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INTRODUCCION

Las transfcrmaciones microbioldgicas de compuestos orgdricos
han sido conocidas empiricamente desde el principioc de la histo-
ria; en cada civilizacidn, el hombre ha practicado la fermenta--
cidén de frutas, granos 6 leche para obtenmer productos necesarios
6 complementarios para su alimentacidén.Se han tenido evinencias
de que la produccién de vinos se conoce desde aproximadamente el
afio 3 000 A.C.

La aplicacidn racional de estas técnicas se inicid con el es
tudio de la quimica orgénica y de la microbiologia, y se determi-
né gue algunos microorganismos son responsables de alteraciones -
guimicas de sustratos especificos. Lo anterior se dedujo de los -
trabajos de Louis Pasteur (1857) sobre la fermentacidn de azdcar
a acido lactico y etanol.

Conforme fué avanzando la ciencia, las técnicas se fueron re
finando y las aplicaciones microbioldgicas se extendieron a nue--
vos campos contribuyendo ampliamente al desarrollo de la tecnolo-
gia, de la medicina y de la ciencia.

La microbiclogia aplicada a la quimica esterocidal ha tenido
un notable desarrollo, puesto gue por este medio se han podido -
obtener diversas series de compuestos de gran aplicacidn farmaced
tica, cuya sintesis por medios gquimicos es dificilmente realizable
y de alto costo. Pueden considerarse como pioneros de estos traba-

jos al italiano L. Mamoli, quien realizd la sintesis microbiana de
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testcsterona a partir de la dehidroepiandrosterona .
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dehidroepiandrosterona testosterona

Y los americanos D.H. Peterson y Murrayz, quienes pudieron por pri-
mera vez hidroxilar con microorganismos la posicidén 11 de la molécu
la esteroidal, origindndo con ésto una nueva tecnoloygfa para la fa-
bricacién de hormonas adrenocorticales, las cuzles son de enorme im

portancia terapedtica.

CHa
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progesterona

11ahidroxiprogesterona

En México, el Dr. C. Casas-Campillo ha trabajado notablemente
en la conversidn microbiana de moléculas orgénicas. E1 ha logrado

hidroxilar la 19-norprogesterona en posicidn 11 (Q.yR ) utilizando



hong053.

19-norprogesterona 11 hidroxi 19-norprogesterona

Las transformaciones microbioldgicas de sesquiterpenos consti-
tuyen un campo novedoso, gue unicamente ha sido aplicado en oxida--
ciones de guaydxidos vy liguléxidosh ( sesguiter;enos con un anillo
furédnico) en conde fueron de gran ayuda en la elucidacidn de sus -
estructuras. Por lo gque este campo estd abierto para realizar estu_

A dios de importancia como seria la obtencién de nuevos compuestos -
sesquiter,énicos & su uso como intermediarios en sintesis parciales
6 totales. Ademas podria tener gran aplicacidn farmacoldgica, pues
to gue se sabe que algunas lactonas sesguiterpénicas poseen accidn
citotdxica.

No solamente se pueden realizar transformaciones microbioldgi_
cas cuando la substancia aislada de la planta se pone en contacto
directo con el microorganismo, sino que se pueden desarrollar en -
la misms planta microorganismos tales como hongos, que pueden efec_
tuar cambios en los componentes naturales de é€lla. For lo que hay
que ser lo suficientemente cuidadoso para no cometer el error de
afirmar que se han aislado productos naturales ¢ que éstos han su

frido algin cambio en el proceso de aislamients, cuando lo gue ha



sucedido es gue los productos naturales ya habian sido modifica -
dos por microorganismos en 1. planta antes de ser aislados.

£l presente trabajo trata sobre algunas transformaciones prg
gucidas por hongos en lactonas sesguiturcénicas caracteristicas

dei Parthenium hipinnatifidums(ﬂrtaga) Rollins, planta anual gue

crece abundantemente en el altiplano mexicano desde el D.F. en el
sur hasta la frontera norte . Los hongos desarrollados en la plan
ta producen cambios tan especificos que por medios guimicos seria

dificil de realizar.



GENERALIDADES

ESTEROIDES:

Debido a la importancia biocldgica de los estercides y a la
accesibilidad de éllos como materia prima, se explica el Gue se
haya desarrollado tanto el campo de las transformaciones micro-
bioldgicas en esteroides, en donde los microorganismos efectdan
transformaciones muy diffciles de llevar a cabo por medios gqui-
micos.

Las transformaciones microbioldgicas son practicamente des
conocidas en sustratos no esterocidales, sélo se conocen los cam
bios conocidos como fermentaciones por medioc de las cuales se -
. obtienen moléculas como : etanol, Acido acético, Acido citrico,
dcido lactico, antibidticos, etc

En esteroides se conocen los siguientes tipos de transfaorma
ciones bajo los efectos cataliticos de las enzimas microbianas?'s
1).- Procesos oxidativos.- Dentro de éllos se tienen:
aj).- Oxidacidén de un alcohol secundario a una cetona.

b) .- Deshidrogenacién del anillo A de la molécula esteroidal en
posicidn 1-2 y 4-5.

c).- Aromatizacidén del anillo A de la molécula esteroidal.

d) .- Oxidacién del grupo metileno a un grupo ceto.

e).- Rompimiento de la cadena lateral con formacidn de alcohol.
f).- Rompimiento de la cadena lateral del pregnano en C-17 y aper

tura del anillo con formacidn de testolactona.



g).- Eliminacidn de la cacena lateral de C-17 en esteroides con
esgueleto de pregnano formando un grupo ceto.
h).- Rompimiento de la cadena lateral con formacién de un grupo
ceto.
i) .- Deshidrogenacidn del anillo B de la molécula esteroidal.
j).- Formacidén de epdxidaos.
k).- Introduccién de hidrnx11051'7'1U .- Este proceso es uno -
de los mds estudizdos en este campo. La introduccidén de oxhidri-
los en posiciones especificas del esteroide, ha sido un proceso
dificil de realizar por medios quimicos, requiriéndo en ocasio--
nes varios pasos de reaccidn y dando usualmente bajos rendimien-
tos. Por éllo este proceso fué uno de los principales estimulos
para el uso de enzimas microbianas en sintesis de esteroides. -
Krémli vy HorvathB en 1948, hidroxilaron por este medio la posi-
cién 7 del esteroide y en 1952 Peterson y Murray 2pudieron intro
ducir utilizando microorganismos, un grupo oxhidrilo en posicidn
11 en la progesterona, facilitdndo considerablemente la sintesis
parci:l de corticoides. tan importantes en terapeltica.

