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RESUMEN 

El estudio de las f'racciones de mayor polaridad de Cigarrilla 

mexicana Aiello perml tió el aislamiento de un nuevo producto 

natural que f:ue caract.erizado por métodos qui micos y 

espectroscópicos como el 2-0-metil-manitol. 

El extracto clorof'ormo:metanol de las partes aéreas de Ratibida 

latipaliaris Richards mostró una toxicidad significativa para 

Ar temi a salina C LC
50 

366. 61 µg/ml). Asi mismo el extracto 

demostro una notable actividad anti microbiana en 

Gram positivas C Staphyl ococcus aureus .. Bacillus 

bacterias 

subtilis), 

Gram negativas CPseudomona aeruginosa, Escherichia coli) y en la 

levadura ~ándida albicans. Por último dicho extracto presentó 

una al.la citotoxicidad in vitre para los siguientes sistemas de 

tumores: KB 6. 2. µg/ml)' carcinoma. de pecho MCF-7 

CED50 = 2.4 µg/ml), carcinoma de pulmón A-549 CED
50 

= 7.7 µg/ml) y 

adenocarcinoma de colón HT-29 CEo
50 

4.0 µg/ml). El 

f:"raccionamlento biodirigido del extracto activo mediante la 

determinación de la toxicidad contra Artemia salina permitió el 

aislamiento y la purif'icación de 7 compuestos, los cuales f:ueron 

caracterizados mediante métodos quimicos y espectroscópicos como: 

la ratibinólida I C36), la ratibinólida II C37), el (1-sit.osterol 

C38), la 

pedalitina 

hispidulina 

C42) y 

C 40), el (1-D-gl ucosi tosterol C 41), 

el 2-a-(1-D-g1ucopiranosil-~lCl0), 4C 5) 
la 

germacradien-6a,7(1,11(1-ólida C43), constituyendo este últ.imo un 

nuevo producto natural. De los compuestos aislados la 

rat.ibinólida I y la ratibinólida II mostraron alta toxicidad para 

Artemia salina y para la linea celular P-388 (leucemia linf:"ócitica 

de muridos) la ratibinólida I presentó un ED
50 

1. 2 µg/ml y la 

rat.ibinólida II presentó un Eo50 a 2.4 µg/ml, Por ot.ra parte 

las f:"lavonas hispidulina C40) y la pedalilina (41) demostraron 

moderada. act..ividad ant.imicrobiana en cont.ra de bact.erias Gram 

positivas. 



ABSTRACT 

A novel mannit.ol derivat.ive, c-0-methyl-D-mannitol was isolated 

and characterized :from t.he most polar :fractions o:f a methanol 

extract o:f Cigarrilla mexicana Aiello. 

The aerial parts of' Rat.ibida lat.J.paliaris were extracted with a 

mixture o:f CHC1
3 

: MeOH C1:1). The result.ing extract was toxic to 

Art.emia salina CLC
50 

366. 61 µg/ml) and exhibited signif'icant 

cytot.oxicity against. KB CED
50 

6.2 µg/ml), MCF-7 breast carcinoma 

CED
50 

= 2. 4 µg/ml), A-549 lung carcinoma CED
50 

,. 7. 7 µg/ml) and 

HT-29 colon adenocarcinoma CEo
50 

a 4.0 µg/ml) human cell culture 

systems. The active extract was subsequent.ly :fractionated by 

column chromatography on silica gel, using the brine shrimp assay 

to guide the isolation. Repeated column chromatography o:f the 

active :fractions led to the isolation o:f a novel sesqui terpene 

lactone, 2-a-~-D-glucopyranosyl-~1 ( 1 0), 4C 5J_germacradien- 6a,7~, 
11~-olide (43) and f'our known compounds, ratibinolide I (36), 

ratibinolide II (37), hispiduline (40) and pedalitine (42). The 

proposed structure of' ~ was based on spectroscopic and chemical 

evidences. The cytotoxic activity o:f the sesquiterpene lactone was 

evaluated in the P-388 murine cell culture system. Compound 43 was 

inactive CEo
50 

> 20 µg/ml) but 36 and 37 exhibited ED
50 

o:f 2.3 

µg/ml and O. 2 µg/ml, respectively. Also the antimicrobial 

properties o:f the extract o:f Rat.ibida latipaliaris against Gandida 

albicans and Gram positiva and Gram negat.i ve bacteria was 

investigated. It was f'ound the ext.ract axhibit.ed a remark:able 

act.ivity against all the microorganisms t.ested. Of' the isolated 

compounds the f'lavones 40 and 42 showed a moderated activity 

against Gram positiva bacteria. 
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I NTRODUCCI ON 

El potencial de las plantas superiores como una f'uente de 

nuevos f'ármacos se encuentra aún inexplorado. Se estima que 

existen alrededor de 250,000-500,000 especies de plantas y sólo 

un peque~o porcentaje ha sido investigado desde el punto de vista 

f'itoquimico y el número de ext.ractos vegetal sometidos a pruebas 

biológicas o f'armacol6gicas es todavia menor. Por ejemplo. el 

Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos ha evaluado 

unas 35,000 especies de 

anti tumoral enLre los arios 

plantas 

de 1957 

con una 

a 1981 y 

posible actividad 

recientemente han 

adquirido unas 20,000 especies tropicales de América Latina, 

Mrica y el sureste de Asia, las cuales no han sido investigadas 

con respecto a su actividad farmacológica CSuf'f'ness el al, 1982). 

El proceso por el cual tiene que pasar una planta o 

compuesto puro para probar su actividad farmacológica es largo y 

tedioso y requiere una colaboración multidisciplinaria de 

botánicos, quimicos, I'armacólogos y toxicólogos por tan solo 

mencionar algunos. Este proceso involuc;a los siguientes 

etapas: 

1.- Colección, identi!icación botánica y secado de la planta. 

2.- Preparación del extracto apropiado y análisis 

cromatográfico preliminar en cromatogra!ia de capa !ina o 

cromatografia liquida de alta presión. 

3.- Prueba biológica y !armacológica del ext.racto crudo. 

4. - Diversos pasos consecutivos de separación cromatográfica y 

aplicación de bioensayos para el moniloreo de la actividad 

biológica. 

5.- Veri!icación de la pureza de los compuestos aislados. 

6.- Elucidación estructural por métodos quimicos y 

espectroscópicos. 

7.- Sintesis total y/o parcial. 

8. - Preparación de derivados o análogos para investigación de 

la re1aci6n esLrucLura-ac~ividad. 

9. - Aislamiento a gran escala 

adicionales y toxicológicas. 

para pruebas farmacológicas 



10 

La selección de una planta para su estudio es un factor 

La recolecta del 

Si n embargo, los 

crucial en el proceso de cualquier investigación. 

material vegetal se puede efectuar al azar. 

procedimientos de recolección se fundamentan principalmente en 

en la información consideraciones de tipo quimiotaxon6mico y 

etnobotánica disponible. Existe una mayor probabilidad de que 

las plantas de importancia y amplio uso en la medicina tradicional 

cont.engan compues~os activos ~armacológicamente. Por ejemplo en 

el caso de la actividad anticancerlgena ha podido demostrarse una 

correlación entre actividad biológica y el uso en la medicina 

tradicional de una planta determinada CFarnsworth, 1981; Spjut, 

1976). 

Muchos de los ensayos requieren 

cu! ti vos de células y de manejo de 

procesos 

animales 

especializados de 

de laboratorio asi 

como la participación de bioquimicos, biólogos y farmacologos. 

Son pocos los casos en que puede realizarse bioensayos dentro de 

un laboratorio de fitoquimica y en consecuencia, el 

fraccionamiento biodirigido en la mayoría de las veces se realiza 

en cooperación con grupos de investigación que cuentan con la 

infraestructura apropiada. En el pasado, los farmacólogos 

rehusaban la idea de probar los extractos vegetales crudos en sus 

bioensayos; sin embargo, el est.ablecimient.o paulatino de una 

estrecha colaboración con fitoquimicos ha determinado que los 

result.ados relacionados con el aislamiento de principi,...·s activos 

sean más ef'ecli vos y en menor tiempo. De esta m.:>.nera en la 

act.ualidad, numerosos laboratorios de productos nat.urales tienen 

miras a expanderse y a usar bioensayos que pueden ser realizados 

por personal no especializado. Muchos de de estos ensayos son 

de gran interés y necesarios para fitoquimicos en los paises 

tercermundistas y es ahi precisamente donde el potencial de 

plantas con posibles principios activos es mayor. En la 

act.ualidad muchos de est..os ensayos simples se han convert.ido en 

mét.odo de rut.ina en un gran número de laborat.orios f'it..oqu.1micos. 

A cont.imuación se enumeran algunos de los bioensayos de fácil 
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i mpl ement.aci ón: 

i). - Det.erminación de la t.oxicidad para el crust.áceo Artemia 

~ CAnderson et. al. 1971). 

ii).- Inhibición de las agallas inducidas por Agrobact.erium 

tumef'aciens en discos de papa CKahl et al, 1982; Zaene et al. 

1974; Chilt.on et. al, 1980; Ream ~ al, 1982; F"errigni et al, 

1982, ~ alia). 

iii).- Inhibición del crecimient.o de Lemna miQQC. CEinhellig et al, 

1989; Zeringe 1987; Anderson 1991). 

iv).- Inhibición del desarrollo de los huevecillos de Erizo de mar 

CCimino et. al,1990 ). 

v) . - Eva! uaci 6n de 

CMit.scher et. al ,1972; 

1 a act.i vi dasd ant.i microbiana y ant.i f'úngi ca 

Ieven et al. van de Berghe et. al. 1978; 

1979; Dornberger y Li 1982; Mitscher et. al, 1984; Verpoort.e et. al, 

1982; von Seer et. al, 1984; Anderson, et. ~,1991). 

vi). - Bioensayos en lineas celulares de tumores humanos en 

cultivos celulares in vitre CGiard et al, 1973; Soule et. al, 1973; 

F"ogh and Trempe, 1975). 

vi i). - Eva! uaci ón del pot.enci al anti l eucémi ca en múridos C P-388) 

C Ger an et. al • 1 972) . 

La búsqueda de agent.es ant.imicrobianos 

los propósit.os más dif'undidos entre los 

investigación f'it.oqulmica CRecio et al, 1989). 

compuest.os de origen veget.al con act.lvidad 

represent..a uno de 

laborat.orios da 

Sin embargo, los 

antimicrobiana no 

compiten con los ant.ibióticos usados clinlcament.e, por lo tanto la 

busqueda se ha concretado a compuest.os que presenten un espectro 

de act.ividad complementaria para los f'armacos ya exist.ent.es y 

principalmente, nuevos protot.ipos est.ruct.urales de origen natural 

CMit.scher et. al, 1972). 

