 

Exostema 
caribaeum 

1Rub1acea1 

USO POPULAR 
DE LA PLANTA 

Antipaludica 

REFERENCIAS 

Reguero, et 
al., 1987. 

Garc 1.a. 1987. 

49 2-1l-D-Glucoo1ranosi 1-cucur- C19arr1 l la Emet1ca, 
antiamib1ana. 

Mata, et al., 
1988. bitacina B. me:dcana 
Castañeda, 1987. 

51) 2-13-D-Glucopiranosil-cucur- CRub1acea) 
bitacina F. 

Cucurb1tac1na F-25-acetata. 

52 CucLorbitacina F. 

53 Acida masticadienón1co. 

54 Acido isomasticadienónico. 

55 Acido ::.-oc-hidro::i-mastica
d1enónico. 

56 Acido anacárdico. 

57 Anacaraldehldo. 

E::ostema 
me:·:icanum 

<Rubiacea) 

Antimalárica, 
contra dengue. 

Mata, et al., 
1990. 
Albor, 1989. 

Amphypteryngium Cicatrizante, Calzada, 1989. 
adstringens calmante, 

antibiótico, 
(Julianiácea) disolución de 

cálculos biliares, 
hioocolesterole
miante, antifebrt
fuga, anticancert
gena y antiulcerosa. 



continuacion del Cuadro 12. 

COMFUESTO 

58 Canofilol. 

59 Ac1do canofilico. 

ó•) Canof1lal. 

61 5,4'-Dih1dro::1-7-
metou1-flavanona. 

62 5,6,4'-Trihidrm:i-
3,7-dimetoxi-flavo
na. 

63 Acido huatriwaico. 

64 Pinocembrina. 

65 Pinostrobina. 

66 Crisina. 

67 Hispidulina 

FUENTE NATURAL 

H1opocratea 
e:-<celsa 

•.H1 ooocra te¿¡cea) 

Oodonaea 
viscosa 

<Saoind¿¡cea) 

Tel o:<ys 
graveolens 

<Chenopod1áceal 

Rat1b1da 
lat1oalear1s 

USO POPULAR 
DE LA PLANTA 

Afecciones 
de la 01el, 
amenorrea~ 

1ntecc iones 
uterinas. 
oadecimientos 
renales, úlce
ras. 

REFERENCIAS 

Calzada, 1'<89. 

ant1bacteriana Crisanto, 199(1 
astringente, 
contra enferme-
dades ven~reas, 
tratamiento de 
l la9as. 

Verml fugo, an
t 1helm1nt ico y 
antiséotico 
estomacal. 

Heridas de 
la oiel, 
1 n t lamac iones 
v dolores de 
cabe;:a. 

Camacho, 1991.1. 

Ver Caoltulo 1 



Fl1urff 12. Eulructuraft de los aelabolltos secundarlos 

avaluado• en la deteraJnaclon preliminar de 

la actividad antlalcroblana 

1. FLAVONOIDES 
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HO 
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COOH 

58 

60 

e) Tlrucalanos 

_53 



11 

55 

•· ALQUILFENOLES 

RIOH 
lQJ 

56 57 

~. DITERPENOS 

63 
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3.0 HATERIALES V HETODOS 

3.1 Sustancias objeto de la evaluaclon 

Las sustancias obJeto de la evaluación, fueron aisladas 

p1·ev1amente en el Laboratorio 211 del Departamento de Farmacia 

de la Facultad de Qulm1ca de la UNAM., de las especies 

ve~etales seRaladas en el Cuadro 10. 

3.2 H!crooraanis•os de prueba 

Los m1croorgan1smos empleados para la evaluación 

incluyeron bacteria• Gram positivas, Gram negativas y una 

levadura. En el Cu.adro 13 se resumen los microorganismos de 

prueba, ind1candose ademas las cep.as correspondientes. 

Cuadro 13. Hlcroor1an1smos de prueba e•pleados en la 

evaluaclon cualitativa de la actividad 

antl•icrob1ana. 

GRAH + 

GRAH -

LEVADURA 

Staphvlococcus aureus IATCC 1SU06l 

Bacillus subt1lis IATCC 6633) 

F'seudomona aeruqinosa IATCC 14207) 

tscherich1a coli IATlC 25922) 

Cand1da albicans IATCC 10231> 
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3.3 Preparación de las auestras a evaluar y de los testt~os 

Oebido a que los solventes or9anicos de uso más coman en 

el laborator·10 <CHCI;,., CH,,OH, AcOEt, etc. l podlan interferir 

con los resultados del ensayo, fue orec1so emplear disolventes 

inocuos para los microor9an1smos de prueba, tales como mezclas 

de dimetil sulfóxido en agua <en proporciones no mayores de 

50:50> O soluciones al !uX en agua de rween 20 y Tween 80. 

