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INTRODUCCION

En las Gltimas cinco décadas el desarrollo de nuevos
medicamentos ha sido notable, principalmente en Jlo que se
refiere a los antibiéticos y productos de sintesis. En este
sentido las sustancias naturales no solamente han contribuido
de manera significativa, sino que también constituyen hasta la
la fecha, la base de los tratamientos médicos tradicionales
en los paises en vias de desarrollo (Anand, 1978). Se estima
que méds de la mitad de la poblacién mundial, hace uso de
remedios tradicionales, Yy si bien es cierto que la tendencia
es mayor en los paises subdesarrollados, en los paises
industrializados existe un interés creciente por el uso de
plantas con fines curativos. Quizds el resurgimiento de la
medicina verde en los paises del primer mundo sea una
consecuencia de la alta incidencia de enfermedades
iatrogénicas ocasionadas por muchos medicamentos sintéticos y
algunos antibidticos (Nityanand, 19835).

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 folklérico de varias
plantas en el descubrimiento de compuestos bioactivos
(Farnsworth y Bingel, 1977; Farkas, 19803 Farnsworth, .1980;

Bingel, 1977; Galeffi, 1980; Fairbairn, 1980; Salemink, 19803



inter alia).

En la actualidad, las estrategias bdsicas para la
investigacidn de plantas medicinales incluyen métados
biodirigidos y convencionales (Powell y Smith, 1980; Geran
et @#l., 19723 Dguros y Sufness, 1978; Wall y Wani, 1977;

Spjut, 19855 Ferrigni, et al., 1984).

€n el ceso de los primeros, se emplea un biocensayo
conveniente para guiar el aislamiento de los constituyentes
bioactivos, sin importar sus propiedades Qquimicas o sus
concentraciones relativas en los extractos. En contraste, los
métodos tradicionales implican el aislamiento del mayor namera
posible de metabolitos secundarios para posteriaormente
investigar su actividad bioldgica. Las sustancias obtenidas de
esta manera, pueden © no reflejar las propiedades curativas
del extracto crudo, de tal forma que aunque estos estudios
constituyen una contribucion al conocimiento de las plantas
medicinales, no siempre cumplen con el proposito de aislar
compuestos con actividad biolégica. Los estudios biodirigidos
por el contrario, garantizan 1la obtencidn de compuestos
biocactivos, muchos de los cuales resultan ser estructuralmente
novedosos, contribuyendo no solamente al campo de la Guimica
Farmacéutica, sino también a otras areas mas especificas del
conacimiento de los Productos Naturales.

Aunque de manera general, es deseable que los ensayos
bioldgicos empleadaos en la investigacién biodirigida de

plantas medicinales sean especificos para la actividad que se



les atribuye popularmente, en muchos casos, sobre todo en los
palises del tercer mundo, por mfiltiples factores ha sido
dificil la implementacion sistem&tica de los mismos. Entre las
razones que dificultan la realizacion de estos ensayos, se
encuentran la carencia de infraestructura adecuada, las
deficientes politicas de investigacién multidisciplinaria vy
hasta la falta de tradicion en el estudio de las plantas con
miras a la busqueda de sustancias activas, por tan solo
mencionar algunas.

De manera afortunada,existen numerosas pruebas sencillas
de facil implementacion y que permiten en algunos casos,
detectar en forma preliminar actividades biologicas de mayor
complejidad y en otros, actividades bioldgicas especificas.
Algunos de estos bicensayos incluyen entre otros, la
determinacién de la toxicidad para el crusticeo Artemia salina

(Meyear, et al., 1982), la inhibicidén de las agallas inducidas

por Aqrgbacterium tumefaciens en la papa (Kahl, et _al., 1982);

laenen, ¢ 1., 19743 Chilton, et al., 19B0; Ream, et al.,

1982; inter alia), la inhibicitn del crecimiento de Lemna

minor (Einhelig, et al., 19853 Zeringue, 1987), la inhibicidn

del desarrollo de los huevecillos de eri:zo de mar (Cimino, et
al., 1990), la determinacién de citotoxicidad mediante
bioautografia en agar (Burnes, gt al., 1989), la evaluacidn de

la actividad antimicrobiana y antifdngica (Mitscher, et al.,

1972; Van den Berghe, et al., 1978; leven, et al., 1979;

Dornberger y Lich, 19823 Mitscher, et al., 1984; Verpoorte,



et al., 1982; Von Beek, et 1984) y la reduccién del

al.,

desarrollo viral sobre placa (Abou Karam, et al., 1990).

Estos ensayos se han correlacionado de manera
satisfactoria con actividades bioldgicas mas complejas
que en algunas ocasiones han permitido Jjustificar el useo
popular de muchas plantas. Como ejemplo reciente, se puede
citar el aislamiento de varias acetogeninas antitumorales e
insecticidas de algunas especies de la familia Annonaceae
(Rupprecht, et ol., 1990), empleando como biocensayo la
determinacion de la toxicidad para Artemiga salina.
Recientemente, este bioensayo condujé al aislamiento de la
pinocembrina, como el Gnico constituyente biocactivo del

epazote de zorrillo (Teloxys graveolens). El efecto larvicida

observado se correlacionéd con un amplio espectro de actividad
antihelmintica en ensayos in vitro (Camacho, 1990).
Independientemente del tipo de ensayo utilizado
(preliminar o especifico) para conducir los estudios
es avidente, segGn la vasta y diversa informacion existente en
la literatura especializada, que la estrategia biodirigida
ofrece los mejores resultados (Cimino, et al., 1989; Burnes,
et al., 1989; Wang, et_al., 1988; Hui, et al., 1989; inter

alial.




CAPITULO ¢

CONSTITUYENTES BIOACTIVOS DE Ratibida latipalearis Richards

1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

México es un pals con una gran tradicién en el empleo de
plantas medicinales y en 1la actualidad gran parte de su
poblacién, principalmente la de bajos recursos econémicos que
no tiene acceso a servicios médicos adecuadoé, hace wuso de
ellas para la cura de un sinnamero de enfermedades. Esta
costumbre se encuentra especialmente difundida entre los
grupos étnicos de nuestro pafs; de manera sobresaliente, los
trahumaras de las sierras de Chihuahua hacen uso de
aproximadamente 300 especies vegetales es sus practicas
medicinales. Las plantas mas importantes usadas por estos
indigenas se incluyen en el Cuadro 1 y entre ellas figura la

"Chi 'punuwa", Ratibids latipalearis Richards.

El objetivo fundamental de 1la presente seccidén de la
tesis es reallzar el estudio fitoquimico biodirigido de la
planta medicinal Ratibida latipalearis Richards, sustentando
esta 1nvestigaciédn en las consideraciones siguientes. En
primer lugar, las plantas medicinales utilizadas en la
medicina tradicional constituyen fuentes potenciales valiosas
de principios bioactivos. For otra parte, las investigaciones

quimicas y farmacoldgicas relacionadas con la medicina



Cuadro t. Ejemplos de plantas msedicinales empieadas por los indios tarahusaras

FLANTA NOMBRE TARAHUMARA US0OS MEDICINALES
Teloxys graveolens Epazote, yerba del Dolores de cabeza, fiebre,
zorrillo desordenes gastrointestina-

les.

Tagetes lucida Yerhanis Dolores de cabeza, catarro,
congestiones.

Hintonia latiflora - €opalguin Malaria y fiebre.

Ligusticum porteri Chuchupate Desordenes gastrointestina-
les, dolores de cabeza,
fiebre.

Isotephane madrensis Cachana Ulcera, reumatismo.

Ratibida latipalearis Chi 'punuwa Heridas de la piel, infla-
maciones y dolores de cabe-
za.

Monarda austromontana Napa (orégano) Desdrdenes gastrointestina-
les, catarro.

Pectis stenophylla Limoncillo Dolores de cabeza, desdrde-—
nes urinarios.

Caesalpinia platyloba Falo colorado Enjuagque bucal, dolores de
los dientes.

Psacalium decomposi tum Matarique Dolores corporales, reuma-

tismo, desdrdenes gastroin-
testinales.




tradicional tarabumara son muy escasas, y por lo tanto la
informaci16n disponible que permitiria su eventual adaptacién a
los programas de salud oficiales, con las ventajas que esto
implicarifa, es practicamente inexistente.

Finalmente, es importante enfatizar que cualguier
proyecto encaminado a la resolucién de algun problema de salud
piblica nacional, bien sea mediante el hallazgo de nuevos
principios activos a partir de materias primas nacionales o
la investigacion sistematica de las distintas floras
regionales, ests bien justificado.

Para el cumplimiento del objetivo fundamental del
trabajo, se consideraron pertinentes los siguientes objetivos

especificos. i

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Recopilar la informacién botanica, etnobotanica, quimica vy

farmacologica de Ratibida latipalearis.

2. Efectuar las operaciones preliminares propias a la prepara-

cion de extractos vegetales.

3. Freparar el extracto vegetal de acuerdo a las técnicas fi-

toquimicas concencionales.



Efectuar el fraccionamiento biodirigido del extracto obte-

nido de K. latipalearis, empleando el ensayo de determi-

nacion de la toxicidad para Artemia salina.

Separar y purificar los constituyentes de las diferentes

fracciones.

Identificar mediante métodos quimicos y espectroscopicos

los compuestos aislados.

Determinar la toxicidad para A. salijna en las diferentes

etapas del estudio biodirigido.

Contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos

de la flora medicinal mexicana.

Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con
la 1nformacién previamente descrita en la literatura en
cuanto a la composicion quimica de especies relacionadas

y la actividad bioldgica de las sustancias aisladas.



2. GENERALIDADES ACERCA DE Ratibjda latipalearis

El qgeénero Ratibida Richards pertenece a la familia
Asteracea (tribu: Heliantheae) y desde el punto de vista
filogenético se encuentra estrechamente relacionado con los
géneros Echinacea y Rudbgckia. Comprende seis especies y una
variedad, las cuales habitan en praderas, laderas montafosas,
bosques de pinos y planicies de)l 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 distribucién,

Las especies R, mexicang y K, latipalearis son las Gnicas

que tienen uso medicinal. La primera se emplea para tratar
dolores de cabeza, desédrdenes 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 Gltima especie con el nombre de "Chi punuwa'.

f.ta R. latipalearis es una tierba perenne, de tallo 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 c¢m de largo. Esta
especie es endémica del estado de Chihuahua en México
(Richards, 1269).

