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RESUMEN

La Packera candidissima (Greene) Weber & Léve (Senecio candidissimus),
conocida popularmente como "té milagro® o "lechuguilla de la sierra", es una
especie medicinal mexicana ampliamente utilizada por los Tarahumaras y por la
poblacién no rural del Estade de Chihuahua para el tratamiento de diversos
malestares. Entre sus bondades medicinales destacan sus propiedades
antisépticas.

La investigacién de su contenido metabdlico mediante el empleo de los métodos
convencionales de extraccion, aislamiento y purificacién de los constituyentes
mayoritarios condujo a la obtencion de dos sesquiterpenos del tipo
furanoeremofilanos, los cuales fueron caracterizados como la neocadenostilona
(26) y la epineoadenostiiona (27), mediante el empleo de técnicas
espectroscaépicas contemporaneas, en especial la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN).

Por otra parte, con el objeto de determinar la potencialidad toxicolégica de esta
especie, se cuantificd el contenido alcaloideo en forma de bases libres y de N-
éxidos. En las raices, los alcaloides totales aislados representaron el 0.76% del
material vegetal seco, 44.2% de ellos en forma de bases libres y 55.8% en
forma de N-éxidos. En las partes aéreas, se encontré una menor proporcion de
alcaloides totales (0.36%), 83.03% de los cuales estuvieron en forma de N-
oxidos. La cuantificacién y la caracterizacidon de los constituyentes individuales
de estas mezclas de alcaloides se realizaron mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas, asi como por espectroscopia de RMN. Se
identificaron a la senecionina (1), la integerrimina (2), la retrorsina (3), la
usaramina (4) y la senkirkina (5). La presencia del alto contenido de alcaloides
pirrolizidinicos en la P. candidissima demostré el peligro que representa el uso

de los remedios preparados a partir de esta planta medicinal.



ABSTRACT.

A study of the hepatotoxic pyrrolizidine alkaloids (PA) contained in
Packera candidissima (Greens) Weber and Léve (Senecio candidissimus
Greene), a common Mexican medicinal plant, is reported. Analysis by TLC,
HPLC, and GC-MS have shown the presence in high levels of both PA and their
N-oxides in the roots and the aerial parts of the analyzed material. GC-MS
analysis showed the presence of senecionine (1), integerrimine (2), retrorsine
(3), and usaramine (4) in the aerial parts. The roots were found to contain
senkirkine (5) as the major component. These results indicate the harmful
potential by sustained consumption of decoctions and infusions prepared from P.
candidissima, which includes chronic hepatic veno-occlusive diseases. Users of
this herb are at high risk of intoxication, especially members of certain cultural

groups in northern Mexico and south-western United States.
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1. INTRODUCCION

E! empleo de las plantas en la alimentacion y como remedios
tradicionales para el tratamiento de numerosas enfermedades ha sobrevivido
desde tiempos inmemoriables y, recientemente, la medicina tradicional ha
adquirido un auge considerable no sélo entre los consumidores habituales, en
su mayoria en la poblacion rural de los paises del tercer mundo, sino también
entre la poblacién urbana mundial (Anon., 1989). Al mismo tiempo, estas
practicas han despertado el interés de la comunidad cientifica asi como de
personalidades publicas y organismos politicos. Las plantas se consumen
seguramente por razones diferentes en los paises industrializados del Norte que
en los paises del Sur. De tal suerte que los remedios tradicionales siguen siendo
la Unica alternativa para la mayoria de la poblacién mundial ubicada en los
paises en vias de desarrollo, debido a la escasez de recursos econdmicos y a la
mala calidad de los servicios médicos.

En los paises industrializados, una parte considerable de la poblacién
cansada de los aditivos quimicos en los alimentos manufacturados se inclina de
nuevo hacia los alimentos naturales ccnsiderados por muchos como los
alimentos necesariamente saludables. De igual manera la llamada medicina
alternativa o complementaria ha ganado en la dltima década popularidad entre
los habitantes de esas regiones. La pérdida de confianza en la préctica médica
ortodoxa, debido a la incapacidad de ésta para resolver las crecientes
expectativas medicinales y a la falta de atenciéon hacia el paciente, o a la
incapacidad de la medicina de cubrir las necesidades de éste son, entre otras,
las principales razones que explican el resurgimiento en el interés por la
medicina tradicional. El costo creciente de la atencién médica no ha contribuido

al incremento en los recursos a ese servicio, a pesar de los adelantos técnicos



adquiridos en los Lltimos afos. Cabe recordar que la industria farmacéutica es
ante todo un negocio gigantesco, cuyos parametros dinamicos, la rentabilidad y
la utilidad inmediata no siempre se reconcilian con las necesidades y
expectativas en materia de salud, ni con la investigacién bdsica en los centros
universitarios. Incluso en muchos paises industrializados, la atencién médica
sélo cubre cerca de la mitad de la poblacién (Gori y Richter, 1978; Huxtable,
1990a). Con esta realidad viva, no es sorprendente que en todos los paises se
incremente el interés por la "alimentacion sana" y por la medicina alternativa.

Las bondades de las plantas medicinales varian desde la accion directa
de sus principios activos hasta la simple estimulacién del sistema inmunolégico.
Wagner y Proksch (Wagner, 1983; Wagner y Proksch, 1985) enumeran una
docena de plantas medicinales que contienen sustancias estimulantes del
sistema inmunolégico como los aicaloides, terpenos, fenoles, quinonas, lipidos,
polisacdridos y proteinas. Es también conocido que muchas plantas contienen
sustancias farmacoldgicamente activas y, por otra parte, muchos de los
farmacos vendidos son de origen vegetal. En Estados Unidos, por ejemplo, un
25% de las prescripciones dispensadas entre 1959 y 1980 contenian principios
activos extraidos de plantas superiores (Farnsworth, 1985) y otro tanto lo
forman los productos de origen vegetal (Huxtable, 1990a).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha puesto énfasis especial
en la importancia de la medicina tradicional y, por ello, ha urgido a todos los
paises en vias de desarrollo a utilizar sus medicinas tradicionales, haciendo un
llamamiento para iniciar programas de identificacion, evaluacién, preparacién,
cultivo y conservacién de las plantas utilizadas en la medicina tradicional
(Resolucién 40-33 de la 43 Asamblea de la OMS, 1987).

Algunas investigaciones interdisciplinarias estan orientadas no sélo hacia

el descubrimiento de nuevos principios activos con usos terapéuticos



potenciales o hacia la validacién de los usos que se les confiere a las plantas,
sino también hacia la determinacién del potencial téxico de numerosas especies
vegetales de importancia medicinal.

Desafortunadamente, no todas las plantas consumidas con fines
terapéuticos o como alimentos son benéficas. Muchas plantas han resultado ser
muy téxicas, en particular las productoras de alcaloides pirrolizidinicos (AP)
pertenecientes a las familias de las Compuestas (Asteraceae), Boraginaceas y
Leguminosas. El empleo sostenido de esas plantas en la medicina tradicional se
debe en parte al efecto analgésico que producen los AP, independientemente
de cualquier otro valor terapéutico. Sin embargo, es importante mencionar que
esos alcaloides causan efectos hepatotdxicos, citotdxicos, carcinogénicos y
mutagénicos, entre otros. Ese aspecto dadino de las plantas no ha sido olvidado
por la OMS y, teniendo en cuenta la incidencia de las enfermedades hepdticas
asociadas con el consumo de plantas productoras de AP, este organismo
especializado lanzé una alerta sobre su consumo publicando en 1988 una lista
que incluye a 284 especies pertenecientes a mas de 40 diferentes géneros
(Anon., 1988) (Cuadro 1). Mds de 60 de esas especies incluidas en las tres
familias antes mencionadas son utilizadas como plantas medicinales (Penso,

1983).



Cuadro 1. Presencia de AP hepatotdxicos en la flora en general y en plantas

medicinales.
Familia Flora en general@ Plantas medicinalest
Géneros Especies Géneros Especies
Apocynaceae 2 6 - -
Asteraceae 17 157 9 30
Boraginaceae 21 72 . 10 21
Leguminosae 1 46 1 11
Ranunculaceae 1 2 - -
Scrophulariaceae 1 1 - -
Total 43 284 20 62

a Numero de géneros y especies de plantas que fueron mencionadas como productoras de AP
hepatotéxicos (Anon., 1988).
b Numero de géneros y especies de plantas que fueron mencionadas como productoras de AP

hepatot6xicos (Anon. 1988) y al mismo tiempo como plantas medicinales (Penso, 1983).

El género Senecio (Asteraceae) es la fuente principal de esos AP v,
naturalmente, es de esperar que la especie Packera candidissima (Greene)
Weber & Love (Ssenecio candidissimus) o "té milagro", una planta utilizada por la
poblacién de Chihuahua, contenga alcaloides pirrolizidinicos.

El presente trabajo estd dirigido a determinar la potencialidad toxicoldgica
de la P. candidissima mediante la cuantificacién de su contenido alcaloideo. L.os
resultados de esta investigacion constituirdn ademas un apoyo adicional de tipo

quimiotaxondmico para la clasificacién botdnica definitiva de esta especie.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL. El empleo de la Packera candidissima (Greene)
Weber & Léve (Senecio candidissimus) en la medicina tradicional, tanto por
la poblacién indigena como por la poblacion no rural del Estado de
Chihuahua, desperté el interés por realizar el estudio quimico de esta
especie. El propdsito fundamental de la presente investigacion fue
determinar el perfil quimico de su contenido metabdlico que permitiria
justificar a priori o invalidar, si éste fuera el caso, el uso de esta planta en la

medicina tradicional.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

2.2.1 Evaluar ia potencialidad toxicoldgica de la P. candidissima mediante la
cuantificacién de su contenido alcaloideo.

2.2.2 Realizar el andlisis fitoquimico de los extractos neutros y alcaloideos
obtenidos a pattir de las raices y partes aéreas de la P. candidissima.

2.2.3 Realizar la evaluacién de los extractos y sustancias aisladas como

agentes antimicrobianos y antitumorales potenciales



3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES SOBRE 1A TRIBU SENECIONEAE.

La tribu Senecioneae de la familia de las Compuestas (Asteraceae) esta
integrada desde el punto de vista taxonémico por dos subtribus.

-La subtribu Blennospermatinae la cual engloba a cuatro pegqueiios
géneros con afinidades todavia no bien esclarecidas y que estan fuera del
interés del presente trabajo.

-La subtribu Senecioninae que incluye a 86 géneros segun Nordenstam
(1977) o a 85 géneros de acuerdo con Robins (1977), la mayor parte de los
cuales provienen de los géneros anteriormente mal definidos Cacalia y Senecio.
Los complejos "senecioide" y "cacaloide” estan vagamente caracterizados por
criterios morfolégicos y citoldgicos. El complejo “cacaloide” se encuentra
distribuido en México y en el este asiatico, en tanto que el "senecioide" es
cosmopolita aunque se localiza a nivel endémico en algunas regiones como los
Andes, las Indias Occidentales y en el Africa austral y tropical (Nordenstam,
1977).

La mayor parte de las 1500 especies que integran el género Senecio esta
definida en base a estudios citolégicos, siendo el parametro utilizado el nimero
de cromosomas del propio Senecio (n = 10), o multiplos de este nimero (n = 20,
30,...). Sin embargo, se han encontrado alteraciones en este nimero bdsico,
particularmente en Norte y Centro América, donde varias especies de Senecio
se han distinguido por la presencia de 23 cromosomas (Nordenstam, 1977;
Barkiey, 1978, 1986). Estas alteraciones se relacionan con tendencias
morfolégicas conducentes al establecimiento de una segunda clasificacion. De
esta manera, con base al nimero de cromosomas X = 8, 51 especies

anteriormente incluidas en el género Senecio han sido separadas e incluidas



dentro del género Packera (Weber y Léve, 1981). Por lo tanto, Senecio
candidissimus es sinonimia de Packera candidissima. La transferencia de estas
especies se basd en razonables evidencias morfoiégicas descritas por Barkely
(1978) y en evidencias citolégicas confirmadas para muchas de estas especles
por los estudios realizados por varios autores (Turner et al., 1962; Wiens y
Halleck, 1962; Ornduff et al., 1963; Palmblad, 1965; Taylor y Brockman, 1966;
Ornduff et al.,, 1967; Johnson y Packer, 1968; Taylor y Mulligan, 1968; Lee,
1969; Packer, 1972; Love y Love, 1976; Weber y Love, 1981).

Un tercer criterio utilizado en la taxonomia de esta subtribu lo constituye
el perfil quimico del contenido metabdlico de estas especies. Asi por ejemplo, &l
género Adenostyles ha sido clasificado por varios autores en la tribu
Eupatorieae. Sin embargo, su perfil quimico (Harmatha et al., 1969) se ajusto en
un mayor grado al contenido metabdlico caracteristico de la tribu Senecioneae.
Otro ejemplo relacionado con la quimiotaxonomia de la tribu Senecioneae lo
proporciona la investigacion quimica de las partes aéreas de Werneria decora,
una especie utilizada en la medicina folclérica sub-americana para el tratamiento
de la hipertensién y los desdrdenes digestivos (Loc de Ugaz et al., 1990). El
objetivo de esa investigacién fue verificar el contenido metabdlico para confirmar
la inclusion del género Werneria (40 especies) dentro de la tribu Senecioneae.
Esta investigacién condujo al aislamiento de dos diterpenos con esqueleto de
kaureno y de dos alcaloides pirrolizidinicos, los N-6xidos de la retrorsina y de la
retronecina. La presencia de un alto contenido alcaloideo en esta especie
constituyd el argumento que apoyd la clasificacién de esta especie en la tribu

Senecioneas (Lock de Ugaz et al., 1990) (Figura 1).



