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INTRODUCCION

Mientfas que las medicinas tradicionales incluyen millares
de plantas medicinales cuyo valor terapéutico nos es desconocido,
numerosas especies vegetales desaparecen de nuestro planeta vy
muchos conocimientos populares se van extinguiendo. En algunos
palises 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 g¢grandes conocimientos de flora medicinal y
en un sentido mds amplio de Medicinas Tradicionales. En este
contexto, nuestro pais posee un vasto potencial, el cual ha
quedado demostrado recientemente en la encuesta nacional que
sobre plantas medicinales y medicina tradicional realizé Ila
Unidad de Investigacién 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‘rdegf&s—
plantas medicinales que configuran su recurso mds vasto, entra en’

una etapa de difundido interés en el medio cientifico nacjoﬁgl;ﬂ

Este interés obedece principalmente:

i} Al convencimiento provocado por la crisis ecohémica,'dé
que los recursos vegetales del pais deben ser estudiados para
afrontar carencias y costos de medicamentos que son cada vez mas
‘dificiles de adquirir. ‘

ii) ¥ a la opinidén y el sentido gue dan a .sus
investigaciones los paises altamente tecnificados, ya que ejercen
una influencia sobre el desarrollio de la ciencia nacional.
Estos, replantean 1a utilidad y vigencia de 1la herbolaria
medicinal, pero bajo el enfoque de una nueva biotecnologia que
augura revolucionar el mundo de los medicamentos provenientes dé,
plantas (Balandrin et al., 1985). :



De lo -anterior, se - !
econdmica ¥y social-que dichoéjre urs ienen para México: de
manera adicional, ‘estos estudibs:’f 'éyéS'éstrategias para
el desarrollo del conocimiehto‘ héﬁ“ el  ‘campo de _lé

medicina.

Actualmente la Organizaciodn Mundiél“de la Salud recomienda
a los paises en vias de desarrolloc gue, por una parte, inicien
unos programas centrados en la identificacién, la preparacién, el
cultivo y la conservacién de las plantas medicinales, y, que
mediante transferencia de tecnologia, evaluen la calidad y 1la
experiencia de estas medicinas con la ayuda de técnicas modernas
(Akerele, 1988). Para abordar el resurgimiento en nuestro pais de
este campo de estudio es necesario mejorar la informacidén 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 enfogque contribuye a seleccionar
plantas realmente eficaces, pero también podria permitir el
degscubrimiento de nuevos medicamentos.
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1. Generalidades del género Stevia
'vi,l Aépectos Botanicos:

El género Stevia pertenece a la fémilia Asteraceae [tribu
Eupatofieae. subtribu Piqueriinae) y segun datos pﬁblicados se
estima que el género comprende alrededor de 385 especies (King et
al., 1980). El tax6én es exclusivo de América, Yy su intervalo de
distribucién 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 brasileflas. 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
montafiosos, semisecos: el intervalo de Thabitat va desde
pastizales, bosque bajo, pendientes boscosos, bosque de coniferas
a vegetacién sub—alpina. Un estudio taxondmico del género Stevia
de acuerdo a su distribucidén geogréfica permitié proponer tres
secciones Eustevia, Breviaristatae y Multiaristatae (Soejarto et
al., 1983}).

1.2 Aspectos Fitoquimicos:

A la fecha, alrededor de 40 especies de Stevia, han sido
' éujétas a egtudios fitoguimicos, y de acuerdo a estas
investigaciones los metabolitos mds importantes del género son de
naturaleza terpenoide, aungue también han sido aisladas algunas
flavanonas (Sosa et al, 1985; Amirteswori et al.. 1985), flavonas
(Amirteswori et al.., 1984; 1985; Dominguez et al., 1974;
Rajbhandari et al., 1985); derivados del benzofurano {Bohlmann et
al., 1985);: diversos compuestos voldtiles (Montes, 1969;



Dominguez, et. all,
Ghisalberti 'etfaz‘
Bohlman et al., 1979: Qu

‘Los pr1nc1pa_
se resumen en el C_adro 1
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Cuadro 1, Tipos de terpenoldes obten1dos del género Stev:a *i

TIPO _ESTRUCTURAL . " REFERENCIA
Bisabolenos “'Bohlmann et al.,1976,1977,1979 1982,1985.

, 5 1 ':f”:»al..f 1979, Schemeda-
‘r:wﬂlrschmann et al., 1986. :

75Dé7he1v5nialéb al. -1989; Bohlmann et
“al., 1977,71979, 1982; Salmén et al.,
’1973.1975: Schmeda-Hirschmann et al.,
11986, Zdero et al., 1987, 1991; Quijano
et al., 1982; Calderén et al., 1987.

Germacranos

'd—Longipinanos v+ - Bohlmann et al.,. 1976, 1977,,1979, 1985;
: - Gil et al,,1987; Romdn et al.,1981,1983;
Zdero et al., 1991. :

Guayanos vy ' Rios et al., 1967 Obert1 et al., 1983,

Pseudoguayanos . 1988; Bohlmann et a]., 1979, 1985, 1986;
Zdero et al., 1991,; Calderdén et al.
1987; Sogsa et al., 1984; 1989; Salmén et
al., 1973, 1977: Gil et al., 1990.




Cuadro 1. T

SESQUITERPENOIDES

' TIPQO ESTRUCTURAL = REFERENCIA .

Humulanos - ' Bohlmann et al., 1977 1979.
Eremofilanos _ Bohimann et al..

Heliangolidos

Eudesmanolidos

- DITERPENOIDES .

Clerodanos f-' 777 - Bohlmann et al.; 1982; Angeles et ‘al..
R 0 1982, & '

Labdanos - R Bohlmann et alaQ"i1976."1982; 1985:;
Quijano et al., 71982; ‘Ortega et al.,
1980 . R

Hibaanos Zdero et al., 1987; Escamilla et al.,
1991. '

ﬁnt;Kaufanos ' Bohlmann et al., 1979, 1982: Quijano et

al., 1982:; Ortega et al., 1985; Kaneda
et al., 1988; Kohda et al,, 1976 ¢, b;
Yamasaki et al., 1976, 1977; Crammer et
al., 1986.
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Cuadro 1, Tipos de terpen01des obten1dos en el género Ste'za.n

(Cont:nuacmn) 00 S D
TRITERPENOIDES
TIPO ESTRUCTURAL REFERENCIA
Taraxantanos Dominguez et al., 1974 .-
Dammaranos . Bohlmann: et.ali, 1979;

Lupanos

1979, %
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Oleananos Bohlmann et al.,

¢ Eu este cuadro no se incluyen los somoterpemoides, lo3 cuales han sido obtenidos fundamentalsente del aceite esencial de 1z 5.
rehaudians (Kinghorn ef al., 1989).

1.3 Aspectos etnobotdnicos:

Las especies de Stevia ofrecen muchas posibilidades en 1la
investigacién de productos naturales como fuentes potenciales de
principios activos, ya que muchas especies gozan de reputacién
folclérica como agentes medicinales. En el Cuadro 2 se indican
algupnas de estas especies.

De las especies del Cuadro 2 la dnica que ha sido objeto de
estudios bioldégicos es la S. rebaudiana los cuales incluyen: (i)
Evaluaciones de seguridad para su consumo, como toxicidad aguda,
subaguda b crénica, teratogénesis Y mutagénesis. (ii)
Investigaciones para validar algunas de las propiedades
medicinales que se le atribuyen popularmente ( hipoglucemiante,
anticonceptiva, agente antiinfectivo ¥y antimicético). (iii)
Propiedades alelopaticas (Kinghorn et al., 1989).