Se han podido formar alcoholes primarios, secundarios y ter
ciarios dentro de la molécula esterocidal. Como ejemplo se tienen
los siguientes:

a).- Formacién de-un alcohol primario.-

C:=0 C=x0

progesterona corfexona



b).- Formacién de un alcohol secundzrio.- Se han podido hidro -
xilar en varias posiciones: 10:,11‘3,28, 6B, 7, 7B, 1ea, 1B,

128, 15a, 16ay 16 B. Como ejemplo se tienme el siguiente:

CH GHs
&0 C:0

o f X,
progesterona 7 B hidroxiprogesterona

c).- Formacidn de un alcohol terciario.- Se ha observado esta
hidroxilacién en posiciones: 58, Sa, 1o, 17a . Como ejem-

plo se tiene:

CH, ?H 3
C:0 C:-8H
—>
(w3
progesterona 17 . hidroxiprogesterona

II.- Procesos reductivos.-

Existen varios procesos reductivos tales como la reduccidén
de aldehidos a alcoholes primarios, la eliminacidén de grupos ox-
hidrilos secundarios, etc. La reduccidn de un grupo ceto a un -

alcohol secundario constituyd un procesoc importante desde que -



Mamoli reduio el grupo ceto de C-17 de los derivados del andros

. T 6
teno en los corres,.ondientes ox:idrilos.

9 OH
o @
A'androsten 3, 17 diona testosterona

Una de las transformaciones reductivas mds comin es la hi-
drogenacidn, la cual ha podido realizarse con gr:n cantidad de -
micruurgahisqgs sobre todo con hongos. Butenandt pudo hidrogenar

la posicidén 1-2 de la molécula androsten 38, 17 diona utilizando

hon;os.1

OH

§§)
A androsten 3, 17 diona androstan 38 ,17gdiol

III.- Hidrdlisis.-
For hidrélisis microbiana de ésteres esteroidales, se ha
podido obtener los alcoholes correspondientes. Charney y cola_

borador355 pudieron saponificar el diacetato 118, 21 cortisol.



CHO 8C He
?C(% Cf%H

diacetato de 11§, 21 cortisol cortisol

IV.- Esterificacidn.-

M(:Guirla9 pucdo acetilar la testosterona por estos medios.

Q@
% oH ? Of C-CH,
O’l \O’I

testosterona acetato de testosterona

Para todo tipo de transformacién microbiolégica se debe co-
nocer las caracteristicas bioquimicas y biolégicas de los micro_
organismos , para determinar el microorganismo especifico, Gtil
en determinado proceso. Las enzimas microbianas gue catalizan
estas transformaciones pueden tener gran especificidad para de-
terminado sustrato, pur>10 que adn habiendo grupos andlogos en

la misma posicidn del esgueleto esteroidal, puede modificarse

la actividad enzimdtica.
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SESQUITERPENOS

Otro tipo de compuestos en el gque se ha observado también
actividad bioldgica son los terpenos, los cuales se asemejan a
los estercides en que ambos son reguladores primarios de proce-
sos celulares. Los terpenos tiemen gran importancia fisioldgica
para el crecimiento y funciones reproductivas de las plantas. -
Uno de los mas importantes grupos dentro de los terpenos son los
sesquiterperos, algunos de los cu:les son biologicamente acti
vos, unos son hormonas, otros fagorepelentes, antibiéticos,etc?1

Los sesquiterpenosqzson compuestos naturales gue forman el
grupo més‘numeruso dentro de los terpenos, se han reportado més
- de 1 0001? Eétos compuestos estdn constituidos por 15 dtomos de
carbono, con un esqueleto formado por tres unidzdes de isopreno.
Pueden ser hidrocarburos ciclicos 6 aciclicos y pueden presentar
grupos funclonales, tales como: alcohol, cetona, lactona, etc. -

Como ejemplo de é€llos se tienen:

& HO

on AN

OH OH

caparratriol farnesol a cadinol
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Dentro de estos compuestos se han estudiado muy especial-
mente a las lactcnas sesquiterpénicas1“, las cuales han presen
tado un gran interes debido a gue algunas de éllas poseen accioén
citotéxica1j como es el caso del acetato de euparotina ; en otras
se ha observado una accién analgésica como en la amaralina & --
bién amebicidas como la santonina.

Las lactonas sesquiterpénicas1“ estdn formadas generalmen-
te por tres unidades isoprénicas, una de las cuales forma parte -
de una lactona; en ocasiones no se presentan los 15 dtomo de car-
bono correspondientes a un sesquiterpeno debido a transformacio-
nes biogenéticas que ocurren dentro de la planta.

Las lactonas sesguiterpénicas en general se han clasificado
de acuerdo al esqueleto fundamental del hidrocarburo del cual se
derivan12, pudiéndose encontrar los siguientes:

a).- tudesmendlidos.
b).- Elemendlidos.

c .-Guayandlidos.

d).- Germacrandlidos.
e).- Pseudoguayandlidos.