HO, ,CHyOH
N (o}
(o]
1.- R= COOH, A16(17) N-éxido de la retrorsina N-éxido de la
(acido (-)-kaur-16-en- retronecina

19-0ico)
2.~ R=CHg, 16-a0-OH

{(kauran-16-a-ol)

Figura 1. Metabolitos secundarios aislados de Werneria decora (Asteraceae).

3.2 PERFIL QUIMICO DEL GENERO SENECIO.

Los metabolitos secundarios encontrados en la tribu Senecioneae son
totalmente diferentes de los de otras tribus incluidas en la familia Asteraceae. Se
han estudiado més de 16 géneros y 250 especies de las 3,000 que integran la
tribu. Un gran nidmero de las especies investigadas sintetizan alcaloides
pirrolizidinicos, los cuales tienen estructuras bésicas variadas. Cabe mencionar
que en la familia de las Compuestas, a parte del género Senecio sélo se ha
encontrado ese tipo de alcaloides en cinco especies de la tribu Eupatoriacsae y
recientemente se aisl6 la senkirkina (5) a partir de Chersodoma jodopappa (Sch.
Bip.) Cabr., investigacion que constituye el primer reporte de AP en este género
incluido en la tribu Senecicneae (Morales et al., 1986). Sin embargo, los AP se

han encontrado en un amplio nimero de plantas pertenecientes a familias



taxonémicamente distantes. Las familias Boraginaceae, Asteraceae Yy
Leguminosae son las fuentes mas comunes aunque han sido aislados también
de algunas especies de las familias Apocynaceae, Ranunculaceae,
Scrophulariaceae y Gramineae.

El segundo rasgo quimiotaxondmico mds importante de fla tribu
Senecioneae es la presencia de sesquiterpenos con el esqueleto de eremofilano

(Figura 2, Estructura 1) y furanoeremofilano (Figura 2, Estructura 2).
9

Estructura 1 Estructura 2

Figura 2. Esqueletos basicos de los sesquiterpenos caracteristicos de la tribu

Senecioneas.

Estas estructuras basicas presentan un gran nimero de variaciones las
cuales incluyen:
a) Oxidaciones para introducir funciones OH, cetona, epdxido.
b) Oxidacién de metilos para dar COOH.
c) Formacién de lactonas (eremofilandlidas).
d) Esterificacion de los OH por AcOH o por dcidos alifaticos saturados o
insaturados con cuatro atomos de carbono (isobutiroilo} o cinco atomos de

carbono (senecioilo, tigloilo y angeloilo) (Figura 3).
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Isobutiroilo Senecioilo Tigloilo Angeloilo
Figura 3. Acilos alifaticos presentes en los sesquiterpenos aislados de la tribu

Senecioneae.

Es importante mencionar que los eremofilanos y furanoeremofilanos no
se distribuyen en ninguna otra tribu de la familia Asteraceae.

Dado que el género Senecio es el prototipo de la tribu Senecioneas, su
contenido metabdlico define el perfil quimico del género Packera y de otros

géneros filogenéticamente relacionados como Cacalia.

3.3 ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS.

La mayor parte de los AP son ésteres de 1-hidroximetil- pirrolizidinas
frecuentemente hidroxiladas en diversas posiciones siendo el carbono 7 la més
frecuente. Son conocidos por sus nombres triviales derivados de las plantas que
les dan origen. El nlcleo bdsico de aminoalcohol recibe el nombre de necina en
tanto que la porcién dcido se conoce como dcido nécico. Las necinas estan
esterificadas por uno o dos acidos carboxilicos o por un dcido dicarboxilico para
formar un macrdlido de 11 é 12 miembros. Los macrdlidos mds frecuentes en el
género Senecio son la senecionina (1), la retrarsina (3) y la senecifilina (6)

(Figura 4) (Robins, 1977).
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(1) R1=R3=CHa, Ro=H (Senecionina)
(3) R1=CHoOH,Rz=H, R3=CHg3 (Reirorsina)
(6) R1=R3=CHg, Ro=H,A13(19) (Senecifilina)

Figura 4. Alcaloides mas frecuentes en el género Senecio.

La necina m&s frecuente en toda la tribu es la retronecina (7),
generalmente acompanada de la otonecina (8). La hastanecina (8), la
macronecina (10) y la rosmarinecina (11) sdlo se han encontrado en el género

Senecio (Figura 5).

OH OH OH
OH H r OHO OH H
D CO
N I;J N
Me

(7) (8) (9)
OH OH
H
OH - 1OH
N
(10) (11)

Figura 5. Necinas mas frecuentes en el género Senecio.
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Tanto las necinas como los dcidos nécicos han sido aislados como
productos naturales y también representan evidentemente los productos de
hidrdlisis de los macrélidos.

Las necinas no esterificadas se extraen con poca frecuencia de fuentes
naturales. Culvenor y Smith (1957) obtuvieron la isatinecina (el N-éxido de la
retronecina) a partir de las semillas de Crotolaria retusa. Posteriormente se
aislaron otras necinas como productos naturales (Birecka et al., 1983). Los AP
cuyas necinas son saturadas son mas frecuentes en la familia de las
Graminaceas. Los AP existen en forma de bases libres y sus correspondientes
N-éxidos. Las especies de Ligularia no sintetizan N-Oxidos, caracteristica
biosintética que ha sido utilizada como criterio quimiotaxonémico relevante para
descartar estas especies de! género Senecio donde los N-6xidos son comunes

(Klasek et al., 1971).

3.4 PERFIL QUIMICO DEL GENERO PACKERA.

A la fecha cinco especies de Packera incluyendo los resuitados de la
presente investigacién de la Packera candidissima, han sido analizadas desde
un punto de vista quimico. Los objetivos de las investigaciones lievadas a cabo
en cada especie fueron diferentes, lo cual se reflejé en el contenido metabdlico
encontrado en las cinco especies.

El estudio de las parles aéreas de Packera clevelandii (Senecio
clevelandii) realizado por Bohiman y colaboradores (1981) condujo al
aislamiento de lactonas monoterpénicas, una de ellas con una cadena
acetilénica, asf{ como de quinonas y sus derivados. En esta investigacion
orientada hacia la btsqueda de sesquiterpenos, no se encontraron

furanoceremofilanos (Figura 6). Estos compuestos constituyeron un apoyo para
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la ubicacién de esta especie en el llamado grupo Eurosenecioide (Bohiman et
al., 1979).

El primer estudio quimico de la Packera multilobata (Senecio
multilobatus) fue realizado por McCoy y Colaboradores en 1983. Ese estudio
consisti6 en analizar el contenido alcaloideo de esta especie que fue
responsable en 1982, conjuntamente con la especie Cynoglossum officinale de
la familia de las Boraginaceas, de la muerte en el ganado equino en Colorado.
El empleo de la espectrometria de masas por ionizaciéon quimica permitié
identificar la senecionina (1) (Figura 4) como el componente alcaloideo

mayoritario en esta especie.

HO, j,—coz,Fa HO, i—cozﬂ
o) o

1) R=CHg
O (@]
> 0
/ (o] o] \ /
| | ©
Figura 6. Quinonas y lactonas aisladas de P. clevelandii.

El andlisis quimico de la fraccidn alcaloidea preparada de Packera
anonyma (Senecio anonymus) permitié aislar 10 AP (Zalkow et al, 1988), y

también de esta especie se aislo el éster etilico de la jacaranona particularmente
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citotoxica (Gelbaun et al., 1982), (Ester quindlico 1 de la Figura 6). Cuatro de
esos macrdlidos de 12 miembros (compuestos 1-4) fueron ésteres de la

retronecina (7) en tanto que otros 6 resultaron ser ésteres de ia otonecina (8).

B2 o, Ry

(1) R1=R3=CHg, Ro=H (Senecionina)
(2) R4=Rp=CHg, Ra=H (Integerrimina)
(3) R4=CHpOH,Rp=H, Ra=CHz (Retrorsina)
(4) Rq=CH2OH,Rp=CHg, Ra=H (Usaramina)

Figura 7. Alcaloides aislados de P. anonyma.

El estudio quimico de las partes aéreas y de las raices de la Packera
toluccana (Senecio toluccanus DC. var. modestus) permitié aislar las
eremofilandlidas de la Figura 8. Cuatro de ellas (compuestos 1a, 1c-e)

resultaron ser nuevos metabolitos secundarios (Pérez et al., 1991).
Ry 1a Rq=Rp=R3=H
e 1b R1=0OCHS3, R2=R3=H
O 1c¢ Ry=0CH2CH3, Rp=R3=H
== 1d Ry=0H, Ro=R3=H
Rg 1e R{=0H, Ro=H, Rag=OAc
ORy 1t Rq=Ra=H, Ro=Ac
1g Ry=0Ac, Rp=Ac, Rz=H

H R
0 O orle]
(0] O
OH o

Figura 8. Sesquiterpenos aislados de P. toluccana.
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3.5 TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS.

El aspecto més importante de las especies medicinales incluidas en el
género Senecio esta asociado con la alta toxicidad demostrada por los AP
presentes en los tés o infusiones preparados a partir de ellas. Esta toxicidad se
manifiesta principalmente en efectos hepatotdxiccs aunque han sido reportados
también sus efectos citotdxicos, mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos,
entre otros. Se ha demostrado que los AP hepatotdxicos son los ésteres o las
necinas que contienen el doble enlace en las posiciones 1, 2 (alcaloides
pirrolizidinicos insaturados). Mientras, existe cierta disputa en cuanto a la
toxicidad de los N-Oxidos (Huxtable, 1980); estos metabolitos son
probablemente tan téxicos como las bases libres correspondientes (Mohabbat et
al., 1976) y pueden jugar un papel en la incidencia de otros efectos téxicos
provocados por plantas medicinales (Mattocks y White, 1971a, b).

Experimentos realizados en animales han revelado la estrecha relacién
existente entre la citotoxicidad de los AP y su metabolismo. Se ha demostrado
que esa toxicidad se debe a los metabolitos y no a los mismos alcaloides
aislados de fuentes naturales. Las evidencias que sostienen esas afirmaciones
son las siguientes (Mattocks, 1986a).

1. Los AP no tienen efecto tdxico local cuando son aplicados en la piel, ni
en el sitio de inyeccién.

2. Los AP no dafian ciertos organismos como las mariposas y sus larvas;
éstos son capaces de acumular grandes cantidades de esos metabolitos.

3. El higado resulta ser el principal érgano dafado, independientemente

de la via de administracion; los AP se metabolizan en el higado.
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4. La susceptibilidad de los animales de experimento varia en funcién de
los tratamientos previos, 1os cuales pueden modificar la actividad de las enzimas
metabdlicas.

5. La estimulacion de las enzimas microsomales del higado por el
pretratamiento con fencbarbital incrementa la susceptibilidad de los animales a
los AP, debido a una aceleracién de las rutas metabdlicas para la formacién de
los metabolitos téxicos (Mattocks y White, 1973; White et al., 1973).

6. Los AP son més bien inertes frente a los constituyentes de las células
en condiciones fisiolégicas. En cambio, los metabolitos formados a partir de
ellos son altamente reactivos y mas toxicos.

En el organismo, los AP siguen diversas vias de metabolismo o
disponibilidad y sus efectos bioldgicos dependen del balance de de cada una de
ellas. Las principales rutas metabdlicas consisten en Ila hidrélisis enzimatica de
los ésteres, la conversion de los AP a sus correspondientes N-6xidos y la
deshidrogenacién para formar derivados pirrdlicos (dihidropirrolizinas). Las dos
primeras se consideran como mecanismos de desintoxicacion (Mattocks y
White, 1971a; Chesney et al., 1974b). En tanto la formacién de pirroles se
asocia con la toxicidad de los AP. '

La deshidrogenacion y la N-oxidacion se realizan mediante enzimas
similares pertenecientes al sistema microsomal hepdtico y los dos tipos de
metaboiitos se producen simultaneamente en diterentes proporciones
dependiendo de los factores estéricos en los sustratos (Mattocks y White,
1971a) (Figura 9).

Los N-6xidos no se metabolizan a pirroles por dichas enzimas. Esos
compuestos son hidrosolubles y tienden a excretarse. Sin embargo, las enzimas

de la flora intestinal catalizan su reduccién a bases libres (Mattocks, 1968a;
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Jago et al, 1970; Lanigan, 1970; Mattocks, 1972b; Powis et al., 1979; Powis y
Wincentsen, 1980).
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Dihidropirrolizina
(metabolito téxico
primario)
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l

Otros posibles
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Figura 9. Rutas metabdlicas que conducen a la activacion o a la desintoxicacién

de los AP hepatotoxicos.
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La citotoxicidad de los pirroles estd asociada con su gran reactividad,
misma que los convierte en agentes alquilantes de los constituyentes quimicos
de los tejidos, tales como las proteinas y los acidos nucléicos. Los grupos
nucleofilicos de esas macromoléculas, como el sulfhidrilo, reaccionan con los
nicleos pirrdlicos producidos en el metabolismo de los AP; esos metabolitos
forman iones carbonio incipientes suceptibles de sufrir ataques nucleofilicos en
sus posiciones 7 y 9 y quizds en otras posiciones (Mattocks, 1968a, b; Huxtable,

1990b) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de accidn de los pirroles con los grupos nucleofilicos (X~

Y-) de las moléculas biolégicas.