‘1;4‘Impottanci§;y_usos del género:

4Vafiask especies de Stevia son utilizadas en la medicina
tradicional, segin se indicdé previamente (ver Cuadro 2). Otras
como:-la S. petiolatay la S§. rebaudiana Ber., se emplean como
saborizante y edulcorante. respectivamente. Por su importancia
econdmica, la S. rebaudiana es la especie del género mas
estudiada desde el punto de vista fitoquimico; ocho glicdésidos de
tipo ent-kaureno han sido identificados de la especie. Los
glicdésidos dulces se acumulan en las hojas de la planta en altas
concentraciones. El1 estevidsido, que es el glicdsido méds
abundante y representativo de la especie, se encuentra en una
proporcién del 10 % p/p. Su poder edulcorante es de 250-300 veces
mayor que el de la sacarosa, por lo gque se usa en la industria de
alimentos procesados en paises como Japén y Brasil., En el Cuadro
3 se especifican los glicédsidos que contiene esta especie, as{
como su poder edulcorante (Crammer et al., 1980). La presencia de
estos glicésidos dulces en la especie 5. rebaudiana, ha motivado
la realizacidén de estudios conducentes a la evaluacion
organoléptica de las hojas de otras especies del género, con la
intencioén de encontrar agentes edulcorantes potenciales similares
(Soejarto et al., 1982, 1583).



Cuadro 2. Algunas especies de Stevia utilizadas en medicina

tradicional o de importancia econdmica. (Soejarto et
al., 1983).

ESPECIE PAIS DE ORIGEN USOS POPULARES

5. BALANSAE HIERON PARAGUAY ANTIDIARREICO

(CHARUA CAA)

S. LUCIDA LAG. COLOMBIA ANTIINFLAMATCORIO
(GOLONDRINA SABANERA}

5. MAELORIDEI ROBINS PERU - AGUA DE BARO
(GUALAMOCO) ) ' '

5. ANOMALA ROBINS _ PERU. -~ - AGUA DE BARO
{GUALAMOCO) ‘

5. PETIOLATA (CASS) PERU. ;'~{ : SABORIZANTE
SCH. B.P. ' B '

(GUARMI- GUARMI)

S5.S5UBPUBESCENS LAG. MEXICO ANTIRREUMATICO
VAR. (ZAZAL) ANTIESPASMODICO
&. INTERMEDIA GRASHOF MeXICO ANTIRREUMATICO
(HIERBA DEL AIRE) ANTIESPASMODICO
5. REBAUDIANA BERT PARAGURY EDULCORANTE
(CAA HE-E) ANTIDIABETICO
ANTIPARASITARIO

ANTICONCEPTIVO

O ot e 1 et S e G T R 3 I M T X N A I £ M FSY T S g T A O 33 36 3 £ AT 0 S A I I 2 XS R K M U S R A DX O KX B EE R AR me mm I



dulcorante a1slados; dg la

“Potencia’

Diterpeno SRy edulcorante*
Esteviésido 250-300
Esteviolbissido- 100-125

Rebaudianésido A: | 8°G1u-8-Glu (241)  350-450

BGlu (3

Rebaudianésido B~ —-H =~ = B-Glu—ﬂﬂGlu (241) - 300-350
Lo . pblu (391) :

Dulcésido A B—?lu—a—Ram (291)

B-Glu

Rebaudianésido D  B-Glu-8-Glu .\ B-Glu-8-Glu (z

Rebaudianésido E  8-Glu-8-Glu = 8-Glu-8-Glu
(241) R

Rebaudianésido C B8-Glu B-Glu—g-Ram (291} . 50-120

Olu= glecoss e rammosd t Sacaros = 1
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2. Generalidades ‘sobre’ Stevia salicifolia Cav. =

’a:z;i Aspé;ﬁos”botAnicos: importancia y usos.

La S. 5élfcifolia Cav. (ver. Figura 1) es una hierba perenne
comuin en las montafias Dboscosas del norte de México. Los
Tarahumaras de Chihuahua llaman a la planta "ronino" o "roniowa"
Yy la emplean en su medicina tradicional. La decoccién de las
hojas ¥y raices se utiliza comunmente en el tratamiento de
nlceras, heridas, inflamaciones y mordeduras de animales. La
infusidén de las raices se Dbebe para aliviar dolores gastro—
intestinales causados por pardsitos, en tanto que la decoccidén se
usa como un purgante. Las raices y las hojas son astringentes vy
aplicadas en las caries alivian el dolor de muelas. Las raices
molidas se usan para lavar el barro de las ollas de fermentacidén
utilizadas para la preparacion del "tesgliino” (bebida basada en
la fermentacién del maiz). Después del proceso de fermentacién el
polvo de 1las raices se adiciona a el liguido para hacer una
bebida '"fuerte" y dulce. (Bennett, Zingg, 1935: Bye, 1985;
Pennington, 1963). AR :

Esta planta medicinal. se :é§hz§} nombre de la "“hierba

del aire", "tonalxihui€1? 

ténaiﬁﬁjtlﬁ'_en otras regiones
geogréficas (Diaz,-1976). e

2.2 Fitoquimica;

El estudio fitoguimico deé la S: iéa[ibifo]ﬁaﬂwsplpnser ha
realizado desde el punto de vista convencionél;‘El*primer estudio
{Ortega, et al., 1980) se realizé sobref la Qariedad tipica
Robinson, recolectada en el verano de 1975 en -Topilejo, D.F..
identificédndose en esa oportunidad el stevinsol (1) y las
flavonas, 7,4'—-dimetoxi-naringenina (2); 3';4'.5 ~trihidroxi-7-
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Figura 1. Stevia salicifolia Cav.
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Figura 2. Constituyentes aislados de la variedad tipica
Robinson y salicifolia de la S. salicifolia.



metbxi flaQonona (3) 'y _5.3‘—&ihidr§£i}7?§ ‘;pfjxf;év;BEHS’
(4). De la variedad salicifolia recolectada: s
1976, en los alrededores de E1 Oro, .
‘caracterizaron el salicifoliol (%) ¥y las hiSmas
mencionadas (2,3,4). En la figura 2 -se iidétf&hfi&s estructuras

de los compuestos aislados en ambos estudios guimicos.

nesde - junio de
e “México se
flavonas, antes

Posteriormente, la reinvestigacién de la S. salicifolia Cav.
variedad tipica Robinson (Calderén et al.., 1984) recolectada en
el campus de la UNAM (México, D.F.) en septiembre de 1980,
permitid el aislamiento y caracterizacién de los 4&cidos
l-hidroxibisabol-15-0cico (6) vy l-acetoxibisabol-15-0ico (7).
Estos compuestos fueron obtenidos bajo la forma de ésteres
metilicos. En la Figura 3 se ilustran las estructuras

correspondientes.

QAc

cooH ~COOH -

(ry '

Figura.3.fxC§pstituyentes aislados de la StéQjafséliéifélja,
- var.  tipica Robinson. - BN

Unrréﬁo'deépuésf un grupo ‘alemdn = (Bohlmann et al., 1985)
estudio el material recolectado en el cerro del Ga]lego' en el
Cafién del Cobre, Edo. de Chihuahua, México, en abril de 1984. En
este caso, se logrd el aislamiento y la caracterizacién de 31
compuestos. La mayoria 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

Bohlmann y colaboradores.
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19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Rl -OAng -OAng ~OAng -QAng -OMeacr -OiBu -OMeacr -OMeacr -OAng ~OMeacr -OAng -OEpang -OEpang -H

R, -0OAng -0iSen -H ~0iSen ~H -0iBu -OAng -OMeacr -OMeacr -QAcC -GAng  -0Ang -0Ang =-H
COzR

Figura 4. anstituYeﬁtes ais1ados de Stevia salicifolia por’

Bohlméﬁﬁ]y égiabofadorés (Continuacion).

-G{-



(41)

Figura 5. Constituyentes aislados de las raices de
S. salicifoiia.
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investigacién.  Cabe destacar fqué j£9dquf1os :éstudios antes

‘mencionados. se realizaron sobre-las partes.aéreas de la planta.