La búsqueda de compuest.os antif'úngicos requiere una atención 

principal como result.ado del increment.o en la incidencia de las 

micosis oport.unist.as, asociadas principalmete con el SIDA y el 

t.ra~amient.o con rármacos inmunosupresores. Son pocos los agentes 

ant.if'úngicos indicados en el t.rat.amiento de micosis sistémica y su 



ef'icacia es muy limi t.ada CBork, 

Por último la investigación de 

tradicional para af'ecciones de 
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1983. • Huf'f'ord et. al. 1988). 

plantas usadas en la medicina 

la piel puede proveer nuevos 

agentes antisépticos tópicos los cuales constituyen una necesidad 

primaria en el tercer mundo. 

Los ensayos ant.ibact.erianos pueden clasif'icarse en tres 

grupos; métodos de dif'usión, de dilución y métodos bioaut.ográf'icos 

CRios, et. al, 1988). Para evaluar la actividad inhibitoria de 

ext.ract.os sobre el crecimiento de microorganismos, el mét.odo de 

dilución en agar en cajas de Pet.ri con inoculación por multipunt.os 

o dilución en caldo nutritivo es la técnica más conveniente ya que 

no se necesita inf'raest.ruct.ura sof'ist.icada. La bioaut.ograf'ia 

es otra herramienta donde se combina la cromat.ograf'ia en capa 

y la f'ina y un 

localización 

bi oensayo in si tu. 

de 1 os compuestos 

que permi t.e el monitoreo 

activos en una mezcla compleja. 

Este es el método más ef'iciente para el aislamiento biodirigido de 

principios activos. La técnica biaut.ográf'ica f'ue ampliament.e 

usado en el campo de 1 os ant.i bi ót.i ces. Muchos de los 

procedimient.os publicados se basan en el proceso de difusión en 

agar, por lo cual el agent.e anti microbiano es transferido del 

cromat.ograma a una placa de agar inoculada a t.raves de un proceso 

de dif'usión. Los problemas relacionados con el proceso de 

dif'usi6n pueden ser evit.ados mediant.e la detección bioaut.ográf'ica 

directa en la placa de cromatograf'ia de capa fina. Las zonas de 

inhibición son visualizadas mediant.e la detección de la actividad 

deshi drogenasa con sal es de t.et.ra:zol i um C MTT. I NT. .;;i.t.c.). La 

técnica de agar-overlay se considera como el método bioaut.ográf'ico 

más conveniente hast.a el moment.o, est.e mét..odo puede ser usado para 

el aislamiento de compuestos ant.ibact.erianos de diversas especies 

veget.ales CHamburger et. al, 1987., Wang et. al, 1989, Orjala et. al, 

1989). 

Los ensayos usados para det.ecc.ión de act.ividad 

ant.if'úngica son un poco similares a los mét.odos para los 
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compuest..os an•.i bact..er i anos C Ja ns sen et al • 1988). Los ensayos de 

dilución en agar son más convenientes para propósito de screening. 

Se ha publicado un procedimiento bioautográf'ico direct..o para la 

producción de esporas de las especies de Aspergillius, Penicillium 

y Cladosporium. Las placas para cromatograf'ia de capa fina son 

rociadas con una suspensión de esporas e incubadas durant.e 2 ó 3 

dias en una at.mósf'era húmeda. Las zonas de inhibición se 

visualizan directamente debido a la producción de esporas 

pigmentadas por el crecimiento fúngico después de este t.iempo. Los 

métodos bioautográf'icos dir·ect.os se han ut.ilizados principalmente 

con Cladosporium cuccumerium como un ensayo rutinario durant.e 

muchos afies, por medio del cual se aislaron una serie de 

diversos compuestos ant.ifúngicos CHost.ett.man et al, 1990). Sin 

embargo, el mét.odo bioautográfico directo no es aplicable con la 

levadura Candida albicans CRahalison et al, 1991). 

Los procedimient.os de evaluación para la det.ección de 

agent.es anti cancer i genes potencial es incluyen ensayos ci tolóxi cos 

con cul t..i vos de células y ensayos de mecanismos de acción 

bioquimica basados en infraest.ruct.ura especializada. Algunos de 

los ensayos de fácil implementación pueden predecir esta actividad 

in Y!JJ::E_ e in vivo. Un ejemplo, es el empleo del crustáceo 

Artemia salina Leach como un ensayo de bajo costo. Los huevos de 

Ar-t..ieomia s:alin~ son incubados en un medio artificial con agua de 

mar; el ensayo consiste en determinar la toxicidad de los 

compuest.os de prueba por medio de la cuantif'icación del número de 

organismos muert.os. Esta evaluación demostró una buena 

correlación con la act.ivida.d cit.ot.óxica observada en los. ~ult.ivos 

celulares P-388 de leucemia de múridos. 

El bioensayo en disco de papa (inhibición del crecimiP.nt..o de 

las agallas) es ot.ro sistema de prueba usado como 11pre-screening"' 

para la det.ección de la actividad antitumoral CLippincott. et al., 

1975). El crecimiento de agallas es una enfermedad neoplásicas de 

plant.as:, inducidas: por las cepas de Agrobact.erium t.umef"aciences 

mediant..e la transferencias de plásmidos inductores del tumor de la 
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bacteria a las células de la planta. La inhibición del crecimiento 

de agallas mostró una correl.ación con la actividad 3PS Cleucemia 

de múridos in yj,_yQ) ; par a 

inoculados en cajas de pet.ri 

crecimiento que contiene la 

incubación por 21 di as, se 

el ensayo 1 os di seos de papa son 

con lb.. lumorigenes en un medio de 

muestra de prueba. Después de la 

cuentan las agallas crecidas y se 

calcula el porcentaje de inhibición por comparación con controles. 

Este método requiere condiciones estériles en cambio el método 

de la delerminacion de toxicidad para Arlemia salina no requiere 

condiciones de esterilidad. Recientemente se han publicado 

resúmenes que proveen detalles de estos bioensayos y su 

aplicación en el fraccionamient.o biodirigido de exlract.os 

vegetales CAnderson et. el..• 1991., McLaughlin, 1991). 

Los compuest.os ant.imilólicos como la vinblaslina y la 

podof'iloloxina demostraron un ef'eclo inhibit.orio de la división 

celular en huevos fertilizados de golilla o pilluelo de mar y en 

oocit.os de estrella de mar CWhit.e el al. 1981; Jacobs el al, 

1981). Los huevos se recolect.an de la hembra de pilluelo de mar 

y artif'icialmenle son fert.ilizados con esperma obtenido de los 

machos. Posleriorment.e. se trat.an con las sustancias de prueba. 

La inhibición de la división puede observarse al microscopio 

después de un determinado tiempo de incubación. Se ha report.ado 

que este sistema es muy ut.ilizado para el estudio del mecanismo de 

acción demost.rado por agentes antitumorales pot.enciales; est.e 

ensayo requiere una mínima inf'raestructura y condiciones sin 

antimilólica puede ensayarse en las 

Micraslerias denliculat.a CMeindl 

esterilidad. La actividad 

algas verdes unicelulares 

~ el... 1981), El núcleo de esta alga suf're una migración 

caraclerislica durante la división celular, la cual es perturbada 

por los inh.lbidores de la formación de los microtúbulos. Esta 

técnica es 

veget.ales. 

relacionados 

muy utilizada para 

Al gunos pol i f' enol es 

a los estilbenos 

el "screening" de extractos 

t.et.raciclicos biogenélicamenle 

de Bauhinia ruf'escens Lam 

CLeguminosae) han demost.rado una gran actividad anlimilót.ica en 
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este bioensayo CMaillard ~ e.J,_, 1990). 

Un camino para el control de las enf'ermedades tropicales 

paludismo como la 

consiste 

ocasiona. 

esqui stosomi asi s:, 

en la eliminación 

1 a t' i ebr e amar i 11 a 

del vector del 

y el 

parásito que las 

La quimioterapia o quimioprevención mediante 

productos: si ntét.i cos: res:ul ta demasiado costoso en muchos de los 

paises en vías de desarrollo, por lo que se necesitan derivados de 

plantas con actividad molus:quicida y larvicida capaz de 

interrumpir el ciclo de vida del parásito, mediante la eliminación 

del huésped intermediario. El vector de la es:quis:tosomiasis: es 

un caracol de agua dulce del género Bulinus o Biomphalaria. El 

ensayo para 

sol amente del 

la actividad molusquicida es simple y requiere 

suministro de caracoles del tamaflo apropiado. La 

prueba básicamente implica la introducción de la sustancia o el 

extracto vegetal de prueba en agua conteniendo caracoles 

transmisores de esquist.osomias:is y observar la mortalidad de los 

moluscos CWHO 1965). En el caso de Biomphalaria qlabrata, la 

mortalidad puede cont'irmarse al observar los latidos de corazón de 

los organismos sobrevivientes: en el microscopio. Un resámen de 

los ensayos relacionados al control de la esquistosomiasis y 

ejemplos de agentes molus:quicidas naturales se describió 

recientemente en la literatura CMartson 1991). 

Los mosquitos del género Anopheles y Aedes son vectores del 

paludismo y la f'iebre amarilla o dengue, respectivamente. La 

ef'icacia de extractos vegetales como agentes larvicidas ha sido 

muy estudiada por diversos: grupos de investigación CZarroug 

et al , 1 988; Qur es:hi et al , 1986) . Par a el "ser eeni ng" 

sistemático de extractos: vegetales con actividad larvicida 

potencial se usa el ensayo con larvas de Aedes aegypti CZarroug 

et al, 1988; Qures:hi et al, 1986). EJ. ensayo consiste en 

exponer a las larva a varias concent.raciones de la muestra de 

prueba por un dia para apreciar el et'ecto mortal después de 30 min 

y 24 hr. Un procedimiento similar se ha descrito por otros 

investigadores CZarroug et al, 1988; Qureshi et al, 1986J. 
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En las últimas décadas el interés por la búsqueda de nuevos 

principios activos a partir de materias primas vegetales ha sido 

notable.La selección de las mismas utilizando como criterio el uso 

en la medicina tradicional, es un hecho bien documentado y que ha 

permitido el hallazgo de importantes f'ármacos CF"arnsworth y 

Bingel, 1977; F"arkas, 1980; F"arnsworth, 1980; Galef'f', 1980; 

F"airbairn, 1980; Salemink,1980; in+.er alia). En este sentido la 

!'lora medicinal mexicana representa una f'uente potencial 

valioslsima para la búsqueda de principios activos. El conocido 

uso tradicional de la misma asi como la gran riqueza y diversidad 

son sus 

plantas 

principales carater!sticas. La 

que con:forman la !'lora medicinal 

investigación de las 

mexicana constituye un 

compromiso y un gran reto para los investigadores nacionales en 

las áreas de la f'itoqu!mica, botánica y f'armacolog!a, entre otras. 