La conjugacion del anillo pirrdlico con el grupo éster es un factor
determinante en el poder alquilante y por lo tanto en la citotoxicidad de esos

metabolitos. Asi por ejemplo, Mattocks y White (1871a, b) encontraron que la
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rosmarinina (17) administrada a ratas se metabolizaba para dar el monoéster
18, cuyo grupo éster no estd conjugado con el nitrégeno, por lo tanto el

metabolito producido no podia actuar como agente alquilante (Figura 11).

HO_Me HO Me
Me X o Me X °©
0] (0]
0™ 0O enzima 0~ "OH
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OH / OH
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(17) 18

Figura 11. Metabolismo de la rosmarinina (17) administrada a ratas.

3.6 PIRROLES EN OTROS TEJIDOS.

Aungue el metabolismo de los AP a pirrcles ocurre casi exclusivamente
en el higado, se han encontrado estos metabolitos en pequefias cantidades en
los pulmones, en los rifiones y en el bazo de animales de laboratorio (Mattocks,
1972b). Sin embargo, se reportaron numeroscs casos de bronconeumonia y
varios decesos debidos a ese padecimiento provocado por la ingestién de AP
(Hill et al., 1951; Heath et al.,, 1975; McGee, 1976; Stillman y Huxtable, 1977;
Fox et al., 1978).

3.7 EFECTOS DE LOS AP EN HUMANOS.

Las plantas que sintetizan AP se encuentran en todo el mundo. De ellas
las que crecen en las regiones calientes contienen una mayor cantidad de esos
metabolitos secundarios. Estas plantas se consumen deliberada o

inconscientemente por las poblaciones, ya sea como alimentos o como



20

remedios. Los cereales consumidos por humanos como el trigo, asi como los
pastos utilizados como forraje estdn muchas veces contaminados por esas
malas hierbas. Se han reportado muchos casos de envenenamiento de
humanos y del ganado por el consumo de esas plantas pertenecientes a las
familias Asteraceae, Leguminosae y Boraginaceae que tienen en comun la
presencia de los AP, a tal grado que constituye un verdadero problema de salud

en muchas dreas del mundo, particularmente en Africa, Centro y Sudamérica.

3.7.1 COMO ALIMENTOS.

En 1972 Rose describié 35 plantas pertenecientes al género Senecio, 15
de las cuales se usan como espinacas en Sudafrica, incluyendo al Senecio
burchellii y al S. inaequidens. En esta ultima especie se identificaron 19
alcaloides pirrolizidinicos, incluyendo a la senecionina (1), la integerrimina (2), la
retrorsina (3) la usaramina (4) y la senkirkina (5) (Figura 7) cuya toxicidad es
ampliamente conocida (Zalkow et al., 1988; Bicchi et al., 1989a).

Aunque los alcaloides presentes en S. burchellii no se conocen, la planta
dafna el higado de ratas y es un contaminante del trigo (Willmot y Robertson,
1920). Las especies de leguminosas Crotolaria juncea y C. retusa, con una
amplia reputacion toxica por la presencia de la monacrotalina (20) (Figura 11),
se utilizan como verduras en la alimentacién humana en la India. Las semillas
de C. mucronata tostadas, y alin con AP, se emplean como sustitutos del café
en Indonesia. Petasites japonicus, reconocido como un potente agente

carcinogénico en ratas, se consume en Japén como alimento.

3.7.2 COMO CONTAMINANTES DE ALIMENTOS.
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3.7.2 COMO CONTAMINANTES DE ALIMENTOS.

Varias especies de malas hierbas pertenecientes a los géneros de
Senecio, Heliotropium y Crotolaria son cosechadas conjuntamente con los
cereales y consumidas. La leche obtenida de animales alimentados con esas
malas hierbas, la miel producida por absejas alimentadas a partir del nectar de S.
jacobaea se encuentran entre los alimentos mas frecuentemente contaminados
por los AP (Dickinson et al., 1976; Miranda et al,, 1981; Luthy et al., 1981;
Deinzer et al.,, 1982). Sin embargo, no se conocen casos de envenenamiento de
humanos por la ingetion de leche contaminada por los AP, debido

probablemente a la baja concentracién de esos alcaloides.

3.7.3 LOS AP EN LOS REMEDIOS TRADICIONALES.

E! origen botanico y los efectos medicinales de las plantas amorfas
vendidas en los mercados son generalmente desconocidos. La informacién
acerca de ese material vegetal no es disponible o es escasa debido al secreto
que existe en torno a la medicina folkldrica. Muchas veces diferentes nombres
se utilizan en diferentes localidades o diferentes plantas se conocen con el
mismo nombre (Coady, 1973). Schoental (1968) recopilé mas de una docena de
nombres locales para la especie Heliotropium indicum, ampliamente utilizado
para tratar heridas, mordeduras de serpientes e incluso para prevenir €l aborto y
al mismo tiempo como abortivo. De acuerdo a Schoental esta especie en su
conjunto es mas téxica que su alcaloide mayoritario, la indicina (22). Schoental y
Pullinger (1972) encontraron que muchas especies de los géneros Senecio,
Crotolaria y Cynoglossum, entre otras, se emplean en la medicina tradicional del
Africa oriental pero la mayor parte de los AP contenidos en ellas carecen de

valor terapeéutico (Figura 12).
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Figura 12. Dos AP frecuentemente presentes en los remedios tradicionales.

3.7.4 LOS AP COMO FARMACOS.

La actividad citotoxica y antimitdtica de varios AP ha impulsado a los
cientificos a promover investigaciones dirigidas a encontrar el uso de esos
alcaloides como agentes anticancerigenos. Alcaloides naturales y andlogos
sintéticos han sido probados en varias lineas celulares. La senecionina (1) y su
N-6xido mostraron actividad contra el tumor de Walker 256 (Kupchan vy
Suffness, 1967). La monocrotalina (20) fue activa contra el adenocarcinoma 755
en ratas (Kupchan et al., 1964). Los extractos del S. tenuifolius que contienen la
senkirkina (5) y la senecionina, entre otros aicaloides, han mostrado una buena
actividad contra la leucemia linfoide L-1210 en ratas. A la fecha sélo un AP, el
N-éxido de la indicina (23) ha sido llevado a nivel clinico para tratar una
leucemia aguda avanzada. Sélo dos de los diez pacientes fueron totaimente
curados de su padecimiento original, pero al mismo tiempo desarrollaron los
efectos toxicos conocidos para estos productos. Estos efectos limitan
sumamente el uso terapéutico de los AP (Kovach et al.,, 1979). Sin embargo,
ese metabolito extraldo de Heliotropium indicum fue seleccionado por el Instituto

Nacional del Cancer (Estados Unidos) como agente antitumaral a nivel clinico.
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Posteriormente, se realizaron varios estudios de citotoxicidad de otros AP
en otras lineas celulares entre los que destacan los ensayos realizados in vitro
por Zalkow y colaboradores (1988) contra el rabdomiosarcoma humano A-204
utilizando como estandar el N-éxido de la indicina. Todos los AP probados (los
alcaloides de la Packera anonyma, Figura 7) fueron mas cilotéxicos que el
estandar (Cuadro 2).

N-déxido de la indicina

Cuadro 2. Citotoxicidad de algunos AP contra el rabdomiosarcoma A-204 in

vitro.
Compuesto Senecionina | integerrimi- | Retrorsina | Senkirkina | N-6xido de
na la Indicina
Base libre
ICs0 (ng/mi) 150+6 120+6 120+5 26020
N-éxido
ICs0 (ng/mi) 1506 — 44020
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3.8 ENVENENAMIENTO DE HUMANOS POR LOS AP.

3.8.1 ALGUNOS CASOS DESCRITOS.

Numerosos informes sobre envenenamiento de humanos provocados por
los AP se han descrito en todo el mundo. Sin embargo, como lo reconocen
Stillman y colaboradores (1977), esos casos representan sélo una infima parte
de las personas afectadas, debido a que los curanderos tradicionales no estan
familiarizados con este tipo de envenenamiento y ademés los efectos
observados son generalmente atribuidos a otras causas. L.os primeros reportes
de envenenamiento por los AP fueron hechos por Willmot y Robertson (1920)
quienes diagnosticaron una enfermedad aparecida entre la poblacién pobre de
la provincia del Cabo, en Sudéfrica. Esta enfermedad a la cual denominaron con
el nombre de la "enfermedad del Senecio" se debié al consumo de pan
contaminado con malas hierbas. Muchos de los consumidores murieron de 14
dias a dos anos depués de iniciarse los sintomas clinicos. Posteriormente, las
dos malas hierbas que fueron cosechadas conjuntamente con el trigo fueron
identificadas como Senecio ilicifolius y S. burchellii,

Selzer y Parker (1951) describieron 12 casos clinicos similares en Cape
Town, 6 de los cuales resultaron fatales debido a los dafnos hepéticos causados
por los AP.

Un malestar agudo caracterizado por la oclusién de las venas hepaticas
fue descrito por Bras y colaboradores (Bras et al.,, 1954; Bras y Hill, 1956) en
Jamaica. Se reconocié que el consumo de los tés preparados a partir de
Crotolaria fulva conducia a una oclusion de las venas central y sublobular del
higado, su obturaciéon y la aparicion de ascitis, conocido también como

hidroperitoneum, una acumulacién anormal de suero en la cavidad abdominal,
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todo lo cual ocasiond la muerte de varias pacientes. Los sobrevivientes
temporales desarrollaron una cirrosis hepética.

En 1963, Gupta y colaboradores diagnosticaron dos casos de oclusion de
venas hepaticas en la India; los pacientes habian ingerido hierbas medicinales
cuyo contenido era desconocido.

Numerosos casos de envenenamientos provocados por AP se han
descritc en afios posteriores (Tandon et al., 1976; Siddiki et al, 1978a, b;
Kumana et al., 1985; Culvenor et al.,, 1986; De Payer y Schindler, 1987; Anon.
1988; Bach et al., 1989). El mayor caso de envenenamiento por los AP ocurrié
en Afganistdn en 1974 (Mohabbat et al., 1976; Tandon et al.,, 1978). 35,000
habitantes de 98 pueblos ubicados en dreas remotas del Noroeste de aquel pais
fueron afectados por el consumo del pan local contaminado por las semillas de
Heliotropium popovii, subsp. gallianum H. Ried!, las cuales contenian mas de
1.49% de AP tdxicos principaimente el N-dxido de la heliotrina (24). Los casos
‘fatales se registraron de 3-9 meses después del inicio de los sintomas. Este
alcaloide fue también responsable de la muerte de varias personas en la India;

.una de ellas fue especiaimente sensible debido a un pretratamiento con
fenobarbital, el cual acelera la activacién de los AP a sus metabolitos toxicos
(Mattocks y White 1971a; Matocks, 1972b).

En Escocia, en 1976, una mujer de 26 afos desarrolld oclusiones
hepaticas severas y fallecié debido al consumo sostenido durante dos afos de
grandes cantidades del té conocido como "maté" o té de Paraguay, adquirido en
los almacenes de alimentos naturistas. Cabe mencionar que ese té ampliamente
consumido en varios estados de Sudamérica se obtiene por la infusion de varias
especies de llex, especialmente de llex paraguaensis, las cuales no sintetizan
AP. Sin embargo, mediante andlisis de una muestra por CG y espectrometria de

masas se puso en evidencia la presencia de AP en ia infusion. Posteriormente,
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se determind que los AP presentes en el té maté se debian a la presencia del
Senecio grisebachii, particularmente rico en el alcaloide retrorsina (3) (McGee et
al., 1976).

En el Estado de Arizona (Estados Unidos) muchos casos ds
envenenamiento por AP, principaimente entre la poblacion infantii de
inmigrantes mexicanos, fueron reportados debido al consumo del té de
"gordolobo” (Stillman et al., 1977; Fox et al., 1978). Para la preparaciéon de ese
té, se emplea normalmente a la planta inofensiva Gnaphalium macounii. Sin
embargo, debido nuevamente a errores de identificacion, a menudo el Senecio
longilobus (S. douglasi) muy parecido al G. macounii es colectado y consumido
en su lugar. Cabe destacar que el S. fongilobus contiene desde el 1.3%
(Huxtable et al., 1977) hasta un 18 % en peso seco de AP (Johson et al., 1985),
incluyendo a la riddeliina (25) y ai N-6xido de la retrorsina (Huxtable, 1980a).
Ese té es también tomado en México y otros paises, incluyendo el suroeste de

- Estados-Unidos, donde varios grupos étnicos, particularmente los Navajos y
Hopis (Moerman, 1977), lo consumen para aliviar los sintomas de la gripa
(Huxtable, 1989).

El “"suculento" extracto preparado a partir de S. cineraria (cineraria
‘maritima), que contiene entre otros alcaloides a la senecionina (1), se usé
durante varios anos (antes de ser retirado del Physician's Desk Reference en
1987) con la aprobacién de la FDA (Food and Drug Administration) como
aplicacién local en el cjo para aumentar la circulacion en los tejidos intra-
oculares y el metabolismo normal, dos funciones tan esenciales para la
fisiologia normal de este 6rgano.

Por otra parte, la especie Senecio monoensis es un té de uso comin
entre los Seris de Sonora (Felger y Moser, 1974), entre tanto el S. aureus, el

cual contiene AP hepatotoxicos, es empleado en Estados Unidos como
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ayuda"completamente sana" para desérdenes ginecoldgicos (Huxtable, 1989).
La misma planta se cultiva en Rusia y sus extractos se expenden en forma de

ampolietas (Hutchens, 1983).

