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INTRODUCCION 

Mientras que las medicinas tradicionales incluyen millares 

de plantas medicinales cuyo valor terapéutico nos es desconocido, 

numerosas especies vegetales desaparecen de nuestro planeta y 

muchos conocimientos populares se van extinguiendo. En algunos 

paises se estan llevando a cabo diversas investigaciones para 

recoger los conocimientos médicos ancestrales y asi preservar 

este precioso patrimonio. México esta integrado por numerosas 

etnias poseedoras de grandes conocimientos de flora medicinal y 

en un sentido más amplio de Medicinas Tradicionales. En este 

contexto. nuestro país posee un vasto potencial, el cual ha 

quedado demostrado recientemente en la encuesta nacional que 

sobre plantas medicinales y medicina tradicional realizó la 

Unidad de Investigación en Medicina Tradicional y Desarrollo de 

Medicamentos del IMSS y el Programa IMSS-COPLAMAR ( Lozoya, et al 

. 1990). 

El estudio de la Medicina Tradicional de México y de l'as 

plantas medicinales que configuran su recurso más vasto, entra en 

una etapa de difundido interés en el medio científico nacional. 

Este interés obedece principalmente: 

i) Al convencimiento provocado por la crisis económica, de 

que los recursos vegetales del país deben ser estudiados para 

afrontar carencias y costos de medicamentos que son cada vez más 

difíciles de adquirir. 

ii) Y a la opinión y el sentido que dan a sus 

investigaciones los paises altamente tecnificados, ya que ejercen 

una influencia sobre el desarrollo de la ciencia nacional. 

Estos, replantean la utilidad y vigencia de la herbolaria 

medicinal, pero bajo el enfoque de una nueva biotecnología que 

augura revolucionar el mundo de los medicamentos provenientes de 

plantas (Balandrin et al .. 1985). 
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De lo anterior. se desprende l.a .gran importancia médica. 

económica y social que dichos recursos .fienen para México; de 

manera adicional, estos estudios·~f~~é{ehíluevas estrategias para 

el desarrollo del conocimiento. ¡.;~·~i~~'a{ en el campo de la 

medicina. 

Actualmente la Organización Mundial de la Salud recomienda 

a los países en vías de desarrollo que, por una parte, inicien 

unos programas centrados en la identificación, la preparación. el 

cultivo y la conservación de las plantas medicinales, y, que 

mediante transferencia de tecnología. evalúen la calidad y la 

experiencia de estas medicinas con la ayuda de técnicas modernas 

(Akerele, 1988). Para abordar el resurgimiento en nuestro país de 

este campo de estudio es necesario mejorar la información sobre 

plantas medicinales para tener un inventario amplio y confiable 

de los recursos vegetales. A su vez. el estudio en el laboratorio 

permite evaluar la eficacia terapéutica de los remedios 

tradicionales. Este doble enfoque contribuye a seleccionar 

plantas realmente eficaces. pero también podría permitir el 

descubrimiento de nuevos medicamentos. 
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1. Generalidades del género Stevia 

1.1 Aspectos Botánicos: 

El género Stevia pertenece a la familia Asteraceae [tribu 

Eupatorieae, subtribu Piqueriinae] y según datos publicados se 

estima que el género comprende alrededor de 385 especies (King et 

al .. 1980). El taxón es exclusivo de América, y su intervalo de 

distribución se extiende desde el suroeste de los Estados Unidos 

hasta el norte de Argentina. a través de México, América Central, 

los Andes y las tierras altas brasileftas. De acuerdo con Grashoff 

( 1972, 1974), 70 especies se encuentran en México. Las especies 

del género comprenden hierbas y arbustos, los cuales habitan 

generalmente en zonas cuya altitud oscila entre 500 y 3000 m 

arriba del nivel del mar: usualmente crecen en terrenos 

montaftosos, semisecos: el intervalo de habitat va desde 

pastizales, bosque bajo, pendientes boscosos, bosque de coníferas 

a vegetación sub-alpina. Un estudio taxonómico del género Stevia 

de acuerdo a su distribución geográfica permitió proponer tres 

secciones Eustevia, Breviaristatae y Multiaristatae (Soejarto et 

al .. 1983). 

1.2 Aspectos Fitoquímicos: 

A la fecha. alrededor de 40 especies de Stevia, han sido 

sujetas a estudios fitoqu1micos. y de acuerdo a estas 

investigaciones los metabolitos más importantes del género son de 

naturaleza terpenoide. aunque también han sido aisladas algunas 

flavanonas (Sosa et al. 1985; Amirteswori et al .. 1985), flavonas 

(Amirteswori et al .• 1984: 1985: Domínguez et al .• 1974: 

Rajbhandari et al .. 1985): derivados del benzofurano (Bohlmann et 

al.. 1985): diversos compuestos volátiles (Montes. 1969: 
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Dominguez. et al.. 1974; Bohlmann et ai .. l977;-' 

Ghisalberti et al~. 1979) y é~t~-roles ,(Oomfoguez 

Bohlman et al.. 1979: 'qU::iiai1o ~t--"a1.-i 1982)~~ - •-•~-~ 

1982; 

1974; 

e ·- ·\ 

Los principales ii¡)'Os de terpenoid~s 
-••,_,.,,r,c',(< · .. -

se resumen en el Cuadro l.. 

Cuadro l. Tipos de terpenoides obtenidos del género Stevia., * 

TIPO ESTRUCTIJRAL 

Bisabolenos 

Germacranos 

a-Longipinanos 

Guayanos y 

Pseudoguayanos 

REFERENCIA 

Bohlmann et al .. 1976,1977,1979 1982.1985. 

Gh:i.saÍbe'?:ti et al.. 1979: Schemeda­

Hirschmann et al .• 1986. 

De helvania et al. 1989; Bohlmann et 

a.1.. 1977. 1979, 1982; Salmón et al .. 

1973,1975; Schmeda-Hirschmann et al .• 

1986. Zdero et al., 1987. 1991; Quijano 

et al .. 1982; Calderón et al .• 1987. 

Bohlmann et al .• 1976, 1977, 1979. 1985; 

Gil et al .• 1987; Román et al .• 1981.1983; 

Zdero et al., 1991. 

Rios et al.. 1967i-ObertT et al.. 1983, 

198B;Bohlmann et al .• 1979, 1985. 1986; 

Zdero et al .• 1991.; Calderón et al. 

1987;Sosa et al .• 1984; 1989; Salmón et 
al.. 1973. 1977; Gil et al.. 1990. 



Cuadro l. T~pc¡>s 'g~ ter:~e!l~id~s obtenidos en el género Ste~i·a:*. 
ccontinuaÍ:iÓnJ J; 

TIPO ESTRUCTURAL 

Humulanos 

Eremofilanos 

Heliangolidos 

Eudesmanolidos 

el eroda·nos 

Labdanos 

Hibaanos 

Ent-Kauranos 

.. · SESQUITERPENOIDES 

REFERENCIA 

Bohlmann et al., 1977, 

Bohlmann et al .. 1982, 1986. 

Gil et al:, 

·i990; 

DITERPENOIDES 

Bohlmann et al., 19EJ2;0Aii'g~les et al., 

1982. 

Bohlmann et al.,· 1976, 1982, 1985: 

Quijano et al .. · 1982; Ortega et al .. 

1980 . 

Zdero et al., 1987: Escamilla et 

1991. 

al .. 

Bohlmann et al., 1979, 1982: Quijano et 

al., 1982: Ortega et al., 1985: Kaneda 

et al., 1988: Kohda et al .. 1976 c. b: 

Yamasaki et al., 1976, 1977: Crammer et 

al., 1986. 
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Cuadro l. Tipos de terpen.oides obtenidos en el género Stevia.* 

(Continuación). 

TRITERPENOIDES 

TIPO ESTRUCTURAL REFERENCIA 

Taraxantanos Dominguez et al., 1974. 

Danunaranos Bohlmann et al;, .1.979. 

Lupanos Sholichin et al.· •. é:19.f10:·•·Bohlmann ét 
al., 1979, 

Oleananos Bohlmann et al., 1979. 

• En este cuadro no se incluyen los 110DOterpenoides, los cuales han sido obtenidos lumla1entallente del aceite esencial de la S. 

re/Mudil/14 mnghorn et ''·. 1985)' 

1.3 Aspectos etnobotánicos: 

Las especies de Stevia ofrecen muchas posibilidades en la 

investigación de productos naturales como fuentes potenciales de 

principios activos, ya que muchas especies gozan de reputación 

folclórica como agentes medicinales. En el Cuadro 2 se indican 

algunas de estas especies. 

De las especies del Cuadro 2 la única que ha sido objeto de 

estudios biológicos es la S. rebaudiana los cuales incluyen: (i) 

Evaluaciones de seguridad para su consumo. como toxicidad aguda, 

subaguda y crónica. teratogénesis y mutagénesis. (ii) 

Investigaciones para validar algunas de las propiedades 

medicinales que se le atribuyen popularmente ( hipoglucemiante, 

anticonceptiva, agente antiinfectivo y antimicótico). (iii) 

Propiedades alelopáticas (Kinghorn et al., 1989). 