Los eudesmendlidos estadn formados por la fusidén de dos ani_
llos de 6 miembros, uno de los cuales estd unido a una lactaona.
Presentan un esqueleto fundamental que deriva del selineno (Q ' B

,¥). Como ejemplo de éllos se tienen:

OH

o santonina " Santa Marina



Los elemendlidos estdn formados por un anillo de 6 miem-
bros, una lactona cerrada a C-6 6 C-8 y dos unidades etiléni-
cas, una unida a C-10 y otra a C-5, pudiéndose presentar gru-
pos funcionales como aldehido, etc. Su esgueleto fundamental -

deriva del elemeno (a, B ,8). Como ejemplos se tienen:

OH

/ \

COOCH,

isogermafurénolido sericealactona

Los germacrénolidos estdn formados por un anillo de 10 --
'miembros conjugado con una lactona. Su esgueleto fundamental de-

riva de los germacranos A,B,C y D. Como ejemplo se tiene:

tamaulipina B

Los guayandlidos presentan el esqueleto del guayano, estan-
do el anillo de 7 miembros fusionado a una lactona. Como ejemplo

se tiene:

12



OAc

matricarina

Los pseudnguayanélidus1spresentan el mismo esqueleto que
los guayandlidos, sdélo que el metilo de C-4 se encuentra en -
C-5. Dentro de este grupo, se encuentran los compuestos trata_
dos en esta tésis. Los pseudoguayandlidos han sido aislados -

generalmente de la familia de las Compuestas: dentro de la tri-

bu Helianthea y Helenium, en los géneros Ambrosia,lva y Parthe

nium; y dentro de la tribu Heleniae, de los géneros:Gaillardia

vy Balduina. Como ejemplo de pseudoguayandlidos se tienen los -
siguientes: histerina, ambrosina, partenina,bipinatina, neocam-

brosina,etc

OH

bipinatina neoambrosina
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Actividad bioldgica.-

Algunos sesquiterpenos son hormonas vegetales, como el aci-
do abscisico, una de las hormonas inhibidores més importantes
de la planta; interviene directamente en el control del creci--
miento de la planta estando muy relacionada su funcidn con otras
hormonas de la planta.bExisten otros compuestos de importancia -
menor pero que también intervienen en el crecimiento de las plan_

tas, como la xantinina16, presente en muchas especies de Xanthium

OAc

xantinina

Se han aislado sesguiterpenos gue poseen efecto fagorepelen-
te sobre algunos insectos, ocasionando la inanicidén de los mismos
siendo ésto un medio de controlar plagas. En 1968, se aisld el -
shiromodiol 'y el diacetato de shiromodiol, observéndose en éllos

este efecto.

R = H acetato de shiromodiol

R = Ac diacetato de shiromodiol
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La hormona juvenil11, un sesquiterpeno secretado por la
"corpora allata", es una de las hormonas gue controlan el de_
sarrollo de los insectos.Hay algunas substancias aisladas de
cie: tas coniferas cue tiesnen accidn de hormona juvenil, como
la juvabiona y la dehidrojuvabiaona 37 cuya presencia causa a
los insectos gue la ingieran, una detencidn de su desarrollo
postembrionario; siendo ésto una manera de autodefensa del -

irbol.

(><>C01. O

hormona juvenil juvabiona de hidrojuvabiona

Existen sesqguiterpenos altamente téxicos, como son las -
toxinas del grupo picrotoxina vy coriamirtina18. La picrotoxinina
es una substancia de estructura complicada que causa una excita_ -
cién intensa del sistema nervioso central; la coriamirtina y sus
derivados hidroxilados presentan una accidn similar a la picro-
toxina; ademds causan una estimulacién de la respiracién y del

centro vasomotor del cerebre.

coriamirtina picrotoxinina
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Algunos alcaloides sesguiterpénicos presentan toxicidad,
el ﬁrincipal qa ¢llos es la dendrobina1? que presenta efectos
farmacoldgicos similares a la picrotoxina; en dosis pequefa -
2s analgésica y antipirética, y disminuye la actividad cardfa-

ca; en grandes dosis, causa convulsiones.

dendrobina

Como se observard los sesquiterpenos son muy versdatiles,
no solamente se han aislado de plantas, sino gque se han obte-
nido de hongos con propiedades antibidticas, como la Verruca-
rina2D.

Recientemente se ha tomado interés en el hecho de gue al-
gunas lactonas sesquiterpénicas juegan un papel importante en
la accidn inhibidora"in vitro" de células de carcinoma humana.11
Se han aislado lactonas sesquiterpénicas con esta accidn, espe-
cialmente en plantas de la familia de las Compuestas. Cabe men-
cionar gue durante mucho tiempo, algunas de estas substancias
tuvieron uso medicinal-cumu ténicaos.

Se ha observado gque la presesncia del metileno exociclico

de la lactona es esencial para la actividad citotéxica de estos

compuestos y que la presencia de funciones adicionales puede -
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influir en la actividadzq; ademds con el aumento de la lipofili
cidad aumenta la actividad. Se ha mostrado gue el metileno de
la lactona reacciona con la cisteina formando aductos estables
y gue su toxicidad estd relacionada con la adicidn tiol; las -
lactonas endociclicas insaturadas reaccionan muy lentamente con
la cisteina formando aductos inestables, por lo que son inacti-
vos. Se han realizado experimentos para evaluar que’grupas fun-
c ionales contribuyen a la activided citotdxica, ya sea aumentdn_
dola & disminuyéndola; a estos grupaos se les llamd grupos funcio
nalmente activos.
La elefantopin321, una lactona sesquiterpénica de gran cito-
toxic'dad, se sometid a diversas reacciones para obtener deriva-
. dos y determinar grupos funcionales activos. Los derivados obteni_
dos por reduccidn fueraon inactivos: la tetrahidroelefantopina vy
la hexahidroelefantopina. E1 derivado isomérico isobutirato de di_
hidroelefantol mostrd poca actividad; y asi se realizaron otras
series de derivados, concluyéndose que la lactona al igual gque el
metilenc exociclico contribuian esencialmente a la citotoxicidad
y gue ademés el ester conjugado de la cadena lateral aumentaba -

esta toxicidad. La lactona N endociclica fué inactiva.