Los estudios quimicos del géneroc son muy escasos Yy
solamente las especies cpolumnifera y peduncularis han sido

investigadas. Dichos trabajos condujeron al aislamiento e



Figura 1. Distribucion de las especies del género Ratibida

@ K. columnifera f. cylumnifera

. R, volumnifers f. pulcherrima
O =, latipaleacis

‘ H. mexicana

A k. _pinpata

@ k. _peduncularis

. R. lageles



Cuadro 2. Especies de! genero Ratibida,

sinonimsias y distribucion

NOMBRE CIENTIFICO

SINONIMIAS

DISTRIBUCION

Ratibida mexicana
Watson

Ratibida pinnata
Vent.

Ratibida pedundularis
Torr. y Gray.

Ratibida columnifera
Nutt

Ratibida latipalearis

Richards

Ratibida tagetes
James

Lepachys mexicana

Legachxs pinnata
Rudbeckia pinnata

Obeliscaria pinnata
Lepachys pinnatifida

Lepachys peduncularis
Lepachys serratum
Ratibida picta

Rudbeckia columnifera

kudbeckia columnaris
Ratibida columnaris

Lepachys columnaris

Rudbeckia tagetes
Rudbeckia globosa
Lepachys columnaris

Sierra Madre Occidental,
Chihuahua, Durango vy 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.




identificacion

de veinticuatro lactonas sesquiterpénicas (1 -

28), dos flavonoides (25, 26), un fenil propanoide (27), dos

sesquiterpenos

{(ver Cuadros I

simples (28, 2%9) y tres acetilenos (30 - 32)

y 4).



Cuadro 3.

Metabolitos secundarios descritos en Ratibida cojumnifera

NOMBRE DEL COMFUESTO ESTRUCTURA REFERENCIA
LACTONAS SESQUITERPENICAS
a) Ratibhidanolidas
1 (45,55,7R,8R)~Ratibida- Herz, et _al.,
11 (13)-dien-8,12~-6l1da. 1985.
2 (45,55,7R,8R)-Ratibida-9, Herz, et al.,
11{(13)-dien-8,12-dlida. 198S.

]|



A

4,

(SR, 7R, BR, 10S) -Elema-1, 3,
11(13)~¢trien-8,12-0lida.

Sy 6, (18,355,6R,75,105,11R)
—1-Hidroxi-2-oxo-5—¢
aciloxi)-xant-3S-en-6,
12-élidas.

(18, 55, 6K, 7R, BR, 25,108, 11
R)-8,9-Epoxi-1-hidroxi-2-
oxo—-5-angelosi-vant-3—-en-
by 12-dlida.

b) Elemanolida

Herz, et al.,
19865.

c) Xantandlidas

Herz, et al.,

//4§>¢//“_ N 1988.

4 R=H R’'=Ang
S R=H R’'=Tig
-3 R=H R '=iBut

Herz, et al.,
19835.

St



B8, 9, (15,55,6K,75,9Rk,10S,1IR) Herz, et _al.,
1u,11, -1,9-Dihidro:i-2-oxo-5- 1985.
(aciloxi)-xant-JI-en-6,12
-olidas.
8 R=0H R’'=Ang 10 R=0H FR’'=iBut
? R=0H KR'=Tig i1 R=0H R’'=Ang

12 (18, 4KR,55,6R,75,105,11R) -1, 4~
thxdroA1—°—owo—5—angelo'1xan-
tan-6,12-6lida.

Herz, et al.,
1985.

13, 14 (15,4R,55,6R,7R,BR,95,105,
11R) -8, 9-Epoxi—-1-hidroxi-
2-oxo-5-angeloxixantan-é,
1Z-6lidas.

Herz, et al.,
1985,




15 Sa-0-[(2-Metilbutiratol-9-oxo-
seco-ratiferolida.

16 Sa-0-Angelato-9-oxo—-seco-—
ratifersolida.

17 S«—-0-2-fMetil-butiratol-%«
hidroxi-seco-ratiferdlida.

Ellmauerer,
et al., 1967.

Ellmauerer,
et al., 1987.

Ellmauerer,
et al., 1987.

{



o)

Sa—Q—Isobutirato—?a-hxdqoui
~seco-ratiferdlida.

Sa~-0-Angelato-9x—-hidroxi-
seco—ratiferdl}da.

Sa~-0-{2-Metil-butiratol-
9-31-seco-ratiferdlida.

Ellmauerer,
et al., 1987.

€l imauerer,
et al., 1987.

Ellmauerer,
et al., 1987.
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Sa-0-f{2-Metilbutiratol-?a-
hidroxi-3Z-seco-ratiferdlida.

2-Hidroxi-4-acetoxi-xantan- °“ Ellmauerer,
1(5)-en-68-12-61ida. et al., 1987.
AcO
. o

d) Eudesmandlidas

Ellmauerer,
et al.. 1987.

Eudesman-4(14),11(13)~dien Herz, et al.,
88-6lida. 1985.

gmo



24 Eudesman-11(13)-en-88-12- Elimauerer,

6lida. et _al., 1987.
0
FLAVONOIDES
25 9,7,6-Trihidroxi-6- Herz, et al.,
metoxi-flavona. 1985.

26 S,7-Dihidroxi-flavona Ellmauerer,

et al., 1987,
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IN

4—-0-Desmetil-eschkurianol

(3S5,5R) ~5—-Hidroxi-9-oxo—
nerolidol.

9-Hidroxi-12-acetoxi—
nerolidol.

FENILPROPANDIDES

0 OH

' !t al.,
MeO OIJ\V’L\w“lll

HO
OM

SESQUITERPENOS SIMPLES

Ellmauerer,
1987,

Herz, et al.,
1985.

Ellmauerer,
et al., 1987,

i
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ACETILENOS

2-(3-Buten-1-inil)-4-(1,3- Herz, et al.,
pentadiinil)-tiofeno. 1985.
CH /<_>-</—>-cac-cu.-cn.
¥ Vs s
4’'—-(3-Buten-1-inil)-4- N\ Herz, et al.,
metil-2,2'-bitiofeno. - - 1985.

! CHy-(CZC) s C=C~-CH=CHy
7-Metiltio—-i,7-tridecadien— El lmauerer,
3,5,7,11-tetraino. et al., 1987.

H SMe

Me(C=C);- € =C-(C= C)~ CH=CH,



Cuadro 4. Metabolitos secundarios descritos en Ratibida peduncularis

NOMBRE DEL COMPUESTO

REFERENCIA

11 (18,88, 6R,7R,8R,95, 105,
11R) -8, 9-Epoxi-1-hidroxi-
2-oxo-5-angeloii1-xantan-
I-en-6,12-6l1ida.

17 Sa-0-C2-Metilbutiratol—-%a
hidroxi-seco-ratiferdlida.

.19 Sx-0-Angelato-Fa-hidroxi-
seco-tratiferdlida.

Herz, et al.,
1985.

El lmauerer,
et _al., 1987.

Ellmauerer,
et _al., 1987.

14



PARTE EXPERIMENTAL
3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material v tal

El material vegetal (planta completa), se colectéd en el
Municipio de Guachochic, Cusarase, Chihuahua, el 12 de
noviembre de 1988. Una muestra de referencia (Voucher: Bye vy
Ramamoorthy 16656) se depositd en la coleccién etnoboténica
del Herbario Nacional, Inséituto de Biologfia UNAM.

La planta se sect a temperatura ambiente y se pulverizé

en un molino de cuchillos Modelo Wyley No. 4.

3.2 Evaluscién de la towicidad {n vitro para Arptemia salina

Gray
El biocensayo utilizado para dirigir el estudio

fitoquimico de R. latipalearis, se efectud de acuerdo con la

siguiente metodologfa (Meyer, et al., 1982):

- Preparacion de las muestras.

20 mg de compuesto puro, extracto o fraccion, se
disolvieron en 2 ml de un disolvente adecuado. De esta
solucion se transfirieron por separado a tres viales: 500ul,
S50 ul y S ul para obtener disoluciones de 1000, 100 y 10 ppm
respectivamente. Cada concentracién se preparé por triplicado

y se dejd evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al



vac {o.

- [ncubacidn de los huevos de A, salina

Los huevos de A. salina se incubaron en un medio salino
artificial durante un periodo de 48 horas. Fosteriormente, los
camarones fototrépicos fueron colectados con una pipeta
Fasteur.

- Bioensayo

Se transfirieron diez crustaceos a cada uno de los viales
que contenlan las muestras a evaluar ¥y S ml de un medio salino
artificial. Los viales se mantuvieron con i1luminacidn durante
24 horas y, transcurrido este tiempo, se conté el numero de

individuos sobrevivientes, para calcular el porcentaje de

mortalidad y la LCsa, en el caso de compuestos puros.

3.3 Héetodos de Extraccidn y Fraccionamiento Biodirigido

El material vegetal seco (1447 gramos) se extrajo con une
mezcla de cloroformo-metanol (1:1) de acuerdo con el
procedimiento serfalado en el Esquema 1.

El eutracto se evalut bioldgicamente mediante el ensayo
descrito en la secci1dn anterior y se fracciond preliminarmente
mediante una cromatografia preparativa en columna, wutilizando
como adsorbente gel de silice desactivada al 104 con agua
destilada (1.25 tg, silica gel 6 &0 Merck 70-220 mallas);
el proceso de elucidn se llevd a cabo con hexano, cloroformo,
metanol y acetona en diferentes proporciones. Se recogieron un

total de 207 fraccrones de 500 ml c¢/u. Las fracciones fueron



analizadas por cromatografia en capa fina y se combinaron
aquellas que resultaron similares, A cada una de las

fracciones combinadas se les determind la toxicidad para A.

salina.