Una vez efectuadas las pruebas de solubilidad 

pertinentes, se prepar·aron las muestras objeto del ensayo C! 

mg/mll y los controles positivos [Estreptomicina (1 mg/mll y 

1 

Nistatina <3 mg/mlll. 

3.4 Preparacton de los 111oculos d~ ,los •icroorganis•os de 

prueba. 

Las bacterias se pusieron a desarrollar en caldo 

nutritivo CMercU y se incubaron durante un periodo de 24 

horas a 37"C. La Candida albicans en cambio, se sembró en 

caldo-glucosa 2X Sabouraud <Merck) y se incubó por 48 horas a 

28"C. 

Una vez desarrollados los microorganismos, fue necesario 

estandarizar su namero a una concentración determinada. Para 

ello se utilizó una técnica turbidimetrica empleando como base 

los patrones de turbidez de Me Farland <Bailey, 1986). E.n 

todas los casos, se hizo una dilución del caldo nutritivo 

inuLulado en solución salina isotónica, hasta obtener una 

turbidez equivalente a la mitad del stándard # de Me 
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farland, que contenta un namero apron1mado de 1.5 H 104 

células por m1l1litro. En el Cuadro 14 se muestran los 

pat1·ones de Me Farland y el niJmero de células oor ml que 

corresponde a cada uno de ellos. 

Cuadro 14. Patronem de"º Fatland 

BaC l ,. a l l F. < m l ) 

H,.so ... al JY.<mll 

# aprox. de celulas 

<x 10•/mll 

o. 1 

9.9 

3 

NUHERO OE STANDARD 

2 :. 4 5 

1).2 ,0.3 

9.8 9.7 

6 9 

o. 4 

9.6 

12 

1). 5 

9.5 

1~ 

0.6 

9.4 

18 

3.5 Si••bra de los •icroorganls•os por el metodo de vertido en 

placa 

mi de las soluciones estandarizadas de microorganismos 

<apro>:. 1.5 x !•.>" células) se colocó en caJas de Petri 

estériles. Posteriormente, se agregaron a cada caJa, 20 ml de 

de a9ar fundido a una temoeratura aproximada de 45ºC, 

homogeneizando mediante una agitación cuidadosa. El aqar 

empleado para las bacterias fue el Agar il para antibióticos 

<Merckl y en el caso de la levadura se utilizó aqar-glucosa 4Y. 

Sabouraud !Merc:kl. 
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3.6 Apllcac10n de las auestras obj~to de la evaluación ~n las 

pl&Cll!t de agar previamente 1nocul1<das con los 

alcroor1a111sao• de prueba 

Transcurrido el tiempo necesario para la solidificación 

de las placas de agar, se realizaron tres horadaciones 

conven1ent•m•nte distribuidas en cada placa, utilizando un 

horadador c1llndrico de 10 mm de di~metro. ~osteriormente se 

adicionaron a cada pozo tc)c.1 y 51) ul de la solL1ción de muestt·a 

y IUO µl del control positivo. Las placas asi preparadas se 

incubaron por 24 horas a 37ºC en el caso de las bacterias y 

durante 48 horas a 28°C en el caso de la Candida alb1Lans. 

3. 7 Evaluación de la actividad anti•icrobiana 

Al cabo del tiempo de incubación, se evaluó la actividad 

ant1microbiana de los compuestos midiendo el diámetro de la 

zona clara de 1nhib1ción. 

Las pruebas se realizaron por duplicado y todo el 

procedimiento se efectuo en una camoana de flujo laminar baJO 

condiriones de esterilidad. 

4.0 RESULTADOS 

En los Cuadros 15 y 16 se muestran los metabolitos 

secundarios que resultaran activos, los microorganismos sobre 

los r.uales presentaron actividad y los correspondientes 

d1ametros de los halos de inhibición. 