Finalmente, se realizé un estudio gquimico y biolégico de las
raices-de la planta (Rodriguez, 1990) recolectada en el Edo. de
Chihuahua, y como resultado de esta _investigacion fue posible
aislar y caracterizar dos triterpenoides del tipo damarano (39) y
(40) ¥ el estigmasterol (41) (ver Figura 5).

2.3 Generalidades sobre los ent-atisenos:

En virtud de que los metabolitos aislados en la presente
investigacién fueron glicésidos del tipo ent-atiseno, se realizé
una revisién bibliogrdfica detallada acerca de estos. productos

naturales.

Los atisenos son un grupo de diterpenoides tetracfclicos que
poseen como esqueleto base la estructura:. (42) .(ver Figura 6).

Figura. 6, Estructhasngheréles de los ditgrpenoides de los
tipdS»éhtégtiseno (42)‘y;ené—kaureno;(43).
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Su‘diéﬁfiﬁudfdni'gn"laﬁnaturglezq es restringida, y a la
‘fecha ‘solo se han  ais1éd6"de especies pertenecientes a las
5igui¢ntes familias "de’ plantas: " Afionaceae, Euphorbiaceae
Unbelliferae y Asteraceae. Ademds el 38, i6a —~atisanediol (45) se
aislé de una esponja marina perteneciente a la familia Spongiae

(ver Cuadro 4).

Es importante mencionar gque la mayoria de los ent-atisenos
se han aislado de raices. En el Cuadro 4 se encuentran los ent-
atisenos descritos a la fecha, asi como sus fuentes naturales.En
la mayoria de los ent—-atisenos el grado de oxidacidn del metilo
19 en C-4 corresponde a un dcido carboxilico. Otras posiciones
que -eon frecuencia se encuentran oxidadas son las
correspondientes a C-3, C-13, C-16 vy C-17. De manera general los
sustituyentes son dgrupos hidroxilec 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 dcido carboxilico de C-19 y 1la funcién alcéholica de
C-20 del precursor correspondiente. Por Gltimo cabe hacer notar
que 86lo se ha descrito el aislamiento de un glicdésido con
esqueleto del tipo ent—-atiseno, el cual se obtuvo de la especie
Pteris purpueorachis Copel (Murakami, 1983).

Para la elucidacién estructural de los ent—atisenos se han
utilizado fundamentalmente métodos espectroscépicos,
espectrométricos, estudios de difraccién de rayos X Y

correlaciones quimicas (ver Cuadro 4).

No se han descrito estudios experimentales acerca de la
biosintesis de estos compuestos. Sin embargec, su coexistencia con
ent—-kaurenos y Dbeyeranos ha permitido formular la hipdtesis
biogenética que se resume en el Esquema 1 (Manitto, 1981;
Geissman, 1969).



Desde el punto de vﬁsfa blolégxco sélo se; ha de*erm:nado la
actividad citotéxica del 36 16a atlsanedJOI (45).. (Schm)tz 1983y,
y la antimicrobiana y fung1c1da ¢e1 ut;scn-l&—ol (G:esbrecht, et
al.. 1987). F :

- . o
0 R R R O g A N O e £3

Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha.

Estructura Fuente Natural .. Referencia

Aconitum heterophyflum Pelletier, et

(raices) al., 1982.

Tedania ignis - Schmita, et al,
1983..

Pteris Murakami et

purpureorechis al, 1983,

(46) I R =~ H
(47) II R = B-o—-glucosil
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Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha. (Coﬁtinuadién).

Eétructura Fuente natural Réferentia

Viguiera inéignisf - " Delgado
S et al. 1989.

Elaeoselinum Pinar et al,
foetidum 1984 a7 hs i
(raices) e

Elaeosel inum Pinar, 1964 b.
foetidum R :
(raices)

Euphorbia acaulis k Satti et al,

i987.




Cuadro 4. ent—AtisSﬁqé‘uislados e 'la’'fecha,

Estructura _Fuente Natural . .. 'Reférencia :
Xilopia aromatica : M@raes”efxalf“
‘ 1988 .

(32) 1
(53) 1
(54) 1

R = Me
1" R = CH,0H"
II R = COQH :

Euphorbia ‘ac}:uli’s Satti et -al;
“(rafces). i 1988.

Euphorbia sieboldiana. .. Jian Jia et al.
sl 19900

Euphorbia nenifolia

(rafces) o it

II R, = ~OH

1 R = =0 a'

II R = -OH sv¢
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Cuadro 4. ent-Atisanos aislados a la fecha.

Estructura ©. " Fuente Natural - - f?1;Rgférencia; 

,Eﬁphpkbjé fidjiana - Lal'et“a1h71990
L : : e

(60) I OH H  Me .
(61) II H H Me
(62) IIT OH OH Me
(63) IV OH H CH, OH
(64) V H H CH; OH

Euphorbia Lo ,Céhbie;fﬁétﬁal.
fidjiana L age

CHOH

Euphorbia S Lal, et all
fidjiana . 1990
T TR Ry R,

(66) VI H H H
(67) VII H OH H
(68) VIIT OH H  H
"(69) IX H H OH
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Esquema 1. Formacidn de diterpenoides tetraciclicos.



IT. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

kvestidééfén es’ el

El propésite fundamental‘déflafﬁfesént; ‘
de realizar el estudio fitoquimiéo —y'ybiélaéicO‘rdél‘extracto
aceténico de las rafces de §. salicifolia. Cabe hacer mencién que
este trabajo forma parte de un estudio sistemdtico de plantas
mexicanas utilizadas en medicina - tradicional, cuyos objetivos
primordiales sgon: (i) obtener principios activos. (ii) contribuir
al conocimiento de la composicién gquimica de la flora medicinal

mexicana.

Las consideraciones para realizar el estudio de esta planta

son las siguientes:

Uno de los principales c¢riterios para descubrir nuevos
productos naturales con actividad terapéutica, sin duda alguna ha
gido el estudio de plantas que gozan de prestigio como agentes
terapéuticos dentro de la denominada medicina tradiciconal. En
México, la prdctica de ésta medicina se remonta desde épocas
precolombinas hasta nuestros dias, encontrdandose que el mayor
nimere de usuarios pertenece a las comunidades de mis bajos
recursos, entre ellas, algunas comunidades indigenas, Asi por
ejemplo, los Tarahumaras de Chihuahua usan aproximadamente 300
especies vegetales para el alivio de sus enfermedades. La flora
medicinal tarahumara ha recibido poca atencién, y como parte de
ella destaca la S§. wsalicifolia, dque como ya se menciono
previamente es ampliamente utilizada para el tratamiento de

enfermedades gastrointestinales.

Es indudable que de cumplirse satisfactoriamente los
objetivos planteados, ge contribuiria a la resolucién de
problemas de salud publica y econdmicos, ya gque se podrian
obtener principios activos nuevos o conocidos a partir de

materias primas nacionales.



‘pertinentes pa?a}*eigéuﬁfiiﬁ}eﬁﬁo#

s ‘siguientes:

2.1 Realizar :féé;fbpgracjones preliminafesﬂ prbp a
preparacion de exthCﬁosivegetales; ;

2.2 Preparar el extr&cfo acéténico de acuerd

convencional y fraccionarla mediante los

fracciones.

2.4 Identificar mediante métoddéfqdimi 08y espé;trosqépicds”ios
compuestos aislados. e .

2.5 Determinar la toxicidad para Artemia salfna Leach, ¥y las
actividades antitumoral y ‘alelopatica de los compuestos

aiglados.
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ITTI. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Determinacidn de la toxicidad para el crustdceo Artemia
salina Leach. '

3.1.1. Preparacién de las muestras.

Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o extractos),
se preparan disolviendo 20 mg de material en 2 ml del disolvente
apropiado (solucidn original). Posteriormente se transfieren a
tres tubos de muestra en forma independiente y por triplicado
500, 50 y 5 ul de la solucidén original. Finalmente se deja
evaporar el disolvente de cada una de las soluciones al vacio.