En el Cuadro 5 se resumen los sistemas de eluyentes

empleados y las fracciones combinadas.

Esquean {. Preparaci{on de! extracto organicao de Ratibida

latipalearis

MATERIAL VEGETAL ( 144 KG )

~ MACERACION CON CLOROFORMO — METANOL

~ FILTRACION ¥ CONCENTRACION IN VACUO

EXTRACTO CONCENTRADO RESIDUO VEGETAL

3.4 Separacicn de loa congtituyentes de las fracciones activas

del extracto cloroformo-metandliico

Las fracciones 48-64 y 93~125, obtenidas del
fraccionamiento del extracto total, fueron recromatografiadas
sobre gel de silice. Las fracciones secundarias resultantes de

este proceso también se evaluaron bioldgicamente.



Cuadro 5. Resumen de! fraccionasiento biodirigido via cromatografia en coluana
del extracto cloroformo-setandlico de Ratibida latipalearis

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES COMBINADAS
Hexano 1-35
Hexano—-cloroformo B: 2 26-47

48-64
65-78
79-81
82-92
He:ano-cloraformo 7:3 3I-105
Hexano-cloroformo 5:5 106-125
Hexano—cloroformo 2.5:7.5 126-131
Hexano-cloroformo 1:9 132-165
Cloroformo 166-173
Cloroformo-metanol ?.5:0.5 174-205
Cloroformo-metanol 9.1 206-219
Cloroformo—metanol 8:2 220~-259
Cloroformo-metanol 7:2 260-281
Cloroformo-metanol 6:4 282-286
Cloroformo-metanol 5:5 287-290
Acetona 291-307

(14
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3.4.1 Obtencidén de la ratibindlida | 33

lLas fracciones 93-125 (5.0867 g) de la columna original
(Cuadro 9) se recromatografiaron en una columna empacada con
168 g de gel de sflice (desactivada al 10%4); la elucidn se
realizd con distintas proporciones de hexano y acetona. De las
fracciones secundarias activas 188-192, eluidas con he:ano-
acetona 95: 5, se aislé un polvo cristalino, que fue
recristalizado repetidas veces con una mezcla de

hexano—acetona (1:1), para originar finalmente 20 mg de unos

cristales blancos con p.f.=142-144°C,

3.4.2 Obtencidn del 3 sitosterol 34
De las fracciones 120-130 de la columna descrita en la
seccion  anterior, se obtuvieron 60 mg de unos cristales

blancos de p.f.=140-142°C.

3.4.3 Obtencidn de 1a ratibindlida 11 35

Las fracciones 48-464 (320 mg) de la columna original
(Cuadro 5) fueron cromatografiadas en una columna empacada con
gel de silice (desactivada al 10%), La elucidn se efectuds con
hexano y acetona en diferentes proporciones. De las fracciones
secundarias 100-110 eluidas con cloroformo-acetona (?:1), se

obtuvo un solido cristalino blanco de p.f. 276-280u°C.
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a.5 Separacjon de los congtituyentes de 1las fraccilones

jnactivas del extracto total

3.5.1 Obtencidn de la hiapiduliina 36

Las fracciones primarias 1646-173 (20.30 gq) (Cuadro S),
fueron recromatografiadas en una columna empacada con 350 g de
gel de silice (desactivada al 10%4), los eluyentes empleados
fueron: hexano, cloroformo y metanol en varias proporciones.
De las fracciones secundarias 248-258, eluidas con
cloroformo-metanol 97:3, precipitd un polvo amarillo de p.f.

290-292 *C. La cantidad obtenida fue de 80 mg.

3.6 Caracterizacion de los compuestos aisladaos

3.6.1 Determinacién de lag caonstantes tigicag Yy
eapectroscédpicas
a) Los puntos de fusidn se midieron en un aparato

Fisher-Johnes y no estan corregidos.

b) Los espectros de IR se registraron en un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer 599 B.

c) Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer S599B.

d) Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato
Hitachi~Perkin-Elmer RMU-GD (Instituto de Quimica, UNAM).

e) Los espectros de *H RMN 'y 3$3C RMN se determinaron en
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espectrofotémetros Varian EM 390 (Facultad de Quimica, UNAM) vy
Varian VXR-I0VOS (Instituto de Quimica, UNAM) utilizando como
disolventes CDCls y/0 DMS0~da y coma referencia interna TMS,

f) El estudio de difrraccién de Rayos X se efectud en un

difractdmetro Nicalet R3m (Instituto de Quimica, UNAM).

3.6.2 Obtencidn del derivado acetilado de la hispiduiina 37

Se acetilaron 20 mg de la hispidulina usando 0.2 ml de
piridina y 0.2 ml de anhidrido acetico. La mezcla de reaccidn
se dejd en reposo durante 12 horas y, al cabo de este tiempo,
el crudo de la reaccidn se proceso de acuerdo a la metodologi;
convencional (Shriner, Fuson-Curtin, 1980). Como resultado se

obtuvieron i1 mg del derivado acetilado 37 con p.f, 154-154°C.
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4,0 RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de obtener compuestos biocactivos de R.
latipalggris, el extracto cloroformo-metandlico de la planta
fue evaluado bioldgqicamente mediante la determinacidén de la
toxicidad para Artemia salina, de acuerdo a la metodologia
descrita por Meyer y colaboradores (Meyer, et al., 1982).
Debido a que el extracto mostrd una buena toxicidad para el
crustaceo (ver Cuadro 6), se procedid a fraccionarlo de manera
biodirigida mediante una cromatograftia prebarativa en columna

sobre gel de sflice.

Cuadro 6. Toxicidad del extracto clorotormo metanéiico de

Ratibida latipajearig para A. galina
CONCENTRACION (ug/ml) 1000 100 10
7% DE MORTALIDAD 100 66. bb6 T35
LCso (ng/m)) 366.61

El empleo del biocensayo para el monitoreo del efecto
larvicida durante el fraccionamiento permitid la obtencidn 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

sesqui térpenicas bicactivas, que fueron denominadas
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ratibindlida 1 (LCeo=62.74 pg/ml) IIT y ratibindlida 1l (LCeo=

. De la fraccién 93-124 se aisld también el

[&)]

69.53 pug/ml 3

B-sistosterol 34.

Cuadro 7. Toxicidad de las fracctones activas obtenidas de la

cromatografia en columna del extracto

cloroformso-metanéiico de R. latipalearis

FRACCION CROMATOGRAFICA LCme (g / ml)
48-64 137.12
93-125 &5.00
126-131 200.85
132-161 77.32

Finalmente, la recromatografia de la fraccidn primaria no
activa 166-173 de la columna original (Cuadro 35), permitid el
aislamiento de una flavona que fue identificada como la
hiapidulina 3g.

Los rendimientos expresados en porcentaje sobre el peso

de material vegetal seco y las estructuras de los compuestos

obtenidos se indican en la Figura 2.
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Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de Ratibida

latipaiearis

RATIBINOLIDA | RATIBINOLIDA (1
(0.0014 %) (9. 0003 %)
0 HO

BS LCao=62.749 ug/ml BS LCse=69.53 ug/ml
oo
HISPIDULINA B-S1TOSTEROL
OH
HO 0 Et
MeO

OH O HO
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4.1 ldentificacion de la ratibinéliida 1 33

El compuesto I3 se aislé al recromatografiar las
fracciones activas 93-124 de la columna original (Cuadro 5).
Su formula molecular se establecid mediante espectrometria de
masas y analisis elemental como C,=H,a0s, aque permitid
calcular un indice de 1nsaturacion de siete.

El espectro de IR (Espectro 1), mostré bandas de
absorcion para carbonilo de lactona (1770 cm—*) y carbonilo de
cetona (1730 cm~*). Su espectro de 'H RMN (Espectro 2)
presentd resonancias que fueron asignadas de la siguiente
manera:

a) Los dobletes en £ 6.16 y 5S.41 a los hidrégenos de un
metileno exociclico « al carbonilo de una ¥ -lactona.

b) El1 doblete de dobletes en £ 4.20, al hidrdgeno geminal de
una funcidn lacténica.

c) Los dos singuletes en § 1.27 y 1.44, que integraban cada
uno para tres hidrégenos, a metilos unidos a carbonos
cuaternarios.

El espectro de ¢3C RMN (Espectro 3), confirmo la
presencia de 15 carbonos en la molécula, dos de los cuales
correspondian a los grupos carbonilos de una lactona [S 170.42
()l y de una cetona [£ 212.22 (s)]. De acuerdo a la teoria
del desplazamiento quimico y al namero de resonancias
positivas y negativas observadas en el espectro de APT
(Espectro 4), las trece serales restantes se asignaron a una

doble ligadura disustituida (5 138.07 y 117.22), dos carbonos
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cuaternarios (§ 59.26 y 29.68), dos metilenos (S 29.62 vy
20.54), un carbono geminal al oxigeno etéreo de una lactona
(£ 79.85), tres metinos (£ 55.04, 52.04 y 2Z2.95) y dos metilos
(€ 19.32 y 16.81). Estas observaciones y consideraciones de
tipo quumiotaxonémico (Bohlamn, 1987; Herz, 1985) permitieron
establecer que el producto natural era la cetona de una
a-metilen-? -lactona sesquiterpénica.

De las siete insaturaciones calculadas, tres se asignaron
al anillo de la oa-metilen-y-lactona y una cuarta al grupo
carbonilo de la cetona. La ausencia en los espectros de RMN de
senales indicativas de otro‘ tipo de insaturacidén permitid
concluir que el nucleo base de la lactona correspondia al de
un sistem& tricficlico.