3.8.2 ASPECTOS CLINICOS Y PATOLOGICOS.

La “"enfermedad del Senecio" generalmente no se advierte hasta
transcurridos varios dias después de haber consumido los AP. Los primeros
sintomas consisten de nauseas, dolores de estémago, ascitis acompafado de
una dilatacién de las venas del abdomen vy fiebre (Selzer y Parker, 1951;
McLean, 1970; Stillman et al., 1977; McLean y Mathocks, 1980). Aunque los
mayores efectos de los AP se manifiestan en el higado obstruyendo las venas
hepaticas y dilatando el higado, los pulmones desarrollan también edemas (Fox
et al., 1978). El malestar agudo persiste si la ingestién de pequefas cantidades
de AP se realiza durante periodos prolongados. Esto conduce al estado crénico
caracterizado por una fibrosis en el higado, la cual se convierte en una cirrosis
indistinguible de cualquier otro tipo de cirrosis (Bras y Hill, 1956). De esta forma,
el diagndstico resulta dificil y raras veces la enfermedad se asocia con el
consumo de AP. La "enfermedad del Senecio’ ha sido a menudo confundida
con la hepatitis viral (Datta et al.,, 1978) y con la encefalohepatitis, enfermedad
conocida también como sindrome de Reye, a causa de los sintomas
neurolégicos que produce (Fox et al., 1978).

Desde el punto de vista patoldgico, se establecié que los metabolitos
producidos en el higado dafan las células parenquimales hepdticas (McLean,
1970, 1974, Tandon et al., 1978}, causando una megalocitosis caracterizada por
la presencia de células anormales gitantes (Stuart y Bras, 1955; Schoental y

Magee, 1959; MclLean y Mattocks, 1980).
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3.9 ANALISIS DE LOS AP.

La deteccion analitica de los alcaloides téxicos constituye un importante
objetivo para la determinacion del potencial téxico de plantas. Varias técnicas de
andlisis han sido utilizadas para la deteccién y cuantificacién de mezclas de
alcaloides pirrolizidinicos. El empleo de fa cromatografia en capa fina permitié
resolver mezclas complejas de AP. Sin embargo, los factores como el espesor
de la fase estacionaria, el grado de saturacidon de las cdmaras y la temperatura
ambiente, entre otros, limitan la reproducibilidad de los factores de retencién.
Ademds, muchas veces diferentes alcaloides tienen el mismo valor de Rf, todo
lo cual limita el empleo de este método en la deteccién e identificacién de los
AP. Entre los reactivos empleados para la visualizacion de esos metabolitos,
destacan el cloranilo (Huizing et al., 1980), vapores de yodo y el reactivo de
Ehrlich (Culvenor et al, 1970b). Sdlo este dltimo es especifico para AP
insaturados. Los pirroles producidos a partir de éstos reaccionan con el reactivo
de Ehrlich para dar el complejo coloreado de la Figura 13 (véase Cuadro 3)
(Mattocks, 1986b).

Ry R2
—
N/ e
N+
\
Me

Figura 13. Complejo formado entre un pirrol y el reactivo de Ehrlich.

Posteriormente se desarrollaron técnicas instrumentales para separar
mezclas de AP e identificar sus constituyentes. De esta manera, la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) ha sido la técnica analitica

utilizada para separar las mezclas de alcaloides de numerosas especies de
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Senecio (Qualls y Segall, 1978; Segall y Krick, 1979; Segall, 1979; Dimenna et
al., 1980; Ramsdell y Buhler, 1981; Huizing y Malingré, 1981; Wagner et al.,
1981; Niwa et al., 1983; Pieters y Vlietinck, 1986). Otro ejemplo de las técnicas
de andlisis utilizadas es el empleo de la cromatografia de gases acoplada con la
espectrometria de masas (CG-EM). La aplicacion de esta secuencia
instrumental permitié recientemente identificar la presencia de 19 constituyentes
pirrolizidinicos en el S. inaequidens (Bicchi et al,, 1989a), una planta nativa de
Suda4frica que constituye hoy dia una de las malas hierbas mas difundidas en
Italia. La CG también ha tenido amplio uso en la caracterizaciéon de AP
(Hawthorne et al., 1987; Bicchi et al., 1985, 1989a ,b, 1991; Janda et al., 1989;
Onuska y Terry, 1989). Para la identificacion y cuantificacion de los AP se
emplean ademds la RMN de 'H y 13C. El empleo de esta métodologia
instrumental permitié cuantificar los AP presentes en S. vernalis, empleando

como referencia interna al p-dinitrobenceno (Pieters et al.,1989).

3.10. GENERALIDADES SOBRE PACKERA CANDIDISSIMA-ASPECTOS
ETNOBOTANICOS.

La Packera candidissima es una hierba perenne perteneciente a la familia
de las Compuestas (Asteraceas), cuya distribucién se limita exclusivamente a
las montafias centrales de la Sierra Tarahumara en el estado de Chihuahua.
Esta especie es ampliamente utilizada por los Indios Tarahumaras quienes la
laman con el nombre de “chukaka“. También se vende en los mercados de
plantas locales como "lechuguilla de la sierra" o "té milagro". El "té milagro" es
utilizade en la medicina tradicional con multiples propdsitos, principalmente
como antiséptico. Las rafces y las hojas de la planta se aplican en forma de

cataplasmas para el tratamiento de ulceras y heridas de la piel (Thord- Gray,
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1955; Pennington, 1963). Las infusiones se utilizan contra la diabetes, los
dolores del rifién y de la vagina (Bye, 1985, 1986). La planta seca y pulverizada
es mezclada con poca agua para tratar las heridas, ampollas y Ulceras, o
mezclada con mas agua se utiliza como bafio medicinal (Bennstt y Zingg, 1935;
Thord-Gray, 1955). La planta fresca se mezcla con aceite de oliva para formar
un cataplasma que se aplica varias veces al dia en ampollas, tumores e
infecciones (Von Reis Altschul, 1973). La raiz se aplica en las caries dentales
para el alivio del dolor de muelas y para el tratamiento de los abscesos dentales
(Bye, 1986). La decoccion en caliente y la infusién de las hojas se emplean en el
tratamiento de las heridas, las Ulceras y las enfermedades venéreas. Preparado
como té con "3 dedos" de hierba por litro de agua se toma sdlo 0 en compuesto
como agua de tiempo contra la diabetes, el dolor de los rifiones y para
problemas de la préstata. En este tltimo

caso, el material vegstal aéreo se combina con cola de caballo y barba de elote.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1  TECNICAS ANALITICAS.

4.1.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES.

Los espectros de ultravioleta se obtuvieron en un espectrofotémstro
Beckman Du-7. Los espectros de infrarrojo se registraron en un
espectrofotémetro Perkin-Eimer 599B en CHClg3. Los espectros de RMN de TH y
de 13C se generaron en un aparato Varian VXR-300S, utilizando CDCl3 o
MeOH como disolventes y TMS ( =0 ppm) como referencia interna. La rotacién
Optica se midié en un polarimetro Perkin-Elmer 241.

Las cromatografias en columna se realizaron sobre gel de silice 60
Merck, granulos de 0.2-0.5 mm y granulos de 0.063-0.2 mm. Se utilizaron
cromatoplacas cubiertas de gel de silice 60-Fp54 (Merck) para los andlisis y las

purificaciones a nivel preparativo en cromatografia en capa fina (ccf).

4.1.2 ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROME-

TRIA DE MASAS-CONDICIONES INSTRUMENTALES.

Los espectros de masas y los cromatogramas de gases se obtuvieron en
un espectrometro de masas cuadrupolar Hewlett-Packard 5985B conectado a
un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 5840. En este andlisis se utilizé una
columna de metilsilicédn de 25 mm de longitud y 0.23 mm de didmetro. E! flujo
del gas acarreador (He) fue de 1 mi x min-1; el programa de temperatura se
ajustd en el rango de 150-280 “C, con una velocidad de calentamiento de 10" x
min-1. Cada uno de los espectros de masas se midié por un segundo con un
voltaje de ionizacién de 70 eV y con una temperatura de la fuente idnica de

260°C. Los espectros obtenidos por ionizacion quimica se registraron utilizando
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amoniaco, con un voltaje de ionizacion de 90 eV. La temperatura de la fuente

iénica fue de 150°C.

4.1.3 ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA

RESOLUCION (HPLC). CONDICIONES INSTRUMENTALES.

E! analisis por HPLC de las mezclas de alcaloides se efectué en un
aparato ISCO modelo 2350 en el cual se utilizaron una columna analitica de
fase reversa C1g y un detector de UV que operaba a 241 nm. En este analisis el
disolvente consisti6 de un sistema isocratico formado por MeOH-0.01M
KHoPO4 (3:2) (pH=6.3) con un flujo de 1 mi x min-1 durante una hora. Se

inyectaron muestras de 200 g x 10-1 ut.

4.1.4 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD PARA EL CRUSTACEQ Artemia

salina Leach.

4.1.4.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se prepard una solucién original de la muestra (extracto total, fracciones
o compuestos) disolviendo 20 mg en 2 ml de! disolvente adecuado (MeOH o
CHCI3). De esta solucién se transfirieron 5, 50 y 500 ul a frascos viales de
manera independiente y por triplicado. Se dejé evaporar el disolvente a
sequedad y posteriormente se aforé cada vial con 5 ml de medio salino artificial,
obteniéndose asi concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm, respectivamente

(Anderson et al., 1991).
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41.42 BIOENSAYO.

Después de haber desarrollado previamente los huevos de A. salina L. en
un medio salino artificial durante 48 horas, se transfieren 10 crustdceos a cada
uno de los viales conteniendo las muestras. Transcurridas 24 horas, se registra
el nimero de organismos sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en
porcentaje de mortalidad. La concentracién letal media (LCsgg) se calculd

mediante un andlisis logaritmico de Probit (Lieberman, 1983).

4.2 MATERIAL VEGETAL.

Las raices de una poblacidn de Packera candidissima se colectaron el 17
de noviembre de 1988, en el Km 19-20 al sur del Municipio de Bocoyna, entre
San Juanito y Creel, a una altitud de 2230 m en el Estado de Chihuahua. Una
segunda colecta de toda la planta se realizé el 6 de junio de 1990. La
identificacion y la recolecta del té milagro se efectuaron por el Dr. Robert Bye,
investigador del Jardin Botdnico del Instituto de Biologia, UNAM. Un ejemplar de
referencia para cada recolecta se deposité en el Herbario Nacional del Instituto

de Biologia de la UNAM (Vouchers: Bye 17830 y 17848).

4.3 EXTRACCION Y PURIFICACION DE I.LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DE LA Packera candidissima.

4.3.1 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR.

4.3.1.1 ANALISIS CUALITATIVO DE ALCALOIDES.
Una muestra del extracto metandlico se suspendié en HCI 1N y se filtré
hasta lograr una solucién totalmente transparente. Este filtrado se hizo

reaccionar con cada uno de los reactivos incluidos en el Cuadro 3.
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4.3.1.2 ANALISIS DE ALCALOIDES LIBRES.

Aproximadamente 10 g de raices se extrajeron por maceracién con
MeOH durante 24 horas. Posteriormente se filtré y se concentré el extracto a
sequedad bajo presidn reducida. 1 g de extracto metandlico se sometidé a una
particion empleando HCI 1N y CHCI3 (20 m|, 4 veces cada una). La fase acuosa
resultante se basificé con NH4OH concentrado hasta alcanzar un pH=9 y se
extrajo con CHCI3. La fase cloroférmica asi obtenida (FA-1) se secd con
NapSO4 y se concentrd para ser analizada por ccf empleando como sistema de
elucién una mezcla de CHCI3-MeOH (1:1). El reactivo de Dragendorff (Cuadro

3) se utilizé como agente cromdégeno (Marcha A, Esquema 1).

4.3.1.3 INVESTIGACION PRELIMINAR DEL CONTENIDO DE N-OXIDOS.

En un segundo procedimiento (Esquema 2), la mitad de la fase acuosa
dcida obtenida de la particién de 1 g de extracto metandlico se redujo con polvo
de Zn, calentando y agitando durante 4 horas. Se compard mediante ccf el
crudo alcaloideo resuitante del proceso reductivo (FA-3) con el obtenido de la
segunda mitad tratada siguiendo el procedimiento de extraccidon no reductivo
anteriormente descrito (FA-2) (Seccion 4.3.1.2). Posteriormente, la FA-3 se
purificd siguiendo la técnica descrita en la seccidn 4.3.1.4. Se obtuvieron 25 mg

de alcaloides, parte de los cuales se analizaron por CG-EM (Seccién 4.1.2).

4.3.1.4 CUANTIFICACION DE ALCALOIDES TOTALES.

Un peso conocido del extracto metandlico se traté con HC! 1N hasta
alcanzar un pH de entre 5 y 6. La suspensién se filtré y el residuo organico se
disolvié en AcOEt. Esta solucion se sometié a una particion con HCI 1N. La
solucién dcida se redujo con un exceso de polvo de Zn (10% en peso del crudo

orgdnico tratado) agitando la mezcla a temperatura ambiente durante doce
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horas. Posteriormente, el agente reductor se elimind mediante filtracién. Se
afadi6 NH4OH concentrado al filtrado hasta alcanzar un pH=9 y se extrajo
cuatro veces con AcOEt. La solucidn acuosa se llevé a un pH=10-11 y se extrajo
de nuevo. La fase orgdnica reunida se lavé con agua saturada de NaCl, se secé
sobre NapSOy vy el disolvente se destild a presién reducida. Este procedimiento
de separacion de alcaloides se aplicd a cinco porciones del extracto metandlico
y se calculd el rendimiento promedio (Cuadro 4).