CAPITULO I. 

Aislamiento e identi:ficación de un polialcohol de las :fracciones 

de mayor polaridad de Cigarrilla mexicana CZucc et. Martius ex D. 

C.) Aiello. 

1.1. Antecedentes 

La Cigarrilla mexicana CZucc. et. Martius ex D. C.) Aiello es 

una planta endémica de México perteneciente a la :familia 

Rubiaceae. Se encuenl.ra di str i bui da principal mente en los 

estados de Hidalgo, Querétaro. San Luis Potosi y Nuevo León. 

Popularmente se le conoce con los nombres de cigarra, 

cigarrilla, cacaloxochitl, :flor de San Pedro CHidalgo) y :flor de 

cuervo CSan Luis Potosi); sus hojas y corteza son extremadamente 

amargas y se emplean en la medicina tradicional como emético 

CAiello, 1979) y antiparasitario CLorence, 1986). 

Un estudio :fitoquimico previo del extracto metan6lico de esta 

planta medicinal condujo al aislamiento y la elucidación 

estructural de tres ácidos triterpénicos, cinco cucurbitacinas y 

un polialcohol Cmanitol) CCamacho et al Rios, 1988; Cas:ta~eda, et 

al1988; Mata et al 1988). La metodología utilizada en estos 

estudios: se describe a continuación: el material vege+.al 

pulverizado procedente del estado de Hidalgo CBarranca de 

Tolaltongo Hidalgo voucher DL604040)se extrajo sucesivamente con 

hexano y metano! según se muestra en el Esquema 1. 1. 

Post..eriorment.e, el ext..ract.o met.anólico se rraccionó 

preliminarmen~e via una cromal.ografia prepara~iva en columna sobre 

gel de silice obteniéndose 939 :fracciones. Cabe hacer notar que 

del extracto metan6lico precipitó espontáneamente grandes 

cantidades de manito!. 

Sucesivas cromatogra:flas en columna de las :fracciones 223-266 

de polaridad intermedia permitieron el aislamiento de los ácidos 

ursólico, oleanólico y 3-~-23-dihidro-urs-12-en-28-oico C~-2) y de 

tres de las curcubitacinas Ccucurbitacina E, 

17 



Figura 1.1.- Estructuras de metabolilos aislados de las rracciones 

de polaridad intermedia de Cigarrilla mexicana 

Aiello. 

H 
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3-!!Q!_-isocucurbit.acina e isocucurbit.acina 8) C~-§_) CFigura 1.1). 

Las cucurbit.acinas ant.es mencionadas poseen act.ividad cit.ot.óxica 

CKupchan 1967., Arisawa 1984). 

El est.udio de las rracciones combinadas 759-787 permit.ió el 

aislamient.o de dos glucocurcubit.acinas que rueron caract.erizadas 

como la 2-¡1-D-glucopiranosilcurcubit.acina-F-25-acet.at.o C?..) y la 

2-~-glucopiranosilcucurbit.acina-B Cª) CFigura 1.2.). 

Finalment.e. cabe dest.acar que las f'racciones 788-904 

pert.enecient.es al grupo de rracciones de mayor polaridad no ruaron 

i nvest.i gadas. 

1. 2. - Objet.ivos. 

Con la rinalidad de ampliar el conocimient.o del cont.enido 

met.abólico de la especie Cigarrilla mexicana, se consideró 

pert.inent.e proseguir con el est.udio rit.oquimico de las rracciones 

de mayor polaridad obt.enidas en el est.udio previo 

CCast.affeda 1988). 

Es import.ant.e dest.acar que el t.rabajo rorma part.e de un 

est.udio sist.emát.ico de Rubiaceas mexicanas usadas en medicina 

t.radicional. 

Para el cumplimient.o de los propósit.os ant.es seffalados se 

consideraron los siguient.es objet.ivos especiricos: 

1. - Separar mediant.e mét.odos cromat.ográricoS: los 

const.it.uyent.es mayorit.arios de las :fracciones de mayor polaridad 

dol e:xtract.o met.an6lico de C.igarrilla mexicana.. 

2. - Ident.iricar mediant.e mét.odos quimicos y espect.roscópicos 

las sust.ancias aisladas. 

1.3.- Mat.eriales y Mét.odos. 

1. 3. 1. Aislamient.o y puriricación del 2-0-met.il-D-manit.ol C10). 

Las rracciones combinadas 788-904 (243.1285 g) obt.enidas en el 



Figura 1. 2. - Est.ruct..uras , d.e < gl ucocurbi t.aci nas ai s! adas de 1 as 

:fracciones 'de ma:)'or polaridad de Cigarrilla mexicana 

Aiello. 
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estudio previo CCamacho y Rios, 1988; Caslafieda, 1988; Mala, 1988) 

se recromalograriaron en una columna de gel de silice Csilica gel 

Merck 60 gránulos de 0.2-0.6 mµ). La el uci ón de 1 a columna 

se realizó con clororormo: metanol en direrenles proporciones; se 

recogieron un total de 182 rracciones de 60 ml cada una., 

combinándose aquellas cromalográricamente similares; de las 

f'racciones 64-105 eluidas con cloroformo:metanol 85:16 se 

obtuvieron 10. 9323 g de un sólido cristalino de sabor dulce, 

soluble en melanol y agua, con punlo de rusión 90-97°C. 

l. 3. 2. Preparación del derivado acetilado !..Q.2.. 

Para preparar el derivado acetilado, se empleó 1 ml de 

anhidrido acético y 1 ml de piridina por cada 100 mg de muestra. 

La mezcla de reacción se dejó 24 hrs a lemperalura ambiente; y 

pasado esle tiempo, se procesó de la manera habitual CShriner, 

Fuson Curlin, 1980). Se acetilaron 60 mg del compuesto 10 

obteniéndose 60 mg del derivado acelilado 10a con punlo de rusión 

87-92ºc. 

1. 3. 3. Prueba de Molish. 

Una pequefia cantidad del compuesto 10 se disolvió en 3 m1 

de agua destilada y a la solución result..ante se le adicionó 1 ml 

de solución reactiva de a-nartol ClO % de etanol); seguidamente se 

agregaron por las paredes del t..ubo 2 golas de ácido 

sulf'úrico concent.rado. A continuación se observó el desarrollo 

de la coloración en la ir,t..errase de los liquides. 

l. 3. 4. Determinación 

espectroscópicas. 

de 

El aspecLro de IR se ob~uvo 

las const.ant.es risicas y 

un espec~ro~o~6me~ro Perkín 

Elmer 5998; los espect..ros de RMN se regist..raron en un aparato 

Varian VXR 300S uli l izando como disolventes clororormo y/o 

21 
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dimet.ilsul:fóxido y como muest.ra de re!'erencia int.erna el TMS. 

La rot.ación ópt.ica se midió en un polarimet.ro digit.al JASCO 

DIP 360 y los punt.os de :fusión se det.erminaron en un aparat.o 

Fisher-Jhones y no est.án corregidos. Los análisis cromat.ográ!'icos 

en capa !'ina se e!'ect.uaron siguiendo las t.écnicas convencionales 

ut.ilizando placas de vidrio recubiert.as con gel de silice Csilica 

gel 60 F 254 Merck) y como agent.e revelador se usó sul!'at.o cérico 

CSt.ahl. T.• 1969). 

l. 4. Result.ados y discusión. 

De las f'racciones de mayor polaridad obt.enidas del 

ext.ract.o met.anólico de las part.es aéreas de ~ mexicana Aiello 

se obt.uvo un polialcohol que :fue caracterizado por mét.odos 

quimicos y espect.rosc6picos, como el 2-0-met.il-D-manit.ol, un nuevo 

product.o nat.ural. Las evidencias que permitieron su 

ident.i:ficación serán el objetivo :fundamental 

sección. 

de la presente 

El producto se obtuvo como un sólido crist.alino soluble en 

solvent.es polares~ ópticamente act.ivo, con punt.o de f'usión 

89-92ºC, la reacción negativa !'rente al reactivo de Molish 

descartó en un principio su posible caracter sacárido. La 

:fórmula molecular c
7

H
16

o
6 

se estableció mediant.e un análisis 

elemental. 

El espectro de IR (Espectro 

caract.erlsticas para grupos hidroxilos 

cm-1 ). El espectro de resonancia 

1.1) presentó bandas 

e 3400-3300. 1 070 y 1050 

magnética nuclear de 13c 
CEspect.ro 1. 2) en DMSO resultó bastante simple, present.ando 

seriales para siet.e át.omos de carbono en concordancia con la 

!'órmula molecular. De acuerdo al análisis del espectro APT 

y consideraciones de la t.eoria del desplazamient.o quimico las 

seriales se asignaron de la siguiente :forma: a) las sel'íales 

negat.ivas a campos más bajos debian corresponder a cuat.ro met.inos 
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unidos a f'unci ones oxigenadas C 67, 69, 71 y 81 ppm) ; b) Las dos 

sel'iales positivas en 60 y 63. 5 ppm debian corresponder a dos 

grupos hidroximelilenos; c) por último la sel'ial negativa que 

aparece en 57.61 ppm era asignable a un grupo meloxilo. 

El espectro de resonancia magnética nuclear protónica 

CEspeclro 1. 3) conf'irmó la presencia de un grupo meloxilo 

alif'át.ico ya que a 3.3 ppm aparece un singulele que integraba para 

tres protones. También se observaron seflales para varios 

hidrógenos unidos a !'unciones carbinólicas y para varios grupos 

hidroxilos en la región comprendida entre 3.39 y 3.7 ppm. 

Al lralar el producto natural con anhidrido acético y 

piridina se obtuvo el derivado pantacetilado !.Q2. CEspeclro 1. 4) 

demostrándose qui~~camenle la naturaleza polialcohólica del 

compuesto. 