Cuadro 15. Hetabolltos activos contra bacterias en la deterainación cualitativa 
prel i•inar 

COMPUESTO 

Estreptomicina: 
100 U9 

7.4,5'-trihidroxi-
4-feni 1-5-2'-oxido
cumar1na 47: 

100 119 
5(1 119 

Cucurbitacina F-25 
acetato 51: 

1 (1(1 119 
5(1 119 

Acido huatriwaico 63: 
100 u9 
50 119 

Ac. anacárdicos 56: 
100 119 
5•.I u9 

Ac. 3a-hidroxi-masti 
cadienónico 55: 

100 119 
50 119 

DIAl'IETRO 

Staphyloccocus 
aureus 

18 

16 
14 

13 
12 

13 
12 

DE LOS HALOS DE 

Bacillus 
subti 1 is 

35 

INHIBICION 

Pseudoaona 
aeru1lnosa 

3(1 

25 
22 

3(1 

27 

(mm> 

Escherichla 
col 1 

14 

-.. 



continuación del Cuadro 15 

COMPUESTO Slaphylococcus Bacillus Pseudo•ona Escherlchia 
aureus subli 1 is aeru1inosa col i 

Canofilal 61); 
100 ug .30 
50 u9 28 

Pinocembrina 64: 
10(1 ug 18.5 14.5 
50 ug 16 12.5 

Crisina 60: 
10<) ug 28 
50 119 24 

Hispidulina 67: 
10(1 µg 16 15 
50 ug 12.5 13 



Cuadro 16. Hetabolitos activos contra Candida albicans en la deter•inacion 
cualitativa preli•inar 

Nistatina: 
1 oo u9 

COMPUESTO 

5-0-8-D-galactopiranosil-3',4'
dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina 

100 ug 
50 u9 

Crisina 66: 
100 u9 
50 ug 

f'inocembrina 64: 
101.l 119 
5(1 119 

42: 

DIAMETRO DEL HALO DE 
INHIBICIDN (mm> 

21 

19 
16 

20 
17 

20 
15 

• 
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5. OISCUSION V CONCLUSIONES 

La evaluación cualitativa preliminar in vitre de los 

metabol1tos secundarios aislados de las plantas que se indican 

en el Cuadro 12, se realizó mediante la tecnica de difusión en 

agar. Este metodo es indudablemente el de mayor aplic•ción en 

los ensayos prel1m1nares para la detección de agentes 

ant 1mic1·ob1anos <M1 tscher, 

F'uyvelde, ~., 1989; 

et al., 1984; Clarck, et al., 1981; 

inter alial. La técnica antes 

mencionada ofrece la ventaJa de ser raoida, sencilla y ademas 

requiere poca cantidad de muestra. 

En lo que se ref 1ere a los microorganismos de orueba 

emoleados, cabe mencionar OLte su seleccion se hu:o de acuerdo 

a criterios convencionales <Mitscher, et aL, 1972). Con la 

e::cepción del Bacillus subtilis, todos los demas son huesoedes 

no1·males del hombre, aunque baJo ciertas condiciones pueden 

l legdt' a presentar pato9enic1dad (f"elczar, 1982). 

La mayor par·te de los metabolitos ensayados en este 

estudio, orovienen. de plantas con reputacion folklórica como 

agentes antimicrobianos y los seis restantes se eliqieron con 

base a consideraciones 

qulm1ca-actividad 

d lSoonib i l 1dad. 

<Mi tscher, 

de 

et 

relación estrL1ctura 

a 1., 1984> o dada su 

Como se puede obser·var en los Cuadros 15 y 16, los 

antibioqramas demostraron que de los 31 metabol i tos 

l''3tud i ados, nueve res u 1 ta ron activos; todos el los pertenecen 
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a categorlas estructurales para las que previamente se habla 

descnto actividad antimicrobiana <Mitscher, ~·, 1984; 

M1 tcher, et. al., 1987¡ F'uyvelde, et al., 1989; Clarck, et al., 

1981 ¡ 111ter· al 1.al. 

tres flavonoides activos (h isp idul ina 

pinocembrina 64 y cr1sina 66, aunque pertenecen a grupos 

dif~rentes, presentan como caracterlst1ca comun un h1drouilo 

libre en la pos 1 c i ón 7. Los escasos estudios de relación 

estructur·a qulmica-actividad antimicrobiana que se han 

real 1 zado <Mi tscher, ~ .. 1987), han demostrado·que el 

hidro .. ilo en C-7 es indispensable para la actividad 

ant1biotica <independientemente de su nucleo estructural>. En 

el caso particular de este estudio, la diferencia de 

actividades presentada por las f lavanonas pinocembrina 

(5, 7-dihidro:< 1-f lavanona> 

<5-h1drou1-7-metox1-flavanona>, 

y la pinostrobina 

que difieren unicamente en la 

sust1tuc1ón en C-7, confirman una vez m~s la importancia que 

para la actividad tiene el grupo OH libre en la oosicion 7. 