elefantopina
0
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Una especificidad similar de los grupos funcionales acti-
vos, cSe encun@ré en los derivados de la vernolepinazf Mientras
gue la hexahidrovernolepina era inactiva, la dihidrovernolepi-
na era tan activa como la vernolepina misma, ésto implicaba que
el grupo metileno de la lactona era activo. La tetrahidroverno-
lepina, en el gue el metileno de la lactona estd saturado, mues_
tra una disminucidn considerable en su actividad. Se hicieron
otros experimentos similares y se encontrd que la presencia de
un ester conjugado, de un ciclopenteno y de un metileno a una
lactona adicional, aumentaban la actividad. Adem&s de los grupos
funcionales activos existen otros pardmetros que influyen en su
actividad; puesto que parece ser que la citotoxicidad depende
de 1la habilidad del compuesto para reaccionar con tiocles, se
pensd que la velocidad de adicidn del tiol influfa en la activi
dad. Un grupo adyacente 21 metileno de la lactona como oxhidri-

los aumenta la velocidad de adicién de la cisteina.

Vernolepina

Aproximadamente se han reportado 50 lactonas sesquiterpéni-

cas gue muestran citotoxicidad. La damsina, un compuesto trata-
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do en esta tesis, muestra una accidn anticancerigona.

damsina

Transformaciones microbioldgicas de sesquiterpenos.-

Las aplicaciones microbio.duicas en este campo estén muy

poco desarrolladas; solamente se han utilizado en hidroxila-

2
y <

2 3 . W L e
ciones de guayoxidos v llguloxwos2 en posiciones especi-

ficas, dificiles de obtener guimicamente.



TRANSFORMACIONES MICROBIOLOGICAS

Y LIGULOXIDOS
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hi droxilacién
Guayoxido
W
H
HO-
.
- “ "
hidroxilacién
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liguléxido

Ho..
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DE GUAYOXIDOS

-=OH



De las familias de las Compuestas se han aislado gran can-
tidad de lactonas sesquiterpénicas, especialmente en el génerao
Parthenium.

PARTHENIUM

£l género Partheniumz? proviene segln un estudio hecho por

Rollins (1950) del nombre dado por Linneo en su libro"Especies -

Plantarum" y se basd en dos especies herbdceas:P. hysterophorus

de la Isla de Jamaica y P. integrifolium de Virginia. Posterior-

mente se descubrieron numerosas especies ( algunas lefiosas) de es
te género, las cuales se clasifican en 4 secciones:

SECCION ESPECIE

I.- Argyrochaeta P. hysterophorus

P. bipinnatifidum

P. confertum

II.-Bolophytum P. ligulatum
P. alpinum
III.- Partheniastrum P. integrifoliym

_P. hispidum

IV.- Parthenichaeta P. tomentosum
P, fruticosum

P. cineraceum

21
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P. schottii
P. lozanium

F. argentatum

P. incanum

Haciendo una comparacidn muy general de sus caracteristi-

cas morfoldgicas mds sobresalientes de estas secciones se tie-

ne lo siguiente:

Raices.-

Tallos.-

tn la seccidn Bolophytum , las raices son generalmente
expandidas a la corcna. £En la seccidn Partheniastrum,
las raices son distintivas porgue son muy gruesas semg
jando un tubérculo. En la seccidn Parthenichaeta, el P.
argentatum ( guayule) presenta una tendencia de las raf
ces a exparcirse lateralmente penetrando a poca profun-
didad ( no mayor de dos pies).

Existen en este género una gran varigdad de tallos. En
la seccidn Bolophytum, los tallos son herbiceos cortos
y no presentan una clara separacién con la raiz. En las
secciones Partheniastrum y Argyrochaeta, se presentan -
tallos herbdceos elongados; en esta primera seccidén las
plantas son perennes, mientras gue en la segunda hay es

pecies anuales tales como P. hysterophorus y P. bipinng

tifidum. En la seccidén Parthenichaeta, los taklos sgn -

lefiosos y usualmente producen flores cuando los tallos
aln herbiceos estan en su primer afio de crecimiento. Se

encuentran tanto arbustaos como Arboles peguefios.



23

Hojas.- En este género, el tipo de hojas es muy variado. Por un
extremo estdn las no diferenciadas, hojas achatadas, an
las gue es dificil distinguir entre peciolo y lémina, -
¢éstas se presentan en la seccidn Bolophyta. Y por el —
otro extremo, estdn las diferenciadas de las secciones
Partheniastrum y Argyrochaeta, en esta Gltima se distin
gue un gran peciolo y las hojas estén altamente dividi-
das en tanto gue, en la seccidn Partheniastrum se pre-
sentan hojas enteras.

Tricomas.- Todas las especies de Parthenium estdn al menos par-
cialmente cubiertas con tricomas. En algunas especies

como P. argentatum, P. incanum y P. tomentosum presen-

tan un recubrimiento total.

Flores y fruto.- Cabezuelas casi umbeladas en el extremo de las
ramas, heterdgamas, con las flores periféricas uniseria_
das, femeninas, fértiles, _ocas y cortamente liguladas;
las flores del disco, tubulosas con pistilo abortado vy
estambres fértiles. Involucro acampanado & hemisféricg,
con dos series de brécteas. Receptéculo con tricomas que
envuelven las flores. Los aguenios de las flores peri-
féricas comprimidos desde el dorsc con una cresta en la
cara inferior, con dos 6 tres cerditas de vilano y con =
alas laterales.