El andlisis del espdctro de *H RMN y su correlacion

bidimensional 2D-COSY (Espectro 6 y Figura 3), confirmé no
s6lo la naturaleza triciclica del compuesto, sino tambieén
la disposicion y la estereoquimica del anille lactdénico. Las
conclusiones mas relevantes que resultaron de esta
interpretacion e5pectroscop1c$ se resumen a continuacidon:
a) Los dos dobletes [§ S5.41 y 6,161 asignados a los hidrdgenos
del metileno exociclico de 1la lactona (H-13 y H-13"),
correlacionaban entre si y con el multiplete a £ 2.25, el cual
en consecuencia se asignéd a H-7., El valor de la constante de
acoplamiento entre los hidrégenos 13 y H-7 (J=3Hz) era
consistente con una fusidn trans de la lactona (Samek, 1970).

b) El1 hidrdégenn geminal de la lactona en £ 4.20 (dd, H-6)
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interaccionaba con H-7 y con el doblete centrado a £ 1.72,
asignable entonces a H-S. El patrédn de acoplamiento observado
entre H-S, H-6 y H-7 (Ja_->=Ja_=11.5 Hz) indice una relacidn
trang diaxial entre estos tres protones, confirmdndose la
tus16n trans de la lactona.

Debido a que H-5 solamente correlacionaba con H-4, era

claro que el nGcleo C-4 representaba uno de los centros
cuaternarios de la moléecula.
c) La sefal correspondiente a H-7 correlacionaba también con
el multiplete en & 1.60 (ddd, Jga-ap=14 Hz, Jgpa-2=11.5 Hz,
Jes-va=4 H2), el cual a su vez interaccionaba con las
resonancias en § 2,06 (d, Jga-a«=14 Hz) y en £ 1.42 (m).
Consecuentemente estac tres ultimas sedales se asignaron a
H-88, H-Ba y H-Pa respectivamente. De manera adicional, H-%9x
caorrelacionaba con el doblete ancho (Jea-<e=14Hz en £ 1.67,
sefal que por lo tanto se atribuyd a H-98 (ver Figura 3).

Las observaciones resumidas en los incisos a), b) y ¢,

permitieron proponer la estructura parcial A.
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d) Finalmente, el doblete de dobletes a £ 1.0B se encontraba
relacionada con los multipletes a § 1.22-1.32 y 1.81, Es de
hacer notar que este conjunto de sefales conformaba un sistema
ABX y la ausencia de 1interacciones adicionales, permitié
establecer en la moléecula la opresencia de la unidad

estructural B.

La integracidn de las estructuras parciales A y B, de los
dos metilos unidos a carbonos cuaternarios v del grupo ceto,
permitieron proponer para el producto natural las ¢tres

estructuras siguientes:

ta frecuencia de absorcidn observada para el carbonilo de
cetona en el espectro de IR permitié descartar en principio
las 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 (Fretsch, et al., 1980).
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Fl estudio de difracci6n de Rayos X permitid confirmar de
manera tnequivoca que la propuesta C era la correcta y en la
Figura 4 we muestra una vista estereoscopica de ia
ratibindlida [, una nueva lactona sesquiterpénica del tipo de

las geigerandlidas (Bohlman, 1982).

Figura 4. Viata estereoacdpica de la ratibindlida |




El compuesto consta de un sistema tetraciclico, en el
cual, los anillos carbociclicos de cinco y seis miembros y el
correspondiente al de la a-metilen-)-lactona, se encuentran
aproximadamente coplanares, el anillo de ciclopropano, en
cambio esta por debajo del plano formado por los otros tres.
El ciclo de seis miembros adopta una conformacion de silla con
el grupo metilo 14 axial y los dos anillos de cinco miembros
(C{1)-C{DH-C(4)-C(S)-C(1D) ] y (0 -CH-C(7)-C11)-CU12)1]
presentan conformaciones de semisilla y "x-envelope'-semisilla
respectivamente (Soriano, et _al. 1989). En el Apéndice se
resumen los parémetros posicionales correspondientes a la
ratibinédlida 1. Las constantes fisicas y espectroscopicas para
este producto natural se i1ncluyen en el Cuadro 8.

Cabe mencionar como hecho sobresaliente, el
desplazamiento paramagnético presentado por los protones
metilenicos del anillo de tres miembros ( 48=.32 y AE£=,78)
(Bohlmann, 1982) el cual podria explicarse por un efecto

ani1sotrépico ejercido por el carbonilo en la posicidn uno.
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4.2 identificacion de la ratibinalida 11 35

El componente bioactivo de menor polaridad aislado de
Ratibiga latipalearjs corresponde a la formula molecular de
CisHia0a (Espectrometria de masas). Se obtuvé como un sélido
cristalino incoloro de p. f.= 276-280°C, soluble en cloroformo,
acetato de etilo y acetona.

El espectro de IR (Espectro &) del producto 35 presentd
bandas caracteristicas para hidroxilo (3500 cm-%*) y para una
a-metilen-y -lactona (1770 cm—%*). Al iqual que en el caso del
compuesto anterior, el espectro de *H RMN (Espectro 7) mostré
las sefales ¢tipicas del metileno exociclico de una ¥ -lactona
sesquiterpéenica (£ 5.98 (d), 6.28 (d) y 4.36 (d)]. También se
observaron resonancias para:

1) el hidrégeno geminal de una funcidn carbindlica secundaria
(€ 3.5 (dd)) y un grupo hidroxilo (£ 2.4 (d, J=11.6 Hz2)1. Al
registrar el espectro con Dz0 (Espectro 8), la seral del
primerc se simpliticaba a un doblete, 1o cual 1indicaba su
acoplamiento con el hidrégeno del oxhidrilo.

2) una doble ligadura adicional disustituida [§ 5.98 (d) vy
6.28 (dd) 1.

3) dos metilos unidos a carbonos cuaternarios centrados en §
1.76 (s) y 0.96 (s). El desplazamiento quimico observado para
el primero era congruente con su disposicidn sobre un centro
cuaternario oxigenado.

Los espectros de '3C RMN (Espectros 9 y 10) confirmaron

los grupos funcionales evidenciados por la resonancia
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magnética nuclear protonica, indicando ademds la existencia en
la molecula de un epoxido [£ 71.63 (s) y 61.99 (s), C-5 y
C-4), un centro cuaternario sin sustituyentes oxigenados [§
39.67 (s)], dos metilenos (£ 29.80 (t) y 22,03 (t)1 y un
metino (£ 45.87 (d)1.

Los elementos estructurales presentados hasta este punto
de la discusion satisfaclan los requerimientaos de la féormula
molecular en cuanto al namero de carbonos, hidrogenos vy
oxigenos se refiere. En relacidn a las insaturaciones,
faltaban por asignar dos de las siete permitidas, las cuales
después del andlisis egpectroscédpico previo, solamente podian
pertenecer a un sistema biciclico. El andlisis del espectro de
‘H RMN bidimensional, permit1é determinar que el mismo
correspondia al de un eudesmano. Las correlaciones mas
importantes observadas en este espectro, asi como sus
implicaciones estructurales se resumen a continuacién:

a) Los dos dobletes a £ 6.2 y 5.56 atribuibles a H-12 y H-13°,
correlacionaban entre si, y con la sedal a £ 2.94, la cual
entonces se asignd a H-7.

b) El doblete correspondiente al hidrédgeno geminal de la
funcidn  lactdnica en £ 4.36 (H-6), 1nteraccionaba anica vy
exclusivamente con H-7. La constante de acoplamiento observada
(Je-»=11.6 Hz), era cansistente con una disposicion
trans-diaxial y por lo tanto con la fusidn trang de 1la

lactana (ver Figura S5).



Figura 5. Zona cosprendida entre 0 y 7 ppm del espectro de 'H

RMN bidimsensional de la ratibinolida 11
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) De manera adicional, H-7 correlacionaba con los multipletes
en &£ 1.7 y 1.9, los cuales fueran asignados a H-83 vy H-Ba
respectivamente. Estos ultimos hidrogenos a su vez se
relacionaban entre si y con los hidrogenos de un metileno
vecinal [H-9a a £ 2.728 y H-983 a £ 2.641 (ver Figura &6). Las
constantes de acoplamiento carrespondientes a las
interacciones especificadas en este punto se i1ndican en el
Cuadro 9. Con base a las conectividades mencionadas, se pudo
proponer la estructura parcial A° que se muestra a

continuacion:

d) Los dos hidrdgenos de la doble ligadura disustituida
adicional (£ 5,98 (d, Jz_-x=8B.7 Hz, H-3) y £ 6.28 (dd,
Ja-3=8.7 Hz, J(-2=5.8 Hz, H-2)1], correlacionaban entre si vy
uno de ellos (H-2), ademas con el hidrdgeno geminal de la
funcion carbinédlica secundaria a § 3.48 (dd, J,.z=5.8 Hz,
Jor-s=11.6 Hz, H-1) (ver Figura 9S). La magnitud de Ila
constante de acoplamiento observada para los hidrogenos

vinilicos, 1ndicd que la doble ligadura debia encontrarse en



Figura 6. Zona coaprendida entre { y 4.5 ppm del eapectro de

'H RMN bidimensional de la ratibinslida 11,
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un ani1llo de sers miembros (Jackman, 1969). Finalmente, la
sefal en £ .48 mostraba una i1nteraccién con el hidrégeno del
hidroxilo en € 2.4 (dy Jau—s=11.6HZ).

Las correlaciones reci1én descritas permitieron proponer

la siguiente secuencia parcial B’

H

La 1integracién de las estructuras parciales A° y B, el
valor de la constante de acoplamiento observada entre los dos
hidrogenos olefinicaos de la férmula parcial B’ (J=B.7Hz) y el
patron de acoplamento observado para H-6, permitieron

proponer las estructuras C' y D' para el producto natural.




4

El desplazamiento diamagnético observado para C-9,
atribuible al efecto Y-gauche ejercido por un sustituyente a &

3 orientado en C-{ (ver Figura 7) (Mata R., et al., 1983;

Herz, et al., 1983; Da Silva, et al., 1981), permitid
descartar la posibilidad D', La falta de pardmetros de *3C RMN
para modelos comparables gque permitiesen correlacionar la
magnitud del efecto y la estereoquimica del sustituyente en
C-1, impidio establecer de manera inequivoca 1la orientacion

del sustituyente.

Figura 7. Representacién sediante proyeccliones de Newman del
efecto ¥ -gauche que ejerce el sustituyente en C-1

sobre C-9.