Para la purificacién de la mezcla de alcaloides, ésta se disolvié en HCI 1N
y se extrajo con EtpO, CHCl3 y AcOEt hasta que estas fases orgdnicas no
presentaran coloracidn aiguna. Posteriormente, la fase acuosa se basificé hasta
pH=10-11 y se extrajo con AcOEt siguiendo el mismo procedimiento
anteriormente descrito. Al destilar el disolvente a presion reducida precipitaron

los alcaloides, detectandose su olor acre caracteristico.



Cuadro 3.  Andlisis cualitativo de alcaloides.
Reactivo Resultado de la prueba Color del precipitado
1 - Mayer + Blanco
2 - Sonneschain + Verde ———» Azul
3 - Silicotingstico + Blanco
4 - Drangendorff + Anaranjado
S - Ehrlich + Azul
6 - Wagner - -

e

s W

@ o
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. Reactivo de Mayer: Afiadir una solucién de 1.36 g de HgClo en 60 ml de agua a otra solucién

preparada con 5 g de Kl en 10 m! de agua. Aforar a 100 ml.

. R. Sonneschain: Disolver 10 g de dcido fosfomollbdico en una mezcla de acido nitrico-agua
(1:9, v/v) y aforar con esta mezcla a 100 ml.

. R. de acido silicottingstico: 12 g del &cldo se disuelven en agua y aforan con ella a 100 ml.

. R. Dragendorff: Cuatro gramos de subnitrato de bismuto se disuelven en 10 m! de &cido nitrico
al 30%. Disolver aparte 13.6 g de yoduro de potasio en 25 m! de agua. Mezclar, dejar

reposar, filtrar y diluir con 50 m! de agua.

. R. Ehrlich: Solucién al 5% de p-Dimetilaminobenzaldehido en etanol.

. R. Wagner: Disolver 1.27 g de Kl y aforar a 100 ml con agua.



Esquema 1: Marcha seguida para el aislamiento de los alcaloides de la P.
candidissima en forma de bases libres.

Material vegetal

1)} Hexano 1
2) CHClz 2
3) MeOH

Extracto metanélico

A

'
HCI IN /CHCIg HCI IN /CHCIg

Residuo orgénico

Fase acuosa Fase acuosa
1) NH4OH
YNy ) 1) Et,O
2) CHClg 2) CHClg
‘ l l 3) AcOEt
Fase acuosa Fase orgdnica
(Desechada) 1) NapS0, Fase acuosa- B

(véase Esquema 2)
2) Evaporar
FA-1

1.86lo en partes aéreas.
2.S6lo enralces.
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Esquema 2. Marcha seguida para la cuantificacion y purificacién de los AP en

forma de bases libres y N-6xidos.

FASE ACUOSA-B

l

v v

50% 50%
1) Zn, agitacion,
l 12 horas
2) Filtracion
Marcha como en el Filtrado
rocedimiento A del
Esquoma 1 1) NH4OH (pH>9)
l 2) CHCIgy
! |
' Fase organica Fase acuosa
1) Nas80y (Desechada)

2) Evaporar

FA-3

9% N-6xidos= Alcaloides tota‘les - Bases libres X 100
Alcaloides totales

(FA-3)- (FA-2) y
(FA-3)
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Cuadro 4. Cuantificacion de alcaloides totales.

Porcidn extracto Peso AP (g) % AP (Extracto
metandlico (g) metandl. =100%)
1 106.060 1.7717 1.59
2 106.7246 1.7828 1.60
3 112.0644 1.8720 1.68
4 111.4000 1.8609 1.67
5 122.0617 2.039 1.83
Promedio 1.67

4.3.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DE LA RAIZ DE Packera candidissima.
4.3.2.1 EXTRACCION.
1.9 Kg de raices se fragmentaron en un molino de cuchillas, modelo
Wiley 4 y el polvo obtenido se sometié a maceraciones sucesivas con CHCl3-
MeOH (1:1) y MeOH durante 4-5 dias cada una (12 |, 3 veces). Posteriormente,
los disolventes de extraccién se filtraron y se evaporaron a presién reducida
proporcionando un extracto total de 292 g. Se realizaron las evaluaciones
biolégicas preliminares del extracto total determinando el efecto toxico [etal para

el crustdceo A. salina (Seccidn 4.1.4).

4.3.2.2 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO TOTAL.
El extracto orgénico total preparado a partir de las raices se sometié al

proceso de particion previamente descrito (Seccién 4.3.1.2) para el aislamiento



40

de las bases libres, proporcionando un crudo alcaloideo de 6.4532 g y un
residuo orgdnico neutro de 124.26 g.

La resolucion de este residuo organico se llevd a cabo mediante
cromatografia en columna de gel de silice {1.250 Kg, Columna 1) utilizando
como eluyentes CHClg y una mezica de CHCI3-Acetona (véase Cuadro §). Se
colectaron 119 eluatos de 50 ml cada uno. La semejanza observada mediante
un anélisis de los eluatos por ccf permitio obtener 5 fracciones combinadas.

La fraccién 9-17 (30.12 g) se purificd mediante cromatografia en columna
{Columna Il) y en capa fina, impregnando la gel de silice con AgNOg3 al 2% en
HoO. Se recuperaron finalmente 64.3 mg de una muestra aceitosa denominada
PC-26 Il de Rf=0.67 (CHClz-Acetona, 95:5), a la cual se le registraron sus
espectros de IR, UV y RMN de 1H y 13C. También fue analizada por CG-EM y
se determind su rotacién dptica. El andlisis por HPLC del aceite PC-26 Il no

logré una separacion satisfactoria.

Cuadro 5. Cromatografia en columna del residuo organico neutro obtenido de

las raices de P. candidissima (Columna I).

Sistema de Proporcion | Fracciones | Eluatos Observacioén

eluyentes colectadas | combinados

CHClia 1-48 1-8 Desechada

CHCI3-Acetona 95:5 49- 59 9- 17 Columna |l
90:10 60- 78 18- 52 Desechada
80:20 79- 96 53- 69 Columna 2-II
70:30 97-106 70-119 Desechada
50:50 107-119
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4.3.3 EXTRACCION Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DE LAS PARTES AEREAS DE P. candidissima.

4.3.3.1 EXTRACCION.

Aproximadamente 6 Kg del material vegetal seco y sin moler se
desgrasaron con 12 litros de hexano (3 veces) durante 3-5 dias cada una. Esta
extraccion proporcioné un crudo total de 156.5 g.

Posteriormente, el residuo vegetal se extrajo dos veces con metanol y se
obtuvo un crudo total de 1320.4 g. Este extracto se sometié al andlisis cualitativo
de alcaloides (seccién 4.3.1.1) y al proceso de particion acido-base (seccién

4.3.1.4).

4.3.3.2 CUANTIFICACION DE BASES LIBRES EN LAS PARTES
AEREAS.

Un peso equivalente a 122.8 g del extracto metandlico se extrajo sin
previa reduccidn para aislar las bases libres siguiendo ia técnica anteriormente
descrita (seccion 4.3.1.4). Se obtuvo una mezcla de alcaloides con un peso total
de 348 mg. Esta mezcla se sometid al andlisis por HPLC y por CG-EM vy
posteriormente se resolvid por ccf a nivel preparativo, utilizando el sistema de
eluyentes formado por CHCl3-MeOH-NH4OH (25%) (85:14:1) (Pestchanker y
Giordano, 1986). Una vez desarrollados los cromatogramas, las placas fueron
visualizadas mediante exposicion a la luz UV (A =254 y 366 nm) y las bandas
mayoritarias, de Rf= 0.24 (FAP-6) y Rf= 0.60 (FAP-4) se separaron. De los 82.6
mg de muestra aplicada se obtuvieron 54.4 mg de FAP-4 y 27.3 mg de FAP-6.
Estas dos bandas fueron analizadas por CG-EM y ademds se obtuvieron sus
espectros de RMN. Finalmente cada banda se sometié a una cristalizacién

fraccionada de acetona, la cual condujo a la obtencién en cada caso de un
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compuesto puro. Se registraron los espectros de RMN de 1H y 13C de los
compuestos obtenidos asi como sus espectros de RMN de correlacion
bidimensional homonuclear y heteronuclear. Se hizo un analisis comparativo
mediante ccf de los extractos alcaloideos obtenidos de las raices y de las partes

aéreas de P. candidissima.

4.3.3.3 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DEL EXTRACTO HEXANICO
OBTENIDO DE LAS PARTES AEREAS.

Los 156.5 g que constituyeron el extracto hexanico obtenido de la
maceracién de las partes aéreas de la P. candidissima se fraccionaron en
columna empacada con 1.4 Kg de una mezcla 1:1 de gel de silice 60 Merck
0.2-0.5 mm y 0.063-0.2 mm (Columna V). La elucidn se llevé a cabo empezando
con hexano y aumentando la polaridad con CHCl3 y acetona como se indica en
el Cuadro 5. Se recogieron 657 eluatos de 200 m! cada uno, mismos que fueron
reunidos en un total de 8 fracciones combinadas. El eluato 536 (51.4 mg) se
purificé mediante varias ccf (CHClg-Acetona, 97.5:2.5) y se obtuvieron 30.6 mg
de un compuesto al que se denomind con la clave PC-536, de Rf = 0.53.
Posteriormente, se registraron sus espectros de IR, UV y RMN de TH y 13C.
Varias fracciones de la Columna V fueron purificadas mediante ccf y/o por
cromatografia en columna de gel de silice, obteniéndose los compuestos
indicados por las claves del Cuadro 6. Se obtuvieron los espectros IR de cada
uno de los compuestos aislados. En base a las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales presentes en ellos se consideré6 o descarté a cada

compuesto.
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Cuadro 6. Fraccionamiento mediante cromatografia en columna del extracto

hexdnico de las partes aéreas de la P. candidissima {(Columna V).

Hexano Proporcion Eluatos Fracciones Observacion
colectados combinadas
Hexano 1-260- 1-273 Desechada
Hexano-CHClg 8:2 261-402 274-326 ColumnalV
6:4 403-535 327 pc-327",d
4.6 536-551 328-380 Desechada
2:8 552-592 381-400 pC-381"d
CHClz-Acetona 95:5 593-620 401-535 Desechada
8:2 621-657 536 PC-536PP"
537-657 Desechada

" Compuestos purificados mediante ccf y/o cromatografia en columna.
d: £stos compuestos fueron descartados.

4.4 ANALISIS CUALITATIVO ANTIMICROBIANO.
La evaluacion preliminar de la potencialidad antimicrobiana de los
extractos y de las fracciones preparadas se realizé utllizando las técnicas

microbioldgicas cualitativas de difusidn en agar (Rojas et al., 1992).

4.4.1 MICROORGANISMOS DE PRUEBA.

Las siguientes cepas se utilizaron como organismos de prueba en las

evaluaciones antimicrobianas preliminares.

Microorganismo ATCC No.
Staphylococcus aureus 6538
Bacillus subtilis 6633
Pseudomonas aeruginosa 9027
Escherichia coli 8739
Candida albicans 10231
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4.4.2 PREPARACION DE LOS INOCULOS,

Las bacterias se prepararon mediante incubacion en caldo nutritivo
(Merck) durante 24 horas a 37°C. Candida albicans se desarrollé en caldo
glucosa 2% Sabouraud (Merck) y se incubd a 28°C por 48 horas.

La concentracion final de organismos en cada uno de los cultivos
preparados se ajustdé mediante dilucion en solucidn salina isoténica (NaCl 0.9%)
hasta obtener la turbidez equivalente al estdndar No. 1 de Mc Farland (0.1 mi de
BaClp al 1% y 9.9 ml de HoSOy4 ai 1%) , correspondiente a un nimero

aproximado de 108 células/m!.

4.4.3 PREPARACION DE LA MUESTRA DE PRUEBA.

Las muestras a evaluar se suspendieron en una solucién acuosa de
Tween 80 al 1%. Los extractos y las fracciones se evaluaron por duplicado a las
concentraciones de 50 y 100 ppm. Los controles positivos (estdndares) se
prepararon a las concentraciones de 10 mg x ml-1 de sulfato de estreptomicina

y 100 mg x mI-1 de nistatina, en solucién acuosa.

4.4.4 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO.

Un mililitro de la suspension bacteriana se sembré de manera uniforme
en cada caja Petri (100 x 15 mm) de prueba, conteniendo 15 ml de agar-
antibiético No. 1 (Merck) para las bacterias o agar-Sabouraud (Glucosa 4%
Merck) para C. albicans. Con un horadador cilindrico se removié el agar de las
placas para producir tres perforaciones de un didmetro aproximado de 11 mm.
Posteriormente, se adicionaron 100 upl del control positivo en una de las
perforaciones; 100 y 50 ul de la solucion se adicionaron de manera indpendiente
en las cavidades restantes. Las placas asi preparadas se mantuvieron por un

periodo de 1 a 2 horas a temperatura ambiente para facilitar la difusién de las
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muestras. Transcurrido ese tiempo, las placas se incubaron por 24 horas a 37°C
para las bacterias y durante 48 horas a 28°C para la levadura. Para cada
muestra de prueba, el ensayo se realizé por duplicado.