3.1.2. Bioensayo

Después de haber desarrollado durante 48  horas los
huevecillos de A. salina Leach en un medio salino ‘artificial, se
transfieren 10 especimenes 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 mds tarde se registran el numero de organismos
sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en porcentaie
de mortalidad de los crustdceos o caiculando la concentracién
letal media (LGC;,).

3.2. Determinacién de la actividad potencial alelopdtica de
los componentes aislados.. =~ T e o -

El1 potencial alelopdtico del glicésido (45) se probd sobre
el crecimiento radicular de Amaranthus leucocarpus y Echinocloa
crussgalls.



Estos ensayos biolégicos se realizﬁro

la Dra. Ana Luisa Anaya del Instituto de’Fis
UNAM. La metodologia seguida’“es’la
colaboradores (1990) para este tipo de e

3.3, Material vegetal
‘téen el

en n6v1embre de 1988 y .
Botaniqo[delv

mun1c1p10 de

~ La.raiz de S. salicifolia {se\rQéof
,Guachochzc, Cusarare, Edo. de Chihﬁdﬁﬁa
fué identificada por el Dr. Robert Bye del Jardin
'”Instiﬁutq de Biologia de la UNAM.

Una muestra de referencia selde [+]

‘etnobotdnica del Herbario Nacional: (Vc

El material vegetal, se-
. 'molié, en un molino tipo Wiley 4.

3.4, Métodos de extraqcién

El material vegetal se extraJo 1 1c1a1mente con hexano para.

desgrasar. Posterlormente.*fel ‘vegetal se  macerd “con

acetona, mediante el procedlmlento seﬁalado en el Esquema 2.

El extracto acetdnico (76;11 g) se fracciond mediante una
cromatografia preparativa-en columna, utilizando como adsorbente
gel de silice (760 g. silica gel G 60 Merck, malla 30-70 mm). EIl
proceso de elucién se efectud con hexano, cloroformo y acetona,
en diferentes proporciones. Se obtuvieron un total de 379
fracciones de 500 ml cada una. Cada fraccidén se analizé por
cromatogrdfia en capa fina, combindndose aquellas
cromatograficamente similares. En e] Cuadro 4 se resumen los
sistemas de elucidén empleados, el numero de fracciones eluidas
con cada uno de ellos, y las fracciones combinadas resultantes.



l

Residuo vegetal P Extractoihéxénicd'T:“

d) Extraccién con acetona.(3)

e) Filtracién . S
f) Concentracién infyabu@gdeli
filtrado. CepRE e e

Residuo vegetal Extracto aceténico (4)
(1) 2.7 Kg.
(2) Via maceracién (4 veces por:periodos de dos dias cada vez,

(3)

(4)

16.5 1 . de hexano)}.

Via maceracién (5 veces porrpeg{odos de dos dias cada vez,
17 1 . de acetona). ' o '
76.11 g.

Eaquema 2. Preparacién del™ extraCtbjédet&hico de la especie 5.

salicifolia Cav. '
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3 3 i e e e i s

‘fraccionamiento’’ cromatogrdfico en

aices-de Stevia

Eiuzehter* o ;. de fracciones

‘Héxandyry" 1-7
8-90
91-129
130-156 -
519
199-219

.Hexano:

CHCly o220-224

225-233
234-240
241-257
258-272
273-293
294-340
341-372

CHC1y: Acetona -

Acetona o w0 373-375

MeOH ' v 100 k 376-379

e e Y L R e e L e L Tt

Los andlisis cromatogrdficos en capa fina se efectuaron
siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de
vidrio recubiertas de gel de sflice (silica gel 60 GF,,. Merck),
varios sistemas elucién y diferentes agentes cromégenos. Los
gistemas eluyentes vy reactiveos reveladores empleados se resumen

en el Cuadro 6.



Cuadro 6. Sistemas de élhbiéhfy r
para los andlisis >ro!

Sistemas de COmgésinéh
eluyentes S

CHCl, :MeOH

11 _Acetona: H;0
III - . CHCl, :MeOH:H,0
ReactiVo_f‘_t . . Agente cromogénico

Composicidn

I Sulfgfbtcérico* 12g sulfato cérico o .+ sthal,
S i 22.2ml H, S0, conc. EERR 1969
350g hielo picado ) :

II. Anisaldehfdo*  0.5ml anisaldehfdo : Sthal,
S e 9 ml etanol '1 - 1969,.;
0.5ml H, SO, conc. ' e

1 ml dc. acético

ez s orae 2k 50y =g 2 Y T T I A A O R 8 A R B RS

t Py el desarrollo de color eg necesarip calentar por dos winutos aproxisadamente a 130-°C.: st

3.5 Aislamiento y Purificacién de los compﬁéstbsf

3.5.1, Obtencisén del Dammaraﬁt—.;qr— 20 - diéiT”(4d)'

De las fracciones 28 -~ 37 de la columné I.(ver Cuadro 5) se
obtuvieren 18.6 mg de un polvo cristalino blanco de p.f.
245-~246 °C. i



J (1" 9 4')-ent -118 ~ol -13 ~oxo -atis -16-en-19
carboxilato (73). Bajo la forma de su acetil derivado.

" ‘Las fracciones 341-379 de la columna I (ver Cuadro 5 ) se
recromatografiaron en una columna (II) utilizande como adsorbente
17 ‘g de gel de silice G60 Merck malla 230 mm Yy como eluyentes
CHCl,, v mezclas de CHCl-MeOH en diferentes proporciones; se
recogieron un total de 217 fracciones de 80 ml cada una (ver
Cuadro 7), cada fraccidén fue analizada por cromatografia en capa
fina. De las eluatos 102-117, se obtuvieron 500 mg de un polvo
color d&mbar. Parte de este material se sometid a una
cromatografia preparativa en capa fina wutilizando el sistema
eluyente II1 (ver Cuadro 6). De la banda con Rf= 0.4, que fue la
mayoritaria, se obtuvieron 100 mg de un sé6lido cristaline que
consistio fundamentalmente de un solo compuesto (73). Para la

purificacién 90 mg de la mezcla se sometieron a una reaccién de




un polvo cristalino amarillo. pa

e L L e L

Cuadro 7. Resumen de lak~résqluc1qhimedi§nte cromatografia en
columna de - las fracciones ' 326-379 de la columna

original (Columna II).

Eluyente Proporcioén No. de fracciones
CHC1, 100 1-40
CHC1, :MeOH 99:1 41~-62

" " 98:2 63-81

" " ) 97:3 82-94

" " ) ) ) 95:5 95-118

" " ) 90:10 119-160

" " - 80:20 ) 161-184

o o ' 70:30 . 185-210-

" " S B 60:40 o 211-216 ¢
MeOH : o100 ' 217-220

3.6. Caraétefizaqién'de los compuestos aislados;f;?,,!:f;_

3.6.1.  Determinacién de las constanteé”’ffsicaé Yy
espectroscdpicas.

a) Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato

Figher—Johnes, se reportan sin corregir.

b) Los espectros IR, fueron registrados en un
espectrofotémetro de rejilla PerKin—-Elmer Modelo 549 B

en pastilla de KBr.
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,  o

1241 PerKln—Elmer. tras prevna d
4Wp:oductos en MeOH. T

- d) . Los espectros de masas fueron obteni
‘Finigan MAT 90 en la Universidad.:de
Chicago USA por el Dr. Norito Kaheda.

. e) ‘Los espectros de RMN-* H y RMN "C,ééa@
Instrumento Varian VXR-300s (Institut
UNAM) ., utilizando como disolvghﬁe

referencia interna TMS.

£) 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
Varian XL—-300; utilizando como disolvente Py-d, y como

referencia interna TMS.