HIDROX1LO CON ORIENTACION « HIDROXILO CON ORIENTACION g

Con respecto a la estereoquimica del epdxido en C-4/C-5,



1a similitud de los desplazamientos quimicos de H-é6 y H-7, con
los correspondientes para la 4,5-epoxi-dihidroarbusculina B
(Irvin, et al., 1971), permitiéd inferir a priori que el
eodrido se encontraba a«-orientado. En el Cuadro 9, se
1lustran comparativamente los desplazamientos quimicos de la

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

Cuadra 0. Comparacion de los desplazamientos quimicos para
H-6, H-7 y H-15 entre la 4,5-epoxi-dihidroarbuscu-

1ina B y la ratibindiida 11

4,5-epoxi-dihidroarbuscuiina B ratibinodtida I}

'

H-15 £1.76
H-7 £3 H-7 £ 2.94

H-6& £ 4.35 H-6 £ 4.36

Con el objeto de confirmar la orientacidn del hidroiilo
en C-1 y del epdéxido en C-4/C-5, se registrd el espectro de *H

RMN con adicién de un reactivo de desplazamiento de Europio.
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Como se puede apreciar en la

atectados en arden decreciente fueron H-14, H-7,

)

Figura B8, los hidrogenos més

H-& y H-15.

Figura 8. Efecto paramagnético inducido por el reactivo de

desplazamiento sobre H-6, H-7, H-14 y H-15 de la
ratibindliida Iit.
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H-7, era consistente con su proximidad espacial al epdxido, v
en consecuencia con la orientacion 4 de este ultimo. En la
estructura visualizada mediante el modelo Dreiding (Fiaura 9),
se puede observar claramente la cercania entre H-7 y el
epoxido a-orientado.

Asimiemo, el efecto sobre H-14 era congruente con la
disposicion g del hidrozilo en C-1. Finalmente cabe mencionar,
aue la desproteccion aobservada tanto para H-15 como para H-6,

se debe a la cercanla de los mismos al epoxido y al oxiaeno

etereo de la lactona respectivamente.

Figura 9. Estructura visualizada sediante el modelo Drieding

de la ratibindliida I1I.

Can base en las evidencias discutidas, se oropone la
estructura 3s para la ratibinalida 11, una nueva
eudesmandlida. Las constantes fisicas y espectroscopicas del

compuestao se incluyen en el Cuadro 10.
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4.3 ldentificacion de la hiapidulina 36

Al recromatografiar las fracciones no activas 1646—-173 de
la columna original (Cuadro 5) se obtuvéd el compuesto 36 como
un polvo amarillo soluble en metanol.

El compuesto presento un comportamiento cromatografico en
capa fina tipico de un flavonoide. Su espectro de IR (Espectro
11) mostrd bandas caracteristicas de absorcion para hidroxilo
(2400 cm—*), carbonilo de ¥ -pirona (1640 cm—?) y aromaticidad
(1615, 1580 vy 1509 em -!'). Las bandas a 333 y 272 nm en el
espectro de UV (Espectro 12) sugirieron gue se trataba de una
flavona (Markham, 1982).

El espectro de *H RMN (Espectro 13) mostréd sedales para:
a) dos hidroxilos fendlicos a £10.49-10.85. E1 desplazamiento
a campos muy bajos para uno de ellos, indicd que existia un
grupo OH en la posicion 5 (Markham, 1982).

b) un sistema AaBa tipico de una anillo aromitico
para-sustituido [§ 6.95 (d), Jowes=8.5 Hz, H-2',5" y £ 7.95
(d)y, Jaownea=B.5 Hz, H*2',6']1, asignable al anillo C de una
flavona 4 '-oxigenada.

c) el H-J del nacleo de flavona en £ 6.61 (s) y un hidrdgeno
de un anillo aromatico pentasustituido a § 6.8 (s).

d) un metox1lo aromatico en 83.75 (s).

La naturaleza trxfenﬁliéa de l1la molécula, se contirmé
quimicamente mediante la obtenciédn del derivado triacetilado.
El espectro de *H FRMN de eéste (Espectro 114, mostraba

tres sefales para metilo de acetato, una de ellas (§ 2.9),
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consistente con la presencia de un grupo acetoxi en C-5. El
desplazamiento paramagnético ( A8=.92 ppm observado para el
hidrdgeno aromético del anillo opentasustituido indicd su
disposicion gqrtg y para & dos funciones fendlicas, en
consecuencia este hidrogeno debila corresponder al H-B8 de la
flavona. Se observé también, un desplazamiento a campos bajos
de una de las ramas del sistema AaBa [ £ 46.90 a § 7.36,
H-3'35'1 perteneciente al anillo C para-sustituido, por lo que
resul taba evidente que el sustituyente en C-4 era un
hidroxilo.

El espectro de masas presentd fragmentos de m/z 285
(M*-1%), 121, 118, 167 y 139, mediante los cuales fue posible
determinar que el metoxilo se loc;lizaba en la posicién 6 del
esqueleto base y confirmar que el sustituyente en C-4' era un
hidroxilo (Kingston, 1971). En la Figura 1 se ilustran los
fragmentos mads importantes.

Finalmente, la presencia del tercer hidroxilo en posicien
7, se confirmd cuando al registrar el espectro de UV en
presencia de acetato de sodio, se observan los desplazamiento
batocrémicos gque eran de esperarse para las bandas 1 y Il
(Liu, 1981).

Con base en el analisis anterior, se identificd a la
flavona como la 5,7,4'-trihihidro:xi-é6-metoxi-flavona
thispidul ina) (Herz, 1964), 1la cual ya habia sido aislada
previamente de K. columnifera (Herz, 1985). Las constantes

fisicas y espectroscdpicas de la hispidulina se resumen en el
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Cuadro 11 vy resultaron idénticas a las descritas en la

fiteratura (Liu, 19800,

Figura 10. Fragesentos mas importantes del espectro de masas de

7
2C

0~
+

la hispidulina.

m/z 121

1+
I

Bm/z li8

m/z 167 m/2 139

|
OH O m/z285



]

4,4 {dentificecion del p-sitosterol 34
De las fracciones 93-124 de la columna original se aisld
@l B-sitosterol el cual se caracteri20 por comparacidn con una

musstra autentice siguiendo la metodologia convencional.



4.5 CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

ESPECTROS

5



Cuadro 8. Constantes fisicas y espectroscopicas de la ratibinodlida I, 33.

KBr
IR vecm—?
max.
ESPECTRO 1.

‘H RMN (CDC1ls, £):
300 MHz -
ESPECTROS 2 y S.

t3C RMN (CDCls, 8):
300 MHz
ESPECTROS 3 Y 4.

CusHials

142-144°C

3040, 2925, 2850, 1770, 1730, 930

b.16 (Jy_y3=3Hz, H-13'), 5.41 (d,
Jya3=3Hz, H-13), 4.20 (dd, Jo-e=
Ja-7=11.8Hz, H-6), 2.35 (m, Je-7=
‘.‘-SHZ, Jr-m=10HZ, Jy—13=3Hz, H-7
2.06 (br d, J.-—..=14HZ' H"BG)‘
1.8 (m, H-2), 1.72(dyJs-e=11.5H2)
1.67 (dy Jea-we=14Hz, H-98), 1.60
(ddd, Jex-es=14Hz, J>_@e=11.5Hz,
Joa-we=4Hz,H-B88), 1.46%(5, H-14),
1.42 (m, H-9a), 1.27%(s, H-{5),
1.22-1.32 (m, H-38), 1.08 (dd,
J;-—3.=Jz—;-=4H2. H-3a) .

221.22 (s, C-1), 170.42 (s, C-12)
138.07 (s, C-11), 111.22 (t,C-13)
79.85 (d, C-6), 59.26 (s, C-10),
55.07 (d, C-5), S2.04 {(d, C-7),
32.96 (d, C~2), 29.68# (t, C-3),
29.92% (¢, C-9), 25.90 (s, C-4),
20.54 (t, cC-8), 19.32 (c, C-14),
16.81 (c, C-15}.
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Cuadro 10. Constantes fisicas y espectroscopicas de ia ratibincolida 11, 35

F.N. CiaHi@0a

P.F. 276-280°C
KBr

IRvcm—?t 3500, 3040, 2925, 2850, 1770
max. :

ESPECTRO 6.

'H RMN (CDCls, 8): 6.28 (dd, J2-3=B.7Hz, Ji—2=5.8Hz,
300 MHz H-2), 6.2 (d,Jr—13=4Hz, H-13"),
ESFECTRO 7 5.98 (d,Ja_3=8.7Hz, H-3), 5.56 (d

Jry—ax=4Hz, H-13), 4.36 (d. Je—>=\
11.6Hz, H-6), 3.48 (dd,J,-a=5.8Hz
Jor-s=11.6Hz, H-1), 2.94(ddd,Je_»a
Jr-0a=11 .6Hz, Jv—‘s=4HZ, H-7) ’
2.64 (my Joa—we=14Hz, H-98), 2.4
(d, Jou—s=11.4Hz, OH), 2.28 (m,
Jq-—q.": 14H2 ' J.-—-.-=1 1.4H2z v JQ-—.-
=4Hz, H-9x), 1.7 (ddd, Jeu-ee=14
HZ' J,—.--‘-J.p—q-:‘ 1. 6“2' J-._..=4
Hz, H-B8), 1.5 (m, Jee-ea=14Hz,
H-Bx)y 1.76(s, H-15), .96(s,H-14)

+3C RMN (CDCls,8): 169.57 (s, C-12), 137.81 (s,C-11)
300 MHz 134.24% (d, C-2), 132.28# {d,C-3)
ESFECTROS 9 Y 10. 118.93 (¢, C-13), 77.28 (d, C-&)

72.63 (d, C-1), 71.63 (s, C-&),
61.99 (s, C-5), 45.87 (d, C-7),
39.67 (s, C-10), 29.80 (t, C-9),

.03 (t,C=8), 21.S4(c, C-15)
28:22 (8558 cr ’
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Cuadro 11. Constantes fisicas y espectroscépicas de 1a hispidulina, 36,

F.NM.
P.F.
KBr
IR v cm—*
max

ESFECTRO 11.