El espectro de resonancia magnética nuclear protónica del 

derivado penlacelilado 10a CEspeclro 1. 4) present.ó las siguientes 

caracterislicas: 

a) En 2.09 ppm se observaron dos singuleles anchos que integraron 

en conjunto para 15 hidrógenos melilicos de cinco grupos 

a.cela los. 

b) En 3. 4 ppm se observó el singulele asignable a un grupo 

met.oxilo. 

c) En 5.09, 

at.r i bui bles 

aceloxilo. 

d) En 3.35 

5.3 y 5.6 ppm se localizaron resonancias 

a lres hidrógenos gemina.les a .funciones 

ppm se observó un mulliplele que bién podia 

corresponder a un hidrógeno gemina! a una !'unción etérea. 

e) Finalmente, el espectro presentó dos sistemas AB centrados en 

4.49 y 4.09 ppm, asignables a los hidrógenos gemina.les de los 

acetatos de los dos alcoholes primarios. 

El análisis del espectro COSY CEspect.ro 1. 5) permitió 

est.ablecer las secuencias eslruclurales parciales que se ilust.ran 

en la Figura 1.3. Las correlaciones homonucleares más 

se describen a continuación: 

imporlanles 

a) El dobl ele de dobletes: en 5. 57 ppm CHª) most.r6 una clara 
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int.eracci6n con el mulliplete centrado en 6.07 ppm CHbJ que a 

su vez correlacionaba con una de las ramas de los dos 

sistemas AB cent.rados en 4.29 y 4.09 ppm. Estas int.eracciones 

permi t.i eren 

Figura 1. 3. 

est.ablecer 

bJ El doblet.e de doblet.es 

con el mult.iplet.e CHdJ 

sef'íal del met.oXilo. 

la est.ruct.ura parcial "A" de la 

cent.rada en 6.28 ppm CHcJ correlacionó 

centrado en 3. 38 ppm debajo de la 

correlacionaba con ot.ra de 

las ramas 

i nt.eracci ones 

de los dos sist.emas AB. Est.e último grupo de 

condujo a la est.ruct.ura parcial B de la Figura 

1. 3. 

Figura 1. 3. Est.ruct.uras parciales "A" y "B" del producto nat.ural 

f 

CH2 OH 

B 
1 
CHd OMe 
1 

réOH 
CHª OH 

A ' CHbOH 

' CH2 OH 
e 



Cuadro 1. 1:. -

, 
CH2 0Ac 

21 
CHO-C-H 9 

31 
AcO- e -H 

,1 
H- e -OAc 

H-ªJ -OAc 
1 
~H20Ac 

Const.ant.es de. 

peracet.ilado de 
acet.ilado ~· · 

25 

acoplamient.o del al doni t.rilo 

la manosa y del ·'product.:o nat.ural 

, 
CN 

21 
AcO- e -H 

31 
AcO- e -H , , 

H- e -OAc 
si 

H- e -OAc 

' ~20Ac 

PRODUCTO NATURAL ACETILADO ALDONITRILO PERACETILADO 

DE LA MANOSA ** 

J
5

_
6 

• 2.92 Hz 

J 5 _.... • 5.28 Hz 

J ,_5 • 9.50 Hz 

J
9

_
4 

• 2.00 Hz 

J
5

_
6 

• 2.70 Hz 

J,._... • 4-.00 Hz 

0. VELASCO ET.AL J. Of" 0ROANIC CHEMISTRV, 55, 3526 (1990) 
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~igura 1.3.- Comparación del patrón de acoplamiento del producto 

natural acelilado.~ y del manito! acetilado. 

3,4 
bt.oAc 

·' Ao0-y-H 

Ac0-1C -H 

H-:toAc 
H- -oAc 

O A e 
• 

5.50 5.40 5.30 5.20 5.10 ppm 

4 

1 1 1 

5.6 

CH_oAc 

·' af,,0- C -H 

·' AcO- e -H 

1 1 1 

5.5 

H-<!-oAc 
H-•J -OAc 

1 
<.?H.OAc • 

1 1 1 

5.4 

1,6 

1 11 1 i i 11 1 • 1 1 1 1 11 11 1 1 i 11 1 • 1 11 1 1 1 1 i I' 1 11 1 

3 

1 1 1 

5.3 

4.25 

1 l 1 

5.2 

4.15 

5 

1 1 1 

5.1 

4.05 ppm 

L 
1 1 1 1 i 1 

5.0 ppm 
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Como un result.;;i.do d .. l"' intaracci6n entre los núcleos Ha y 

H , las dos 
c 

est.ructuras parciales de la Figura 1.3. deben 

estar unidas ent.re si a través de los álamos de carbono que 

contienen a estos hidrógenos. 

Para establecer la conf'iguración de los sustituyentes en 

el polialcohol, se realizó un análisis comparativo de la 

magnitud de las constantes de acoplamiento vecinales de los 

hidrógenos geminales a los esteres secundarios del derivado 

acetilado, con las correspondientes a los de una serie de 

aldonilrilos peracetilados CVelasco el al, 1990). El análisis 

indicó que las constantes observadas para el derivado acelilado 

~ eran muy similares a las del aldonit.rilo peracetilado de la 

manosa Cver Cuadro 1. 2). De estos resultados se pod1a concluir 

que el arreglo de los const.ituyentes oxigenados en el 

polialcohol natural era el mismo que el observado en la D-manosa. 

Para comproba.r est.a hipótesis se decidió hacer un análisis 

comparat.ivo de los valores de las constanles de acoplamient.o 

(vecinal y geminal) de los hidrógenos primarios y secundarios del 

derivado~ con los del manito! acetilado. En la Figura 1.4. se 

indican los valores comparativos. Para oblener los valores de 

las constant.es de acoplamient.o se registró el espectro de 

del resonancia magnét.ica nuclear del derivado peracatilado 

manitol, el cual se preparó a partir de una muestra comercial 

CMerckJ. Como se aprecia en la Figura 1.4. las constantes de 

acoplamiento encont.radas para el manitol acet1lado concordaban con 

las observadas para el producto natural. Cabe hacer no~ar que en 

el manitol los protones de la part.e inf'erior de la molécula son 

equivalentes a la par~e superior de la misma. por lo que en el 

mani tol H
3 

y H 4 son equivalentes y sus sef'íal es aparecen como un 

doblete en 5.44-5.47 ppm, en cambio en el producto nalural debido 

a la presencia del grupo metoxilo los protones H3 y H4 no son 

equivalentes y sus sef'íales aparecen como un doblete de dobletes en 

5.29 y 5.58 ppm respectivamente, mostrando una pequef'ía interacción 

con una const.ante de acoplamiento de 2.45 Hz. Finalmente, el 

patrón de acoplamiento de H5 que resuena en 5.08 ppm es idéntico 
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al que presentan los hidrógenos H
6 

y H2 del manitol acetilado. 

Con los resultados presentados hasta el momento se podia 

inrerir que el grupo metoxilo debia localizarse en el núcleo C-2 o 

en el C-6 del mani tol. Sin embargo, el valor negativo de 1 a 

rotación óptica permitió establecer que el compuesto pertenece a 

la serie D y en consecuencia el grupo metoxilo debia estar 

presente en el C-2 del manitol. Con todas las evidencias 

presentadas se propone la estructura del producto 10 como la del 

2-0-metil-D-manitol, que constituye ur1 nuevo producto natural. 

Para conri rmar de manera inequívoca la estruc.tura de este 

compuesto seria deseable realizar un análisis del mismo por 

dirracción de rayos X, lamentablemente hasta la racha no ha sido 

posible obtener los cristales adecuados para la realización del 

análisis antes mencionado. 



CONCLUSIONES. 

El est.udio de las f' r acciones de mayor polaridad 

de Cigarrilla mexicana permit.ió aislar un nuevo product.o nat.ural 

que f'ue caract.erizado por mét.odos qu1micos y espect.roscópicos como 

el 2-0-met.il-D-manit.ol. 

Est.e product.o ha 

ant.er i or i dad, como un 

sido obt.enido 

subproduct.o 

Sin embargo 

de 

a la 

si nt.ét.i cament.e 

la hidrólisis 

f'echa no se 

con 

de 

hab1a glucoprot.einas met.iladas. 

aislado de f'uent.e nat.ural alguna. Cabe hacer not.ar que en la 

lit.erat.ura no se encuent..ran descrit.a sus propiedades 

espect.roscópicas y sólo se ha report.ado su act.ividad ópt.ica 

CFost.er, 1960) la cual se encont.raba en perf'ect.a armenia con la 

encont.rada para el product.o nat.ural. 

Est.e compuest.o f'ue evaluado como un 

hipoglucemiant.e, encont.rándose result.ados 

agent.e pot.enci al 

negat.ivos. 
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CAPITULO II . 

Rei nvest.i gaci 6n qui mi ca y bi ol ógi ca de 1 a pl ant.a medicinal 

Ratibida latipaliaris Richards. 

2.1.- Ant.ecedentes de Ratibida lat.ipaliaris. 

El 

Asteraceae 

género 

Ct.ribu 

Rat.ibida Richards 

Hel i ant.aeJ y, 

pertenece 

desde el 

a la :familia 

punt.o de vist.a 

:filogenét.ico, se encuent.ra est.rechamente relacionado con los 

géneros Echi naceae y Rudbeck ia. Comprende seis especies y una 

variedad. Est.e género se localiza en las praderas, las laderas 

montafiosas. los bosque de pinos y las planicies del sur de CanadA, 

los Est.ados Unidos y el Norte de México Cver Figura 2.1). En el 

Cuadro 2. 1. se enumeran las especies de est..e género, indicando 

para cada una sus sinonimias y dist.ribuci6n CRichards 1969). 

de 

Las especies que son ut.ilizadas en la medicina 

nuest.ro pais son Rat.ibida lat.ipaliaris Richards 

t.r a.di ci onal 

y Rat.ibida 

mexicana CWatson, W. M. Sharp). La primera se utiliza en el 

t.ratamient.o de heridas de la piel, in:flamaciones y dolores de 

cabeza CBye 1989). La segunda se ut.iliza para dolores de cabeza, 

desordenes gast.roi ntest.i nal es, res:fr i a.dos e i n:f 1 amaciones de 1 a 

piel CRichards 1969). 