La actividad antimicrobiana se registré midiendo la longitud (mm) de la

zona de inhibicién que circundé a cada una de las perforaciones.

4.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA.

La actividad citotéxica de las mezclas de los AP aislados de P.
candidissima asi como de los extractos preparados a partir de las partes aéreas
se determind de acuerdo a los procedimientos establecidos por el Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos (Mar et al., 1991). Las dos lineas
celulares utilizadas fueron el carcinoma nasofaringec humano (KB} y el linfoma
de miridos (P-388). Los cultivos celulares obtenidos de estos dos tumores se
trataron con cinco diferentes concentraciones de cada muestra (20.0 - 0.03 pg x
mi-1) disuelta en DMS y se incubaron por periodos de 48 horas para la linea
celular P-388 y 72 horas para la linea KB. Al cabo del periodo de incubacién, se
determind la cantidad de células en cada tubo de ensayo mediante un analisis
colorimétrico para medir el contenido protéico celular utilizando el método de
tincion con suiforhodamina B. Los resultados se expresaron finaimente en

términos de dosis efectivas medias (EDsp).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objeto de determinar el contenido metabdlico de la Packera
candidissima y su potencialidad toxicoldgica, se procedié a realizar un estudio
fitoquimico preliminar en el cual pequeiias cantidades de raices se extrajeron
con MeOH. E! extracto obtenido se analizd por cromatografia en capa fina
utilizando el sulfato cérico y el reactivo de Dragendorff, entre otros (Cuadro 3)
como cromdgenos, para visualizar la complejidad del mismo.

Este analisis permitié detectar la presencia de compuestos alcaloideos y
no alcaloideos en esta especie. La naturaleza pirrolizidinica de los alcaloides se
confirmé por la prueba positiva dada por los mismos con el reactivo de Ehrlich,
especifico para este tipo de compuestos. Por otra parte se pudo verificar la
existencia de N-6xidos en esta especie, ya que el extracto FA-3 obtenido del
procedimiento reductivo mostré una mayor concentracién de alcaloides que el
extracto FA-2 obtenido mediante la secuencia de particion 4cido-base no
reductiva (ver secciones 4.3.1.2; 4.3.1.4 y Esquema 2). Sin embargo, la
comparacion de las dos fracciones no mostré ninguna diferencia cualitativa en el
contenido de ambos (véase seccidén 5.1).

Estos resultados preliminares permitieron concluir que los alcaloides
pirrolizidinicos presentes en la P. candidissima constituian una mezcla de bases
libres y de N-dxidos. Debido a que cada una de las partes de esta planta se
utitizaba de manera independiente en la medicina tradicional para el tratamiento
de diversos malestares, se dicidid valorar el contenido metabdlico de cada una
de ellas por separado. Se prepararon extractos hexanicos, cloroférmicos y
metandlicos de las raices y partes aéreas segin las técnicas descritas

(secciones 4.3.2.1 y 4.3.3.1).
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La determinacién del efecto téxico letal para A. salina del extracto
metandlico preparado a partir de la raiz demostrd una actividad marginal a
concentraciones equivalentes a 1000 ppm. La evaluacién cualitativa de su
actividad antimicrobiana permitié observar un efecto inhibitorio moderado sobre

bacterias Gram positivas.

5.1 CUANTIFICACION DE ALCALOIDES.

Para la cuantificacion de los alcaloides presentes en la raiz, el extracto
metandlico se sometid a una particidon dcido base, proporcionando un crudo
alcaloideo de 6.4532 g y un extracto orgdnico no alcaloideo de 124.26 g (ver
seccién 4.3.2.2). Ambos extractos se evaluaron a su vez para determinar su
actividad larvicida potencial. La fraccién neutra resulté ser inactiva en tanto que
los alcaloides fueron, como era de esperarse, los responsables de la actividad
en el ensayo de A. salina, correspondiendo a un LCsg de 409 ppm (Lieberman,
1983).

El paso siguiente consistié en determinar la cantidad total de alcaloides
asi como la de las bases libres y los N-6xidos presentes en las raices del
material vegetal obtenido de la primera colecta de la P. candidissima (ver
seccidén 4.2). Los procedimientos de extraccidn reductivos (ver seccién 4.3.1.4)
condujeron a la obtencion de 50 mg de alcaloides por cada gramo de extracto
metandlico, el cual a su vez es generado por la extraccién de 6.5 g de material
vegetal seco. Mientras tanto la particién sin previa reduccién de 1 g de extracto
metandlico proporciond 22.1 mg de bases libres. El andlisis por ccf de los
alcaloides obtenidos por las dos vias no reveld diferencia cualitativa entre
ambos. La proporcion de N-6xidos presentes en las raices y en las partes

aereas se calculd de acuerdo a la siguiente relacion (Stelljes y Seiber, 1990).
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% N-6xidoss Alcaloides totales - Bases libres X 100
Alcaloides totales

El Cuadro 7 incluye las estimaciones de los alcaloides en la raiz y en las

partes aéreas.

Cuadro 7.  Cantidades determinadas de AP en la P. candidissima.

RAIZ PARTES
AEREAS
Naturaleza | Cantidad % % Y% Cantidad % % Yo
(mg) (mg)
Material 6506.8 100 454407 | 100
vegetal
seco
Extracto 1000 13.36 | 100 1000 22.0| 100
metandlico
Alcaloides 50 0.76 | 5.0 { 100 16.7 0.36 | 1.67 { 100
totales
Bases libres 221 0.33 | 2.21 | 44.2 2.83 0.06 | 0.28 | 16.94
N-6xidos 27.9 0.43 | 2.79 | 55.8 13.87 0.30 | 1.38 | 83.03

La particion acido base de este extracto metandlico y la reduccién previa
de una porcién del mismo condujeron a la cuantificacion de los alcaloides
totales, de las bases libres y los N-6xidos (Cuadro 7). Como se indica, la
cantidad de alcaloides totales v de bases libres presentes en la raiz rebasa
ampliamente las correspondientes cantidades determinadas en las partes
aéreas. Estas cantidades respectivas de alcaloides pirrolizidinicos permiten
expresar las dosis hipotéticas de 10 mg Kg-1 de alcaloides (Cuadro 8) que

producen un envenenamiento agudo en humanos (Stillman et al.,, 1977,
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Huxtable et al., 1977; Fox et al., 1978). Destaca el peligro real que representa el
consumo de las decocciones y las infusiones preparadas con el té milagro (P.
candidissima), ya que la infusién de tan sélo 78 g de raices secas o de 160 g de
partes aéreas proporciona la cantidad siiiciente de alcaloides para producir
malestares hepdticos crénicos en una persona adulta. Cabe recordar que los AP
también se absorben a través de las membranas de las mucosas, aunque su
toxicidad por esta via suele ser menor, ya que su bioactivacién ocurre en el
higado. De tal suerte que el material absorbido por la vagina o por las heridas
no pasa directamente a este érgano siendo eliminado por los tejidos o por la
orina.

Tanto el extracto metandlico como el orgdnico neutro y el alcaloideo
fueron evaluados como agentes citotdxicos para las lineas celulares KB
(carcinoma epidermoide) y P-388 (linfoma de mtiridos). Ninguno de los extractos
mostré una actividad significativa a concentraciones de 20 pg x mi-!. Este
resultado no es sorprendente, ya que la actividad antitumoral de muchos
alcaloides pirrolizidinicos es muy variable (véase Cuadro 2) y no se ha
establecido de manera clara una relacion entre estructura quimica y actividad
citotoxica para estos metabolitos secundarios (Kupchan et al.,, 1964; Kupchan y
Suffnes, 1967; Culvenor, 1968; Bull et al., 1968; Culvenor et al., 1970b; Kovach
et al., 1979; Huang et al., 1980). Se incluyen en el Cuadro 9 los resultados de
las evaluaciones bioldgicas preliminares realizadas con cada uno de los
extractos de la raiz y partes aéreas. El extracto metandlico preparado a partir de
las partes aéreas no mostré ninguna actividad en el ensayo de A. salina, lo cual
comprobé la menor concentracion de alcaloides téxicos en estos drganos. En
efecto, la evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana de este extracto
no mostré un halo de inhibicién importante para las cepas utilizadas (Cuadro

10).
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Cuadro 8. Dosis calculadas de AP de la P. candidissima que producirian
envenenamientos agudos y/o malestares crénicos en humanos

mediante la ingestién de las infusiones preparadas a partir de esta

planta.
RAIZ PARTES
bosis AEREAS  Dposls
Persona mg/Kg mg material mg/Kg mg material
seco (g) seco (g)

Nifio de 10 100 13 10 100 27

10 Kg

Adulto 10 600 78 10 600 163
de 60 Kg

Cuadro 9. Evaluacidn bioldgica preliminar de los extractos de P. candidissima.

RAIZ PARTES AEREAS
PORCENTAJE DE EDgq (ug x mi-T)b
MORTALIDAD?@
Concentracién | 1000 | 100 10 1.Cs0 KB ; P-388
(ppm)
Extracto 50 ) 0 - >20
metandlico
Extracto 0 0 1000 >1000 >20
orgdnico no
alcaloideo
Extracto 60 35 16 409 >20
alcaloideo

a: Artemia salina
b: Linea celular
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L.as cromatografias en capa fina de los extractos alcaloides preparados a
partir de las raices y las partes aéreas presentaron diferencias en el contenido
de ambos (Figura 14).

Las partes aéreas presentaron dos bandas distinguibles en el UV,
correspondientes a los Rf de 0.24 y 0.60, en tanto que la raiz presenté al ser
revelada con el reactivo de Dragendortf, una sola banda, de Rf 0.27, aunque al
ser expuesta a la luz UV se observaron dos bandas adicionales similares a las
de las partes aéreas. Las dos bandas observadas en la mezcla alcaloidea de las
partes aéreas fueron separadas por cct a nivel preparativo, obteniéndose un
33.05% de la banda de mayor polaridad (FAP-6) y un 65.86% de la de menor
polaridad (FAP-4).

Fase Figura 14. Reproduccién de la cromatografia en capa
Alcaloidea
R PA Bt fina (ccf) de los extractos alcaloideos
o ’ 0.6 preparados a partir de la raiz (R) y de las
partes aéreas (PA) de la P. candidissima
(CHCla-MeOH-NH4O0H (25%), (85:14:1). Las
0.27 .
. ® 024 lineas punteadas indican los compuestos que
fueron Unicamente visualizados por la luz UV.

Estas dos fracciones alcaloideas purificadas, asi como el extracto
metandlico y el orgdnico neutro resultantes de ia particion acido base fueron
evaluados como agentes antimicrobianos, sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas y sobre una levadura (Candida albicans) {Rojas et al.,, 1992).

Los resultados obtenidos de estos ensayos se incluyen en el Cuadro 10.



52

Cuadro 10. Evaluacidn de la actividad antimicrobiana de fracciones derivadas

de las partes aéreas de P. candidissima.

Clasificacién Bacterias Gram (+) Bacterias Gram (-) Levadura
Microorga- S. aureus | B. subtilis | P. aerugi- E. coli C. albicans
nismo nosa
concentracién | 50 100 | 50 100 | 50 100 | 50 100 | 50 100
(ppm)
Diametrode  la zona de inhibicién (mm)
Extracto total | - - ]2 3 |- - |- - -
estdndar ™ - - 15 - - |- - 9
PC-1" - -7 8 |- - - -
estdndar ™" - - 15 10 - - -
pc-2” 1 2 |7 8 |- 101 2 -
esténdar ™" 9 15 9 7 -
PC-3" - 115 7 |- 1|1 2 -
estandar ™" - 10 13 9 10 -

* PC-1: Residuo organico neutro

PC-2; FAP-6
PC-3: FAP-4

" Estandar: Para bacterlas= estreptomicina, 1g/100 m! Hp 0
: Para levadura= nistatina, 3g/30 ml HoO

La mayor actividad para todos los extractos evaluados se registré contra

B. subtilis, agente causante de desdrdenes gastrointestinales (Jephcott et al.,

1977; Pérez, 1990). Cabe recordar que esas bacterias causan enfermedades

diarréicas ya sea por colonisacién y crecimiento en el tubo digestivo, ya sea por

la secrecién de exotoxinas. En cambio no se observé ninguna actividad
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significativa para las bacterias Gram negativas. Un ailto porcentaje de las
infecciones agudas del tracto urinario se deben a E. coli (Mond, 1965;
McAllister, 1971; Pérez, 1990).

5.2 IDENTIFICACION DE LOS ALCALOIDES.

Con el objeto de determinar la complejidad de la mezcla alcaloidea
purificada de las partes aéreas, ésta se sometié a un andlisis por HPLC. Sin
embargo, el cromatograma obtenido (Figura 15) permité concluir que e! sistema
de fase reversa utilizado no era lo suficientemente efectivo para resolver las dos
bandas mayoritarias detectadas en ccf. Se decidié entonces utilizar las
condiciones experimentales descritas para la caracterizacién de los alcaloides

de S. inasquidens por CG en combinacién con la EM (Bicchi et al., 1985).