Cuando se trabaja una planta es indispensable la identifica-

cidn plena de élla, baséndose primeramente en su taxonomia, se
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examinan ordenadamente sus caracteristicas morfoldgicas sobre-
salientes hasta llegar a diferencias sdlo de especie. Sin embar
go, en ocasiones hay confusidn en su clasificacidn debido a se-
me janzas muy cerradas, por lo gue una manera-definitiva de iden
tificarla es basdndose en su guimiotaxonomia, es decir, en la -
composicidn guimica caracteristica de la planta. Este es el ca-

so de la seccidn Argyrochaeta, en gue las especies P. hysteropho

rus y P. bipinnatifidum muestran gran similitud morfoldgica, sien

do su composicidén guimica una manera definitiva de distinguirlas.

El P. hysterophorus tiene como compuesto caracteristico a

la partenina 2% una lactona sesquiterpénica (C‘!SH‘]BUb) de tipo -

pseudoguayandlido.

partenina

El P, big;nnagifidum, tratado en esta tésis, presenta como
componente caracteristico a 13 histerinaz? gue frecuentemente
viene acompafiada de ambrusinazs, un pseudnguayanélidn C

H,OH

1571803+

histerina

e

o=
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PARTE TEORICA

A principios del mes de octubre de 1973, se recolectd de
los alrededores de Matehuala, 5.L.F., un lote de la planta ---

anual Parthenium bipinngtifidum (Ortega)Rollins. La planta ---

fresca fué almacenada por dos semanas, durante las cuales se -
desarrollaron en abundancia diversas variedades de hongos.

La planta en estas condiciones fué trabajada en la forma
acostumbrada, en busca de lactonas sesguiterpénicas, esperan-
do encontrar histerina(1), gue es la lactona mds caracteri{stica

de P. bipinnatifidum; se esperaba tambied encontrar ambrosina -

(2), damsina (3) & ambas lactonas, ya gue frecuentemente se en-
cuentran las dos 6 una de éllas acompafiando a la histerina.

La composicidn de la planta fué en este caso bastante ex--
trafia, ya que no se pudo aislar la histerinaz? el componente -
caracteristico de esta especie, obteniéndose en cambio dos ---
pseudo-uayandlidos, damsina28 y franserina (&)29-

La presencia de franserina, una substancia nunca entes ais
lada de esta especie( siendo ésta la segunda vez que se obtiene
de fuente natural) nos hizo sospechar que la composicién hubie-
se variado debido a la accidn de los hongos que se desarrolla--
ron al almacenar la plénta.

Para tratar de demostrar ésto, se realizd un experimento -

en el cual un lote de P. bipinnatifidum recolectado en los alre-

dedores de Ciudad Universitaria se dividid en dos partes, la par
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ESQUEMA 1

LACTONAS SESQUITERPENICAS

HlOH
La histerina es un pseudoguayanélido de
punto de fusién 167-1680C, de andlisis Cy7 -
Hp40s5. Aislado por primera vez de un P, ---
bipinnatifidum en este Instituto por el Dr. Romo
o"\e de Vivar y colaboradores.
o
”O
O

La ambrosina es un pseudoguayanélido de
punto de fusién 146°C, de andlisis Cj5HgO3.
Aislada de Ambrosia maritima.

(n
(2)
La damsina es un pseudoguayanélido de punto

de fusién 107°C, de andlisis Cy 5Hp9O3 . Aislada

de Ambrosia maritima.

(3)

O :
O :
o]
La francerina es un pseudoguayanélido de
punto de fusién 226-227°C, de andlisis C HypOy-
Aislada de la Franseria ambrosioides por ell re ==
Romo y colaboradores.
(4)




te I se trabajé de inmediato en tanto que la parte II se almace-
nd fresca para que se desarrollaran espontdneamente los hongos
gue acostumbran a crecer en la planta.

Andlisis de la parte I.-

El extracto clorofdérmico de este lote pesd 29 gr y de €1 -
se obtuvieron 952 mg de histerina y la deteccidn de ambrosina -
por cromatografia en placa fina.

Anédlisis de la parte II.-

El extracto clorofdérmico de este lote pesd 52 gr y se obtu
vieron 820mg de histerina, y de las fracciones mds polares se -
aislaron 70 mg de franserina.

Haciendo una comparacidén de los andlisis I y II se puede -
observar lo siguiente: ( Ver gréfica 1 )

a) La disminucidn tan notable en el porcentaje de histerina de

3.2 a 1.5%(de I a II ).
b) La presencia de ambrosina en I y la desaparicién de élla en II.
c) La presencia de franserina en II.

Considerando estos hechos, se puede deducir que la histeri-
na es degradada parcialmente por los hongos en compuestos que no
se pudieron identificar y que la ambrosina debe ser transformada
en franserina ya que se sabe gue algunos hongos frecuentemente -
saturan dobles ligaduras conjugadas; por lo gue muy probablemen-
te primeroc transformen la ambrosina a damsina, la gque serd poste
riormente saturada e hidroxilada en la posicidén terciaria C-10.-

(esquema 2).

2
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ESQUEMA 2

TRANSFORMACIONES MICROBIOLOGICAS DE LOS SESQUITERPENOS DEL
PARTHENIUM BIPINNATIFIDUM

Ambrosina
franserina
CHOH
degradacién parcial
—' compuestos no identificados
=

histerina



GRAFICA 1

CONTENIDO EN " SESQUITERPENOS

Wi

==

histerina ambrosina franserina

histerina ombrosina franserina

PLANTA FRESCA PLANTA ATACADA POR HONGOS
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Es conocido que algunos hongos hidroxilan posiciones tercia
rias con cierta facilidad, lo cual se ha observado en las hidro-
xilaciones microbioldgicas de esteroides1’6. Para estas reaccio-
nes microbioldgicas se han propuesto diversos mecanismos seglin -
el compuesto en cuestidn. Estos mecanismos se basan en los si---
guientes hechos comprobados experimentalmente:s'qu
a).- E1 4tomo de oxigeno que interviene en la oxidacidn proviene
del oxigeno atmosférico.

b).- La estereoquimica del dtomo de carbono oxidado se preserva
(la configuracidn del grupo oxhidrilo introducido es la misma que
la del grupo hidrdgeno desplazado).

c).- La oxidacidn se lleva a cabo por medio de una sustitucidn -
directa del hidrdgeno, la cual implica la participacidn de enzi-
mas.