La pl ant.a Ra ti bi da l at.i paliar is es conocida comúnment.e como 

'chi'punuwa ' por los indios t..arahumaras. 

de tallo simple o rami:ficado que mide de 

Es una hierba perenne, 

!5!3 a 117 cm de alt.ura 

posee hojas al t.ernas, es pi nasas y mot.eadas en 

sus :flores son amarillas y miden de O. 8 a 3.1 

hacer not.ar que est.a plant.a es 

Chihuahua, México CRichards 1969). 

endémica 

ambas super~icies, 

cm de largo. Cabe 

del es t. a do de 

Los est.udios quimicos del género son muy escasos y solamente 

las especias & columni:fera, & pedunculiaris y & lat.ipaliaris 

han sido inves~igadas. Las invest.igaciones sobre R.:... columni~era ~ 

& pedunculiaris condujeron al aislamiento e identi:ficaci6n de 



Figura a.1.- Localización de especies de RaLibida CRichards 1968) . 

··-· 

• R. columnifera t. 

.R. columnifera t. 

OR. latiealearig 

.R. mexicana 

e R. peduncularis 

• R. tagetes 

columnifera 

1:2ylcherri111~ 

35 



Cuadro 2.1.- Especies, 

Rat..ibida. 

NOMBRE CIENTIFICO 

Rat..ibida mexicana 

CWat..son, W.M. Sharp) 

Rat..ibida 12inat..a 

CVent... ,Barnhart..) 

Rat..ibida Eedunculiaris 

CTorr., Gray, 

Barnhart..) 

Rat..ibida columnirera 

CNut..t.., Wost..,St..andl) 

Rat.ibida lat..iEaliaris 

CRichards) 

Rat.ibida t..aget..es 

CJames,Barnhart..) 

36 

dist..r1buci6n y sinonimias del género 

SINONIMIAS 

Lepachis mexicana 

Lepachys pinat..a 

Rudbekia pinat..a 

Obeliscaris pinat..a 

Lepachys pinnat..irida 

Lepachys pedunculiaris 

Lepachys serrat..um 

Rat..ibida pi et.a 

Rudbekia columnirera 

Rudbekia columnaris 

Rat..ibida columnaris 

Lepachys columnaris 

Rudbekia t..aget..es 

Rudbekia globosa 

Lepachys columnaris 

Lepachys t.aget.es 

DI STRI BUCI ON 

Sierra Madre Occ. 

Chihuahua,Durango 

y Sonora. 

Cent.ro y Oest..e de 

E.U., Surest..e de 

Canada. 

Costa de Texas 

Est..ados Unidos 

Sures t. e de Cánada 

Est..ados Unidos y 

Nort..e de México 

Sierra Madre Occ. 

de Chihuahua. 

Suroest..e de Est... 

Unidos y Chihuahua 



37 

veintiseis lactonas sesquiterpénicas de los tipos 

xantan6lidas, ratibidan6lidas, eleman6lidas y eudesman6lidas; tres 

f'lavonas C27,28.29); un f'enil propanoide C30); dos 

sesquiterpenoides simples (31,32) y tres acetilenos C33,34,35) 

C ver Cuadros 2. 2). 

Recientemente. el estudio bi odi rigi do de Ratibida 

latipaliaris, utilizando como bioensayo la determinación de la 

toxicidad para Artemia ~. permitió el aislamiento de dos 

lactonas sesquiterpénicas bioactivas: la ratibinólida I CLC50= 

62. 75 µg/ml). que posee el poco común núcleo de geigerano, y la 

ratibinólida II CLC
50

= 69. 53 µg/ml). que es una eudesmanólida 

CCuadro 2.3). Cabe destacar que la estereoquimica en el centro 

quiral C-1 de la ratibinólida II se asignó tentativamente como ~ 

con base en experimentos de resonancia magnética nuclear protónica 

utilizando reactivos de desplazamiento. De manera adicional, en 

ese estudio se obtuvieron la f'lavona hispidulina, que presentó 

moderada actividad contra Bacillus subtillis y 

Staphyl ococcus ~· y el ~-si tos ter ol C Rojas 1990). 

2.2.- Just.if'icación y objetivos: 

El propósito del presente estudio es la reinvesligación 

quimica y biológica de la especie medicinal IS... latipaliaris, como 

parle de un est.udi o si stemát.i co de plantas mexicanas usadas en 

medicina tradicional CCastafieda 1987; Garcia 1987; Albor,1988 

1988; Camacho 1989; Rojas 1999; Rodriguez 1990; Cast.afieda 1991 y 

Rodr i guez 1991 , i nler filll). La propuesta original de la 

presente investigación se realizó con base en las siguientes 

consideraciones: 

1. - Las plant.as ut.ilizadas en medicina tradicional const.it.uyen 

Cuentes potenciales y valiosas de principios activos. 
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Cuadro 2.2. Metabolitos aislados del género Ratibida. 
Rat.ibida col umnif'era. 

NOMBRE DEL COMPUESf O ESfRUCTURA 

Lactonas sesquiterpénicas. 

Ratibin6lidos 

C4S,5S,7R,8R,)-Ralibida-

11C13)-dien-B,12-6lida. 

C4S,5S,7R,8R)-Ratibida-

9,11C13)-dien-8,12-6lida. 

<Wº 
A 

~o 
H 

REFERENCIA 

Herz, el al. 

1985. 

Herz, el al 

1985. 
w 
CD 



2 

Elemanólidos 

C5R, 7R, SR, 10S:>-Elema-1, 3-

11C13)-trien-8, 12-6lido. 

Xantan6lidos 

! ~ ~ CC15,5S,6R,7S,10S,11R)-1 

-hidroxi-2-oxo-5-aciloxi­

xant-3-en-6, 12-6lidos. 

I 

4 5 6 
R H H H 
R' An Ti iBu 

C1S,5S,6R,7R,9S,10S,11R:> 

-8,9-epoxi-1-hidroxi-2-

oxo-5-angeloxi-xant-3-en 

6, 12-ólido. 

Hº 
~-· .. 

R'O···· 

o 

o 
~ .... 

An,o···" 

o 

Herz, et al 

1985. 

Herz, et al 

1985. 

Herz, et al 

1985. 

w 
\O 



o ª' ª' 10 
C1S, 5S, 6R, 7S, 9R, 10S, 11R> N-1..~ ... ·R Herz, et al 

ll 1,9-dihidroxi-2-oxo-5-
1985. 

Caciloxi)-xant-3-en-6, 

12-6lidos. Ro··· 

§. R = OH R' .. Ang @. R =OH R' = Tig 

o 
10 R = OH P.' = iBut ll R = OAc R' = Ang 

OH O 

12 Cl S, 4R, 5S, 6R, 7S, 1OS,1 lR> )J ... f.o~ Herz, et al -1,4-dihidroxi-2-oxo-5-
1985. angeloxi-xantan-6,12- An¡o·· 

61ido. 

\ 
o 

OH O 

!2, 14 C 1 S, 4R, 5S, 6R, 7R, SR, 9S, Nt ... 
1 OS, 11 R> -B, 9-epoxi -1-

-·~ 
Herz, et al 

hidroxi-2-oxo-5-ange- Ango·· 1985. 
loxi-xantan-6,13-6lidos 

,,,.. 
<:> 13 R = H 14 R = Et 

o 



15 

16 

17 

18 

19 

5a-0-C2-metil-butir-

at.o) -9 -oxo- seco­

rati ferólido 
R = MeBu 

5a-O-angelato-9-o­

xo-seco-ratifer6lido 

R = Ang 

5a-0-C2-matil-butira­

to -9a -hidroxi-seco­

ratiferólido. 

R = MeBu 

5a-O-iso8utirato-9a­

hidroxi - seco-rati-

ferólido. 

R = iBu 

5a -o- angelato -9a-

hidroxi-seco-ratife-

rólido. 

R iBu 

o 
N! .. 

Ro··· 

o 

~ .... .... ·OH 

RO·" 

o 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

Ellmauerer, 

et al 1987 • 

Ellma.uerer, 

et al 1987. 

... 
1-' 



20 

21 

22 

5a-O-C2-metilbuti­

rato)-9- 3z- seco­

-ratiferólido. 

5a-0-C2-metilbuti­

rato)-9a-hidroxi-

3z-seco-ratifer6-

lido. 

2-hidroxi-4-aceloxi­

xantan -1C5) -en-6a-

12-ólido. 

o 
~l. .. 
MeBuO···· 

o 
~· .. 
MeBuo .. ·· 

.O 

o 

o 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

Ellrnauerer, 

et al 1087. 

Ellrnauerer 

et al 1987. 

"' "' 



Eudesmanólidos 

a3 c;t:Q=o 
24. 

o 

Flavonoides 

27 5,7,6-trihidroxi-6- HO 
met.oxi-flavona 

CH30 

OH O 

HO 
28 5.7-dihidroxi-flavona 

OH O 

OH 

Herz, et. al 

1985. 

Ellmauerer, 

et. al 1987. 

Herz, et al 

1985. 

Ellmauerer, 

et. al 1987. 

., 
w 



fenilpropanoides 

30 4-0-desmelil-

schkuhrianol H 

OH 

sesquilerpenoides simples 

31 C-)-C3S, 5R)-5-hidroxi-

9-oxoner6lidol 

32 e-) -e 3S, 5R) -9-oxo-

nerolidol 
31 R = OH 

32 R • H 

~ 
--OH 

u...-l\ ""'-"' 

C:H ) Me Ellmauerer 
24 

el al 1987. 

Hertz, et al 

1985. 

Hertz, el al 

1985. 

... ... 



33 

34 

36 

Acetilenos 

2-C3-buten-1-inil)-4-

C1, 3-pentadienil)­

tiofeno 

4'-C3-buten-1-inil)-

4-melil-2,2'-bitiofeno 

7-metiltio-1,7-tride­

cadien-3,5,9-tetraino 

~ c:c-CH=CH2 
CH¡"\ s /\ s T 

CH3-lC:CJ~CEC-CH=CHz 

H SMe 
1 1 

MetCEC)¡-e =C-CC = C>2-CH:CH2 

Herz, et al 

1985. 

Herz, et al 

1985. 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

... 
Ul 



Cuadro 2.2 Continuación. 

Ratibida pedunculiaris. 

Lactonas sesquiterpénicas 

25 C 1 S, 5R, 6R, 7R, SR, -
9S, lOS, 11R)-2, 9-

epoxi-1-hidroxi-

2-oxo-5-angeloxi-

xantan-3-en-6,12-

6lido. 

26 5a-o-c 2-melil bu-

tirato)-9a-hidro-

xi -seco-r ati fe-

rólido. 

~--~ H , 

Ango·· 
1 

~ 

ft 
~'-A 

AngO-' 

Herz, et al 

1985. 

Ellmauerer, 

et al 1987. 