3.6.2. Pruebas guimicas preliminares - .para la

identificacién de glicédsidos.
3.6.2.1. Prueba de Molish:

A una pequefia cantidad de cada uno de 1los compuestos
disueltos en 3 mlde agua destilada, se les adicioné un ml de una
solucion etandlica de a-naftol (10%); Posteriormente se
adicionaron por las paredes de los tubos de ensayo dos gotas de
4cido sulfiarico concentrado, observdndose una coloracidén violeta
en la interfase de 1los liquidos, 10 que es indicativo de la
presencia de carbohidratos. Selempleé una solucisén de glucosa y
agua destilada como controles positivos Y negativos
respectivamente.
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3.6.2.2. Hidrélisis dcida’de*(72).

Por cada 10 mg de compuesto se affadieron dos ml de HC1 2N.
La mezcla anterior se sometié a reflujo durante 2 horas. Al cabo
de este tiempo. la solucidn dcida se extrajo con AcOEt y la fase
acuosa remanente se pasé por una columna intercambiadora de iones
bdsica (Intercambiador de aniones debilmente alcalino II Merck)
con la finalidad de neutralizar la solucién. Esta solucién neutra
fue la utilizada para 1la deteccidén cromatogrdfica de los

azlcares.

Los azucares se detectaron mediante wuna cromatografia
comparativa en capa fina (Gel de silice 60, F-254) previamente
rociada con H BQ 0.036M, utilizando el sistema de elucidén II y
el agente cromogénico I1 del Cuadro 6. En todos los casos se
utilizaron patrones de azucares adquiridos comercialmente de la
casa Merck [L(+)—-arabinosa, D(-)-fructuosa, D(+)—galactosa, D(+)—
glucosa, D(+)-lactosa, D(-)-manitol, D(+)—sacarosa, D(-)-
sorbitol, L(-)-sorbosa, D(+)—xilosa, L(+)-ramnosa, D-isoramnosa y
D(+)—fucosa.]

3.6.2.3. Acetilacioén- .de. a-L-arabinopiranosil-2',3'-

diacetil-B-D-glucopiranosil (1" 5 4')—ent-118-0l-13-oxo-atis—16—

en—19 carboxilato (72).

Para obtener el derivado acetilado del glicésido (72) se
utilizaron un ml de piridina.:y un - 'ml de anhidrido acético por-
cada 100 mg de muestra. La mezcla de reaccién se dejo en reposo
durante 24 horas y al termino de este tiempo los productos
acetilados fueron separados por el método convencional (Shriner.
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 aceténico de las raices de Stevia ‘salicjfolia
Cav. fue sometido a wun fraccionamiento preliminar mediante’
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. Como
resultado del an4lisis cromatogrdfico se obtuvieron - tres
conjuntos de fracciones, de baja. mediana y alta polaridad
respectivamente (ver Cuadro 5.). Las fracciones poco polares
28—-37 (Cuadro 5.) contenian el Dammaran—-la, 20-diol (40). De las
fracciones de mediana polaridad 87-94 fue posible aislar el
estigmastercol (41). Del conjunto de fracciones de mayor polaridad
se aislaron tres glicdsidos, dos de tipo ent-atisenc y el
glucdésido del B-sitosterol (71). En el Cuadro 8 se resumen los
rendimientos y los puntos de fusién de los compuestos aislados.

La Figura 7 incluye las estructuras correspondientes.

R R SR RN RN R R T N SR ST A N S RSN T R I XS E RS S E M s

Cuadro 8. Rendimientos y puntos de fusion de los compuestos'

aislados de las raices-S. salicifolia.

Clave Compuesto Q;f;!'C) Cantidad (q)
40 Dammaran-la-20-diol 245-246 0.0186
41 Estigmasterol © . 145-147 0.0523
71 Gluco-f-sitosterol 243-246 0.0226
72 ent—-atiseno I* 164-166 3.217
73A ent-atiseno II** 116-118 0.015

t g-L-arabinopirinesil-2’,3'diacetil-g-Dglucopiranost] (1°M') - aat-118-01-13-ox0-atis-16-en-19-carboxilato (72)
t g-Larabisopiramsil-B-Dglucopiramesi! (174} - epf- 118-o0l-13-oxo-atis-16-en-19-cardoxilato djo i form de su acetil
derivado (73 1).

Los glicdsidos diterpénicos del tipo ent—-atiseno fueron
caracterizados por métodos quimicos Yy espectroscépicos. Ambos



compuestos representan: nuevos ‘productos naturales Los esteroles

ron por comparac16n de sus constantes‘

y el dammaranc -se’ identif

fisicas y espectroscopi
Cuadros 9 al 14 Se=>iresumen las constantes f151cas
espectroscépicas de los‘glicésidos de ent-atiseno aislados.f

El producto natural - (72), fue sometido a var1a5 reacc:ones
quimicas durante su proceso de caracterizacién y . . los resultados

fueron los siguientes:

a) La hidrdé¢lisis dcida con HCl 2N del compuesto natural (72)
permitié detectar mediante andlisis cromatografico a la 8-D-
glucosa y a—-L-arabinosa como dnicos carbohidratos presentes. Los
diferentes intentos por separar la aglicona correspondiente no
fueron exitosos. Cabe hacer mencién que también se trato de
hidrolizar el glicoésido en condiciones bédsicas y al igual que en
el cago anterior los intentos fueron infructuosos.

b) La prueba de Molish para carbohidratos resultéd positiva para
(72). .

c) El tratamiento del producto natural (72) con ahhidfidorﬁcétiﬁo
y piridina originé el derivado heptacetilado ' (72A) e

Se determiné la toxicidad contra Artemia salina Leach del
extracto aceténico y los compuestos (72) vy (73) como se
especifico en la seccién experimental, en los tres casos se
encontré una dosis letal media (L(,) mayor a 1000 ppm.

El producto natural (72) se evaludé como agente potencial
antitumoral en siete sistemas de tumores diferentes: (a) BC 1
(Cd4ncer humano de mama), (b} Lu 1 (Céncer humano de pulmén) (c)
Co 12 (Cancer humano de coldn}, (d) KB (Carcinoma nasofaringeo
humano), (e) P-388 (Leucemia lifocitica), (f) HT (Fibrosarcoma
humano), (g) Me 12 (Melanoma humano). En todos los casos las
evaluaciones se realizardn por duplicado, a cinco concentraciones

on'los de muestras auténticas. En 1os‘¥‘
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diferentes ( 20, 4, 0.8, 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; Blaské, et
al., 1989). En todos los casos la citotoxicidad encontrada fue
mayor de 20 ug/ml. Cabe hacer mencidén gque estas evaluaciones se
realizaron en la Escuela de Farmacia de la Universidad de
Illinois, Estados Unidos. '
Con respecto a la actividad alelop&tica potencial del
compuesto (72) cabe mencionar que el compuesto no inhibié el
crecimiento radicular de las especies de prueba (Amaranthus
leucocarpus y Echinochloa crussgalli) (Anaya, et al., 1990)

Cuadro 9. Constantes fisicas y espectroscépicas de la o-L-
arabinopiranosil-2',3'-diacetil-8-D-glucopiranosil (1"+4')
-ent-118-o0l~13-oxo-atis—~16—~en-19~carboxiiato (72).

F.M. C, Hy, Oy
Andlisis 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.

{a), -58.8° (c=0.17., MeOH)

IR V., cm': 3420, 2925, 1740, 1370, 1220,1250, 1160, 1060,
(Espectro 1).

EM FAB (+) m/z (rel. int.): 711 [M + 1 (8)], 579 (M’ + 1~
GH, O (4)]., 379 (G, K, 0, ¥ (Espectro 2).

EM FAB (-) m/z (rel. int.): 710 IM-1 (5)1, 667 (M~C, H,0 '),
459 (1), 395 (2), 331 (M-1-G, H,, 0, ). (Espectro 3).