1.4 Importancia y usos del género: 

Varias especies de Stevia son utilizadas en la medicina 

tradicional, según se indicó previamente (ver Cuadro 2). Otras 

como la S. petiolata y la S. rebaudiana Ber., se emplean como 

saborizante y edulcorante. respectivamente. Por su importancia 

económica, la S. rebaudiana es la especie del género más 

estudiada desde el punto de vista fitoquímico; ocho glicósidos de 

tipo ent-kaureno han sido identificados de la especie. Los 

glicósidos dulces se acumulan en las hojas de la planta en altas 

concentraciones. El esteviósido, que es el glicósido más 

abundante y representativo de la especie. se encuentra en una 

proporción del 10 % p/p. Su poder edulcorante es de 250-300 veces 

mayor que el de la sacarosa, por lo que se usa en la industria de 

alimentos procesados en paises como Japón y Brasil. En el Cuadro 

3 se eapecifícan los glicósidos que contiene esta especie, así 

como su poder edulcorante (Crarruner et al .. 1980). La presencia de 

estos glicósidos dulces en la especie S. rebaudiana, ha motivado 

la realización de estudios conducentes a la evaluación 

organoléptica de las hojas de otras especies del género, con la 

intención de encontrar agentes edulcorantes potenciales similares 

(Soejarto et al .. 1982, 1983). 
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-----------------------------------------------------------------Cuadro 2. Algunas especies de Stevia utilizadas en medicina 
tradicional o de importancia económica. (Soejarto et 

al., 1983 l . 

ESPECIE 

S. BALANSAE HIERON 
(CHARUA CAAl 

S. LUCIDA LAG. 
(GOLONDRINA SABANERA) 

S. MAELORIDEI ROBINS 
(GUALAM9CO) 

S. ANOMALA ROBINS 
(GUALAMOCOl 

S. PETIOLATA (CASS) 
SCH. B.P. 
(GUARMI- GUARMil 

S. SUBPUBESCENS LAG . 
VAR. ( ZAZAL l 

S. INTERMEDIA GRASHOF 
(HIERBA DEL AIRE) 

S. REBAUDIANA BERT 
(CAA HE-El 

PAIS DE ORIGEN 

PARAGUAY 

COLOMBIA 

PERU 

PERU 

PERU 

MÉXICO 

MÉXICO 

PARAGUAY 

USOS POPULARES 

ANTIDIARREICO 

ANTI INFLAMATORIO 

AGUA DE BAllO 

AGUA DE BAllO 

SABORIZANTE 

ANTIRREUMATICO 
ANTIESPASMODICO 

ANTIRREUMATICO 
ANTIESPASMODICO 

EDULCORANTE 
ANTIDIABETICO 
ANTIPARASITARIO 
ANTICONCEPTIVO 
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. - - - , -

------.. -=------·~-•a-~=-----~---J'~-·~'.~~:~~..,,,.~~~---~a~=--•-~----~•--=m::a11:1s:1· .... _ 
Cuadro 3. Glicósidos ~oi. ;p6de:i edul.corant.e aislados de la 

S. rebaudiana. 

Di terpeno 

Esteviósido 

Esteviolbiósido 

Rebaudianósido A 

Rebaudianósido B 

Dulcósido A 

Rebaudianósido D 

Rebaudianósido E 

Rebaudianósido C 

R. 

-H 

J3-Glu 

a..:G1u-J37Glu 

- c2.:i1)c 

J3-Glu-J3-Glu 

(2-+1) 

J3-Glu 

• Sacaniaa • 1 

·potencia 

edulcorante* 

(2-tl) 250-300 

( 2-tl) 100-125 

a::.Glu-J3-Glu ( 2-tl) 350-450 
1 

J3-Glu (3-tl) 

J3-Glu-J3-Glu ( 2-+l) 300:....350 
1 

J3-Glu (3-+1) 

J3-Glu-a-Ram 
1 

13.:.G lu 

__ J3-Glu_ 

J3-Glu.,-J3.,.-Glu 

J3-Glu-a-Ram (2-+ll 50-120 
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2. Generalidades sobreStevia saÚcifolia Cav. 

2.1 Aspectos botánicos; importancia y usos. 

La S. salicifolia Cav. (ver. Figura 1) es una hierba perenne 

común en las montafias boscosas del norte de México. Los 

Tarahumaras de Chihuahua llaman a la planta "ronino" o "roniowa" 

y la emplean en su medicina tradicional. La decocción de las 

hojas y raíces se utiliza comúnmente en el tratamiento de 

úlceras, heridas, inflamaciones y mordeduras de animales. La 

infusión de las raíces se bebe para aliviar dolores gastro­

intestinales causados por parásitos, en tanto que la decocción se 

usa como un purgante. Las raíces y las hojas son astringentes y 

aplicadas en las caries alivian el dolor de muelas. Las raíces 

molidas se usan para lavar el barro de las ollas de fermentación 

utilizadas para la preparación del "tesgüino" (bebida basada en 

la fermentación del maíz). Después del proceso de fermentación el 

polvo de las raíces se adiciona a el líquido para hacer una 

bebida "fuerte" y dulce. (Bennett, Zingg, 1935; Bye, 1985; 

Pennington, 1963). 

Esta planta medicinal se conoce con el nombre de la "hierba 

del aire". "tonalxihuitl" y :~:ton~lxuitl" en otras regiones 

geográficas (Díaz, 1976)~ 

2.2 Fitoquímica: 

El estudio fitoquímíco de la S; -salicifolia solo se ha 

realizado desde el punto de vista convencional. El primer estudio 

(Ortega. et al., 1980) se realizó sobre la variedad típica 

Hobinson. recolectada en el verano de 1975 en Topilejo, D.F .. 

identificándose en esa oportunidad el stevinsol (1) y las 

flavonas. 7,4'-dimetoxi-naringenina (2): 3' ,4' ,5 -trihidroxi-7-
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Figura l. Stevia salicifolia Cav. 
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Figura 2. Constituyentes aislados de la variedad tipica 

Robinson y salicifolia de la .§._,_ salicifolia. 
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metoxi flavonona (3) y 5.3'-dihidroxi-7.<!'-dim_etoxi_ lavanona 

(4). De la variedad salicifoli~ recolectada en~el mes d~ junio de 

1976. en los alrededores de El Oro. Edo. '-de México se 

caracterizaron el salicifoliol (5) y las mismas flavonas, antes 

mencionadas (2,3,4). En la figura 2 se ilustran las estructuras 

de los compuestos aislados en ambos estudios químicos. 

Posteriormente. la reinvestigación de la S. salicifolia Cav. 

variedad típica Robinson (Calderón et al .. 1984) recolectada en 

el campus de la UNAM (México, D.F.J en septiembre de 1980, 

permitió el aislamiento y caracterización de los ácidos 

1-hidroxibisabol-15-oico (6) y 1-acetoxibisabol-15-oico (7). 

Estos compuestos 

metflicos. En la 

correspondientes. 

O A e 

fueron 

Figura 

S?COOH 
(71 

obtenidos bajo la forma de ésteres 

las estructuras 3 se ilustran 

rn_~H COOH 
x~ 

(6) 

Figu:ra 3. Constituyentes aislados de la Stevia salicifolia 

var. tipica Robinson. 

Un afio después; un grupo alemán (Bohlmann et al .. 1985) 

estudio el material recolectado en el cerro del Gallego en el 

Caft6n del Cobre. Edo. de Chihuahua, México, en abril de 1984. En 

este caso, se logró el aislamiento y la caracterización de 31 

compuestos. La mayoría de los constituyentes obtenidos fueron 

sesquiterpenoides del tipo longipineno. En la Figura 4 se indican 

las estructuras de los compuestos identificados en esta 
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Figura 4. Constituyentes aislados de Stevia salicifolia por 

Bohlmann y colaboradores. 
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AcO 

HO 
(41) 

Figura 5. Constituyentes aislados de las ralees de 

~ salicifolia. 
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investigación. Cabe destacar qu~ todos los estudios antes 

·mencionados. se realizaron sobre las partes.aéreas de la planta. 

Finalmente, se realizó un estudio quimico y biológico de las 

raices de la planta (Rodriguez. 1990) recolectada en el Edo. de 

Chihuahua. y como resultado de esta investigación fue posible 

aislar y caracterizar dos triterpenoides del tipo damarano (39) y 

(40) y el estigmasterol (41) (ver Figura 5). 

2.3 Generalidades sobre los ent-atisenos: 

En virtud de que los metabolitos aislados en la presente 

investigación fueron glicósidos del tipo ent-atiseno. se realizó 

una revisión bibliográfica detallada acerca de estos productos 

naturales. 

Los atisenos son un grupo de diterpenoides tetracíclicos que 

poseen como esqueleto base la estructura C42J (ver Figura 6). 

Figura. 6. Estructuras generales de lo"s diterpenoides de los 

tipos ent-atiseno (42) y ent-kaureno (43). 
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Su distribución en la naturaleza es restringida, y a la 

fecha ·solo se han aislado de especies pertenecientes a las 

siguientes familias de plantas: Anonaceae, Euphorbiaceae 

Umbelliferae y Asteraceae. Además el 3E, 16a -atisanediol (45) se 

aisló de una esponja marina perteneciente a la familia Spongiae 

(ver Cuadro 4). 