MeOH
UV v nm

mas
ESFECTRO 12,

E.M.I.E. m/z(int.rel.)

‘H RMN (CDCL,,8):
ESPECTRO 13

Ciratr20a

291-292°C

3400, 1660, 1615, 1580, 1500

272, 233

300 (100)M*, 28BS (50), 167 (15),
139 (25), 121, 118, &9.

10.49-10.85(0H), 7.95(d, J=8.5Hz,
H-2',6"), 6.95 (d, J=11.5 Hz,
H-3'yH-5"'), 6.79 (s, H-B), .61
(s, H-3), 3.75 (s, 6-0Me).
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5.0 CONCLUSIONES

Las conclusiones que se derivan del presente Capitulo son

las siguientes:

1.- £l estudio fitoquimico biodirigido de Ratibida
latipalear.s Kichards mediante la determinacidén de la

toxicidad para Artemia _salina, condujé al aislamiento e

1dentificacion de dos nuevas lactonas sesquiterpénicas
denominadas genéricamente ratibindlida I (LCxo=62.74 ug/ml) y
ratibinédlida Il (LCea=69.53 ua/ml). En ambos casos, Sus
estructuras fueron caracterizadas por metodos
espectroscopicos. La estructura de la ratibindlida 1 se
confirmé mediante un estudio de difraccidon de Rayos X.
Adicionalmente, e obtuvieron dos compuestos 1nactivos
caracterizados como el B~si1tosterol y la hispidulina

(5,7,4'~-trihidroxi-&-metoxi1-flavona).

2.~ la ratibindlida I representa la tercer lactona
sesquiterpénica con nacleo de geigerano, E1 primer compuesto
de este tipo, la brotencdlida (Takeda, et al., 1980), fue

obtenido de la hepdtica Frullania brotheri. Fosterinormente,

Bohlmann y col. aislaron la gerigerandlida de una especie del

género joeria (Asteracea) (Bohlmann, et al., 1982), el cual

no se encuentra relactonado con Ratibida. Este sequndo grupo

considerd al nucleo carbonado como novedoso y lo denomind de



1

maners generica como geigerano; desconociendo indudablemente

el trabajo previo del grupo de Takeda.

3.- Adiferencia de 1los estudios previos, en la opresente
investigacidn no se aislaron lactonas sesquiterpénicas del
tipo de las xantandlidas, que hasta la fecha parecitan ser las

lactonas caracteristicas de este género (Herz, et al., 1985S;

Ellmaverer, et al., 1987).

4.- Desde el punto de vista biogenetico, tal como lo
propusiera Bohlmann (Bohlmann, et al., 1982), es factible que
la ratibindlida 1 se originara a partir de un intermediario de
ti1po eudesmano que‘presentara sustituyentes oxigenados en las
posiciones 1| y 2, La ;oexistencih de la ratibinélida I y 1la
ratibinélida 11, péermiten especular la existencia de un
precursor comun para ambos compuestos como se indica en la

'

dos siguientes oropuesfas biogenéticas.

Propuesta |
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S5.- En este trabajo queda demostrado una vez més, la utilidad
de conducir el éstudio fitoquimico de manera biodirigida, va
que se logrd el aislamiento de sustancias bicactivas que se
encontraban presentes en muy pequeias cantidades, las cuales
mediante un estudio convencional, posiblemente no habrian
podido ser detectadas. Los niveles de toxicidad opresentados
por ambas lactonas sesquiterpénicas, sugieren la posibilidad
de que las mismas posean actividades bioldgicas mas complejas.
En la actualidad se estd reinvestigando 1la planta con la
finalidad de obtener mayor cantidad de 1los compuestos vy

explorar as) su actividad antitumoral potencial.
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CAPITULO 2

EVALUACION PRELIMINAR DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
POTENCIAL DE VARI0OS METABOLITOS SECUNDARIUS AlSLADGS

DE PLANTAS MEXICANAS USADAS EN LA MEDICINA TRADICIONAL
1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Desde epocas remotas el hombre ha usado eitractos
veqetales y productos derivados de los mismos para el
tratamiento de numerosas enfermedades infecciosas. Durante
mucho tiempo el empleo de esos agentes terapéuticos, otrora
efectivos, y la buéquédavde nuevos agentes antimicrobianos de
origen vegetal, se ha visto opacado debido a 1la gran
revolucion DcasxonAQa por los antibidticos derivados de

[
mlcroorgannsmos:o sus analogos sinteticos, vy que data desde
los primeros ensayos clinicos de la penicilina en 1921.

Sin embargo, desde la deécada opasada, ha resurgido
notablemente el intefés por los agentes antimicrobianos
deri1vados de plantas, como lo demuestra la abundante
literatura que se ha publicado en relacidn al tema durante ese
periodo (ver Figura 11). El uso de técnicas microbiolégicas
modernas, ha permitido demostrar que los extractos de plantas
superiores de diversos géneros y familias, poseen una
actividad significativa en contra de numerosas bacterias vy

hongos patégenos.



Flgura 11. Descubrimiento de nuevos antibioticos entre 1952 y

1882 y sus fuentes naturales
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Los  principirus activos responsables de la actividad

bioldgica, perienecen a diversas categorias de metabolitos
secundarios, tales como alcaloides, cumarinas, bifenilos,
LrOMmANoS, dihiidrofenantrenaos, flavonoides, quinonas v
SAPNNLINAS (r tscher, et al., 1987) . Los espac tros

antimicrobianos de estos productos, son mas reducidos aque los
de los antibioticos derivados de microoorganismos, paro en
general sus potencias son bastante buenas.

En este reciente 1nteres por agentes antimicrobianos de
arigaen  vegetal, la medicina ¢tradicional ha desempeRado un
papel muy  1mportante como criterio para la seleccidn de
plantas con praincipios potencialmente antimicrobianos. Un
ejemplo representativo lo constituye un estudio sistematico de
esnpecies medicinales del género Erythrina (Leguminoseae). de
dnmille se han alslado gran cantidad de metabolitos secundarios

con actividad antimicrobrana (Mitscher, et _al., 1957).

En general, las investigaciones conducentes a la
abtencion  de pricipios activos antimicrobianos, se han
realizado mediante procedimientos biodirigidos 3%

alternativamente mediante metodos fitoauimicos tradicionales
sequidos de las evaluaciones biologicas correspondientes. En
el primer caso, los resul tados han sido mucho mas
sati1sfactorios. Independientemente de la estrategia empleada,
los ¢nsavos se realizan con una serie de microorganismos de

prusha gue incluyen bacterias Gram positivas (Racillus

oubtilis vy Staphyloucoccus aureus), Gram negativas (Escheraichia
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coli, Pseudgmona aeruginosa, Salmgnella gallinarum, Kleibsella

pneumoniae), levaduras (Candida albicans) vy haongos. La

suceptibilidad de tales microorganismos al agente potencial
antimicrobiano se determina en dos fases: en la primera se
realiza un ensayo cualitativo primario que permite detectar la
presencia o0 ausencia de actividad. En la segunda, se
cunatifica la patencia relativa (Mitscher, et al., 1987).

Fara realizar el ensayo primario, generalmente se utiliza
el método de difusiébn en placa de agar, en el cual las
muestras a probar (extractos, fracciones o compuestos puros),
se adicionan sobre perforaciones realizadas en una placa de
agar previamente inoculada con el microorganismo de prueba.
Después de un periodo de incubacién apropiado, se examina la
placa en busca de zonas de 1nhibicidén del crecimiento
microbiano alrededor de las perforaciones (Clark, et al.,
1981).

En el ensayo secundario, a una serie de tubos que
contienen el medio de cultivo adecuado y el microorganismo de
prueba, se adicionan cantidades crecientes del compuesto
objeto de la evaluacién. Después de la etapa de incubacidén, se
determina la cantidad mas pequeda del agenteAreuuerida para
inhibir el desarrollo de microorganismo, a esta concentracion
se le conoce con el nombre de Concentracién Minima Inhibitoria
(MIC) (Pelczar, 1982).

En el caso particular de México, existen varias plantas

que son utilizadas en la wmedicina tradicional para el
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tratamiento de los mas diversos padecimientos infecciosos y a
la fecha son escasos, por no decir 1nexistentes, los estudiaos
realizados para la busqueda de agentes antimicrobianos. Entre

esas plantas podemos mencionar la Hintonia latiflora, la

Hippocratea excelga, el Amphypteryringilum adstringens y la

Dodonaea _wviscosa, por tan s6lo mencionar algunas. Estas

plantas ademas poseen otras propiedades medicinales.

Las plantas antes mencionadas han sido objelo de estudios
fitoquimicos convencionales, los cuales han permitido el
aislamiento y caracterizaci16n de numerosos metabolitos
secundarios. Sin embargo a la fecha no se ha reaiizado la
evaluacion de los m1smos como agentes potenciales

antimicrobianos.

2. OBJETIVQS

Considerando 1o antes expuesto, el objetivo fundamental

“de  la  presente seccion de la tesis es determinar
cualitativamente la actividad antimicrobiana potencial de 31

productos naturales obtenidos de plantas mexicanas wusadas en

Is w@edicina tradicional. Veinticinco de estos productos se

obtuvieron de especies con reputacion folklorica como agentes

antimicraobianos. For lo que de encontrarse resultados

satisfactorios, no solamente se podria validar el uso de las

especies, Sino que tambien se generarian posibilidades para el



descubrimiento de principios antimicrobianos a partir de
recursos naturales nacionales.