Anteriormente se habia trabajado el P. bipinnatifidum fres
co de la regién de Matehuzla en este Instituto, habiéndose encgn
trado histerina y ambrosina, como constituyentes méds abundantes
y damsina en una proporcidn menor.

En base a lo anterior se puede considerar el caso de Mate-
huala(planta trabajada en esta ocasidén) como un extremo: no se
encontrd presencia de hiéterina, mientras que tanto damsina co-
mo franserina se encontraron en proporciones considerables. De -
ésto puede deducirse que en el lote de‘ﬁatehuala se habfan efec-
tuado en su mayor parte los procesos de transformacidn microbio-

légica de los componentes de la planta.



31

Es evidente gue la hipdtesis anterior puede comprobarse ~
aislando los hongos de la planta e incubdndolos directamente con
ambrosina. De esta forma se conoceria cual de éllos satura dobles
ligaduras y cual hidroxila posiciones terciarias. Como no fué pg
sible aislar dichos hongos, ya gue esta planta anual fué trabaja
da en una época en que estaba finalizando su cicle vital, se uti

1izd Fusarium moniliforme( Sheld), gue era uno de los cultivos -

gue se tenian en forma accesible.

Se experimentd también con cultivos de Aspergillus flavus -

(Link- ex Fr), gue no proporcionaron resultados satisfactorios,
por lo gue se complementaron los experimentos empleando unicamen

te el F. moniliforme.

Se realizaron diferentes incubaciones con este hongo, usan-
do ambrosina como sustrato, con el fin de conocer el tiempo Opti
mo de reaccidn.

De la incubacién realizada durante 7 dias se obtuvo en su -
mayor parte, ambrosina recuperada y damsina.

La incubacidn realizada durante 11 dias did resultados 6pti
mos, ya que se obtuvo damsina en cantidad preponderante, aunque
también se logrd identificar una cantidad muy peguefia de ambrosi
na.

De la incubacién realizzda durante 18 dias, se observaron -
diversos compuestos por cromatografia en placa fina, de los cua-
les solamente se 1dentiFica?un ambrosina recuperada y damsina,

ambas presentes en cantidad minima.



Por lo gue se tomd como tiempo adecuado de incubacién el
de 11 dias, ya gue produjo los resultados mas satisfactorios.

E1 hecho de haber obtenido damsina por la accidn microbio_
légica sobre ambrosina, es un medio de ;zmprobacién parcial de
la hipdtesis y de cierta manera confirma la suposicidn de gue
preponderantemente se satura la doble ligadura conjugada con la
cetona en posicidn 4.

FPosteriormente se llevd a cabo la incubacidn empleando dam_
sina como sustrato durante un tiempo de 11 dias, con el fin de
verificar la formacidén de franserina.S5in embargo lo gue se ais-
16 como uno de los productos principales de esta reaccidn fué la
dihidrodamsina ( la cual se identificd por comparacidén con una -
muestra auténtica), se aisld también damsina recuperada.

De ésto podria pensarse gue un intermediario en la transfor_
macidn de damsina a franserina es la dihidrodamsina, resultante
de la saturacidn del metileno exociclico de la lactona.

Finalmente se realizd la incubacidn de histerina con este
hongo durante 10 dias. FPor cromatografia en placa fina se obser_
vl una serie de productos intermedios menos polares que la histe_
rina, dificilmente identificables por su minima cantidad; ademés
se observd la presencia de histerina recuperada como compuesto -

més abundante.

32

Como conclusidn de los experimentos descritos, se puede decir

gue este hongo no efectda la introduccidn de un grupo oxhidrilo

en el dtomo de c-10 del pseudoguaydnolido, aunque si satura -
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las dobles ligaduras de éste, comprobandose de cierta manera la
tesis inicial.

Este trabajo se piensa completar posteriormente procurando
identificar y estudiar las capacidades bioguimicas de los hongos
desarrollados en la planta y probando la eficacia de cada uno de
€llos con el sustrato especifico. Igualmente se piensa extender
la aplicacién del trabajo a otros aspectos de la guimica de ses-

qui terpenos.
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PARTE EXPERIMENTAL

PARTHENIUM BIPINNATIFIDUM ~ DE ACTOPAN, HGO.-

El1 P. bipinnatifidum fué recolectado en el mes de septiembre

alrededor del Km 90 de la carretera México-laredo.La planta fres-
ca y picada ( recipiente pirex de 19 1.) se sometid a tres extrac_
ciones etandlicas en caliente, las cuales se concentraron a la mi-
tad de su volumen, se reunieron y se defecaron con acetato de plg
mo; los lodos se eliminaron filtréndose con ayuda de celita, el
filtrado se concentrd y se extrajo tres veces con cloroformo.

La fase orgénica se lavd con agua para eliminar cualguier -
residupo etandlico y se secd con sulfato de sodio anhidro; el clo_
roformo se evapord a sequedad, dejando un extracto que pesd 43 gr
el cual se crumatografiéten una columna usando 860 gr de allmina
que se empezd a eluir con una mezcla benceo- hexano ( 90:10).