Es importante mencionar que la mayoría de los ent-atisenos 

se han aislado de raíces. En el Cuadro 4 se encuentran los ent­

atisenos descritos a la fecha, así como sus fuentes naturales.En 

la mayoría de los ent-atisenos el grado de oxidación del metilo 

19 en C-4 corresponde a un ácido carboxílico. Otras posiciones 

que con frecuencia se encuentran oxidadas son las 

correspondientes a C-3. C-15, C-16 y C-17. De manera general los 

sustituyentes son grupos hidroxilo aunque a veces se pueden 

encontrar cetonas o ésteres. En el caso del atisenol (44) 

(Pelletier, et al, 1982) se forma una lactona de seis miembros 

entre el ácido carboxílico de C-19 y la función alcóholica de 

C-20 del precursor correspondiente. Por último cabe hacer notar 

que sólo se ha descrito el aislamiento de un glicósido con 

esqueleto del tipo ent-atiseno, el cual se obtuvo de la especie 

Pteris purpueorachis Cope! (Murakami. 1983). 

Para la elucidación estructural de los ent-atisenos se han 

utilizado fundamentalmente 

espectrométricos. estudios de 

métodos 

difracción 

correlaciones químicas (ver Cuadro 4). 

espectroscópicos, 

de rayos X y 

No se han descrito estudios experimentales acerca de la 

biosíntesis de estos compuestos. Sin embargo, su coexistencia con 

ent-kaurenos y beyeranos ha permitido formular la hipótesis 

biogenética que se resume en el Esquema 1 (Manitto, 1981: 

Geissman, 1969). 
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Desde el punto de v'ista biológico sólo se. ha determinado Ja 

actividad citotóxica del 3J3.16a-atisanediol (4S) (Schmitz, 1983). 

y la antimicrobiana y fungicida del atisan-16-ol (Giesbrecht, et 
al.. 1987). 

---------------------------------------------------ª-------------
Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha. 

Estructura 

(44) 

(46) I R • H 

(47) II R - J3-o-glucosiJ 

Fuente Natural 

Aconitum heterophyllum 

(raíces) 

Tedania iqnis 

Pteris 

purpureorechis 

Referencil!_ 

Pelletier. 

al .. 1982. 

et 

Schmita, et al, 

1983 .. 

Murakami et 

al, 1983. 



-20-

Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha. (Continuación). 

Estructura 

(48) 

··coOH 

(49) 

. 

~ 

9 'oc ~ 
'C=C, 

I 
H 

,... 

OH 

-r.-CH=( 
11 ' • o 

(50) 

(51) 

Fuente natural 

Viguiera insignis 

El aeose 1 i num 

foetidum 

(raíces) 

Elaeosel inum 

foetidum 

(raíces) 

Euphorbia acaulis 

Referencia 

Delgado 

et al. 1969. 

Pinar et al, 

1964 a. 

Pinar. 1964 b. 

Satti et al. 

1967. 
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Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha. 

Estructura Fuente Natural 

R 

.~ ... ·.: ... --.OH yJ"·· 
·.R 

Xilopia aromatica 

(52) I R - Me 

(53) II R - CH,OH 

(54) III R • COOH 

OH 

Euphorbia sieboldiana 

Euphorbia nenifolia 

(ra:íces) 
(56) I R, - -o 
(57) II R, º -OH 

(58) I R • -o ó,lll .. 

(59) II R • -OH ~lSU 

- ---- -= -----~--=-~-=-==-'-

Referencia 

Moraes et al 

1988. 

Satti 
1986. 

et al, 

Jian J:ía. et al. 

1990 

.. A.S.Ng, 1990. 
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Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha. 

Estructura 

(60) I OH 
(61) II H 

(62) III OH 
(63) IV OH 
(64) V H 

(65) 

Ri 

(66) VI H 
(67) VII H 

(68) VIII OH 
(69) IX H 

H 
H 
OH 
H 
H 

OH 

OH 

R, 

R, 

H 

OH 
H 

H 

Fuente Natural 

Euphorbia fidjilrna 

Me 

Me 

Me 

CH,OH 
CH,OH 

Euphorbia 

fidji(l.na 

Euphorbi(l. 

fidjiana 

R. 

H 

H 
H 

OH 

Referencia 

. La1· et. (1.], 1990. 

Cambie; et: a l. 

1991. 

Lal. et al. 
1990. 
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~ ~··~/._. 
~.~\!..!CH20PP 

CH 20PP 

'i ~ ·~f ~i ~é~URANO 

~· .. ·~ 
SERIE BEYERANO 

Esquema l. Formacion de diterpenoides i:.etraciclicos. 
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II. JUSTIFICACION Y>o:s...JETJ:vos ~· 

El propósito fundamental de la preserite in.,:,estigación es el 

de realizar el estudio fitoquímico y biológico del extracto 

acetónico de las raíces de S. salicifolia. Cabe hacer mención que 

este trabajo forma parte de un estudio sistemático de plantas 

mexicanas utilizadas en medicina tradicional. cuyos objetivos 

primordiales son: (il obtener principios activos. (iil contribuir 

al conocimiento de la composición química de la flora medicinal 

mexicana. 

Las consideraciones para realizar el estudio de esta planta 

son las siguientes: 

Uno de los principales criterios para descubrir nuevos 

productos naturales con actividad terapéutica, sin duda alguna ha 

sido el estudio de plantas que gozan de prestigio como agentes 

terapéuticos dentro de la denominada medicina tradicional. En 

México. la práctica de ésta medicina se remonta desde épocas 

precolombinas hasta nuestros días, encontrándose que el mayor 

número de usuarios pertenece a las comunidades de más bajos 

recursos. entre ellas. algunas comunidades indígenas. Así por 

ejemplo, los Tarahumaras de Chihuahua usan aproximadamente 300 

especies vegetales para el alivio de sus enfermedades. La flora 

medicinal tarahumara ha recibido poca atención, y como parte de 

ella destaca la S. salicifolia. que como ya se menciono 

previamente es ampliamente utilizada para el tratamiento de 

enfermedades gastrointestinales. 

Es indudable que de 

objetivos planteados, se 

cumplirse 

contribuiría 

satisfactoriamente 

a la resolución 

los 

de 

problemas de salud pública y económicos, ya que se podrían 

obtener principios activos nuevos o conocidos a partir de 

materias primas nacionales. 
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Los objetivos específicos pertinentes para el cum¡il:i1D,iento -

de las metas propuestas ''f!on°'lo.S s-iguientes: 

2.1 

2.2 

2.3 

2.4 

Realizar [as ~peraciones preliminares propias. de ::la 

preparación de extractos vegetales. ' '. ·: .,-<.»' \_,-~ff:·· 
·; ,''.:._:.~.: -;"',:',;:::/ ;e--\ :~~·t ,¡.-¡-, '. 

· - ~1;i:-.-. ~ -.~;::'- .. /;;;- - s~"+.-

Preparar el extracto acetónico de acuerdo a -la\ln~'~od.tlogia 
convencional y fraccionarla mediante los método~~~J~;¿~~~(:)i3 .. 

Separar y purificar 

fracciones. 

los 

:::~:'~";.~ ~.;t'.:{:;~.~< ;>>· 
consti tuyentE'.~ ~¡:~ '.''§l¡;~}f ci1f~f~ntes 

;<;~'.:_~~/ _:i-jy-~· 
'· :_,::'., . ~"( 

•y ~- ;"'~-;-~· 

Identificar mediante métodos qui.m:ÍCo~ y es~fectroscópicos los 

compuestos aislados. 

2.5 Determinar la toxicidad para Artemia salina Leach, y las 

actividades antitumoral y alelopática de los compuestos 

aislados. 
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3.l Determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemia. 

salina Leach. 

3.l.l. Preparación de las muestras. 

Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o extractos), 

se preparan disolviendo 20 mg de material en 2 ml del disolvente 

apropiado (solución original). Posteriormente se transfieren a 

tres tubos de muestra en forma independiente y por triplicado 

500. 50 y 5 ul de la solución original. Finalmente se deja 

evaporar el disolvente de cada una de las soluciones al vacío. 

3.1.2. Bioensayo 

Después de haber desarrollado durante 48 horas los 

huevecillos de A. salina Leach en un medio salino artificial. se 

transfieren 10 especímenes a cada uno de los tubos de muestra. 

conteniendo la muestra a evaluar, y aforando a 5 ml con medio 

salino, para que corresponda a 1000, 100 y 10 ppm de muestra. 24 

horas más tarde se registran el número de organismos 

sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en porcentaje 

de mortalidad de los crustáceos o calculando la concentración 

letal media CLC00J • 

3.2. Determinación de la actividad potencial alelopática de 

los componentes aislados. 

El potencial alelopático del glicosido (45) se probó sobre 

el crecimiento radicular de Amaranthus leucocarpus y Echinocloa 

crussga 11 i. 
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Estos ensayos biológicos se realizaron en ell~bor:atoriC) de 

la Dra. Ana Luisa Anaya del Instituto de Fisiblogfa Cel\lla~. de. la 

UNAM. La metodología seguida es la: ;d~~ci.Íi:~\ por,, Anaya y 

colaboradores (1990J para este tipo de' e~a1=~aC'iBl)es:··· 

3.3. Material vegetal 

La raíz de S. sa.licifolia. se' recoi'ectó' en e·1., municipio de 
-._ «· 

Guachochic, Cusarare. Edo. de Chihuahüa en novielnbre de 1988 y 

fué identificada por el Dr. Robert Bye·.~eÜ Jardfo Botánico del 

Instituto de Biología de la UNAM. 