Cuadro 10. Desplazamientos quimicos de RMN-' H (Py-q) de la a-L-
arabinopiranogil-2',3'-diacetil-B8-D-glucopiranosil (1" = 4'})-
ent-118-01—-13-oxo—-atis—16—en—19—carboxilato (72)

Hidrogeno | desplazamiento Hidrogeno desplazamiento
quimico guimico

H-9 1.45 d (1) H-3' 5.85 dd (10, S}
H-11 4.20-4.27 m H-4' 4.59 d4d (10, 9)
H-12 3.53 d (3) H-5' 3.93 dt (9, 3
H-14,, 1.91 4 (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,, 2.27 d (15) H-2" 4.35 dd4 (8, 8)
H-17 5.06 br » H-3" 4.08 dd (9, 3)
H-17" 5.13 br s H-4" 4.20-4.27 m
H-20 0.79 = H-5 " 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 ~C=0 2.16 s, 2.22 &

* & on ppa, J (en parentesis) en Mz, (Espectro 4).
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Cuadro 11, Desplazamientos quimicos de RMN-C, ¢ Py-d, ) de la a-
L-arabinopiranogsil-2',3'-diacetil—-8-D~glucopiranogil (1" = 4'1—
ent-118-01-13-0oxo-atis—-16—en-19—-carboxilato (72).

Carbono Desplazamiento Carbono Desplazamiento
quimico quimice

c-1 39.6 t c-18 28.4 q
c-2 18.9 t c-19 175.9 =
38,2 t c-20 14.5 q

S 44.4 8 c-1 92.1 4

» - 56. c-2' 71.6 4
c=6 - 20, j 74.6 d
c-7 a7 e c-4' 76.8 d
c-8 36.7 8 c-5' 77.6 d
c-9 62.6 d -6 60.4 t
c-~10 37.9 » c-1" 106.2 d
c-11 68.5 da c-2¢ 72.7 d
c-12 66.1 d c-3" 74.6 d
c-13 210.5 s c-4" 69.5 4
c-14 44.9 t c-5" 67.6 t
c-15 46.2 t CH,~C = O 21.0 g
c-16 139.9 = CH,~C = 0 170.1 s
c-17 113.4 t CH,~C = 0 170.5 =

* los desplazanientos quinicos (8) estat en ppa (Bspectro 5).
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Cuadro 12. Constantes fisicas y espectroscépicas de la a-L-
arabinopiranosil—g-D—glucopiranosil (1" -+ 4')—-ent-118-01-13-
oxo—atis-16-en—19-carboxilato, bajo la forma de su acetil
derivado (73R).

F.M. CywH, Oy

Andlimim 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.f. 116 - 118 °C

IR Vo e : 3025, 2950, 2995, 2850, 1740, 1450, 1370, 1250.
( Espectro 9 ).
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Cuadro 13. Desplazamientos quimicos de RMN-'H ( Py-d, ) de la a-L-
arabinopiranosil-A-D-glucopiranesil (1" = 4')—ent-118-01-13~
oxo-atis-16—en—19—carboxilato heptacetilado (73A).

Hidrogeno Desplazamiento Hidrogeno Desplazamiento
quimico quimico

H-9 1.40 d (2) H-5' 4.10-4.25 m

H-11 5.26 £t (2) H-6", 4.45 ad (12,3)

H-12 3.65 4 (3) _ H-6"', 4.60 dd (12,6)

H-14,, 1.92 d (20) H-1" 4.92 4 (7)

H-14,, 2.74 44 (20,3) - H-2" 5.48-5.65 m

H-15,, | —-————m- H-3" 4,10-4.25 m

H-15,, | === H~-4" 5.48-5.65 m

H-17 4.98 br s H-5", 3.85 dd (12,1)

H-17' 5.01 br » H-5*", 4.10-4.25 m

H-18 1.23 » - CH ,-C=0 1.96 =

H-20 0.78 = CH ~C=0 2.04 =

H-1' 6.30 4 (8) CH ~C=0 2.08 »

H-2' 5.48-5.65 m CH ~C=0 2.12 &=

H-3° 5.82 a4 (10,9) CH ~C=0 2.16 =8

H-4' 4.10-4.27 m CH ~C=0 2.17 s, 2.18 =8

t Log desplazanientos quinicos (8) estan en ppa, J {en parentesis) en fe.
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Cuadro 14. Desplazamientos guimicos de RMN-'C, ( Py-d; ) ’de la a—..

L~arabinopiranosil-8-D~glucopiranosil (1" - 4')~-ent-118~01-13-
oxo—atis-16-en~19~carboxilato heptacetilado (73A).

Carbono Desplazamiento Carbono Desp!_nzmiento
quimico - quimico
c-1 385 t c-3* 73.4% -a
c~2 18.7 t c-a' 77.5 d
c-3 37.9 t e85 73.9° 4
c-4 44.2 = LC=6 62.5 t
c~5 55.8 4 SieELM 102.0 d
c-6 20.8 t gl i 71.1° a
c-7 37.9 t 1 CeRarl 73.8° a
c-8 36.4 & S cqn 70.1° 4
c~9 62.5 d gf-é-{ 68.3 ¢t
c-10 37.4 o CH,~C.~' 0 20.5 q
c-11 70.5 * 4 CH,~C'~ 0 20.6. g
c-12 63.9 d CH,~C =.0 20.7 q
c-13 208.2 & CH,~C ~ 0O 20.8 q
c-14 44,9 t CH,~C =0 20.9 q
c-15 45.6 t CH,~C =0 21.0 g
c-16 138.4 » CH,~C =0 170.1 ®
c-17 114.0 t CH,~C ~.0 170.2 =
c-18 28.5 gq CH,-C =~ O 170.4 =&
c-19 175.5 o CH,~C =~ O 170.1 s
c-20 14.3 q CH,~C '~ 0 170.2 =
c-1° 91.6 d CH,~C =~ O 169.9 ®
c-2' 71.3° d CH,~C = O 169.86 s

+los desplazamientos quinicos {8) estan en ppa. £ seBiles intercanbiables. (Pspectro 11).
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Figura 7. Estructuras correspondientes a los compuestos
aislados del extracto acetonico de las raices

de Stevia salicifolia Cav.




V. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El ent- atiseno de menor polaridad se obtuvdé como un sélido
blanco cristalino y de sabor amargo con un p.f. de 164-166 °C; su
espectro de IR presenté bandas de absorcién caracteristicas para
grupos hidroxilo y acetato. La naturaleza glicosidica del mismo,
gse verificé de manera preliminar mediante la reaccién positiva
con el reactivo ce Molish. Su férmula molécular se establecid
como C,, Hys,eO,, por EM-FAB de alta resolucién. La hidrélisis del
compuesto en condiciones &cidas permitié la deteccion de glucosa
y arabinosa como unicos carbohidratos.

El espectro de RMN-' H (Espectro 4) muestra resonancias para
dos metilos (6 0.79, 1.18) unidos a centros cuaternarios, dos
acetatos (6 2.16, 2.22), catorce hidrégenos unidos a carbonos
oxigenados Yy entre ellos claramente se distinguen dos anoméricos
(6 6.27, 4.93).El desplazamiento paramagnético observado para uno
de ellos sugiere, en principio, que el hidroxile geminal
correspondiente se encuentra formando un éster. Finalmente se
aprecian sefiales para dos hidrdégenos vinilicos en 6 5.06 y 5.13.

El espectro de RMN-'C (Espectro 5) muestra sefiales para 34
carbonos 1o cual indica que dos de ellos son coincidentes de
acuerdo al numero de carbonos requeridos por la fdrmula
molécular. El andlisis detallado de 1los espectros DEPT, APT, y,de
acuerdo con las consideraciones de la teoria del desplazamiento
quimico permitieron discriminar las 34 sefilales como se muestra en
el cuadro 15.
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Cuadro 15. RMN - ' del «

gluédpifanOs;i'(L

CH, (+): Metilenos: 39.6, 18.9
67.6, 113.4 ppm. L
Metileno oxigenado: 60.4

CH, (-): Metilos: 14.5, 20.8, 21.4
CH (-): Metinos: 66.1, 62.6, 56.4 ppm
‘Metinos oxigenados:r;lqs;zﬁ
72.7,.71.6, 69.5 ppm.