5.2.1 ALCALOIDES PRESENTES EN LAS PARTES AEREAS.

La observacién del cromatograma de gases generado por la mezcla
alcaloidea preparada de las partes aéreas (Figura 16) reveld la existencia de
cuatro constituyentes mayoritarios (compuestos a-d). Los tiempos de retencion y
los iones moleculares obtenidos de este andlisis instrumental se compararon
con los resportados en la literatura (Bicchi et al., 1985). Esos datos incluidos en
el Cuadro 10 permitieron identificar a la integerrimina (2) como el constituyente
mayoritario, con un 68.16% de los alcaloides totales aislados de estos drganos.
También se identificaron a la senecionina (1), la retrorsina (3) y la usaramina (4)
como constituyentes adicionales de la fraccién alcaloidea obtenida de las partes

aereas de la P. candidissima.
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o] 60 min

Figura 15. Cromatograma (HPLC) de ia mezcla de alcaloides de las partes
aéreas de P. candidissima. (Condiciones instrumentales, Véase

seccién 4.1.3).
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Figura 16.

Cromatograma de gases de la mezcla de alcaloides de las partes
aéreas de P. candidissima.
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5.2.1.1 CARACTERIZACION DE LA MEZCLA FAP-4: IDENTIFICACION DE LA
SENECIONINA (1) Y LA INTEGERRIMINA (2).

El analisis por CG-EM de la banda de menor polaridad (Rf 0.63) (seccion
5.1) obtenida de la fraccién alcaloidea generé el cromatograma de la Figura 16,
en el cual se aprecia la composicion binaria de esta mezcla, con los tiempos de
retencién de 10.5 y 11.2 min. A pesar de numerosos intentos para lograr la
resolucién de esta mezcla FAP-4, no se encontré ningln sistema adecuado de
eluyentes para resolver los dos constituyentes por ccf, por lo cual se registraron
los espectros de RMN de TH y de 13C de la mezcla para poder caracterizar
inequivocamente a sus dos constituyentes. Estos espectros (Espectros No.1 y
2) permitieron identificar la presencia de los isémeros cis y trans que
correspondieron respectivamente a la senecionina (1) y a la integerrimina (2)
cuya relacion de abundancia de 1:3 se verific6 mediante la comparacién de las

dreas de integracion de sus respectivas sefiales.

Cuadro 11. Composicién de la fraccion alcalcidea de las partes aéreas de P.

candidissima.
Compuesto Nombre Rt (min) m/e (M+) Concentracion
identificado . %
a Senecionina 10.5 335 23.80
b Integerrimina 11.2 335 68.16
c Retrorsina 12.5 351 7.09
d Usaramina 12.9 351 0.85
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El espectro de RMN de TH permitié distinguir facimente a los dos
isémeros E y Z mediante la absorcién del protén H-20 (Joseph-Nathan y
Manjdrrez, 1967; Gusten y Salzwedel, 1967), cuya senal aparece como un
cuarteto a & =6.48 ppm para el isémero E (compuesto 2, Ry=CHg, Ro=H).
Mientras la sefial correspondiente en el isémero Z (compuesto 1, Ri=H,
Rp=CHg) aparecid en & =5.75 ppm. Cabe recordar que esta asignacién se hace
con base en la desproteccién adicional del H-20 en el isémero E debido a su

posicién vecinal al carboxilato (Figura 18).

5% SFECTRUM DISFLAVAEDIT *» FRI 9803
FAFP-4 R. PEREDA DE 1680 R Z2E0 A 10G-MIN EM METIL 1ST SC/FG: 1
SILICON n= .50 Y= £.00
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Figura 17. Cromatograma de gases de la mezcla alcaloidea FAP-4.
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Figura 18. Region vinilica del espectro de RMN de 1H de la mezcla FAP-4.
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De manera adicional, se observaron las sefales diagndsticas de los
nucleos H-2 en 6.19 y 6.16 ppm para los isémeros E y Z respectivamente. Los
dos hidrégenos diasterotdpicos del metileno en C-9 que forman un sistema AB,
aparecieron como dobletes, con un AS de 1.21 ppm para el constituyente
mayoritario y 1.833 ppm para la senecionina minoritaria. Las constantes
espectroscopicas de RMN de 1H de los dos constituyentes de la mezcla FAP-4
se incluyen en el Cuadro 11. El espectro de RMN de 13C-APT (Espectro 2 )
confirmd la asignacion propuesta para los dos isémeros 1y 2.

Esta mezcla de senecionina (1) e integerrimina (2) se sometid a una
cristalizacién fraccionada de acetona , la cual condujo a la obtencién de la
integerrimina en forma pura. El cromatograma del componente asi obtenido

mostré una sola sefial con el tiempo de retencion de 11.2 min (Figura 19).

T1

A
1

1 2 % W & e Y% b 4w 1 1= 15 14 1% 16 17

Figura 19. Cromatograma de gases del residuo obtenido de la cristalizacién

fraccionada de la mezcla FAP-4
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5.2.1.2 CARACTERIZACION DE LA MEZCLA FAP-6: IDENTIFICACION DE LA
RETRORSINA (3) Y LA USARAMINA (4).
La banda de mayor polaridad en el cromatograma de la Figura 14 se
aisldé y se caracterizd siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente

para la banda FAP-4 (véanse Secciones 5.1y 5.2.1.1 y Espectros 3 y 4).

e A y

Rq{=H,Ro=CHg (Retrorsina)
R{=CHg,Ro=H (Usaramina) 4 3

Figura 20. Porcion del espectro de la mezcla FAP-6 (Espectro 3) que muestra el

sistema AB formado por el metileno 18.

La observacion del espectro de RMN de 1H (Espectro 3) permitié concluir
que la banda FAP-6 correspondia también a una mezcla de dos isomeros cis y
trans. Sin embargo, en esta ocasidn el isémero Z representd el constituyente
mayoritario.

Los espectros de masas de los dos compuestos incluidos en esta mezcla
mostraron un ién molecular de 351 unidades de m/e y por lo tanto indicaban la
oxidacion adicional de la senecionina (1) y la integerrimina (2) (M+=335) a los
correspondientes hidroximetilenos. Esto se confirmd por la ausencia en el

espectro de RMN de 14 de la mezcla FAP-6 del singulete en 1.32 ppm
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asignable al metilo 18 de la integerrimina y por la aparicion del sistema AB de un
grupo hidroximetileno en C-18 centrado en § =3.64 ppm y § =3.68 ppm (’Figura
20). Esta asignacién se verificé también en la RMN de 13C (Espectro 4). Asi, al
comparar los espectros para la mezcla FAP-4 con el obtenido para FAP-6, se
aprecia la sefal en 25.4 ppm presente en FAP-4 que se asigna al metilo 18 de
la integerrimina asi como la presencia del hidroximetileno en 68 ppm en el
espectro de FAP-6 (Figura 20). Este analisis permitid concluir que la mezcla
FAP-6 estaba formada por la retrorsina (3) y la usaramina (4). Las intensidades
relativas de las sehales se utilizaron nuevamente para determinar la proporciéon
de los constituyentes individuales de esta mezcia.

Mediante técnicas de cristalizacién fraccionada de la mezcla FAP-6 en
acetona, se logré obtener en forma pura al constituyente mayoritario, la
retrorsina (3), y de esta forma verificar la estructura propuesta mediante el
andlisis de sus espectros de RM homonuclear y heteronuclear bidimensionales
registrados en CDClg. El espectro de correlacién bidimensional 1H-13C de Ia
retrorsina se ilustra en la Figura 21. Este espectro permitié distinguir los
carbonos 2 y 20, generalmente intercambiados en las asignaciones descritas en

la literatura (Drewes et al., 1981; Zalkow et al., 1988).
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Figura 21. Comparacidn de los dos espectros de RMN de 13C de las mezclas
FAP-4 (Espectro A) y FAP-6 (Espectro B).
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F2 (ppm)

Figura 22. Espectro de RMN bidimensional TH-13C (HETCOR) de Ia retrorsina.
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Cuadro 12. RMN de TH de los alcaloides 1, 2, 3 y 4 aislados de P. candissimaa

(300 Mhz, 5 (ppm). CDCl3, TMS) (Espectros 1y 3)".

1H Integerrimina Senecionina Retrorsina Usaramina

2 6.19 sa 6.16 sa 6.21sa 6.18 sa

3a 3.9 dm (14.16) 3.9 dm (14.16) 3.95d (15.9) 3.95d (15.9)

3b 3.38 dd (14.16; 6.2) | 3.38 dd (14.16; 6.2) | 3.39 dd (15.9; 6) 3.39 dd (15.9; 6)
5a 3.20-3.24 m 3,20-3.24 m 3.281(8.5) 3.281 (8.5)

Sb 2.06 m 2.06 m 253m 2,53 m

6a 241m 2.40m 2.34dd (13.86; 5.65) | 2.34 dd(13.86:5.65)
6b 2.06 m 2.06 m 213m 2.43m

7 5.03m 5.03m 5.02 1(3.3) 5.02 t(3.3)

8 4.30m 4.30m 4.29 d(2.14) 4.29 d(2.14)

Sa 5.38d (11.7) 5.46 d (11.7) 5.50d (11.7) 5.43d (1.9)

sb 4.17d (11.7) 4.13d(11.7) 4.10d (11.9) 4.16 d (12.07)

13 1.70 m 1.70 m 1,60-1.8 m 1.60-1.80 m

14a | 220 da (10.38) 2.24 dm (10.38) 2.20m 218 m

14b | 4168m 1.70m 1,60-1.80 m 1,60-1.80 m

18a 4325 1.32s 3.74d (11.3) 3.74 d (11.8)

18b | 132 1.32s 3.63d (11.8) 3.63d (11.3)

19 0.87 d (6.76) 0.87 d (6.76) 0.86 d (6.25) 0.86 d (6.25)

20 6.48 ¢ (7.08) 5.75 ¢ (7.08) 5.73 ¢ (6.86) 6.53 ¢ (6.9)

21 1.74 d (7.08) 1,80 dd (7.16; 1.6) | 1.84.dd (7.02; 1.37) | 1.84 dd (7.16; 1.6)

" Constantes de acoplamiento en Hz, entre parentesis .
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5.2.2 ALCALOIDES PRESENTES EN LA RAIZ.

El analisis mediante CG de la mezcla de alcaloides obtenida a partir de la
raiz de Packera candidissima mostré una composicién compleja de la misma. El
cromatograma obtenido (Figura 23) indicé la presencia de por lo menos cinco
constituyentes principales. La retrorsina (1) y la usaramina (2), identificadas
como los constituyentes mayoritarios de las partes aéreas, se encontraron en
concentraciones sumamente bajas. El constituyente de mayor proporcion en la
mezcla correspondié al tiempo de retencién de 12 min, el cual no estaba
presente en las partes dreas. A través del idn molecular observado de m/e 365 y
el patrén de fragmentacion detectado se propuso la estructura de la senkirkina
(5) (Bicchi et al., 1985) para este componente mayoritario de las raices.

De nuevo, la identificaciéon de los alcaloides se realizé mediante la
comparacion de los tiempos de retencién y los iones moleculares obtenidos en
las condiciones experimentales descritas (ver seccién 4.1.2) con las reportadas
en la literatura (Bicchi et al., 1985) para cada uno de los compuestos (Cuadro
13). Esta observacion permitié identificar a la senkirkina como el constituyente
mayoritario, con un 53.48% del total de alcaloides. De manera adicional, se
identificaron a la senecionina (1) y a la integerrimina (2) en las proporciones de
10 y 12%, respectivamente. Dos alcaloides adicionales de mayor polaridad con
los tiempos de retencion de 14.4 y 15.7 min y que en su conjunto representaron
la cuarta parte del total de alcaloides, no pudieron ser identificados, debido a

que no se detsectaron sus iones moleculares.
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partes aéreas (PA) y de las raices (R) de P. candidissima.
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Figura 23. Cromatogramas comparativos de los extractos alcaloideos de ias
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Cuadro 14. Composicidn de la fraccién alcaloidea de la raiz de P. candidissima.

Compuesto Nombre Rt (min) | m/e (M) | Concentracién
identificado (%)
a Senscionina 10.6 335 10.34
b Integerrimina 11.0 335 12.15
e Senkirkina 12.0 365 53.48
f No 14.4 No Obs. 8.70
identificado
g No 15.7 No Obs. 15.33
identificado
M Ho R Ho, CHoOH
H2 N © R2 = °
o}
o) o) o o] (o]
A
N N
Ry=H, Rg=CHg R1=H,Ro=CH3 Senkirkina

(Senecionina)
R4=CHg, Ro=H

(Integerrimina)

(Retrorsina)
R1=CHg,Ro=H

(Usaramina)

Figura 24. Alcaloides pirrolizidinicos identificados en la P. candidissima
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5.3. IDENTIFICACION DE ALGUNOS CONSTITUYENTES NEUTROS.
CARACTERIZACION DE LA NEOADENOSTILONA Y LA EPINEO-
ADENOSTILONA.

A pesar de que los extractos orgdnicos neutros obtenidos de las raices y
las partes aéreas de P. candidissima no presentarcn una actividad significativa
en el ensayo de A. salina, se decidié purificar y caracterizar sus constituyentes
mayoritarios con el objeto de confirmar la relacién filogenética de esta especie
con el género Senecio. Para el logro de este objetivo, se lievé a cabo un analisis
de los extractos mediante ccf, utilizando varios sistemas de eluyentes
(secciones 4.3.2 y 4.3.3). Se establecid que estos extractos contenian
principalmente dos bandas visibles en el UV que correspondieron a los Rf de
0.33 y 0.67 (Acetona-CHCl3, 5:95) (Figura 25). La banda de mayor polaridad se
descarté debido a su gran inestabilidad. La banda con el factor de retencién de
0.67 se purificod mediante sucesivas cromatografias en columna y en capa fina.
Estos procedimientos condujeron al aislamiento a partir de la raiz del aceite PC-
26 Il y a partir de las partes aéreas del aceite PC-536. Posteriormente se
determiné que ambos constituyentes neutros eran idénticos. Este aceite fue
opticamente activo y consistié de una mezcla de compuestos, los cuales fueron
caracterizados como furanoeremofilanos mediante sus  constantes

espectroscopicas de IR, UV y RMN asi como por su espectrometria de masas.
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Fase Orgénica
Neutra
(Raiz)
Rf
@® 0.67
PC-26 !l Figura 25. Reproduccion de la ccf del residuo
organico neutro obtenido de la P.
® 0.33 candidissima.