Una muestra de referencia se depo'~·i'tÓ' .. en la colección.de 

etnobotánica del Herbario Nacional cv~&ck*2~k. By~i156s7). 
'-~:, "'.:.~,~~\. ·':•>. >' ' ¡" 

El material vegetal. se secó;'a6i;~~;~p~~af'(f~~'{fa'~i~h'te'c' y~se 
molió, en un molino tipo Wiley 4.~~="~f4:~~;:,;"~"" i;';: ·~",:,.'.".=··''·' 

·_:{~'' :•.:::~>--'>''.l·< ~:~;;;~~:;,; . ,· .. ,""" ---
·";-·;,- ,_;;~/i:: :;{;-· • :o.;;~~ -·~-. -- -.. ~" ".: ~- '}}~'~ 

3.4. Métodos de extracci~n?;''.~ª~~~,i~?:,~llli~Qt~ :preliminar. 

El material vegetar se e~t~~.Jo'[/ i~icialmen~e con hexano para 

desgrasar. Posteriormente, el .·r~siduo vegetal se maceró 

acetona, mediante el procedimiento seHalado en el Esquema 2. 

con 

El extracto acetónico (76.11 g) se fraccionó mediante una 

cromatografía preparativa en columna, utilizando como adsorbente 

gel de silice (760 g. sílica gel G 60 Merck. malla 30-70 mm). El 

proceso de elución se efectuó con hexano. cloroformo y acetona. 

en diferentes proporciones. Se obtuvieron un total de 379 

fracciones de 500 ml cada una. Cada fracción se analizó por 

cromatográfia en capa fina. colnbinándose aquel las 

cromatograficamente similares. En el Cuadro 4 se resumen los 

sistemas de elución empleados, el número de fracciones eluídas 

con cada uno de ellos. y las fracciones combinadas resultantes. 
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Materia 1. vegetal .. ( 1) 

cón.hexano(2) 

.,; -:= ·/ __ , <~:'' .. ·--

Fil tl"a~iÓn 

}~()·ric~ntrac i ón 

fiitrado 

jn vacuo 

Extracto'hexánico 

dJ Extracción con acetona ·c3f 
e) Filtración 

f l Concentración jn vacuó de f 

filtrado. 

Residuo vegetal ·Extractó acetónico (4) 

(ll 2.7 Kg. 

del 

(2) Vía maceración (4 veces por períodos de dos días cada vez. 

16.5 l . de hexanoJ. 

(3) Vía maceración (5 veces por períodos de dos días cada vez. 

17 1 . de acetona). 

(4) 76.11 g. 

Esquema 2. Preparación del extracto acetónico de la especie S. 

saUcifolia Cav. 
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Cuadro. S. Resumen del;. fracc i onami en to c~o~~t~gráf Í co en 

columna del e¡¡;tr~ctci a~~t&nico de 1'1sr~ices d~ Stevia 

sd l i f;i[oT/¿{ ( co illcin~· 

Eluyente 

Hexano -100 

Hexano: CHCl, 80:20, 8-90 

70:30 - 91:-129 

60i4Cí' 130-156 

40:60 157:-1.98 

20:80 199-2i9 

CHCl, 100 220:...224 

CHCl,; Acetona 95:5- 225-233 

90:10 234-240 

80:20 241-257 

70:30 258-272 

60:40 273-293 

50:50 294-340 

15:85 341-372 

Acetona 100 373-375 

Me OH 100 376-379 

Los análisis cromatográficos en capa fina se efectuaron 

siguiendo las técnicas convencionales. utilizando placas de 

vidrio recubiertas de gel de silice (silica gel 60 GF~•· Merck). 

varios sistemas elución y diferentes agentes cromógenos. Los 

sistemas eluyentes y reactivos reveladores empleados se resumen 

en el Cuadro 6. 
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Cuadro 6. Sistemas de elucí6n·y r~activós cromóg-enós .utilizados 

para los análisis cro!llat~gráficbs en cap~ f'iria. 

Sistemas de 

eluyentes 

I 
II 

III. 

Reactivo 

Composición 

CHC~ :MeOH 

Acetona: H 2 0 

CHCl, :Me0H:H 2 0 

Agente cromogénico 

Composición 

I. S~lfato.c,rico* 12g sulfato cérico 

22. 2ml H, S04 conc. 

350g hielo picado 

II. Anisaldehído* 0.5ml anisaldehido 

9 ml etanol 

O. 5ml H, so. conc. 

1 ml ác. acético 

-,=,-

• !'In el desarrollo de color es oe~rio t1lentar por dos ai1111too aproxi111dilaente a 110 'C. 

:,An,aya, et 
al, 1990 

'<R~ferencia 

Sthal, 

1969 

Sthal. 

1969 

3.5 Aislamiento y Purificación de los compuestos 

3.5.1. Obtención del Dammaran - la - 20 diol. (40) 

De las fracciones 

obtuvieron 

245-246 ·c. 
18. 6 mg de 

28 - 37 de la columna I (ver Cuadro 5) se 

un polvo cristalino blanco de p.f. 



De 

mg de un 

Bajo la forma de su acetil derivado. 

Las fracciones 341-379 de la columna I (ver Cuadro 5 ) se 

recromatografiaron en una columna (!!) utilizando como adsorbente 

17 g de gel de sílice G60 Merck malla 230 mm y como elllyentes 

CHCl,, y mezclas de CHC~-MeO~ en diferentes proporciones; se 

recogieron un total de 217 fracciones de 80 ml cada una (ver 

Cuadro 7), cada fracción fue analizada por cromatografía en capa 

fina. De las eluatos 102-117, se obtuvieron 500 mg de un polvo 

color ámbar. Parte de este material se sometió a una 

cromatografía preparativa en capa fina utilizando el sistema 

eluyente III (ver Cuadro 6). De la banda con Rf= 0.4, que fue la 

mayoritaria. se obtuvieron 100 mg de un sólido cristalino que 

consistío fundamentalmente de un solo compuesto (73). Para la 

purificación 90 mg de la mezcla se sometieron a una reacción de 
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a ce ti !ación (ver 3. 6. 2. 3.) ; el crüao :a~· l:a r'e~éióri- se püri f icó 

por cromatografía preparativa: en éapá'.'.':fína; ·óliteniendose 50 mg de 

un polvo cristalino amari l.lo paJidci\Ci"~:~-'~f .. 116~118 ·c. (73A) 

Cuadro 7. Resumen de 

columna de 

original 

la 

las 

resolución mediante cromatografía en 

de la columna fracciones 326-379 

(Columna II). 

Eluyente Proporción No. de fracciones 

CHCl, 100 1-40 

CHCl, :MeOH 99:1 41-62 

Me OH 

98:2 63-81 

97:3 82-94 

95:5 95-118 

90:10 119-160 

80:20 161-184 

70:30 185-210 

60:40 211-216 

100 217-220 

3.6. Caracterización de los compuestos aislados. 

3.6.1. Determinación de 

espectroscópicas. 

las constantes físicas y 

a) Los puntos de fusión fueron medidos en un aparato 

Fisher-Johnes. se reportan sin corregir. 

b) Los espectros IR, fueron registrados en un 

espectrofotómetro de rejilla PerKin-Elmer Modelo 549 B 

en pastilla de KBr. 



c) 

d) 

e) 
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Las-rotaciOnes ópticas-se midieron enunp?larimetro 

241 PerKin-:Elmer, tras previa;di~olÜc'iÓri de los 

productos en MeOH. 
-~~;·~' ~ ' ~::Jl ·,~e,':~ 

Los espectros de masas fueron obte~Í~S~ ~n '.~u~ aparato 

Finigan MAT 90 en la Universidad ;i--d~'i, 'iJ.Yfllois de 

Chicago USA por el Dr. Norito Kaneda'.· '.:.,J·,;r]{·';R:( '' •/ 
,.\'. ,;· .. :;,;.:· ::=:.:, ·'.~;~\-'-~/( 

Los espectros de RMN-1 H y RMN 13 C se· J~df~;fgJ~~¡{J'.~n!~hn ·.· 
-,·':.r~ . ·¡.<-· o.e,., :;;-..:,~~, • .,. ,. ;· ' - •• , ' 

Instrumento Varian VXR-300s (lnstitut~; d.e:;oíi1mica fd_¡t.\.id. 
disolvente _¡;;,:..:.¿~;:·: y/ como utilizando como UNAMl, 

referencia interna TMS. 

f) Los espectros NOESY, SINEPT, COSY y de doble resonancia 

fueron determinados en la Universidad de Illinois de 

Chicago USA por el Dr. Norito Kaneda, en un aparato 

Varían XL-300; utilizando como disolvente Py-d, y como 

referencia interna TMS. 

3.6.2. Pruebas quimicas 

identificación de glicósidos. 