Cabe hacer notar que de todos los f lavonoides la 

01nocembrina fue la que presento el mayor espectro de 

actividad 

contri". \i, 

(ver Cuadros 15 y 16> y en el caso de las pruebas 

aureus y C. alb1cans el halo de inhibición 

encontr·ado fue comparable al de la estreotom1cina y la 

nistat1na, respectivamente. 

La flavona cris1na (5, 7-dihidro:d-flavonai, mostt·O 

dct1v1dad sobre ~seudomona aeruginosa y Candida albicans, en 
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ambas ocasiones equivalente a los contt·oles posi t1vos. 

Finalmente, la h1spidulina 

f 1 avon<1 > presentó un efecto moderado en contra de 5~·-~ª=u=r~e~u=s= 

La presencia de la hisp1dul1na en Ratib1da 

,!_at1p_~!~.fil'il <vet· Capitulo 1) podrla Justificar el uso popular 

como agente ant1microbiano cutáneo que se le atribuye a la 

planta, sotn·e todo, s1 se considera que el S. aureus es un 

m1 croor·gan i srno oportunista que puede infectar heridas y 

prnduc ir· abcesos menores en la piel <Wal ter, et al., 1980). 

Dentro del grupo de los triterpenos se evaluaron siete 

r.ucL11'b i tan os, tres friedelanos y tres t1rucalanos (ver Figura 

1~). En lo que se refiere al primer grupo, la unica sustancia 

ac t 1 va fue la cucurb1tacina F-25 acetato, la cual inhibio el 

desarrollo de fseudomona aeruginosa con un halo similar al del 

ant1b1otjco control. En este tioo de compuestos aoarentemente 

la presencia del grupo acetato en la oosición 25 y la doble 

l 19adura entre C-23 y C-24, constituyen los requer·imientos 

estructurales necesarios para la acción ant1bacteriana. 

Con relacion a los friedelanos, el acido canofilico y el 

canofilol resultaron inactivos, en tanto aue el canofilal 

;>::hib11"> un e::celente efecto inhibitorio canta F. aeruginosa, \ ~-~~~~~~~ 

bacler1a gram negativa que afecta a menudo el tracto urinario 

ocasionando infecc1ones de la vejiga y el riñan <Wal ter, 

al., 19811). Considerando lo antes mencionado, posiblemente la 

presencia de este aldeh1do tr·iteroéncio en la Hippocrai:tea 

~-L~. e::pl ioue el uso popular de la olanta en el 
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tralam1enlo de 1nfecc1ones renales. Se oodr·la especular oue el 

grupa aldeh1do en la pos1c1on 28 es necesario para el efecto 

obser·v..ido crmtra P. aet"ug1nosa, ya que los otr·os dos 

fr1edelcinos sólo d1fe1·1an del canot1lal en la naturaleza del 

sust1t11yente en C-28. 

El grupo ma~ numeroso de compuestos evaluados lo 

const.1 tt1ye r-1 de las feni lcumar1nas, sin embargo sólo se 

detecto act1v1dad para la 7, 4·,5·-trihidro::i-4-feni1-

s,2·--0~:1docun1ar1na como era de esoerarse, para el 

5-0-1!-D·-ga 1 ac top 11·anos 1 l -3 ·, 4·-d1h1d1·0:: 1-7-me to:< i -4- fen i 1 

cuma1·1na 42 <ver Cuad1•0 10). El efecto de la o::idocumarina fue 

esoeclf1co sobre P. aeru41nosa y en el caso del 

con t r aC =~·-~ª~l~b~1-'c'-a=n~s. A este resoecto resulta 

gaiactosido 

interesante 

comentar· que aparentemente la presencia de la galactosa es 

1nd1spen!oable para la ac.t1v1dad contra la ¡levadura; va que el 

yl11cós1dn y la agl 1cona c0tTespond1entes r·esul taran inactivo:;. 

En relc1c1011 a la actividad que sobre F-·. aeruginosa eJerc10 la 

o:<idocuma1·ina, podria pensarse que la p1·esenc1a del o::ido y 

del hidrm:Jlo libre en C-7 son requerimientos estructurales 

par·a el efecto observado; co1no se puede apr·eciar en la F1gu1·a 

12 y Cu ad 1·0 15, ninguno de los compuestos que caree.en del 

puente o:{ 1 gen ad o son activos contra :...F_,. _ _,,a"'e'-'1'-·L,,,1"'9'"'1,_n=o'-"s._,a=-. Far otra 

r,arte, el compuesto relacionado 48, que si oresenta el o::ido y 

tiene un gr·upn meto::i en posición 7, también resulto inactivo. 