... 
"' 
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Z.- Las investigaciones quimicas y :farmacológicas relacionadas con 

la medicina tradicional Tarahumara son muy escasas y, por lo 

tanto, la 

adaptación 

inf'ormaci6n disponible que permit.iria 

a los programas de salud o:ficiales, con 

que esto implicarla, es prácticamente inexistent.e. 

su event.ual 

las ventajas 

3. - El uso como agente antiséptico que se le atribuye a la 

planta en la región tarahumara. 

4. - La ambiguedad en relación a la estereoquimica del centro 

quiral C-1 de la rat.ibin6lida II, requeria el aislamiento de 

mayores cant.idades de este compuesto con la :finalidad de 

establecer de manera ineqt.tivoca la con:figuración relativa de la 

estructura mediante un análisis de di:fracción de Rayos X. 

5. - La necesidad de realizar evaluaciones biológicas de las dos 

ratibinólidas, considerando la alta toxicidad que presentaron 

ambos compuestos para Artemia ~-

6. - Por último, es importante en:fatizar que cualquier proyecto 

encaminado a la resolución de algunos problemas de salud pública 

nacional, bien sea mediant.e el hallazgo de nuevos principios 

activos a partir de materias primas nacionales o mediante la 

investigación sistemática de las distintas :floras regionales, 

está, por si misma, bien justi:ficado. 

Objetivos particulares. 

Con el propósito de implementar el presente proyecto de 

investigación se plantearon los siguientes objetivos particulares: 

1. - Recopilar la inf'ormación botánica, et.nobotánica quimica y 

:farmacológica de &... latipaliaris Richards. 

a.- Preparar el extracto veget.al de acuerdo a las técnicas 

:f i toqui micas convenci anal es. 

3.- ECect.uar el rraccionamient.o del a>d.ract.o obt.enido en el punt.o 

ant..erior4 
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4. - Separar y purificar los const.ituyentes de las diferentes 

f'racciones. 

5. - Identificar mediant.e métodos qui micos y espect.roscópicos los 

compues~os aislados. 

6. - Det.erminar la toxicidad para Artemia ~ y la actividad 

antimicrobiana del extract.o tot.al, las fracciones y los 

compuest.os aislados. 

7. - Obtener cristales adecuados de la rat.ibinólida II para 

realizar el análisis de difracción de Rayos X, con el fin 

de est.ablecer 

quiral C-1. 

inequivocamente la asLereoqu1mica en el centro 

8. - Cont.ribuir al conocimier,t.o de los elementos const.it.utivos de 

la flora medicinal mexicana. 

9. - Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con la 

información previamente descrit.a en la lit.erat.ura en cuanto a 

la composición qu1mica de especies relacionadas y a la 

act.ividad biológica de las sust.ancias aisladas. 

a.3.- Parle experiment.al 

a. 3. 1. - Det.erminación de la t.oxicidad para el crust.áceo Art.emia 

salina Leach. 

PreparacióD. de las muestras: 

Las muestras C compuestos puros, f'racci enes y/o ext.ract..os) se 

preparan disolviendo ao mg del mat.erial en a ml del disolvent.e 

apropiado. De est.a solución se t.ransfieren 500, 50 y 5 µl a t.res 

viales; se deja evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al 

vacio, cada concent.ración se prepara por t.riplicado. 
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Cuadro 2.. 3. - Met.abol.it.os aislados~ de P.alibida lalipaliaris. 

RATIBINOLIDA I RATIBINOLIDA II 

H 

13 SITOSTEROL HISPIDULINA 
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Incubaci6D. de ~ huevecillos de Artemia salina: 

Los huevos de Artemia salina se incubaron en un medio 

salino artiricial durante un periodo de 48 hrs. 

Bioensayo: 

Se transrieren 10 crustáceos a cada uno de los rrascos 

que contenian las muest.ras a evaluar y 6 m.l. de medio 

salino artiricial, teniendo una concentración rinal de 1000, 100 

y 10 µg/ml. Los rrascos se mantuvieron con iluminación durante 

24 hr; transcurrido ese tiempo se procedió a contar el número de 

crustáceos sobrevivientes, para calcular la Lc
60 

o el porcentaje 

de mortalidad. En el primer caso, se utilizó el programa de 

analisis de probabilidad Finney. Cuando se obtiene un Lc
60 

menor 

a 1000 µg/ml para un extracto o rracción y un Lc
60 

menor a 200 

µg/ml para un compuesto puro se considera como activo CAnderson, 

et. al. , 1991). 

2.3.2.- Evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana: 

Microorganismos de erue~ 

Para la evaluación biológica se emplearon bacterias 

Gram-positivas, Gram-negativas y una levadura. A continuación 

se .enumeran los microorganismos de prueba utilizados, indicando 

además las cepas correspondl.entes: 

Gram positivas Staphylococcus ~ CATCC 6638). 

Bacillus subtillis CATCC 6633). 

Gram negativas Pseudomona aeruginosa CATCC 9027). 

Escher .l chia ~ CATCC 8739). 

Levadura Candi da albicans CATCC 10231). 
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Preparaci6U ~ ~ muest..ras de prueba y los t.est..igos: 

A 2 mg de compuest.o se adicionaron 2 rnl de di sol ven t. e, 

mezclas de dimet..ilsulr6xido en agua en proporciones no mayores de 

50:50 o soluci6n al 10% en agua de t..ween 20 y t.ween SO. 

Como cent.roles posit..ivos se prepararon soluciones de 

est.rept..omicina C1 mg/ml) para las bact.erias y de nist..at..ina C3 

mg/ml) para la levadura. 

Preparaci6n de los in6~ ~ ~ microorganismos de 

prueba: 

Las bact.erias se desarrollaron en caldo nut..rit..ivo CMerck) y 

se incubaron durant.e un periodo de 24 hrs a 37° C. 

La levadura es;;,,_ albicans) se desarroll6 en caldo glucosa 2% 

Sabouraud CMerck) y se incub6 por 49 hrs a asº. 
Una vez 

est.andarizar 

cél ul as/ml , 

su 

desarrollado los microorgamismos rue necesario 

número a una concent.raci6n aproximada de 106 

empleando 

C0.1 m1 de Bac1 2 1% y 

el pat.rón de t.urbidez # 1 

9.9 ml de H
2
so4 1%) mediant.e 

de McFarland 

la diluci6n 

del cult.ivo con soluci6n salina isot.6nica CBailey, 19S6). 

Siembra de microorganismos: 

Se llenaron cajas pet.ri est.ériles con 20 ml de agar 

ant..ibiót..ico # 1 Cpara bact..er.ias) y de agar glucosa 4% Cpara 

levadura). Se dejaron a t..emperat.ura ambient..e el t..iempo suricient..e 

hast..a solidiricar. Est.as cajas se incubaron a una t.emperat.ura de 

37°c las que cont.enian agar ant..ibi6t..ico y a 2sºc las de agar 

glucosa por 24 hrs. Transcurrido est.e t..iempo, se desecharon las 

cajas que est.aban cent.aminadas. 

Se sembró 1 ml de la soluci6n de microorganismos 

est.andarizados de manera unirorme en cada caja pet..ri. Con un 
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horarador cilindrico de 10 mm de diámet.ro se removió el agar 

de las placas para producir t.res perf'oraciones de 11 mm de 

di ámet.r o aproxi madament.e. Post.eriormente, se adicionó a cada 

pet·:foración 100 y 50 µ1 de la solución problema y 100 µl del 

cont.rol posit.ivo. 

Las c'ajas ya prepal"adas se mant.uvieron a temperatu!"a 

ambiente por un periodo de 1 a 2 hl"S para :facilitar la dif'usión 

de las muest!"aS (problemas y patrones). Tl"anscu!"rido ese t.iempo, 

las placas se incubaron poi" 24 hl"s a 37°C Cpa!"a las bact.el"ias) y 

49 h!"s a 2aºc las levadu!"as. 

EvaluacióU de la actividad antimicrobiana: 

Tl"anscurrido el t.iempo de incubación, se evaluó la actividad 

ant.imicrobiana de las :f!"acciones y de los compuest.os, midiendo el 

diámetro de inhibición que circunda a cada una de las 

pe!" :fo!" aci ones. Las pruebas se !"ealizal"on poi" duplicado y todo el 

procedimiento se e:fectu6 en condiciones estél"iles, 

campana de :flujo laminar. 

2.3.3. Matel"ial vegetal. 

bajo una 

El material veget.al Chojas y tallo) de Ratibida latipaliaris 

se !"ecolect.ó en el Municipio de Guachochi, Cusára!"e, Chihuahua el 6 

de junio de 1990. 

Ramamorthy 17847) 

Una muestra de ref'erencia CVoucher, Bye y: 

se deposit.6 en la colección etnobotán.1.ca del 

Herbario Nacional del Institut.o de Biologia, U.N.A.M. 

La plant.a se secó a temperatu!"a ambiente y se pulvel"i:Z6 en 

un molino de cuchillas modelo Wiley # 4. 
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2.3. 4. Extracción y fraccionamiento preliminar. 

2.7 Kg del material vegetal se extrajeron via maceración, 

utilizando 16 1 de la mezcla de cloroformo-metanol C 1:1 ), tres 

veces por periodos de 24 hrs en cada ocasión, después de 

concentrar !.!:!. ~se obtuvieron 286.63 g de extracto. 

El extracto CHC1 3 :MeOH se fraccionó mediante crornatografia 

en columna utilizando como adsorbente gel de silice desactivada al 

10% con agua destilada Cl.6 Kg de silica gel merck G60 gránulos de 

0.2-0. 5 mm, malla 70-230 ); el proceso de elución se llevó a cabo 

con hexano. hexano:clorolormo. clorof'ormo, clorof'ormo:met.anol y 

metanol en diferentes proporciones, obteniéndose un total de 332 

fracciones de 600 ml cada una. Las fracciones fueron analizadas 

por cromatografia en capa fina y se combinaron aquellas que 

resultaron semejantes. 

1. - En el cuadro 2.4 se enumeran los sistemas de el uci ón 

empleados y las fracciones combinadas. 

2.- A cada una de las fracciones combinadas se les determinó la 

toxicidad para ArLemia salina y su potencial antimicrobiano en 

contra de las bacterias Gram positivas y Gram negaLivas de prueba 

y la levadura Candida albicans. 

2.3.5.- Análisis cromatográficos. 