3.6.2.1. Prueba de Molish: 

pre 1 imi nares para la 

A una pequefta cantidad de cada uno de los compuestos 

disueltos en 3 mlde agua destilada, se les adicionó un ml de una 

solución etanólica de a-naftol (10%); Posteriormente se 

adicionaron por las paredes de los tubos de ensayo dos gotas de 

~cido sulfúrico concentrado, observándose una coloración violeta 

en la interfase de los liquidos, lo que es indicativo de la 

presencia de carbohidratos. Se empleó una solución de glucosa y 

negativos agua destilada como controles positivos y 

respectivamente. 
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3.6.2.2. Hidrólisis ácida'de (72). 

Por cada 10 mg de compuesto se a~adieron dos ml de HCl 2N. 

La mezcla anterior se sometió a reflujo durante 2 horas. Al cabo 

de este tiempo. la solución ácida se extrajo con AcOEt y la fase 

acuosa remanente se pasó por una columna intercambiadora de iones 

básica (Intercambiador de aniones debilmente alcalino II Merckl 

con la finalidad de neutralizar la solución. Esta solución neutra 

fue la utilizada para la detección cromatográfica de los 

azúcares. 

Los azúcares se detectaron mediante una cromatografía 

comparativa en capa fina (Gel de sílice 60. F-254) previamente 

rociada con H, B~ 0.036M, utilizando el sistema de elución II y 

el agente cromogénico II del Cuadro 6. En todos los casos se 

utilizaron patrones de azúcares adquiridos comercialmente de la 

casa Merck [L(+l-arabinosa, 0(-)-fructuosa, OC+J-galactosa, OC+J­

glucosa, 0(+)-lactosa, 0(-l-manitol, 0(+)-sacarosa. 0(-)­

sorbitol, LC-J-sorbosa, OC+J-xilosa. LC+J-ramnosa, D-isoramnosa y 

0(+)-fucosa. J 

3.6.2.3. Acetilación 

diacetil-f:l-0-glucopiranosil Cl" 

en-19 carboxilato (72). 

de a-L-arabinopiranosil-2',3'­

_, 4' i...:ent-llf:l-ol-13-oxo-ati.s-16-

Para obtener el derivado acetilado del glicósido (72) se 

utilizaron un ml de piridina y un ml de anhídrido acético por 

cada 100 mg de muestra. La mezcla de 

durante 24 horas y al termino de 

reacción se dejo en reposo 

este tiempo los productos 

acetilados fueron separados por el método convencional CShriner. 

Fuson-Curtin. 1980). Se acetilaron 100 mg del compuesto (72). 

obteniendose 83 mg de un compuesto acetilado con un p.f. de 116-

118 ·c. 
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IV. RESULTADOS 

El extracto acetónico de las raíces de Stevia salicifolia 

Cav. fue sometido a un 

cromatografía en columna 

resultado del análisis 

conjuntos de fracciones. 

fraccionamiento preliminar mediante 

abierta sobre gel de sílice. Como 

cromatográf ico se obtuvieron tres 

de baja. mediana y alta polaridad 

respectivamente (ver Cuadro 5.). Las fracciones poco polares 

Dammaran-la. 20-diol (40). De las 28-37 (Cuadro 5.l contenían el 

fracciones de mediana polaridad 87-94 fue posible aislar el 

estigmasterol (41). Del conjunto de fracciones de mayor polaridad 

se aislaron tres glicósidos. dos de tipo ent-atiseno y el 

glucósido del e-sitosterol (71). En el Cuadro 8 se resumen los 

rendimientos y los puntos de fusión de los compuestos aislados. 

La Figura 7 incluye las estructuras correspondientes. 

Cuadro 8. Rendimientos y puntos de fusión de los compuestos 

aislados de las raíces s. sal icifol ia. 

Clave Compuesto p. f; ( "CJ Cantidad (ql 

40 Dammaran-la-20-diol 245-246 0.0186 

41 Estigmasterol 145-147 0.0523 

71 Gluco-B-sitosterol 243-246 0.0226 

72 ent-atiseno I* 164-166 3.217 

73A ent-atiseno II• • 116-118 0.015 

• 1·L·tnbíoopímX>Síl-2',3'~i1eeti1+1>-9lucopí11oos1l (l"-14'1 - t1/-l!J-ol-l3-om-ilis-l6-eo-l9-arl:oxilalo <ni 
"m-L-tr1binopír1oosil-a-&ilucopi11110Sil (l"-14'1 - ti/- ll&-i>l-13-oxo-ttis-lkn-19-ar!m:ilato bijo h fo!'ll de su 1eetil 

ileriYIOO (73 l). 

Los glicósidos diterpénicos del tipo ent-atiseno fueron 

caracterizados por métodos químicos y espectroscópicos. Ambos 
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compuestos representan nuevos productos naturales. Los esteroles 

y el dammarano se identific_ar~n por .comparación de sus constantes 

físicas y espectroscópicas:con.los de muestras auténticas. En los 
.. '·---'--

Cuadros 9 al 14 se resumen las constantes físicas y 

espectroscópicas de los glicósidos de ent-atiseno aislados. 

El producto natural (72). fue sometido a varias reacciones 

químicas durante su proceso de caracterización y los resultados 

fueron los siguientes: 

al La hidrólisis ácida con HCl 2N del compuesto natural (72) 

permitió detectar mediante análisis cromatográfico a la a-D­
glucosa y a-L-arabinosa como únicos carbohidratos presentes. Los 

diferentes intentos por separar la aglicona correspondiente no 

fueron exitosos. Cabe hacer mención que también se trato de 

hidrolizar el glicósido en condiciones básicas y al igual que en 

el caso anterior los intentos fueron infructuosos. 

b) La prueba de Molish para carbohidratos resultó positiva para 

(72). 

c) El tratamiento del producto natural (72) con anhidridoacético 

y piridina originó el derivado heptacetilado (72A) 

Se determinó la toxicidad contra Artemia salina Lea ch del 

extracto acetónico y los compuestos (72) y (73) como se 

específico en la sección experimental. en los tres casos se 
encontró una dosis letal media CLG.o) mayor a 1000 ppm. 

El producto natural (72) se evaluó como agente potencial 

antitumoral en siete sistemas de tumores diferentes: (a) BC 1 

(Cáncer humano de mama), (b) Lu 1 (Cáncer humano de pulmón) (c) 

Co 12 (Cáncer humano de colón). (d) KB (Carcinoma nasofaríngeo 

humano). (e) P-388 (Leucemia lifocítica). (f) HT (Fibrosarcoma 

humano). (g) Me 12 (Melanoma humano). En todos los casos las 

evaluaciones se realizarón por duplicado. a cinco concentraciones 
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diferentes ( 20, 4. o.a. 0.16 y 0.32 ug/ml ) y siguiendo los 

procedimientos establecidos por el Instituto Nacional de 

Cancerologia de Estados Unidos (Geran, et al.. 1972: Blaekó, et 

al .• 1989). En todos los casos Ja citotoxicidad encontrada fue 

mayor de 20 ug/ml. Cabe hacer mención que estas evaluaciones se 

realizaron en la Escuela de Farmacia de la Universidad de 

Illinois, Estados Unidos. 

Con respecto a la actividad alelopática potencial del 

compuesto (72) cabe mencionar que el compuesto no inhibió el 

crecimiento radicular de las especies de prueba CAmaranthus 

leucocarpus y Echinochloa crussgaJJi) CAnaya, et aJ .. 1990) 

Cuadro 9. Constantes tisicas y espectroscópicas de la a-L­
arabinopiranosi 1-2', 3' -diaceti 1-.S-D-glucopiranosi 1 C l "-1>4 "> 
-ent-llS-ol-13-oxo-atis-16-en-19-carboxilato (72). 

F.M. C_. Hu 0 11 

An4liais elemental: calculado: C-59.15% H-7.04% 0-33.8% 

encontrado: C-59.16% H-7.0% 0-33.8% 

P.M. 710 g/mol 

P.f. 164-166 •c. 
[aJD -58. 8. (c•O .17. MeOHJ 

IR Vw• crri': 3420, 2925, 1740, 1370, 1220.1250, 1160, 1060, 

(Espectro 1) . 

EMFAB (+) m/z Crel. int.): 711¡M4+1 (8)], 

<; H, 04 (4) J. 379 ce,. 1\1 O, ¡• (Espectro 2). 

579 CM• + 1-

EM FAB (-) m/z Crel. int. l: 710 IM-1 (5) 1 ~ 667 CM-C, H 1 O •J. 