~C~: (+):.. Carbonos Cuaternarios: 139.9

-C=Q (+):.Carbonilos: 210.5 (grupo "ceto),«1
- 2170.,1° (éster de acetato) ppm.

A este punto de la discusién, resulta evidente, que la
molécula del producto nagpral corresponde a un glicésido, cuya
porcién sacdrida consiste de dos unidades de azicares y una de
ellas debe formar un éster, con una porcién dcida de la aglicona.
Ademds, la molécula debe contener un grupo ceto, cinco grupos
hidroxilo (incluidos los de los azlUcares), el éster de un &cido
carboxilico, dos grupos acetatos vy una doble ligadura
disustituida. Estos elementos estructurales, satisfacfan siete
de las once insaturaciones requeridas por la férmula molécular. Y
por lo tanto, la aglicona debe presentar como nucleo base una
estructura tetraciclica.

En relacién con la porcién sacarida, el andlisis de las
conectividades del espectro homonuclear COSY en la zona donde
resuenan los grupos metinos oxigenados permitid establecer




inequivocamente las estrugthras parciales ‘A.y B, . .que se jndi@an‘

en la Figurala,-

Figura 8. Estructuras parciales de la ﬁofciéh ‘sacarida‘del
compuesto (72).

Las estructuras parciales A y B se dedujeron de las
conectividades que se ilustran en la Figura 9 vy 10
respectivamente. Como se puede apreciar en la Figura 9 la sefial
doble en § 6.77, asignable a uno de los hidrégenos anoméricos, se
encuentra acoplada con una sefifal doble de dobles en & 5.63, la
cual se asigndé entonces como el nucleo H-2': a su vez éste
interaccionaba con el doble de dobles en &6 5.85 (H-3') (J= 10,
9Hz), que a su vez se encuentra acoplado con una sefial miultiple
centrada en & 4.59 (H-4'); Esta ultima sefifal claramente
interacciona con una seffal doble de triples, centrada en 6 3.93,
la cual debe corresponder a H-5'. Finalmente, esta Ultima
resonancia correlacionaba con dos hidrégenos adicionales cuyas
sefiales gse encuentran, uno en el multiplete ubicado entre & 4.20-
4.27 (Hb-6') y el otro en 6 4.55 (§-6'). La magnitud de las
constantes de acoplamiento observadas para cada una de las
sefiales, cuya correlacion, fue previamente descrita indica
claramente la disposicidén 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 conclusién,
el arreglo de los hidroégenos de esta porcién, corresponde a los
mismos de la B-D-glucosa. Cabe hacer notar que el
desplazamiento paramagnético observado para las  seflales de

los hidrdgenos H-2' y H-~3' indic4n que en estas posiciones se
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encﬁentran los dos grupos acetatos de la " molécula (Yamasaki, et ..
al, 1977). Por otra parte la sefial asignada a H-4', también‘se
encuentra desplazada paramagnéticamehte con una magnitud tal ;que
permitic especular que el hidroxilo de esta posicién debia §
encontrarse comprometido en el enlace glicosidico con la- oﬁf&?

porcién sacdrida de la molécula.

Por ultimo el desplazamiento quimico de H-1' (6 6.585) era
consistente con un enlace éster entre el hidroxilo anomérico y
una funcién &cida (Yamasaki, et al, 1977).

Continuando con el estudio del espectro bidimensional (ver
Figura 10), pero analizando las conectividades a partir del otro
hidrégeno anomérico (6 4.8 H-1") se determiné que la otra unidad
sacarida correspondia a la a-L—arabinosa (estructura parcial B).

Todos los hidrogenos asignados para 1los dos azucares en el
eapectro COSY, pudieron correlacionarse perfectamente con diez de
las seflales observadas en el espectro de RMN—“C, como se ilustra
en el espectro HETCOR (Figura 11). Los desplazamientos quimicos
de log carbonos a 106.2, 72.7, 74.6, 69.5 y 67.6 ppm. que
correlacionaban con los hidrégenos H-1", H-2", H~-3", H-4" y H-5"
en a la estructura parcial B, concordaban perfectamente con los
préviamente descritos para la a-L-arabinosa (Markham, C., 1982).
De manera adicional se establecid inequivocamente que la sefial
correspondiente al C-3" de la arabinosa era equivalente al C-3'
de la glucosa. La equivalencia de estos dos carbonog confirmé
que la aglicona contenia 20 a&tomos de carbono, y explicaba la
presencia en el espectro de RMN-'"C de tan sélo 34 sefiales.

Con el f£fin de establecer el punto de unién de los dos
azucares, se realizaron varios experimentos de tipo SINEPT. Este
experimento consiste: en irradiar los hidrégenos que se
encuentran a dos y tres enlaces de un determinado carbono vy
observar en el espectro de ¥C la exaltacién de 1la sefial

correspondiente a dicho carbono (Derome, A., 1988 ). En el caso
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Figura 10. Andlisis del espectro COSY correspondiente a la

porcién estructural de la a-L-arabinosa.
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Figura 11. Espectro HETCOR del compuesto (72).




-62-

AL IRRADIAR LA SENAL EN 4.59 (H-4"> SE EXALTO LA RESONANCIA EN 1062
(C-1") CORRESPONDIENTE AL CARBONO ANOMERICO DE LA ARABINOSA

OH H

Figura 12. Experimento' SINEPT.

ppm
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del producto natural en estudio, al irradiar el hidrcgeno'H—4"de
la glucosa (ver Figura 12) se observé una clara exalﬁacién de la
sefial correspondiente al carbono anomérico de la arabinosa, el
cual debia encontrarse a tres enlaces de H-4'. Al realizar el
experimento contrario, es decir, al irradiar H-1" (6 6.55), se
exalts la sefial de C-4' de la glucosa; de los dos experimentos
recien descritos era evidente que los dos azucares se unian entre
si mediante un enlace O-glicosidico que involucraba el carbén

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

También mediante el mismo tipo de experimento se comprobd
que en la porcién 2'y 3' de la glucosa, se encontraban los grupos
acetatos ya que al irradiar la seflal asignable al H-3' (ver
Figura 13), se observé la exaltacion del carbonilo a 170.5
asignable al correspondiente de uno de los grupos acetato.
Igualmente al irradiar la sefial atribuible al H-2'(ver Figura
14), se observa que no sélo se exaltd el carbono anomérico, de la
glucosa (C-1') sino que tambiédn se exalté el carbonilo del
segundo grupo acetato presente en la molécula.

Finalmente, la espectrometria de masas FAB positiva permitié
confirmar que la porcidén 2', 3'- diacetil - 8 - D - glucopiranosa
era la que se unia directamente a la aglicona, ya que en el

espectro aparecidé un pico a m/z 579 que correspondia al fragmento

fM + 1 - arabinosal’. También se observé un pico en wm/z 379
asignable al fragmento que se ilustra en la Figura 15.
CH,OH
H
HO (o}
HH H
H H
554 m/z
H H 133 m/z

Figura 15. Algunos fragmentos de masa del compuesto (72).
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AL IRRADIAR LA SENAL EN 585 (H-3") SE EXALTO LA RESONANCIA EN
170.5 CORRESPONDIENTE AL CARBONILO DE UNO DE LOS ACETATOS

200 150 100 50 ppm

Figura 13. Experimento SINEPT.
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AL IRRADIAR LA SENAL EN 563 (H-2') SE EXALTARON LAS RESONANCIAS
EN 1701 Y 921 (C-1) CORRESPONDIENTES AL CARBONILO DE UN ACETATO
Y AL CARBONO ANOMERICO DE LA GLUCOSA. RESPECTIVAMENTE.