Los análisis cromatogra.f'icos en capa f'ina se ef'ect.uaron 

siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de vidrio 

recubiertas de gel de sil ice Csilica gel 60 GF264 Merck); 

utilizando varios sisLemas de elución y diferentes agentes 

cromógenos. Los sist.emas eluyen~es y los reac~ivos reveladores 

empleados se resumen en el cuadro 2.6. 



Cuadro 2.4.- Resúmen del fraccionamient.o biodirigido via 

cromat.ografia en columna del ext.ract.o cloroformo: met.anol de !S.,_ 

l at.i paliar is. 

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES COMBINADAS 

Hexano 100 1-34 

Hexano 100 36-64 

Hexano:Cloroformo 90: 10 66-60 

Hexano:Cloroformo 90:10 61-68 

Hexano:Cloroformo 80:20 69:90 

Hexano:Cloroformo 80:20 91-140* 

Hexano:Cloroformo 70:30 141-147 

Hexano:cloroformo 70:30 148-199 .. 

Hexano:Cloroformo 60:40 200-208 

Hexano:Cloroformo 60:40 209-226 

Hexano:Cloroformo 60:60 226-249 .. 

Cloroformo 100 260-268 

Cloroformo 100 269-269 

Cloroformo:Met.anol 90:10 270-272 

Cloroformo:Melanol 90:10 273-286* 

Cloroformo:Met.anol 90:10 287-291 

Cloroformo:Melanol 80:20 292-320 

Melanol 100 321-322 

* Fracciones act.ivas cont.ra Art.emia salina. 

2.3.6.- Aislamient.o y purificación de los compuest.os: 

Obt.enci6u de la Ralibinolida ~ C36): 

Las f"racciones combinadas 148-198 C16. 3 g) de la columna 

original Cver Cuadro 2.4) se recroma~ograriaron en una columna de 

54 
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gel de silice C420 g); como eluyentes se emplearon hexano, 

hexano:cloroformo, cloroformo, cloroformo:metanol y metanol en 

diferentes propociones, se recogieron un total de 314 fracciones 

de 100 ml cada una CCuadro 2.6); cada fracción fue analizada por 

cromatografia en capa fina. De los eluatos secundarios 112-120 

cristalizaron 17 mg C.00063 %) do un polvo blanco idéntico en 

todos los aspectos a la ratibinólida I CRojas 1990; Rojas 1991). 

Obtencióu 92 la Ratibinólida ;u_ C37): 

De las fracciones secundarias 156-171 y 155-198 del Cuadro 

2. 6 se obtuvieron 30 mg C. 0011 :V.) de un sólido cristalino. El 

sólido fue posteriormente purificado por cromatografia en capa 

fina utilizándose placas de gel de silice y como eluyente el 

sistema III del Cuadro 2. 5. CCHC1 3 : MeOH 7: 3). Finalmente, se 

obtuvieron 18 mg de un polvo cristalino blanco de punto de fusión 

276-280°C, idéntico a la la Ratibinólida II. El producto fue 

rect·istalizado sucesivamente hasta obtener cristales adecuados 

para análisis de Rayos X. La mezcla de disolventes utilizada para 

las recristalizaciones fue hexano:acetona 6:4. 

ObtencióU fi!!l. ~-sitosterol C 38): 

De las fracciones combinadas 121-124 del Cuadro 2.6 y de las 

aguas madres de las f'racciones 155-198 Cinciso anterior) 

cristalizaron 877.3 mg de una sustancia con punto de fusión 

140-142ºC, identificado como ~-sitosterol por comparación con una 

muest.r-a de ref'erencia. 
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Cuadro 2.5.- Sistemas de elución y r·eact.ivos cromógenos 

utilizados para los análisis cromat.ogrAf'icos en capa f'ina. 

Sistemas de 

eluyent.es 

I 

II 

III 

IV 

V 

REACTIVO 

Composición Proporción 

Eter isopropilico l 

Tolueno l 

Dicloromet.ano 1 

Clorof"ormo Diversas 

Metano! 

Hexano: Diversas 

Clorof"ormo 

Acetona: Agua 9:1 

Clorof"ormo:Met.anol: 60: 13: l 

Agua 

COMPOSICION DEL AGENTE 

CROMOGENO 

I. - Sulf'at.o cérico* 12 g sulf'at.o cérico 

22.2 ml H
2

so
4 

conc. 

350 g de hielo picado 

II.- Anisaldehido* O. 5 ml anisal debido 

9 ml de etanol 

O. 5 ml de H
2
so

4 
con. 

l ml Acido acético. 

Ref'erenci a 

Ellmaverer 

et. al 1987. 

Anaya et. 

al. 1990. 

Anaya et. 

al 1990. 

REFERENCIA 

St.hal 1969 

St.hal 1969 

* Para el desarrollo del color e~ necesario calentar por 2 

minutos aproximadamente a 110°C. 



Cuadro 2.6. Recromatografia en columna de gel de silice de las 

fracciones primarias 148-198 Cver cuadro 2.4): 

ELUYENTE PROPORCION F R A c c I O N E S 

RECOGIDAS COMBINADAS 

Hexano 100 1-44 1-32 

33-67 

Hexano:Cloroformo 90:10 46:66 68-62 

63-66 

Hexano:clororormo 80:20 66-107 66-78 

79-88 

89-96 

97-111 

Hexano:cloroformo 70:30 108-216 112-180 

121-154 

166-198 

199-210 

Hexano:cloroformo 60:40 216:236 211-286 

227-237 

Hexano:Cloroformo 60:60 236-276 238-247 

248-268 

Cloroformo 100 276-295 269-277 

278-881 

Clorformo:Metanol 80:20 296-314 282-314 

Obtencion de la Hispidulina C40): 
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De las fracciones 2.86-249, 250-258 y 259-269 de la columna 

original (Cuadro 2.4) precipitaron 411.6 mg de un polvo amarillo 

de punto de fusión 290-292°C. De las fracciones 161-168 de la 

columna IV CCuadro 8.7) se obtuvieron 

producto. 

66 mg adicionales de este 
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Obt.ención. del glucosido del (1-sit.ost.erol ~ y de !.A 

J?edal i t.i na e 48). 

De las fracciones 273-286 de la columna original CCuadro 

2.4) precipit.aron 286 mg de un polvo blanco con un punto de fusión 

243-246°C. idéntico en lodos los aspect.os a una muestra aut.ént.ica 

del (1-D-glucosit.ost.erol. 

Las aguas madres de las fracciones 273-286 CS g) fueron 

recromat.ografiadas en columna utilizando como adsorbent.e 120 g de 

gel de silice C60 Merck malla 70-230 mm) y como eluyent.es hexano y 

mezclas de hexano:cloro~ormo, cloro~ormo, cloroformo:met.anol y 

met.anol CCuadro 2.7.). 

cada fracción de 60 ml. 

Se recogieron un t.ot.al de 336 fracciones, 

De las fracciones 170-216 de est.a columna (Cuadro a. 7) 

precipitaron 91 mg de un polvo amarillo ~de punto de fusión 

247-261º, soluble en met.anol. 

Obt.enci órt de la ª="'::f'-D-gl ucopi ranosi l 

germacrendien-60t.z.Zt>...l..!ft...1..E:: olida. C43¿. 

Las fracciones secundarias 236-310 

~1C10),4C 6) 

del Cuadro a.7 
consist.ian fundament.alment.e de un producto y para separarlo de la 

mezcla se sometió a una cromat.ografia preparativa en placa de gel 

de sil ice ut.ilizando el sist.ema de eluyent.es CHC1
3

: MeOH 86: 16. 

Como result.ado de est.e proceso se obt.uvieron 176 mg de un sólido 

crist.alino de punt.o de fusión l.Ss-1ss0 c. 



Cuadro a. 7; -Recromat.ogra~ia en columna de las 

primarias @73-286 (cuadro a. 4). 

t'racciones 

ELU'iENTE PROPORCION FRAC. COMBINADAS. 

Hexano 100 1-11 

Hexano:clorot'ormo 95:05 1@-31 

Hexano:cloro~ormo 90:10 3@-40 

Hexano:cloro~ormo 80:20 41-53 

Hexano:clorot'ormo 50:59 54-96 

Clorot'ormo:hexano 70:30 97-117 

Cloro~ormo:hexano 90:10 118-127 

Clorot'ormo 100 1@8-150 

Clororormo:metanol 98:0@ 151-168 

Clororormo:metanol 97:03 169-234 

2.35-310 

Clororormo:metanol 95:05 311-335 

2.3.7.- Caracterización de los compuestos aislados: 

2.3.7.1.- Deter mi naci 6n de las const.ant.es t'lsicas 

espectroscópicas. 

y 

Los espectros de U.V. se regist.raron en un inst.rument..o 

Beckman DU-7; los espect..ros de I. R. se obt..uvieron en un 

espectrorotómetro de rejilla Perkin Helmer modelo 5998 en pastilla 

de KBr 

MeOH). 

y en solución (utilizando como disolvente CHC1 3 o 

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica de 

300 MHz yde 13c de 75 MHz se determinaron en un inst.rumento Varian 

VXR-300s (Instituto de Quimica UNAM). utilizando como disolvente 

coc1
3

, Py-d
5

, MeOD o benzeno-d
6 

y como ret'erencia interna TMS. 

59 
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Los espectros de masas se determinaron en un instrumento Hitachi 

Perkin-Helmer RMU-GD (Instituto de Quimica UNAM) y en el aparato 

Finigan MAT 90 de la Universidad de Illinois. por el 

Douglas Kinghorn. 

Doctor 

Los puntos de fusión se midieron en un aparato Fisher-Jones, 

y se report.aron sin corregir. El análisis de Rayos X se realizó 

en un Difractómetro Nicolet. R 3m cm Radiación Cu-K CA 
<X 

1.54178A), en el Inst.ituto de Quimica, UNAM. 

2.3.7.2.- Obtención 

compuestos 42 y 43, 

de los derivados acet.ilados de los 

Para formar los derivados acet.ilados de los compuest.os 1ª y 

43, se utilizó un ml de piridina y un ml de anhídrido acético por 

cada 100 mg de muestra. La mezcla de reacción se dejó en reposo 

durant.e 24 hrs y, al t.érmino de este tiempo, los productos 

acetilados fueron separados por el método convencional CShriner, 

Fuson-Curti'n, 1980). 

obteniéndose 15 mg 

fusión 181-183°. 

Se acetilaron 23 mg del compuesto 

del derivado acetilado 42a con un punto 

Del compuest.o 43 se acet.ilaron 54 

42, 

de 

mg, 

obt.eniéndose 43. 5 mg del derivado 43a, bajo la forma de un 

aceite. 