Los compuestos objeto de la evaluacitn se resumen en el
Cuadro 12, en donde ademas se especifican sus fuentes
naturales, el uso popular que se les atribuye a las plantas y
las referencias convenientes. En la Figura 12 se ilustran las

estructuras correspondientes,



Cuadro 12. Metabolitos evaluados para su determinacion cualitativa como

potenciales agentes antimicrobiamnos

COMPUESTO

FUENTE NATURAL

UsSO FOFULAR REFERENCIAS

DE LA PLANTA

7 7,5,3 ,4 —-Tetrahidroxi Antipaluadica, Camacho, 19%0.
-4-fenilcumarina antiseptica,
hipoglucemiante,
38 3I',4'-Dihidroxi-7-me- curar granos,
torxi—-4-fenilcumarina. febr{ fuga,
tranquilizante,
29 S-0-8-D-Glucooiranosil- tratamiento de
7y%,4 —trihidroxi-a4- la bilis,
fenilcumarina. ulcera agastrica.
40 S-0-{(&"-Acetil-8-D-ga-

lactopiranosil)-3',4" '~
dihidroxi-7-meto:xi-4-
fenilcumarina.

41 5-0-B-D-Glucopiranosil-
3,4 ' -dihidroni-7-metoxi-
4-fenilcumarina.

*42 G-0-fA-Galactopiranosil-3'-

4 '-dihidroxi—-7-metoxi—-4-
fenilcumarina.

7-Metil-luteolina.

= &

3-0-8-D-Glucopiranosil-23,
24-dihidrocucurbitacina F.

# Compuesto que resultd activo en un estudio previo

it



continuacion del Cuadro 12

COMFUESTO FUENTE NATURAL uso FOPULAR REFERENCIAS
DE LA FLANTA
45 23, 24-dihidrocucurbitaci- Reguero, et
na F. al., 1987.
40 25-Acetil-23-24-dihidrocu-
curbitacina F.
47 7,4 ,5 ,Trihidroxi-4-feni1l Exostema Antipeludica Garcia. 1987.
5,2 —oxidocumarina. catribaeum
48 4 ,5'-Dihidroxi-7-metox1- \Rubjacea)
4-fen11-3,2 —-oxidocumarina.
49 2-3-D-Glucopiranosil-cucur— Cigartilla Emetica, HMata, et al.,
bitacina E. mexicana antiamibiana. 1988.
Castafeda, 1787.
S0 2-8-D-Glucopiranosil-cucur— (Rubiacea)
bitacina F.
g1 Cucurbitacina F-25-acetato. E:iostema Antimalarica, Mata, et _al.,
mexicanum contra dengue. 1990.
52 Cucurbitacina F. Albor, 1989.
(Rubiacea)
53 éGcido masticadienonico. Amphypteryngium Cicatrizante, Cal=zada, 1989.
adstringens calmante,
54 Acido isomasticadiendnico. antibiotico,
(Julianiacea) disolucion de
29 Acido Z-a-hidroxi-mastica- calculos biliares,
diendnico. hipocolesterole-
miante, antifebri-
56 Acido anacardico. fuga, anticanceri-
gena y antiulcerosa.
57 #Anacaraldehido.



continuacion del Cuadro 12.
COMFUESTO FUENTE NATURAL USG FOPULAR REFERENCIAS
DE LA FLANTA
8 Canofilol. Hippocratea ATecciones Calzada, 198B9.
excelsa de la piel,
5% Acido canofilico. amenorrea,
(Hippocrateacea) infecci1ones
6w Canofilal. uterinas,
padecimientos
renales, ulce—
ras,
61 5,4'-Dihidroxi1-7- Dodonaea antibacteriana Crisanto, 1990
metoxi-flavanona. v1scosa astringente,
contra enferme-
62 S5,6,4 -Trihidrox1- (Sapindacea) dades venéreas,
IZ,7-dimetoxi~flavo- tratamiento de
na. llagas.
63 Acido huatriwaico.
&4 Finocembrina. Teloxys Verm: fugo, an- Camacho, 1994.
graveolens tihelmintico y
65 Finostrobina. antiséntico
(Chenopodi acea) estomacal.
64 Crisina.
67 Hispidulina Ratibida Heridas de Ver Capitulo 1

latipalearis

(Asteracea)

la piel,
1inflamaciones
v dolares de
cabe:za.

L
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Figura 12, Eutructuraan de los metabolitos secundarios
avaluados en |la determinacidn preliminar de

la actividad antimicrobiana
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 Sustancias objeto de la evaluacion

Las sustancias objeto de la evaluacion, fueron aisladas
previamente en el Laboratorio 211 del Departamento de Farmacia
de la Facultad de Quimica de la UNAM., de las especies

veyetales seraladas en el Cuadro 14,

3.2 Microorganiamos de prueba

Los microorganismos empleados para la evaluacioén
incluyeron bacterias Gram positivas, Gram negativas y una
levadura. En el Cuadro 13 se resumen los microorganismos de

prueba, indicandose ademas las cepas correspondientes.

Cuadvo 13, Microorganismos de prueba eapleados en la
evaluacion cualitativae de la actividad

antimicrobiana.

GRAM + : Staphviococcus aureus (ATCC 15006)
Bacillus subtilis (ATCC &633)

GRAM - : Fseudomona aeruginosa (ATCC 14207)
Escherichia coli (ATIC 25922

LEVADURA : Candida albicans (ATCC 10231)




3.3 Preparacion de lags muestras a evaluar y de los testigos

Debido a que los solventes organicos de uso mas comun en
el laboratorio (CHCla, CH30OH, AcOEt, etc.) podian interferir
con los resultados del ensayo, fue preciso emplear disolventes
1nocuos para los microorganismos de prueba, tales como mezclas
de dimetil sulfédxido en agua (en proporciones no mayores de
S0:50) o soluciones al 1w/ en agua de Tween 20 y Tween BO,

Una vez efectuadas las pruebas de solubilidad
pertinentes, se prepararon las muestras objeto del ensayo (1
mg/ml) y‘los controles positives [Estreptomxcina (1 mg/ml) vy

¢

C
Nistatina (3 mg/ml)].

3.4 Preparacion de losa indculos de los microorganismos de
prueba.
Las bacterias se pusieron a desarrollar en caldo
nutritivo (Merchk) y se 1ncubaron durante un periodo de 24

horas a 37°C. La Candida aibicans en cambio, se sembré en

caldo-glucosa 2% Sabouraud (Merck) y se incubd por 48 horas a
28°C.

Una vez desarrollados los microorganismos, fue necesario
estandarizar su numero a una concentracién determinada. Para
ello se utilizéd una técnica turbidimeéetrica empleando como base
los patrones de turbidez de Mc Farland (Bailey, 198&). En
todos los casos, se hizo una dilucién del caldo nutritivo
1noculado en solucidn salina 1sotdédnica, hasta obtener una

turbi1dez equivalente a la mitad del stdandard # 1 de Mc



1]

Farland, que contenla un numero aprosimado de 1.5 x 10%«

células por mililitro. En el Cuadro 14 se muestran los
patrones de Mc Farland y el numero de celulas por ml que

corresponde a cada uno de ellos.

Cuadro t4. Patrones de Mc Furland

NUMERO DE STANDARD

1 2 hJ 4 5 6
BaCla al 1% (ml) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
HaS04 al 1%(m1) 9.9 9.8 9.7 9.6 ©.5 9.4
% aprox. de celulas z & 9 12 15 18 ‘

(x 10%/ml)

3.5 Siembra de los microorganismos por el metodo de vertido en
placa

1 ml de las soluciones estandarizadas de microorganismos
(aprox. 1.5 x 108 células) se colocd en cajas de Fetri
estériles. Fosteriormente, se agregaron a cada caja. 20 ml de
de agar fundido a una temperatura aproximada de 45°C,
homageneizando mediante una agitacion cuidadosa. El agar
empleado para las bacterias fue el Agar #1 para antibidticos
(Merck) y en el caso de la levadura se utilizd agar-glucosa 4%

Sabouraud (Merck).



3.6 Aplicacion de las suestras objeto de la evaluacidén vn las
placas de agar previamente 1noculadas con los
microorganissos de prueba

Transcurrido el tiempo necesario para la solidificacidn
de las placas de agar, se realizaron tres horadaciones
convenientemente distribuidas en cada placa, utilizando un
haradador ci1lindrico de 10 mm de diametro. Fosteriormente se
adicionaron a cada pozo 100U y SO ul de la solucidén de muestra

y 100 gyl del control positivo. Las placas asi preparadas se

incubaron por 24 horas a 37°C en el caso de las bacterias vy

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

3.7 Evaluacién de la actividad antiaicrobiana

Al cabo del tiempo de incubaci6n, se evalud la actividad
antimicrobiana de los compuestos midiendo el diametro de la
zona clara de inhibicidén.

Las pruebas se realizaron por duplicade y todo el
procedimiento se efectuo en una campana de flujo laminar baJo

condiciones de esterilidad.

4.0 RESULTADOS

En los Cuadros (5 y 16 se muestran los metabolitos
secundarios que resultaron activos, los microorganismos sobre
los ruales presentaron actividad y los correspondientes

diametros de los halos de inhibicién.



Cuadro 15. Metabolitos activos contra bacterias en la determinacion cualitativa
preliminar

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

COMFUESTO Staphyloccocus Bacillus Pseudomona Escherichia
aureus subtilis aeruginosa coli
Estreptomicina:
100 ug 18 35 30 14

7.4,5 ' —¢trihidroxi-
4-fenil-5-2 ' -oxido-
cumarina 47:

100 ug - - 25 -
S0 ug - - 22 -

Cucurbitacina F—25
acetato 51i:

100 ug - - - 30 -

SO ug - - 27 -
Acido huatriwaico 63:

100 ug 16 - - -

S50  ug 14 - - -
Ac. anacardicos 56:

100 ug 1z - - -

S0 ug 12 - - -

Ac. Joa—-hidroxi-masti_

cadiendnico S5:
100 ug 13 -
50 ug 12 - ) - -

L]



continuacidn del Cuadro 1S5

COMPUESTO Staphylococcus Baciltus
aureus subtilis

Pseudosona
aeruginosa

Eascherichia
coli

Canofilal &0
100 ug - -
S50 ug - -

Finocembrina 64:

100 ug 18.5 14.5

S0 ug 16 12,9
Crisina &6:

100 ug - -

S0 g - -
Hispidulina 67:

100 ug 16 15

S0 ug 12.5 13

30




Cuadro 16. Metabolitos activos contra Candida albicans en la determinacion
cualitativa preliminar

COMFUESTO DIAMETRO DEL HALO DE
INHIBICION (mm)

Nistatina:
100 ug 21

S-0-B-D-galactopiranosil-3°,4 -
dihidroxi-7-metoxi-4~-fenilcumarina 42:

100 ug 19

S0 ug 16
Crisina &&:

100 ug 20

SO0 ug 17

Finocembtrina 64:
100 ug 20
SO0 pg 15
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S. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La evaluaci6n cualitativa prelimnar i1n_ vitro de los
metabolitos secundarios aislados de las plantas que se indican
en el Cuadro 12, se realizd mediante la técnica de difusidn en
agar. Este metodo es indudablemente el de mayor aplicacidn en
los ensayos preliminares para la deteccion de agentes

antimicrobianos (Mitscher, et al., 19845 Clarck, et al., 1981;

Fuyvelde, et al., 1989; inter alia). La tecnica antes
menciaonada ofrece la ventaja de ser raoida, sencilla y ademas
requiere poca cantidad de muestra.