W
T l T T T T ]’ T 1 T T T T T T T l i T ¥
200 150 100 50 ppm

Figura 14. Experimento SINEPT.



éréééﬁfdd&égilg*pdrte de la.
e caracterizé como el 4'-

1glucopiranosa (ver Figura 16).

Figura 16. Porcidén sacédrida del compuesto (72).

Con respecto a la estructura base de la aglicona
tetraciclica de 20 4tomos de carbono, c¢abe mencionar que
congideraciones de tipo quimiotaxonémico sugirieron como
hipé6tesis preliminar un esgueleto de ent-kaureno como el de los
glicosidos descritos para S. rebaudiana. Sin embargo, los
sistemas de eagpin C y D, ilustrados en la figura 17, derivados
del andlisis del espectro COSY permitieron inferir gque el
producto natural contenia un nucleo ent-atiseno en lugar de un
ent-kaureno (Lal, et al, 1990).

Figura 17. Sistemas espin-espin C, D derivado del andlisis
de espectro COSY.
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Adicionalmente el espectro NOESY (ver Figura 18), que
permite establecer proximidades espaciales entre dos nudcleos
(Lal, et al, 1990). del producto natural proporcioné otra
evidencia, para comprobar, la presencia de un esqueleto tipico de
un ent—atigenc. Mediante este experimento se comprobd la esperada
interaccidn entre el H-12 y uno de los hidrégenos de la posicidn
C-17 de un atiseno. También se comprobsé que sobre el C-11 sge
encuentra ubicado el grupo hidroxilo ya que también se observé
una interaccién entre H-12 y el hidrégeno sobre el carbono de una
funcidén carbindlica que cuya sefilal se encuentra entre 6§ 4.20 -
4.27 (ver Figura 17) y que debia corresponder entonces a H-11.

Por otra parte, los experimentos de doble resonancia (ver
Figura 19), verificaron la disposicién vecinal de H-12 y H-11, vya
que al irradiar el hidrégeno a 6 3.43 se simplificéd el multiplete
ubicado a 6 4.20-4.27. Por el contrario al irradiar el
multiplete se simplificd el doblete a § 3.43 y el singulete ancho
a’ 6 1.45, asignable a H-9.

A fin de comprobar la estereoquimica del hidrdégeno en el C-
11, la apariencia de la sefifal en H-9 es de gran utilidad. Esta
sefial aparece como un singulete ancho, en concordancia con la
disposicion anticlinal ( ¢ = 90°-120° ) de H-9 y H-11 vy la
estereoquimica 8 del hidroxilo en C-11. 8Si el hidroxilo se
hubiese encontrado en posicién «, es decir, los hidrégenos H-11 y
H-9 con una orientacion sin-periplanar {( ¢ = 0" ), la apariencia
de la sefial en H-9 hubiese sido la de un doblete c¢on una

constante de acoplamiento mayor de 9 Hz.

Una vez demostrado el nucleo ent-atisenoc y la presencia del
hidroxilo en la posicidén 11, el siguiente paso fue ubicar la
posicidén 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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Figura 18, Espectro NOESY.
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IRRADIACION DEL DOBLETE ERN 3.43 (H-12)

"

IRRADIACION DEL MULTIPLETE EN 420-427 H-1D

12
] 11 9
ng Ll L) € r v 1 T 1 ] N :‘[ . r T T T T l

4 302 1

ESPECTRO NORMAL

"
12
M
‘l v T L ; Ll l T T T T

Figura 19. Experimento de doble resonancia.
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LA IRRADIACION DEL DOBLETE EN 353 (H-12) OCASIONO LA EXALTA_CION'V N
DE LOS CARBONOS EN 685 (C-1D, 629 <(C-3) Y 2105 (C-13). :

200 150 100 50 ppm

Figura 20. Experimento SINEPT.
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LA IRRADIACION DEL  DOBLETE CENTRADO EN 2.37 (H-15 anwaL)

OCASIONO LA EXALTACION DE LAS RESONANCIAS EN 1399 (C-16) 626 :

(C-9), 449 (C-14). 378 (C-7) Y 36.7 (C~8).

I T Y T 1 T T T T T T T T T Y &l
150 100 50
[ T T { T T T T , T T T T l T 1]
200 150 100 50 ppm

Figura 21. Experimento SINEPT.
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" (ver Figura 20) se exaltan las sefiales correspodientes a C-11 (6
68.5), C-9 (6 62.9 vy c-13 (6 -210.5). La otra alternativa de
ubicacién del grupo ceto era C-14, sin embargo, esta opcién quedéd
descartada con base en el siguiente experimento: al irradiar
H-15,, (ver Figura 21). se observa la exaltacion de C-9, C-16, C-
14, C-7 y C-8B pero no la del carbonilo de la cetona. De manera
adicional, el patrén 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 seflal de 12 hubiese aparecido como un cuarteto

(Lal, et al, 1990).

La ubicacidén del grupo carboxilo en C-19 como ya se menciond
se dedujé de los desplazamientos quimicos observados en los
espectros de RMN para el C-4 (6 44.2) y el C-18 (6 28.4),
mediante la comparacién con modelos estructurales apropiados eran
similares a 1los 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).

Figura 22. Estructura de la porcién aglicona.
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ESPECTRO SINEPT

LA IRRADIACION DEL HIDROGENO EN 627 (H-1) OCASIONO LA EXALTACION
DEL. CARBONO EN 1759 (C-19.

Figura 23. Experimento SINEPT
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-mediante un gxperimenﬁéréiNE?T que

Finalmente, se éstébleé}
la aglicona y la porcién *disacarida se encuentra unidas a través
de un enlace éster,;ehtré”el’Cdrboxilo en C-19 y el hidroxilo de
la glucosa. La evidéﬁcié:ffundqméntal que permite llegar a tal
conclusién fue . la irradiécién;déi' hidrégeno anomérico de la
glucosa (6 6.27) Yfldf consecuente exaltacién de C-19 (ver Figura
23).

En conclusién, el producto natural es caracterizado como a—
L-arabinopiranosil-2',3'~diacetil-B-D—glucopiranosil (1" =+ 4')-—
ent-11p-0l-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 II1 (73) constituyente mds polar, se obtuvé
como el acetii derivado 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 aislé bajo la forma de
acetil derivado, debido a que el espectro de RMN-'H de la
fraccién cruda indicd la ausencia de grupos acetatos en ‘los
componentes de 1la mezcla. A diferencia de el caso anterior, la
caracterizacidén de este segundo compuesto resultéd relativamente
facil, vya que el acetil derivado obtenido era idéntico en todos
los aspectos al producto de acetilacidén 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 & 5.26, confirmando la estereoquimica propuesta

para el sustituyente oxigenado en C-11l.
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Figura 25. Correlacion quimica.
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VII. CONCLUSIONES.

El estudio fitoquimico convencional de las fracciones del
extracto acetdénico de Stevia salicifolia Cav. permitié el
aigslamiento y purificacién de dos glicosidos tipo ent-
atiseno, los cuales fueron identificados como: B-D-
arabinopiranosil -2',3'—- diacetil—-8-D-glucopiranosil (1" - 4')
— ent - 118- ol -13— oxo—- atis—16- en- 19-carboxilato (72) vy
el f-D-arabinopiranosil -f-D-glucopiranosil (1" -+ 4'} - ent -
118~ ol —-13- oxo- atis- 16~ en- 19— carboxilato (73). La
presencia de ent-atisenos en el género Stevia resulta sin
precedentes.

El producto natural #A-D—arabinopiranosit -2',3'-diacetil —8-~D~-
glucopiranosil (1" =+ 4') - ent - 118- ol -13- oxo-atis—-16— en-
19- carboxilato (72) no presentd toxicidad contra Artemia
salina (Leach). Asi mismo el compuesto (72) resultd inactivo
como agente potencial alelopdtico y antitumoral.

En esta investigacién 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
composicién de la parte vegetal objeto de estudio.
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