459 Cll, 395 (2), 331 CM-1-C.. H11 o, •J. (Espectro 3). 

-----------------------------------------------------------------



-----------------------------------------------------------------Cuadro 10. Desplazamientos químicos de RMN- 1 H (Py-q) de la a-L­

arabinopiranosil-2' .3'-dio.cetil-J3-D-glucopiranosil (1" -1 4')­

ent-11J3-ol-13-oxo-atis-16-en-19-carboxilato (72) 

Hidrogeno desplazamiento Hidrogeno desplazamiento 

químico químico 

H-9 1.45 d (1) H-3' 5.85 dd (10. 9) 

H-11 4.20-4.27 m H-4' 4.59 dd (10. 9) 

H-12 3.53 d (3) H-5' 3.93 dt (9, 3) 

H-14,. l. 91 d (20) H-6 ,' 4.20-4.27 m 

H-14., 2.77 dd (19. 3) H-6 • ' 4.55 dd (12. 6) 

H-15,. 2.37 dd (15. 2) H-1" 4.93 d (7) 

H-15 0 , 2.27 d (15) H-2" 4.35 dd (8. 8) 

H-17 5.06 br l!I H-3" 4.08 dd (9. 3) 

H-17' 5 .13 br l!I H-4" 4.20-4.27 m 

H-20 0.79 l!I H-5 • 11 3.71 dd (12. 1) 

H-1' 6.27 d (8) H-5 •" 4.20-4.27 m 

H-2' 5.63 dd (9. 9) CH ,-e-o 2.16 l!I. 2.22 l!I 

1 4 eo ppt. J (en pmot~isl en !!'l. (l'Bpectro 4). 
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-----------------------------------------------------------------
Cuadro 11. Desplazamientos químicos de RMN-"'c, ( Py-d0 ) de la a­

L-arabinopiranosil-2' ,3'-diacetil-J3-D-glucopiranosil (1" -t 4'l­

ent-11J3-ol-13-oxo-atis-16-en-19-carboxilato (72). 

Carbono Desplazamiento Carbono Desplazamiento 

químico químico 

C-1 39.6 t C-18 28.4 q 

C-2 18.9 t C-19 175.9 11 

C-3 38.2 t C-20 14.5 q 

c;,.4 44.4 11 C-1' 92.1 d 
-.---e ·-· ----

C-5 56.2 d C-2' 71.6 d 
' ,' ,',' ' 

C-6 20.3 t · C-3' 74.6 d 

C-7 37.9 t C-4' 76.8 d 

C-8 36.7 l!I C-5' 77.6 d 

C-9 62.6 d C-6' 60.4 t 

C-10 37.9 11 C-1" 106.2 d 

C-11 68.5 d C-2" 72.7 d 

C-12 66.1 d C-3" 74.6 d 

C-13 210.5 l!I C-4" 69.5 d 

C-14 44.9 t C-5" 67.6 t 

C-15 46.2 t CH.-C • o 21.0 q 

C-16 139.9 l!I CH,-C • o 170.1 l!I 

C-17 113.4 t CH,-C - o 170.5 l!I 

• la! desplwaientos qulaicoo (6) eshn en pp1 (Espectro 5). 
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Cuadro 12. Constantes físicas y espectroscópicas de la a-L­

arabinopiranosi 1-13-D-glucopiranosi l (1" -t 4' )-ent-11.6-ol-13-

oxo-atis-16-en-19-carboxi lato, bajo la forma de su acetil 

derivado (73A). 

F.M. C 4 , H,0 0 21 

An,lisis elemental: calculado: C-58.7% H-6.52% 0-34.78% 

encontrado: C-58.6% H-6.4% 0-35.0% 

P.M. 920 g/mol 

P.t. 116 - 118 "C 

IR vM. cm' : 3025, 2950, 2995, 2850. 1740, 1450, 1370. 1250. 

( Espectro 9 l . 
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-------------------------~---------------------------~-----------
Cuadro 13. Desplazamientos químicos de RMN-1 H ( Py-d, l de la a-L­

arabinopiranosi l-.B-D-glucopiranosil (1" -t 4' l-ent-118-ol-13-

oxo-atis-16-en-19-carboxilato heptacetilado (73Al · 

Hidrogeno Desplazamiento Hidrogeno Desplazamiento 

químico químico 

H-9 1.40 d (2) H-5' 4.10-4. 25 m 

H-11 5.26 t (2) H-6'. 4.45 dd (12,3) 

H-12 3.65 d (3) H-6' • 4.60 dd (12.6) 

H-14 .. 1. 92 d (20) H-1" 4.92 d (7) 

H-14., 2.74 dd (20,3) H-2" 5.48-5.65 m 

H-15 •• ------- H-3" 4.10-4.25 m 

H-15., ------- H-4" 5.48-5.65 m 

H-17 4.98 br l!I H-5" 0 3.85 dd (12.1) 

H-17' 5.01 br l!I H-5"• 4.10-4.25 m 

H-18 1. 23 l!I CH ,-c-o 1. 96 l!I 

H-20 0.78 l!I CH ,-c-o 2.04 l!I 

H-1' 6.30 d (8) CH ,-c-o 2.08 l!I 

H-2' 5.48-5.65 Dl CH ,-c-o 2.12 l!I 

H-3' 5.82 dd (10,9) CH ,-c-o 2.16 l!I 

H-4' 4.10-4.27 m CH ,-c-o 2.17 l!I, 2.18 l!I 

• Los despltzatieotos qulticos (4) estao en ppt, J (eo pmotesis) eo l!z. 
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-~------ªª---------------------~-----------------------~---------
Cuadro 14. Desplazamientos químicos de RMN-"c. ( Py-d1 l de la a­

L-arabinopiranosi l-8-D-glucopiranosil (1" ~ 4')-ent~llS-ol-13-

oxo-atis-16-en-19-carboxilato heptacetilado (73A). 

Carbono Desplazamiento Carbono Desplazamiento 

qu1mico qutmico 

c-1 35';5 t. C-3' 73.4. ·d 

C-2 18.7 t C-4' 77.5 d 

C-3 37.9 t . C-5' 73.9 • d 

C-4 44.2 .. C-,6' 62.5 t 

C-5 55.8 c1 C-l" 102.0 d 

C-6 20.8 t C-:2" 71.1. d .. 

C-7 37.9 t C-3"' 73.8. d 

c-0 36.4 C-4" 
. 

70 .1 • .. .• d 

"'-
... 

C-9 62.5 d C-5" 68.3 t 

c-10 37.4 .. CH,-C • o 20.5 Q 

c-11 70.5 . d CH,-C • o 20.6. Q 

C-12 63.9 d CH,-c • o 20.7 q 

C-13 208.2 " CH,-C • o 20.8 q 

C-14 44.9 t CH,-C • o 20.9 Q 

C-15 45.6 t CH,-C - o 21.0 q 

C-16 138.4 .. CH,-C - o 170.l " 
C-17 114.0 t CH,-C • o 170.2 .. 
C-18 28.5 q CH,-C • o 170.4 " ' C-19 17:5.5 11 CH,-c • o 170.1 ll 

c-20 14.3 q CH,-C • o 170.2 11 

c-1 • 91.6 d CH,-c • o 169.9 • 
C-2' 71.3 • d CH,-C • o 169.8 • 

•los clesplaza1ientos quíairos (61 estan en Pl'I· L sel'Mles iaterrashitbles. (fBpectro 11!. 
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Gl.u-0 

(71) 
H H 
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H~H O O OAc H H (72) 
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Figura 7. Estructuras correspondientes a los compuestos 

aislados del extracto acetonico de las raíces 

de Stevia salicifolia Cav. 
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V. DISCUSJ:ON DE I..JOS RESULTADOS 

El ent- atieeno de menor polaridad se obtuvó como un sólido 

blanco cristalino y de sabor amargo con un p.f. de 164-166 ·e; su 

espectro de IR presentó bandas de absorción características para 

grupos hidroxilo y acetato. La naturaleza glicosidica del mismo, 

se verificó de manera preliminar mediante la reacción positiva 

con el reactivo de Molish. Su fórmula molécular se estableció 

como C.. H.0 0,. por EM-FAB de alta resolución. La hidrólisis del 

compuesto en condiciones ácidas permitió la detección de glucosa 

y arabinosa como únicos carbohidratos. 

El espectro de RMN-' H (Espectro 4) muestra resonancias para 

dos metilos (o 0.79, 1.18) unidos a centros cuaternarios, dos 

acetatos (o 2.16, 2.22), catorce hidrógenos unidos a carbonos 

oxigenados y entre ellos claramente se distinguen dos anoméricos 

(o 6.27, 4.93).El desplazamiento paramagnético observado para uno 

de ellos sugiere, en principio, que el hidroxilo geminal 

correspondiente se encuentra formando un éster. Finalmente se 

aprecian seftales para dos hidrógenos vinilicos en 6 5.06 y 5.13. 

El espectro de RMN-"c (Espectro 5) muestra seftales para 34 

carbonos lo cual indica que dos de ellos son coincidentes de 

acuerdo al número de carbonos requeridos por la fórmula 

molécular. El análisis detallado de los espectros DEPT, APT. y,de 

acuerdo con las consideraciones de la teoría del desplazamiento 

químico permitieron discriminar las 34 seftales como se muestra en 

el cuadro 15. 
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cuadro 
15 

· g =o~ir:~º:~ i 7~~~ª:ª~:1~:~:~ni.r:jt~~i;~~Z!l:~~:X~:~~=·· 
19-carboxilato (7ú': :<• , .<:i; ···~·.· ~;: .i;· J. 

' --. ;,.·"·~'-;'.;;-.- :=/::/:", 

CH, (+): Metilenos: 39.6, 

67.6, 113.4 ppm. 

Metileno oxigenado: 60.4 •. 

CH, (-): Metilos: 14.5. 20.8, 21.4 y~2S.4'pplTl'. 
,_ .. ,,, ... 