De la fraccibn eluida con benceno-acetato de etilo (80:20)
se obtuvo una substancia cristalina con un punto de fusién.‘de
159-1650C, la cu#l se recristalizé en acetona-hexano, obteniéndo-
se 1.75gr de substancia con un punto de fusidn de 166-1679C.La com
paracién de sus datos esprectoscdpicos ( IRy RMN ) y de su punto
de fusidn, did gue esta substancia correspondia a histerina. -

Ademds se tomd el punto de fusidén mezclado uniformemente con

% Para las cromatografias se us6 alimina Alcoa F-20.

#% Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.
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una muestra auténtica de histerima, no observandose cambio en su
valor. Se hizo una omparacidn en cromatoplaca coincidiendo su Rf

con el de histerina.

PARTHENIUM BIPINNATIFIDUM DE MATEHUALA, S.L.P.

Se recolectd Parthenium de esta especie en el mes de cctubre
en los alrededores de Matehuala; debido a gue la planta se mantu-
vo almacenada en costales durante dos semanas fué atacada por hon
gos. La planta pic,da se extrajo con etanol en dos recipientes pi-
rex de 19 1., siguiéndose el procedimiento del experimento anterior.
Se obtuvo un extracto con un peso de 86.3 gr, el cual se cromatogra
fid en columna usando 1.646 kg de alimina e inicidndola con bencena.

De las fracciones eluidas con benceno-acetato de etilo (90:10)
se obtuvo una substanciz cristalina de punto de fusidn 980-1040C,1la
cual se recristalizd en acetona-eterisoprop{lico, se obtuvieron ---
1.305 gr. de una substancia con un punto de fusién 2250-2279C.Esta
substancia corres;ondid a franserina, llegdndose a esta conclusidn
por comparacidn de sus datos espectroscdpicos ( IR“.y RMN"") y

de sus constantes fisicas ( punto de fusidn y Rf).

deiok Los espectros de IR fuerén determinados por el M.en C. Noé Rosas, en un espectrofotd--
metro Perkin-Elmer modelo 337 en solucién cloroférmica.

Feloick Los espectros de R M N los determiné el M. en C. Eduardo Diaz en espectrométros A-
60 y HA-100 en solucién de deutero cloroformo.



PARTHENIUM BIPINNATIFIDUM DE CIUDAD UNIVERSITARIA. -

Se hizo una recoleccidén de P. bipinnatifidum en los alrede-
dores de la UNAM en el mes de noviembre. Parte de esta recolec--
cifén se sometid inmediatamente al procedimiento de extraccidn --
(en matraz de 5 1.) usado en los experimentos anteriores, obte--
niSndose un extracto de 29 gr., el cual se cromatografid en co--
lumna usando 580 gr de aldmipa lavada e inicidndola con una mez-
cla hexano-benceno(10:90).

De las fracciones obtenidas con benceno-acetato de etilo --
(85:15) se pudo detectar por cromatografia en placa fina la pre-
sencia de ambrosina, la cual no se pudo aislar debido a la pequé
fia cantidad presente, pero se identificd por comparacidn de su R

con una muestra auténtica.

De las fracciones eluidas con benceno-acetato de etilo (75:

25) se obtuvo histerina con un punto de fusidn de 1559-1612C,1la
cual se recristalizd en acetona-hexano, obteniéndose 952mg con
un punto de fusidn de 1652-1679C, identificéndose ésta por com-
paracidn con una muestra auténtica.

El resto del lote se dejdé podrir por 15 dias, al cabo de -
los cuales la planta estaba atacada por hongos, procediéndose a
la extraccién por el métﬁdu ya descrito, obteniéndose un extrac-
to de 52 gr., ésta se cromatografié en columna usando 1.1kg de -
aldmina lavada e iniciédndola con bencenao.

De las fracciones eluidas con benceno-acetato de etilo (80:
20) se obtuvo histerina con un punto de fusidn de 16002-1660C, la

cual recristalizada con acetona-hexano did un punto de fusidn de

36



1669-1670C con un peso de 820mg.

De las fracciones eluidas con benceno-acetato de etilo (60:
40) se obtuvo una suatncia cristalina muy impura de un punto de
fusi6n de 2180-2279C, pesando 152mg, recristalizéndose en acetog
na-eter isopropilico, obteniéndose 70 mg con un punto de fusidn
de 226-2279C, la que se identificd como franserina por compara-
cidn de sus constantes fisicas ( rf y punto de fusidn) con una
muestra auténtica,. ademds se observd gue no variaba el punto de
fusidn de una mezcla uniforme de esta substancia con la muestra

de franserina.

PARTHENIUM BIPINNATIFIDUM DE D.F. (salida camino a Puebla)

Se recolectd P. bipinnatifidum en los limites del D.F. (ca-

mino a Puebla) en el mes de enero. Se procedid a trabajar la plan
ta en la forma ya descrita en los experimentos anteriores. Se ob-
tuvo un extracto de 10gr., el cual se cromatografid en columna -
usando 200gr de aldmina e inicidndola con bencenao.

De las fracciones eluidas con benceno-acetato de etilo (80:
20) se obtuvo una substancia cristalina de un punto de fusidn de
1612-1659C, la gue se recristalizd en acetona-hexano, obteniéndg
se un procucto con un punto de fusidn de 1679C, con un peso de -
652 mg, la cual se identificd como histerina por comparacidn con

una muestra auténtica.

37
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EXPERIMENTO CON HONGOS

INCUBACION DE ASPERGILLUS FLAVUS CON AMBROSINA DURANTE
7 DIAS

Se incubo A. flavus en un medio liguido de extracto de malta
(DIFCO) a una temperatura de 27_+ 10C , con agitacidn constante -
de 90 oscilaciones/min; después de las primeras 24 hporas se agre-
gd al medio 40 mg de ambrosina continudndose la incubacidn duran-
te 7 dias méds. 'osteriormente se sometid a tres extracciones con
cloroformo, las fracciones clorofdrmicas se reunieron y enseguida
se secaron con sulfato de sodio anhidro, al evaporarse a seguedad
dejé un residuo blanquecino gue por cromatoplaca mostrd 5 manchas
E stos compuestos fueron separados por cromatografia en capa fina
uséndose como eluyente una mezcla de benceno-acetato de etilo -
(80:20) corrida tres veces. El compuesto menos polar se atribu-
ye como metabolito del hongo.