A fin de confirmar las especulaciones antes mencionadas, 

PS necesario 1·eal1.:a1· un estudio m.!is detallado y con un mavo1· 
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num•ro de compuestos. 

En lo referente a los restantes comouestos bioactivos 

lac. huatriwaico 63 y las dos mezclas de alquilfenoles 56 y 

:.U.>, el c;¡rado del efecto encontrado fue muy pobre, por 1o que 

au aol• presencia en Dodonaea viscosa y Amphypterynq1um 

ad5trin9ens, no validaria las propiedades antimicrobianas oue 

se le atribuyen a las mismas. 

De la discusión anterior se desprende que los compuestos 

que ameritan ser estudiados en más detalles son: oinocembrina 

~. crisina 66, hispidul ina 67 1 cucurbi tacina F-25 acetato ;:u_, 

canofilal 60 y 7 1 4'5'-trihidroxi-4-fenil-:l,2'-e>:idocumarina 

47. F'or esta razon los compue11tos fueron enviados al Dr·. 

Mitscher del Departamento de Qu1m1ca medicinal de la 

de Kansas, Lawrence, KS., E.E.U.U. para la 

det~rminación de sus concentraciones min1mas inhibitorias. 

H~sta la fecha sólo se tienen los resultados para la crisina, 

la cual mostró una conc.ntración mlnima inhibitoria para 

Candida alb1cans de 50 µg/ml. La magnitud de este efecto no es 

sorprendente entre flavonoides de origen vegetal y además es 

lo suficientemente notable, como para realizar estudios 

posteriores encaminados a la slntesis de análo~os con mayor 

potencia. La actividad canta C. albicans es generalmente 

utilizada como un indicador preliminar para la determinación 

de actividad contra hongos patógenos y por lo tanto serla 

recomendable continuar con el estudio corresoondiente. 
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6.0 RECOMENDACIONES 

1.- Ef•ctuar la determinacion d• las concentraciones •1ni•as 

inhibiloria11 de los compuestos que resultaron activos en la 

•valuación cualitativa oreliminar. 

2.- la actividad de la crisina 

pató9enos. Sintetizar análogos con miras a la 

compuestos más pot•ntes. 

contra hongos 

obtención de 

3.- Dep•ndiendo de los resultados obtenidos para las 

determinaciones cuantitativas de la actividad antimicrobiana 

de los compuestos, establecer las estrategias pertinentes para 

futuros estudios. 
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APENO ICE 

PARAMETRUS POSICIONALES CORRESPONDIENTES A LA RATIBlNDLIDA 1 

l.- Longitudes de enlace <A>. 

01 CI 1. 20~ C5 eb 1.495 
02 C12 1. 353 e5 el O 1. 562 
02 C6 1. 468 C6 e7 l. 535 
De· Cl2 1. 201 C7 el 1 1.4S2 
el (.2 1. 506 e7 es 1. 519 
r: l e 1•:. 1.526 es C9 1.526 
C2 C3 l. 5(11) C9 el O 1.527 
C2 C4 1. 51S ClO C14 1. 553 
C3 C4 1.4SS Cl 1 e13 1 .. 320 
C4 Cl5 1. 497 Cll Cl2 1.49(1 
C4 C5 \ .539 

2.- Angulas (') 

Cl2 D2 C6 l (17. 7 C5 C6 e7 ll)S. 4 
DI Cl C2 127.5 C11 e7 es 124.: 
Dl el C10 125.6 Cl 1 C7 e6 11)1). 7 
C2 el ClO 1(16.S C8 e7 e6 112.(l 
e3 C2 el 1~0.3 e7 es C9 1(19. 4 
C3 C2 e4 59. 1 ce C9 Cl(I 111. 5 
el C2 e4 1(18. 3 Cl e10 C9 118. 7 
C4 C3 C2 61. 1 Cl e10 C14 102. 9 
C3 C4 C15 121.8 Cl Cll) C5 10(1 • 1 
e3 e4 C2 59.9 C9 C10 C14 110.5 
e3 C4 C5 112.2 e9 e11) e5 111. 9 
e15 C4 C2 122.9 C14 el O C5 112.2 
e15 e4 e5 12(1. 6 e13 ell C7 132.0 
C2 e4 e5 103.S C13 et 1 C12 123 .. 3 
C6 e5 C4 124. 1 C7 Cl 1 e12 104.7 
e6 C5 elO 106.5 03 e12 02 121. 8 
ei\ C5 el O 105.J. o::. C12 Cl 1 128.6 
02 C6 es 116.9 02 e12 Cl 1 !t.>9.6 
01 C6 e7 102.5 
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