CH C-l: Metinos: 66.1. 62.6. 56.4 ppm,'.i' 

Metinos oxigenados: 106.2, · 92.1::'.n'..6 •.• 

72.7, 71.6, 69.5 ppm. 

-e-(+): Carbonos Cuaternarios: 139.9, 

-C•O (+): Carbonilos: 210.5 (grupo 

170.1 (éster de acetato) ppm. 

74.6, 

A este punto de la discusión, resulta evidente, que la 

molécula del producto na~ural corresponde a un glicósido, cuya 

porción sacárida consiste de dos unidades de azúcares y una de 

ellas debe formar un éster. con una porción ácida de la aglicona. 

Además. la molécula debe contener un grupo ceto, cinco grupos 

hidroxilo (incluidos los de los azúcares). el éster de un ácido 

carboxílico, dos grupos acetatos y una doble ligadura 

disustituida. Estos elementos estructurales, satisfacían siete 

de las once insaturaciones requeridas por la fórmula molécular. Y 

por lo tanto, la aglicona debe presentar como núcleo base una 

estructura tetracíclica. 

En relación con la porción sacárida, el análisis de las 

conectividades del espectro homonuclear COSY en la zona donde 

resuenan los grupos metinos oxigenados permitió establecer 



_-57-

inequívoco.mente las estructuras parciales A y B. que se indican 

en la Figura 8. 

OH oH 

A 
B 

Figura 8. Estructuras parciales de la porción sacárida del 

compuesto (72) . 

Las estructuras parciales A y B se dedujeron de las 

conectividades que se ilustran en la Figura 9 y 10 

respectivo.mente. Corno se puede apreciar en la Figura 9 la seNal 

doble en o 6.77. asignable a uno de los hidrógenos anornéricos, se 

encuentra acoplada con una seNal doble de dobles en o 5.63, la 

cual se asignó entonces como el núcleo H-2'; a su vez éste 

interaccionaba con el doble de dobles en o 5.85 CH-3') (J= 10, 

9Hz), que a su vez se encuentra acoplado con una senal múltiple 

centrada en o 4.59 (H-4'); Esta última seNal claramente 

interacciona con una sena! doble de triples, centrada en o 3.93. 

la cual debe corresponder a H-5'. Finalmente, esta última 

resonancia correlacionaba con dos hidrógenos adicionales cuyas 

senales se encuentran. uno en el rnultiplete ubicado entre o 4.20-

4.27 CH.-6') y el otro en o 4.55 (~-6'). La magnitud de las 

constantes de acoplamiento observadas para cada una de las 

senales, cuya correlación, fue previamente descrita indica 

claramente la disposición trans-diaxial entre los hidrogenos H-

1' y H-2'. H-2' y H-3'. H-3'y H-4', y H-4' y H-5'; en conclusión, 

el arreglo de 

mismos de 

los hidrógenos de esta porción, 

la ~-O-glucosa. Cabe hacer 

corresponde a los 

notar que el 

desplazamiento paramagnético observado para las seffoles de 
los hidrógenos H-2' y H-3' indicán que en estas posiciones se 
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encuentran los dos grupos acetatos de la molécula (Yamasaki. et 

al, 1977). Por otra parte la sef'lal asignada a H-4'. también se 

encuentra desplazada paramagnéticarnente con una magnitud tal que 

permitió especular que el hidroxilo de esta posición debía 

encontrarse comprometido en el enlace glicosídico con la otra 

porción sacárida de la molécula. 

Por último el desplazamiento químico de H-1' (6 6.55) era 

consistente con un enlace éster entre el hidroxilo anomérico y 

una función ácida (Yamasaki. et al, 1977). 

Continuando con el estudio del espectro bidimensional (ver 

Figura 10), pero analizando las conectividades a partir del otro 

hidrógeno anomérico (6 4.8 H-1") se determinó que la otra unidad 

sacarida correspondía a la a-L-arabinosa (estructura parcial BJ . 

Todos los hidrógenos asignados para los dos azúcares en el 

espectro COSY, pudieron correlacionarse perfectamente con diez de 

las seriales observadas en el espectro de RMN-"c. como se ilustra 

en el espectro HETCOR (Figura 11). Los desplazamientos químicos 

de los carbonos a 106.2, 72.7, 74.6, 69.5 y 67.6 ppm. que 

correlacionaban con los hidrógenos H-1". H-2", H-3". H-4" y H-5" 

en a la estructura parcial B. concordaban perfectamente con los 

previamente descritos para la a-L-arabinosa (Markham, C., 1982). 

De manera adicional se estableció inequívocamente que la sef'lal 

correspondiente al C-3" de la arabinosa era equivalente al C-3' 

de la glucosa. La equivalencia de estos dos carbonos confirmó 

que la aglicona contenía 20 átomos de carbono, y explicaba la 

presencia en el eepectro de RMN-"c de tan sólo 34 seflales. 

Con el fin de establecer el punto 

azúcares, se realizaron varios experimentos 

experimento consiste: en irradiar los 

de unión de los dos 

de tipo SINEPT. Este 

hidrógenos que se 

encuentran a dos y tres enlaces de un determinado carbono y 

observar en el espectro de "e la exaltación de la sef'lal 

correspondiente a dicho carbono (Derome. A .• 1988 ). En el caso 
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AL IRRADIAR LA SEÑAL EH ~.59 CH-O SE EXALTO LA RESONANCIA EH 106.2 

CC-f') CORRESPONDIENTE AL CARBONO ANOMERICO DE LA ARABINOSA 

\ 
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Figura 12. Experimento·SINEPT. 
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del producto natural en estudio, al irradiar el hidrógeno H-4' de 

la glucosa (ver Figura 12) se observó una clara exaltación de la 

seffal correspondiente al carbono anomérico de la arabinosa, el 

cual debía encontrarse a tres enlaces de H-4'. Al realizar el 

experimento contrario, es decir, al irradiar H-1" (6 6.55), se 

exaltó la sefial de C-4' de la glucosa; de los dos experimentos 

recien descritos era evidente que los dos azúcares se unian entre 

si mediante un enlace 0-glicosídico que involucraba el carbón 

anomérico de la arabinosa y el grupo hidroxilo C-4 de la glucosa. 

También mediante el mismo tipo de experimento se comprobó 

que en la porción 2'y 3' de la glucosa. se encontraban los grupos 

acetatos ya que al irradiar la seftal asignable al H-3' (ver 

Figura 13), se observó la exaltación del carbonilo a 170.5 

asignable al correspondiente de uno de los grupos acetato. 

Igualmente al irradiar la seftal atribuible al H-2' (ver Figura 

14), se observa que no sólo se exaltó el carbono anomérico, de la 

glucosa (C-l'J sino que también se exaltó el carbonilo del 

segundo grupo acetato presente en la molécula. 

Finalmente. la espectrometr:!a de masas FAB positiva permitió 

confirmar que la porción 2', 3'- diacetil - e - D - glucopiranosa 

era la que se unia directamente a la aglicona, ya que en el 

espectro apareció un pico a m/z 579 que correspond!a al fragmento 

[M + 1 - arabinosaJ' . También se observó un pico en m/z 379 

asignable al fragmento que se ilustra en la Figura 15. 

H~H o+ H ~. 
H H 

H H 

H H 
133 m/z 

Figura 15. Algunos fragmentos de masa del compuesto (72). 



-64-

AL IRRADIAR LA SEÑAL EH 5.85 CH-3') SE EXALTO LA RESONANCIA EN 

170.5 CORRESPONDIENTE AL CARBON!LO DE UNO DE LOS ACETA TOS 

H" 

H 

... ~J~¡ 1NH~ ... ~·u-•~1""'4f~!<i'~-1°'"11 
200 150 100 50 

200 150 100 50 ppm 

Figura 13. Experimento SINEPT. 
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AL IRRADIAR LA SEÑAL EN 5.63 CH-2') SE EXALTARON LAS RESONANCIAS 

EN 170.1 y 92.1 cc-n CORRESPONDIENTES AL CARBONJLO DE UN ACETA TO 

Y AL CARBONO ANOMERICO DE LA GLUCOSA. RESPECTiV AMENTE. 