En lo que se refiere a los microorganismos de prueba
empleados, cabe mencionar aue su seleccion se hizo de acuerdo
a criterios convencionales (Mitscher, et ai., 1972). Con la

excepcioén del Bacillus subtilis, todos los demas son huésoedes

normales del hombre, aunque bajo cilertas condiciones pueden
llegar a presentar patogenicidad (Felczar, 1982).

La mayor parte de los metabolitos ensayados en este
estudio, orovienen de plantas con reputacion folklérica como
agentes antimicrobianos y los seis restantes se eligieron con
base a considetaciones de relacion estructura
quimica-actividad (Mitscher, et al., 1984) o dada su
disponibilidad.

Como se puede observar en los Cuadros 15 y 16, los

antibiogramas demostraron que de los 31 metabolitos

estudiados, nueve resultaron activos; todos ellos pertenecen



a categorias estructurales para las que previamente se habia
descrito actividad antimicrobiana (Mitscher, et__al., 1984;
M1 tcher, et al., 19873 Fuyvelde, et al., 1989; Clarck, et _al.,
19815 1nter alia).

Los tres flavonoides activos (hispidulina 67,
pinocembrina 64 y craisina 66, aunaue pertenecen a grupos
diferentes, presentan como caracteristica comun un hidroxi1lo
libre en 1la posicién 7. Los escasos estudios de relacion
estructura guimica-actividad antimicrobiana que se han
realizado (Mitscher, et al., 1987), han demostrado-que el
hidroxilo en C-7 es indispensable para la actividad
antibiotica (independientemente de su nucleo estructural). En
el caso particular de este estudio, la diferencia de
actividades presentada por las flavanonas pinocembrina
(S5y7-dihidroxi—-flavanana) y la pinostrobina
(S-hidroxi1-7-metoxi-flavanona), que difieren unicamente en la
sustitucion en C-7, confirman una vez mas la importancia que
para la actividad tiene el grupo OH libre en la posicidn 7.

Cabe hacer notar que de todos los flavonoides 1la
pinocembrina fue la que oresentd el mayor espectro de
actividad (ver Cuadros 15 y 16) y en el casa de las pruebas

contra $. aureus y C. _albicans el halo de inhibicion

encontrado fue comparable al de la estreptomicina y la
nistatina, respectivamente.
La flavona crisina (5,7-dihidroxi-flavona), mostro

sctividad sobre Fseudomona aeruginosa y Candida albicans, en




ambas ocasiones equivalente a los controles positivos.
Finalmente, la hispidulina (5,7,4 —-trihidroii1-6-metonxi—
flavona) presentd un efecto moderado en contra de S, aureus
y B. _subtilis. La presencia de la hispidulina en Ratibida
atipalearis (ver Capitulo 1) podria justificar el uso popular
comp  agente antimicrobiano cutdneo gue se le atribuye a la
planta, sobre todo, s:1 se considera que el S. _aureus es un
microorgani smo oportunista que puede 1nfectar heridas vy
producir abcesos menores en la piel (Walter, et al., 1980).
Dentro del grupo de los triterpenocs se evaluaron saiete
cucurbitanos, tres friedelanos y tres tirucalanos (ver Figura
12). En lo que se refiere al primer grupo, la unica sustiancia

activa fue la cucurbitacina F-25 acetato, la cual inhibio el

desarrollo de Fseudomona aerugingsa con un halo similar al del

antibiotico control. En este tipo de compuestos aparentemente
la presencia del grupo acetato en la mosicién 26 vy la doble
ligadura entre C-23 y C-24, constituyen los requerimientos
estructurales necesarios para la accion antibacteriana.

Con relacion a los friedelanos, el acido canofilico vy el
canofilol resultaron 1nactives, en tanto aue el canofilal
exhibi un excelente efecto i1nhibitorio anta F. aerugingsa,
bacteria gram negativa que afecta a menudo el tracto urinario
ocastonando i1nfecciones de la vejiga y el rtrifdon (Walter, et
al., 1980). Considerando lo antes mencionado, posiblemente la

presencia de este aldehido triterpéncio en la Hippocractea

excelsa, explique el uso popular de 1la planta en el



tratamientn de i1nfecciones renales. Se podria especular que el
grupo  Aaldehido en la posicion 28 es necesario para el efecteo
observado cnntra FP.__aeruginosa, ya que laos otros dos
friedelanos sélo diferian del canofilal en la naturaleza del

sustituyente en C-28.

El grupo mas numeroso de compuestos evaluados la
constituye el de Jas fenilcumarinas, sin embaryo s6lo se
detecto actividad para 1a 7,4, —-trihidroxi-4-fenil-
Gy 2 0s1documarina 47 y , como era de esperarse, para el

S~o-#-D-galactopiranosi1-3°',4 ' -dihidroisi-7-metoxi-4-~fenil
cumarina 42 (ver Cuadro 10). El efecto de la oxidocumarina fue
espec) fico sobre F. aeruginosa y en el caso de! galactosido
contra C. albicans. A este respnecto resulta interesante
comentar que aparentemente la presencia de 1la galactosa es
1indispensable para la actividad contra lailevadura; va que el
glucésido y la aglicona correspondientes resultaron inactivos.
En relaci1on a la actividad que sobre F. aeruginosa ejercio la
oxi1documarina, podria pensarse que la presencia del oxido vy
del hidroxilo libre en C-7 son requerimientos estructurales
para el efecto observado; como se puede apreciar en la Figura
12 y Cuadro 15, ninguno de los compuestos aque carecen del
puente oxlgenado son activos contra F. _aeruginosa. For otra
parte, el compuesto relacionado 48, que si1 presenta el Gixido y
tiene un grupo metoi1l en posicion 7, tambien resulto inactivo.
A fin de confirmar las especulaciones antes wmencilonadas,

Ps  necesario realizar un estudio mdés detallado y con un mavor
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numero de compuestos.
En lo referente a los restantes compuestos biocactivos

20 ¥y

(ac. huatriwaico 63 y las dos mezclas de alquilfenoles B
97), el grado del efecto encontrado fue muy pobre, por lo que

su sola presencia en Dodonaea viscosa y Amphypteryngium

adstringens, no validaria las propiedades antimicrobianas aue
se le atribuyen a las mismas.

De 1la discusidn anterior se desprende que los compuestos
que ameritan ser estudiados en mas detalles son: obpinocembrina
64, crisina 46, hispidulina 67, cucurbitacina F-25 acetato 51,
canofilal 60 y 7,4'5 —-trihidroxi-4-fenil-5,2'-oxidocumarina
47. For esta razén los compuestos fueron enviados al Dr.
Mitscher del Departamento de Quimica medicinal de la
Universidad de Kansas, Lawrence, KS., E.E.U.U. para la
detaerminacién de sus concentraciones wminimas inhibitorias.
Hasta la fecha sélo se tienen los resultados para la crisina,
la cual mostréd una concéntracién minima inhibitoria para
Candida albicans de S0 ug/ml. La magnitud de este efecto no es
sorprendente entre flavonoides de origen vegetal y ademas es
lo suficientemente notable, como para realizar estudios
posteriores encaminados a la sintesis de analoyos con mayoar
potencia. La actividad conta C. albicans es generalmente
utilizada como un indicador preliminar para la determinacion
de actividad contra hongos patdgenas y por lo tanto seria

recomendable continuar con el estudio correspondiente.
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6.0 RECOMENDACIONES

1.~ Efectuar la determinacion de las concentraciones minimas
inhibitorias de los compuestos que resultaron activos en la

evaluacidn cualitativa preliminar.

2.~ Evaluar la actividad de la crisina contra hongos
patdgenos. Sintetizar analogos con miras a la obtencidén de

compuestos mads potentes.

3.- Dependiendo de los resultados obtenidos para las
determinaciones cuantitativas de la actividad antimicrobiana
de los compuestos, establecer las estrategias pertinentes para

futuros estudios.



PARAMETRUS FOSICIONALES

APENDICE

1.- Longitudes de enlace (A).
o1 (09} . 202
oz ciz 1.3532
oz cé 1. 448
0z ci1z 1.201
Ci Lz 1.506
Ci Cluo 1.526
c2 c3 1.500
c2 ca 1.518
C3 ca 1.488
Cca CiS 1.497
ca CS 1.339

2.- Angulos

c12 0z
01 93
01 Ct
c2 Cci
cC3 c2
o C2
Cct c2
ca C3
C3 ca
Cc3 ca

2 ca
CiS ca
C1S ca
2 ca
Cé CS
cé C5
Cca cs
02 (o2}

107.7
127.5
125. 64
106.8
120.3
59.1

108.32
61.1

121.8
59.9

112.2
122.9
120.6
103.8
124.1
106.5
105.3
116.9
102.5

03

CORRESPOMDIENTES A LA RATIBINOLIDA I

1.499
1.562
1.335
1.482
1.519
1.926
1.527
1.533
1.3220

1.494¢

10B.4
124.C
100.,7
112.0
109.4
111.5
118.7
102,99
{001
116.5

111.9

109.6
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