Debido a la minima cantidad presente de cada compuesto, sé-
lo se pudieron identificar por cromatoplaca dos compuestos: ambro

sina recuperada ( que era el compuesto mids abundante) y damsina.

INCUBACION DE FUSARIUM MONILIFORME CON AMBROSINA DURANTE
7 DIAS.

Se incubo el hongo por 24 horas en las mismas condiciones que

el experimento anterior, sdlo que esta vez se agregd 40 mg de am-
brosina.9e le hicieron tres extracciones con cloroformo, se lavd

con agua y la fase orgénica se secé con sulfato de sodio anhi-
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dro, se evapord a sequedad guedando un residuoc rojizo que por -
cromatoplaca denotd 4 compuestos, los cuales fueron separados -
por cromatografia en placa fina usando una mezcla de acetato de
etilo-benceno (20:80) corrida dos veces.

Se obtuvieron dos compuestos cristalinos que se identifica
ron comog ambrosina ( compucsto mds abundante ) y damsina, iden-
tificdndose éstos por comparacidn con muestras auténticas.

Los demds compuestos no se pudieron identificar debido a su
minima cantidad presente, siendo el compuesto menos polar un meta

bolito del hongo.

INCUBACION DE FUSARIUM MONILIFORME CON AMBROSINA DURANTE
11 DIAS. :

Se incubd el hongo en las mismas condiciones gue el experimen
to anterior, sdlo que ahora se agregd 120 mg de ambrosina y la =
incubacidén durd 11 dias; se procedid a extraerlo por el método se
guido en los experimentos anteriores, obteniéndose un residuo ro-
jizo que por cromatoplaca mostraba cuatro compuestos, los cuales
fueron separados por cromatografia en placa fina usando una mezcla
de benceno-acetato de etilo (90:10) como eluyente.

Uno de los compuestos cristalizd y se identificd como damsi-
na, obteniéndose 55 mg con un punto de fusidn de 960-1049C, se re
cristalizé en acetona-eter isopropilico obteniéndose 42 mg con un
punto de fusidn de 1069-1072C.

Los otros compuestos no se pudieron identificar ya gue se -

presentaban en una minima cantidad, excepto uno de éllos gue se
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identificd como ambrosina por comparacidn de su Rf con una --

muestra auténtica.

INCUBACION DE EUSARIUM MONILIFORME CON AMBROSINA DURANTE
18 DIAS.

La incubacidén del hongo se hizo siguiendo el mismo proce-
dimiento anterior excepto gue ahora se trabajd con 80 mg de am-
brosina y la incubacién durd 18 dias. El residuo rojizo obteni-
do después de la extraccidén con cloroformo mostraba la presencia
de cuatro compuestos, los cuales fueron separados por cromatogra
fia en placa fina usando una mezcla de benceno-acetato de etilo
(70:30) como eluyente.

Uno de los compuestos menos polares denotd ser un hidrocar-
buro por infrarrojo. La siguiente mancha mas polar en la cromatg
placa en realidad correspondia a dos compuestos, uno de los cua-
les se identificd como damsina por comparacidn de sus constantes
fisicas y por su espectro de IR, no pudiéndose identificar el -

atro.

INCUBACION DE_EUSARIUM MONILIFORME CON DAMSINA DURANTE
11 DIAS

Se incubd el hongo en las condiciones de los experimentos an
teriores. Se tratd 80 mg ﬁe damsina con este hongo durante 11 dias
obteniéndose después del proceso de extraccidn con cloroforme, un
residuo que por cromatoplaca mostraba tres compuestos principales.

Estos compuestos se separaron por cromatografia en placa fi-

na uszndo una mezcla de benceno- acetato de etilo (80:20) como -
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eluyente.
El compuesto menos polar se atribuye como metabolito del hon_
go.
Uno de los compuestos resultd cristalino ( 30mg) con un punto
de fusidn de 999- 1022C, gue se identificd como damsina por compa_
_racidn con una muestra auténtica.
El otr compuesto se obtuvo en una cantidad pegquefia pero se
pudo identificar por sus constantes fisicas como dihidrodamsina

por comparacidn con una muestra auténtica.

INCUBACION DE FUSARIUM MONILIFORME CON HISTERINA DURANTE
: 10 DIAS

Se realizd la incubacidén del hongo por el mismo procedimien
to usado en todos estos experimentos. Se tratd 120 mg de histeri
na durante 10 dias, al cabo de los cuales sa‘la hizo una extrac-
cidén con cloroformo, obteniéndose un residuo gue mostraba la pre
sencia de varios compuestos por cromatoplaca, siendo tres los -
més abundantes, éstos se separaron por cromatografia en placa fi
na usando como eluyente una mezcla de acetato de etilo-benceno
(50:50).

El compuesto menos polar se atribuye como metabolito del haon
go.El otro compuesto mads polar no de pudo identificar debido a la
cantidad presente. E1 compuesto mds polar (60mg ) correspondid a

histerina, identificada por comparacidn con una muestra auténtica.



CONCLUSIONES

Los hongos gue crecen en la planta

( Parthenium bipinnatifidum) cuando ésta

es almacenada fresca,producen modifica-
ciones en la estructura de sus sesguiter

penos caracter{sticos.

La ambrosina es transformada micro-
biolégicamente a franserina, teniendo co-

mo intermediario a la damsina.

La histerina es parcialmente degrada
da por los hongos en compuestos no identi-

ficados todavia.

L2
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