El andlisis de la mezcla mediante CG acoplada con la espectrometria de
masas generé el cromatograma de la Figura 26 en el cual se aprecia la
composicién binaria del aceite PC-26 ll. Estos compuestos con los tiempos de
retencién de 13.38 y 14.06 min correspondieron a dos epimeros cuya férmula
molecular fue determinada mediante espectrometria de masas por impacto
electrénico (EM/IE). El ion molecular observado de 328 unidades de m/e
permitié calcular la férmula molecuar CogHo404 para los dos epimeros. El
patrén de fragmentacién observado para ambos era idéntico, difiriendo
solamente en las abundancias relativas de los fragmentos, en especial los
correspondientes al pico base. De manera adicional, la generacién de los
fragmentos de m/e 246 y 228 producidos por la pérdida de 82 y 10C unidades
de masa atdémica, respectivamente, y que correspondieron a la eliminacién de
una cetena O=C=C(CHg3)-CH=CHso y del acido angélico CHg3-CH=C(CHg)-
COOH a partir del ién molecular (Figura 27) constituyeron una evidencia
adicional para la férmula molecular propuesta.

El espectro UV del aceite mostré un méximo de absorcién de A =302 nm
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lo cual sugiere la presencia de varios croméforos conjugados y otro a 220 nm
(Cuadro 15) (Novotny et al. 1964; Rodriguez-Hahn et al., 1968; Harmatha et al,,
1969).

PC-26 ]I
3. BES:
:.ncaj
x.ncsi
: ,.,‘wvwa — ~
1 i e
a_ 18 20 a0

Figura 26. Andlisis por CG-EM que muestra la composicién binaria de! aceite

PC-26 11.

El espectro IR (Espectro 5) presentd las bandas caracteristicas de un
anillo de furano en 1600, 1535 y 890 cm-1 asi como las bandas
correspondientes a una cetona o,B,o',p-insaturada en 1680 y 1630 cm-1.
Ademads se observaron las absorciones correspondientes a los alargamientos de
carbonilo de un éster o,B-insaturado en 1720 cm-1 (Cuadro 15) (Rodriguez-
Hahn et al., 1968, Harmatha et al., 1969).

Del espectroc de RMN de H (Espectro 6), se determiné que el aceite

correspondia a una mezcla de compuestos estrechamente relacionados, cuyos
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asqueletos  estructurales  consistian de  sesquiterpenos  del tipo
furanoeremofilanos (estructuras 26 y 27; Figura 27) los cuales como es sabido
se producen en la ruta biosintética del acetato-mevalonato.

Los esqueletos estructurales antes mencionados se propusieron en base
a la observacién en la RMN de 'H de las sefales diagndsticas siguientes

(Figura 29):

(26) 6 B-Angeloiloxi-

(27) 6 a-Angeloiloxi-

Figura 28.  Furanoeremofilanos aislados de la P. candidissima.

1. Dos singuletes en 1.16 ppm (8H) y 1.11 ppm (3H) asignados a dos
metilos terciarios (Cs-Me).

2. Dos dobletes entre 0.96 y 1.04 ppm que fueron asignados a los metilos
sobre Cy4. Se identificd ademads la presencia de un grupo angeloilo mediante la
observacidn de las absorciones correspondientes a los protones respectivos de
dicho grupo en la RMN de TH (Figura 30). De esta manera, el protén vinflico H-
3' para los dos compuestos aparecié a §=6.30 ppm (2H, cc, J=7.17y 1.5 Hz). La
correlacién bidimensional en la RMN T1H (2D-COSY) (Figura 31) fue
especialmente util para la ubicacién de los ntcleos H-13, asi como los nicleos

H-2a,2b, H-3a,3b, H-4, H-15, H-4'y H-5".
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Cs-Me

C11-Me

C4-Me
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Figura 29. Regién de campo alto (RMN-1H) de la mezcla PC-26 Ii.
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Figura 30. Regidn vinilica del espectro de RMN TH (Espectro 6) del
constituyente PC-26 Il
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De esta forma, el cuadro de conectividad observado entre el nicleo H-3' y el
multiplete centrado en 2.11 ppm (dc), asi como las constantes de acoplamiento
calculadas de 7.17 y 1.5 Hz, permitieron asignar esta sefial al metilo 4' y
subsecuentemente el metilo 5' se localizé a & =1.99 ppm.

La regién vinilica del espectro de RMN de TH (Espectro 6) proporciond la
evidencia para confirmar la naturaleza insaturada del nucleo estructural
sesquiterpénico de los dos epimeros, medianie la presencia de los dos tripletes
centrados en 7.02 y 6.98 ppm. Por su desplazamiento quimico y su
mulitiplicidad, estas dos sefiales se atribuyeron a dos hidrégenos de cetonas o,
-insaturadas (Figura 30). Esta observacion permitid ubicar el carbonilo en la
posicion 9 del esqueleto principal.

Por otra parte, los dos singuletes centrados en 6.44 (2H) y 6.35 ppm (1H)
indicaban la sustitucién por el angelato en la posicién 6 y demostraban la
presencia de la mezcla epimérica en este centro quiral.

La correlacion bidimensional también mostré el acoplamiento entre el
nticleo H-1 y el multiplete en 2.24 ppm, el cual debe corresponder a los protones
H-2. Este resultado estd de acuerdo con los valores reportados para estos dos
nucleos (2.17 y 2.27 ppm) (Mericli et al., 1989) (Figura 31).

La interaccién del Me en C-4 con el multiplete centrado en 1.99 ppm
(sobrepuesto con la sefial del Me en Cg;) constituy6 el argumento para asignar
dicho multiplete al nticleo H-4 (Figuras 28 y 31).

Por tdltimo, el acoplamiento observado entre el H-2 y los muitipletes
centrados en 1.57 y 1.44 ppm permitieron asignar éstos a los nucleos H-3a y H-
3b respectivamente para los dos epimeros.

La RMN de 13C y 13C-APT de la mezcta permitié corroborar las

asignaciones propuestas para los dos compuestos (Espectro 7), mediante



F2 ] : o
(ppm)]
1': 1%
]
] o .
21
] e ®
37
]
47
5]
57
] @ @ a
] . 0
7~ (] ®
= °° g
]
L A B
7 6 5 4 3 2 1 0

F1 (ppm)

Figura 31. Espectro de correlacién bidimensional (2D-COSY) protdnica del
aceite PC-26 Il.

77



78

las sefiales de los carbonilos pertenecientes a las cetorias conjugadas en
5 =176.54 y 176.78 ppm. Estos espectros mostraron también los pares de
senales para los nicleos C-13 (8.4 y 8.7 ppm), C-4 (37.1 y 37.9 ppm) y C-6
(73.9 y 74.2 ppm) que reflejaron las proporciones de 1:1.14 entre los dos
epimeros.

Por otra parte, el singulete ancho en el espectro de RMN de 1H (Espectro
6, Cuadro 15) a & =7.40 ppm, el Unico protdon aromatico, asi como el singulete
en 1.88 ppm permitieron establecer la substitucién por el grupo metilo en la
posicién 11 sobre el anillo de furano.

El cuadro 15 incluye el valor de la rotacion éptica y algunas constantes
espectroscépicas de la neoadenostilona (26) y la epineoadenostilona (27), los
dos furanoeremofilanos aislados de la P. candidissima. l.os cuadros 16 y 17
incluyen los valores para los desplazamientos quimicos observados en la RMN-
1H y 13C para los dos compuestos epiméricos.

Es importante mencionar que la necadenostilona (26) ha sido aislada en
varias especies vegetales de la familia de las compuestas (Harmatha et al.,
1969). Sin embargo, sus constantss espectroscdpicas de RMN de 13C
(Espectro 7) no habian sido descritas con anterioridad. Por otra parte, el
compuesto 27 resulta ser un nuevo metabolito secundario en la familia

Asteraceae.
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Cuadro 15. Constantes fisicas y espectroscdpicas (UV, IRy EM) de la
neoadenostilona (26) y la epineoadenostilona (27) aisladas

de P. candidissima.

(26): Neoadenostilona (6 -angeloiloxy)

1 * O 13 (27): Epineoadenostilona (6 a-angeloiloxy)

Aceite

[af) =-32.70

UV (CHCI3) A max- (nm): 302, 220

IR (CHCI3) vinax (cm-1) (Espectro 5): 2965-2875, 1720, 1680, 1630, 1600, 1535,

890
EM/IE 70eV: m/e (% abund. rela.):
26: 27:
328 M+ (8), 328 M + (8),
246 [M-82] + (21) 246 (42),
228 [M -100]+ (83) 228 (97),
213 [228-15]+ (49), 213 (57),
137 {C7H50a)* (18), 137 (21),
83 [C4H7COJ* (9), 85 [C4HgCO}* (52),

43 [CaH7I+ (100). 57 [85-CO} + (100).



Cuadro 16. Valores para los desplazamientos quimicos en la RMN-1H de la
neoadenostilona (26) y la epineoadenostilona (27) (300 MHz, §
{(ppm), CDClg, TMS) (Espectro 6)"

H 286 27

1 7.02t (4.12) 6.98t (4.12)
2a 2.24m 224 m

3a 1.57m 1.57 m

3b 1.44m 1.44 m

4 1.99m 1.99m

6 6.44 s 6.35s
12 7.40 sa 7.40 sa
13 1.88 sa 1.893 sa

14 1.16s 111s

15 1.03d (6.71) 0.97d (6.71)

3 6.29 cc (7.17; 1.5) 6.30 cc (7.32; 1.5)
4 2.11dc (7.17; 1.5) 2.11 dc (7.17; 1.5)
5' 1.99 dc (1.5; 1.5) 1.99 dc (1.5; 1.5)

‘Constantes de acoplamiento, entre paréntesis.

12
/ (26): Neoadenostilona (6 B-angeloiloxy)
O 13  (27): Epineoadenostilona (6 a-angeloiloxy)



Cuadro 17. Valores de los desplazamientos quimices en la RMN-13C de la
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neoadenostilona (28) y la epineoadenostilona (27) (75.429 Mhz, 6
(ppm), CDClg, TMS) (Espectro 7).

Cc 26 27
1 141.55 141.55
2 27.91 27.80
3 25.14 24.77
4 37.87 37.14
5 43.36 46.62
6 73.86 74.16
7 135.94 1356.80
8 141.274 141.274
9 176.54 176.78
10 141.274 141.274
11 120.97 121.11
12 138.14 137.93
13 8.38 8.69
14 17.48 17.48
15 15.87 15.66
i’ 166.95 166.85
2' 126.91 126.91
3 145.88 145.88
4' 20.55 24.84
5 22.62 22.62
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6. CONCLUSIONES

1 El analisis fitoquimico de la P. candidissima (Greene) Weber &
Léve (Asteraceae) permitié determinar el pérfil quimico del metabolismo
secundario de esta especie. Los constituyentes mayoritarios fueron
caracterizados como alcaloides pirrolizidinicos (AP) y furanoeremofilanos, todos
caracteristicos del género Senecio. Por lo tanto, estos resultados no pueden ser
utilizados como un criterio de tipo quimiotaxondmico que permita diferenciar a
las especies incluidas en el género Packera de las pertenecientes a Senecio.

2 El empleo de la cromatografia de gases permitié cuantificar y
caracterizar los alcaloides presentes en la P. candidissima. A pesar de que las
partes adreas presentan un menor contenido alcaloideo, éstas concentran el
mayor potencial hepatotdxico de esta planta, ya que los alcaloides presentes en
ellas, la senecionina (1), la integerrimina (2), la retrorsina (3) y la usaramina (4),
son mas toéxicos que la senkirkina (5), alcaloide mayoritario en las raices. Sin
embargo, el empleo prolongado via una administracién oral de las infusiones y
decocciones preparados a partir de ambos 6rganos provocarian los efectos
cronicos conocidos. Esta toxicidad suele ser menor cuando estos remedios se
aplican en forma de cataplasmas o lavados para las heridas de la piel o las
infecciones de la vagina, debido a la poca absorsion de los AP por esas vias.

3 Probablemente, la conclusién mds importante que se deriva de los
resultados obtenidos de la presente investigacidon estd relacionada con el alto
contenido de alcaloides téxicos en esta planta, ya que se ha demostrado que la
toxicidad de estos metabolitos secundarios ocasiona trastornos de tipo crénico
que en la mayor parte de los casos no se asocia ni directamente, ni en primer
instancia, al empleo de plantas medicinales productoras de alcaloides
pirrolizidinicos, De tal suerte que las investigaciones conducentes a la

valoracién del potencial téxico de plantas utilizadas tradicionalmente por las
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poblaciones indigenas, e incluso por la poblacién no rural constituyen una sefal
de alerta que debe ser difundida mediante los mecanismos de salud publica

apropiados.
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