150 100 50 

150 100 50 

Figura 14. Experimento SINEPT. 

ppm 
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Con base en .. las ~viderÍÍ:ias. presentadas la parte de la 

glicona del glicÓsid.o. nk~J~hi' (72i se caracterizó como el 4'­

arabi nopÚanos i l _.:2~5. :3°~di'ac'Jfi Íg lucopiranósa (ver Figura 16 l . 

~~~O-H~,_,.-
H H H 

ff 

1 c=O 
/ o 

Figura 16. Porción sacárida del compuesto (72). 

Con respecto 

tetraciclica de 20 

a la estructura base de 

átomos de carbono, cabe 

la aglicona 

mencionar que 

consideraciones de tipo quimiotaxonómico sugirieron como 

hipótesis preliminar un esqueleto de ent-kaureno como el de los 

glicosidos descritos para S. rebaudiana. Sin embargo, los 

sistemas de espin C y D. ilustrados en la figura 17, derivados 

del análisis del espectro COSY permitieron inferir que el 

producto natural contenía un núcleo ent-atiseno en lugar de un 

ent-kaureno (Lal, et al, 1990). 

H 
I , H 

Figura 17. Sistemas espin-espin C, D derivado del análisis 

de espectro COSY. 
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Adicionalmente el espectro NOESY (ver Figura 18), que 

permite establecer proximidades espaciales entre dos núcleos 

(Lal, et al. 1990), del producto natural proporcionó otra 

evidencia. para comprobar, la presencia de un esqueleto típico de 

un ent-atiseno. Mediante este experimento se comprobó la esperada 

interacción entre el H-12 y uno de los hidrógenos de la posición 

C-17 de un atiseno. También se comprobó que sobre el C-11 se 

encuentra ubicado el grupo hidroxilo ya que también se observó 

una interacción entre H-12 y el hidrógeno sobre el carbono de una 

función carbinólica que cuya seftal se encuentra entre 6 4.20 

4.27 (ver Figura 17) y que debía corresponder entonces a H-11. 

Por otra parte. los experimentos de doble resonancia (ver 

Figura 19), verificaron la disposición vecinal de H-12 y H-11, ya 

que al irradiar el hidrógeno a 6 3.43 se simplificó el multiplete 

ubicado a 6 4.20-4.27. Por el contrario al irradiar el 

multiplete se simplificó el doblete a 6 3.43 y el singulete ancho 

a 6 1.45, asignable a H-9. 

A fin de comprobar la estereoquimica del hidrógeno en el C-

11, la apariencia de la seftal en H-9 es de gran utilidad. Esta 

seftal aparece como un singulete ancho, en concordancia con la 

disposición anticlinal ~ ~ 90"-120" de H-9 y H-11 y la 

estereoquímica B del hidroxilo en C-11. Si el hidroxilo se 

hubiese encontrado en posición a, es decir, los hidrógenos H-11 y 

H-9 con una orientacíon sin-periplanar ( ~%o· ), la apariencia 
de la eeftal en H-9 hubiese sido la de un doblete con una 

constante de acoplamiento mayor de 9 Hz. 

Una vez demostrado el núcleo ent-atiseno y la presencia del 

hidroxilo en la posición 11, el siguiente paso fue ubicar la 

posición de la cetona. Para ello se realizaron varios 

experimentos de tipo SINEPT que permitieron concluir que el grupo 

ceto se encuentra localizado en C-13: al irradiar H-12 (6 3.53) 
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5.0 

4.5 

4.0 

3.5 

3.0 

2.5 

2.0 

1.5 

• * 17 11 

~------~¡ 
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"'-~----1 
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lRRADlACION DEL DOBLETE EN 3.,3 CH-12) 

11 

IRRADIACION DEL MUL TIPLETE EN 4.20-4.27 <H-11) 

12 

11 9 

_Ai 
2 

ESPECTRO NORMAL 

11 

2 

Figura 19. Experimento de doble resonancia. 
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LA IRRADIACIOH DEL DOBLETE EN 3.53 CH-12) OCASIONO LA EXALTACION 

DE LOS CARBOHOS EN 68.5 CC-11>. 62.9 CC-9) Y 210.5 CC-13>. 

9 
11 

.l .. U,.;0•ttl;\., .. ~.,.,..,1 nif:tf'e111trM11f:11 :uprr 1• 11-..•tt•:1 el' s•li•M-1,tl·J :' 1•:t 1 '!\W\ \H~F ' H /9f:! 

200 150 100 50 

200 150 100 50 ppm 

Figura 20. Experiment.o SINEPT. 
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LA IRRADIACION DEL DOBLETE CENTRADO EN 2.37 CH-15 AXIAL) 

OCASIONO LA EXALTACJON DE LAS RESONANCIAS EN 139.9 CC-16). 62.6 

CC-9). U.9 <C-14.). 37.8 cc-n y 36.7 (C-8) . 

""r>-- , • ¡ . 1 .. ~. 4 1 i '"'Ubb .. r1•J e 

150 100 50 

150 100 50 

Figura 21. Experimento SINEPT. 

1. l.,. 

PPm 
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(ver Figura 20) se exaltan las senales correspodientes a C-11 (o 

68.5). C-9 (o 62.9 y C-13 (o 210.5). La otra alternativa de 

ubicación del grupo ceto era C-14. sin embargo, esta opción quedá 

descartada con base en el siguiente experimento: al irradiar 

H-15,. (ver Figura 21). se observa la exaltación de C-9. C-16, C-

14. C-7 y C-8 pero no la del carbonilo de la cetona. De manera 

adicional. el patrón de acoplamiento de H-12 (d. J- 3Hz) es 

congruente con la presencia del grupo en C-13. Si este no hubiese 

sido el caso la sena! de 12 hubiese aparecido como un cuarteto 

(La!. et al. 1990). 

La ubicación del grupo carboxf lo en C-19 como ya se mencionó 

se dedujó de los desplazamientos químicos observados en los 

espectros de RMN para el C-4 (o 44.2) y el C-18 (6 28.4). 

mediante la comparación con modelos estructurales apropiados eran 

similares a los observados para los mismos en estructuras 

similares. Con base en todas las evidencias antes presentadas la 

aglicona corresponde al ent-atiseno de la Figura 22 < Pinar. et 

al .• 1984; Murakami, et al .• 1983). 

OH H 
\ 17 LJ 
~-n 

Figura 22. Estructura de la porción aglicona. 
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ESPECTRO SINEPT 

LA IRRADIACION DEL HIDROGENO EN 6.27 CH-f> OCASIONO LA EXALTACION 

DEL CARBONO EN 175.9 CC-19) . 

• «i* 1 o ...... 11 1 ....... 

¡' Tl'*t \: *" I' 1 

150 100 50 

150 100 50 

Figura 23. Experimen,to SINEPT 

Ji!; 

ppm 
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H H 

o 

H 
H 

Figura 24. Estructura del a-L-arabinopiranosil--2'.,3'-diacetil-13-

D-glucopiranosi 1 ( l" -1 4' l--e~t.,-ÚS-61-'-i.3-oxo-atis-16-
en-19 carboxilato (72). 

1 
..... 
.i. 
1 
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Finalmente, se establece mediante un experimento SINEPT que 

la aglicona y la porción disacarida se encuentra unidas a través 

de un enlace éster. entre el carboxilo en C-19 y el hidroxilo de 

la glucosa. La evidencia fundamental que permite llegar a tal 

conclusión fue la irradiación del hidrógeno anomérico de la 

glucosa (6 6.27) y la consecuente exaltación de C-19 (ver Figura 

23) . 

En conclusión. el producto natural es caracterizado como a­

L-arabinopiranosi 1-2' ,3'-diacetil-B-D-glucopiranosil (1" -1 4' )­

ent-llB-ol-13-oxo-atis-16-en-19 carboxilato (72) (ver Figura 24) 

el cual representa un nuevo producto natural. La naturaleza ent 
del compuesto se propone considerando que todos los atisenos 

aislados a la fecha pertenecen a la serie enantiomérica. 

El ent-atiseno II (73) constituyente más polar, se obtuvó 

como el acetii 1erivado a partir de una mezcla de compuestos que 

se encontraban en las fracciones 326-381 de la columna original. 

Es importante sefialar, que el compuesto se aisló bajo la forma de 

acetil derivado. debido a que el espectro de RMN~H de la 

fracción cruda indicó la ausencia de grupos acetatos en los 

componentes de la mezcla. A diferencia de el caso anterior, la 

caracterización de este segundo compuesto resultó relativamente 

fácil, ya que el acetil derivado obtenido era idéntico en todos 

los aspectos al producto de acetilación del ent-atiseno 

previamente analizado (ver figura 25). De esta manera, 

unicamente seria importante destacar que en el espectro de RMN~H 

la sefial correspondiente a H-11 aparece como un triplete 
(J- 2 Hz.) en 6 5.26, confirmando la estereoquímica propuesta 

para el sustituyente oxigenado en C-11. 
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Figura 25. Correlación química. 
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VII. CONCLUSIONES. 

1. El estudio fitoquímico convencional de las fracciones del 

extracto acetónico de Stevia salicifolia Cav. permitió el 

aislamiento y purificación de dos glicosidos tipo ent-

atiseno, los cuales fueron identificados como: J3-D-

arabinopiranosil -2',3'- diacetil-13-D-glucopiranosil (l" -1 4') 

- ent - 1113- ol -13- oxo- atis-16- en- 19-carboxilato (72) y 
el J3-D-arabinopiranosil -.8-D-glucopiranosil (1" -1 4') - ent -

11J3- ol -13- oxo- atis- 16- en- 19- carboxilato (73). La 

presencia de ent-atisenos en el género Stevia resulta sin 

precedentes. 

2. El producto natural J3-D-arabinopiranosil -2',3'-diacetil -J3-D­

glucopiranosil (l" -1 4') - ent - 1113- ol -13- oxo-atis-16- en-

19- carboxilato (72) no presentó toxicidad contra Artemia 

salina (Leach). Así mismo el compuesto (72) resultó inactivo 

como agente potencial alelopático y antitumoral. 

3. En esta investigación no se encontraron ninguno de los 

compuestos previamente descritos en la literatura como 

constutuyentes de la planta. la ausencia de los mismos puede 

atribuirse a variaciones ontogénicas y/o a la diferencia de 

composición de la parte vegetal objeto de estudio. 
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