2.3.7.3.- Hidrólisis del compuest.o 43. 

Hidrolisis á~: obt.ención del derivado 43c. 

Por cada 10 mg de compuesto se af'íadió 2 ml de HCl 2N. La 

mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 hr. Al cabo de este tiempo, 

la solución se extrajo dos veces con 20 ml de acetato de etilo. 

La f"ase acuosa remanent.e se pasó por una columna int.erc:ambiadora 

de iones básica Cintercambiador de aniones débilmente alcalino II 
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Merck) con la finalidad de neutralizar la solución. La solución 

resultante se utilizó para la detección cromatográfica de 

azúcares. 

La glucosa se detectó mediante una cromatografia en capa 

fina Cgel de silice üO r
264

) previamente rociada con H
3
so

3 
0.036M, 

utilizando los sistemas de elución IV y V y el agente cromógeno 

II del cuadro 2. 6. En todos los casos se utilizaron pat.rones de 

azúcares adquiridos comercialmen~e de la casa Merck 

LC +) -r amnosa, LC +) -arabinosa, OC-) -fructosa, ex: +)-gal actos a, 

!X+)-glucosa, !X+)-lactosa, !X+)-xilosa. 

La fase orgánica se lavó sucesivamente con agua destilada y 

se secó sobre Na
2
so

4 
anhidro. Posteriormente, se concentró al 

vacio obteniéndose una sustancia aceit.osa la cual se purificó por 

cromat.ografia preparativa en capa delgada de gel de silice, 

utilizando CHC1
3

:MeOH 

reactivo visualizador 

99: 01 como el uyente y el 

(Cuadro 2. 6). Luego 

agente como 

del proceso de 

purificación se obtuvieron 28 mg de un producto aceitoso ~. el 

cual resulto homogéneo en diversos análisis mediante cromalografia 

en capa fina Cccf). 

!:!!.QJ:.ólisis enzimática SQD. celulasa: Obtención_ del derivado 

43b. 

A 100 mg del compuesto 43 se adicionaron 10 ml de agua 

destilada y 20 mg de celulasa (Sigma tipo!). La mezcla se dejó a 

36°c durant.e 72 hrs. El término de la hidrólisis s:e ver'ficó 

mediant.e cromatografia en capa fina utilizando el sistema II y el 

agent.e cromógeno I (Cuadro 2. 6). Al cabo de este t.iempo, la 

mezcla se extrajo con acet.ato de et.ilo. La fase orgánica se 

secó sobre Na
2
so4 

anhidro y al concentrar al vacio se obt.uvieron 26 mg del producto 

43b. La de~ecci6n del azúcar se realizó en la fase acuosa de 

la misma forma como se describió en el inciso anterior. 
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!:!!.9J::_ólisis ~~ s;rn (1-glucosidasa. 

A 10 mg del compueslo 43 se agregaron 2 ml de agua deslilada 

con 10 mg de (1-glucosidasa CSigma lipo II). La mezcla de reacción 

se incubó a 36°C duranle 76 hrs. El lérmino de la hidrólisis se 

verificó medianle cromatografia en capa fina ulilizando el sislema 

II y el agente cromógeno I (Cuadro 2.6). 

dos veces con 20 ml de acelalo de elilo. 

La mezcla se extrajo 

De la fase orgánica se 

obluvo la aglicona ~ como un sólido vitreo y de la fase acuosa 

se identificó el azúcar de la misma forma que en la hidrólisis 

ácida. 

2.3.7.4.- Acelilación del compueslo 43c. 

Por cada 100 mg de compueslo, se empleó 1. ml de anhidrido 

acélico y 1 ml de piridina. La mezcla de reacción se dejó en 

reposo dur:a.nle 24 hrs y al lérmit~o de esle tiempo, el producto 

CShriner, acelilado se 

Fuson-Curlin, 

separó 

1980); 

por el mélodo convencional 

17 mg del compueslo 43b se acelilaron 

obleniéndose 8 mg del producto acetilado 43d como un sólido 

amorfo, de punto de fusión 119-120°. 
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8.4.- Resultados y Discusión. 

8.4.1.- Evaluaciones biológicas preliminares. 

Al ext.racto de Ratibida lat.ipaliaris preparado mediante una 

mezcla de CHC1
3

: MeOH (1: 1J se le determinó la toxicidad para 

Artemia salina. Leach y la potencialidad ant.imicrobiana en contra 

de la levadura Candida albicans y de bacterias Gram positivas y 

Gram negat.i vas En los dos casos se obtuvieron resultados 

positivos Cver Cuadro 2.8 y 2.9J. Los resul t.ados de la 

evaluación de la t.oxicidad para. Art.emia salina (Cuadro 2. 8J se 

encuent.ran expresados en t.érminos de la dosis let.al media CLC
50

J y 

en el caso de las pruebas ant.imicr·obianas (Cuadro 8. 9J en t.érminos 

de diámetros de inhibición del crecimient.o microbiano. Las 

evaluaciones seleccionadas ofrecen las ventajas de ser rápidas, de 

bajo costo y requerir poca cant.idad de muest.ra. La det.erminación 

de la t.oxicidad para Artemia ~ se ha empleado en varias 

ocasiones como guia para conducir el ~raccionamient.o y aislamiento 

de sust..a.nci as bi oact.i vas. las cual es en múl t.i ples ocasiones han 

mostrado cit.ot.oxicidad in vit.ro para células cancerigenas 

CAnderson ~ al 1991); actividad ant.ihelmint.ica CCamacho, 1990 ) y 

antipalúdica CHui et. al, 1989; Host.et.t.mann. 1982; Mart.son, 1991). 

En lo que se ref'iere a la determinación de la act.ividad 

ant..imicrobiana, los microorganismos de prueba empleados se 

eligieron de acuerdo a. los crit.erios convencionales CMist..cher et. 

al, 1988). Con excepción de Baci l l us subt.i lis, t.odos los demás 

microorganismos son huéspedes normales del hombre; aunque bajo 

ciertas condiciones pueden llegar a present.ar pat.ogenicidad 

C Pel czar , 1 982J . 

El ex:l.rac~o ac~ivo se 

pre par a t. i va en col umna C Cuadro 

:f'raccion6 via 

2.4 sección 

una cromatogra~~a 

experiment.alJ. Las 
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Cuadro 2.a.- TOXICIDAD PARA Art.emia salina DEL EXTRACTO 'i 

FRACCIONES DE Rat.ibida lat.ipaliaris. 

MUESTRA OBJETO LC
50 

e µg/mD COMPUESTO AISLADO 

DE EVALUACION. 

EXTRACTO 366.6 

FRACCIONES PRIMARIAS 

1 -34 >1000 

35 -54 >1000 

55 -60 >1000 

61 -68 >1000 

69 -90 >1000 

91 -140 68.64 

141-147 )1000 

148-199 251.135 36 

37 

200-200 >1000 

209-225 >1000 

226-249 215.0 40 

250-258 >1000 

259-269 >1000 

270-272 >1000 

273-286 761.3 il. 
g 
43 

287-291 >1000 

292-320 )1000 

321-322 >1000 



Cuadro 2. 9. - POTENCIAL ANTI MICROBIANO DEL EXTRACTO, FRACCIONES 

PRIMARIAS 'i COMPUESTOS AISLADOS DE Rat.i bida 

lat.ipaliaris. 

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm). 

COMPUESTO St.aphylococcus Bacillus Pseudomona Escherichia 

ESTREPTOMICINA 

100 µg 7 

EXTRACTO 

100 µg 6 

FRACCIONES 

91-14.0 50 µg 

100 µg 2 

14.8-199 50 µg .5 

100 µg 3 

226-24.9 50 µg 

100 µg 

273-286 50 µg 

100 µg 

COMPUESTOS AISLADOS 

40* 50 µg 4.5 

100 µg 6.5 

4.2 50 µg 

100 µg 

4.3 50 µg 

100 µg 

* Rojas et. al. 1990. 

subt.ilis a9ruginosa coli 

12 

8 

8 

11 

2 

4 

4 

6 

4 

6 

1 

3 

9 

6 

7 

3 

65 
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Cuadro 2.9.- Con~inuación. 

DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION CmmJ. 

COMPUESTO ~a~ albicans 

NISTATINA 

100 µg g 

EXTRACTO 

100 µg 6 

FRACCIONES 

91-140 50 µg 

100 µg 

148-199 50 µg 

100 µg 

226-249 50 µg 

100 µg 

273-286 50 µg 

100 µg 
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f'racciones primarias combinadas de acuerdo al análisis 

cromatográf'icos en capa f'ina f'ueron evaluados biológicamente 

utilizando los mismos ensayos simples. Los resultados de estas 

evaluaciones se indican en los cuadros 2.8 y 2.9. 

Las f'racciones activas para el ensayo de ArtemJ.a salina, 

91-140, 148-190, 226-238 y 273-286 del cuadro 2.4 se obtuvieron 

en cantidades adecuadas y por lo tanto f'ueron sujetas a estudios 

post.ar i ores .. 

2. 4. 2. Estudio de las f'racci.ones activas 148-199. 

2.4.2.1. Obtención de la ratibinólida I, C36) ratibinolida II 

C37). 

La recromatograf'ia de las f'racciones activas 148-199 (cuadro 

2.6 sección experimental) permitió el ai sl ami en to de la 

ratibinólida I CO. 0006% de rendimiento) y de la Ratibinólida II 

37 C0.0011% de rendimiento). Estos compuestos presentaron una Lc
50 

de 62. 749 µg/ml y 69. 53 µg/ml, respectivamente. Ambas l actonas 

present.aron las mismas caract.eristicas f'1sicas y 

espectroscópicas que las de una muestra auténtica obtenida 

previamente de la misma planta C Rojas ét al. , 1990). 

Cristalizaciones sucesivas del compuest.o 37 permitió obtener 

cristales adecuados para él análisis de dif'racción de rayos X. En 

la F'i gura 2.2 Sé ilustra una vista estéreoscópica de la 

ratibinólida II. 

Como Sé désprendé de la estructura de la F'igura 2. 2 la 

estereoquimica del grupo hidroxilo en el cent.ro quiral C-1 resultó 

ser e< y no (3 como habla sido previamente determinado mediante un 

análisis de resonancia magnét.ica nuclear prot.6nica~ utilizando 

reactivos de desplazamiento quimico CRojas, 1990). Por otra 

par~e el anillo B adopta una rorma de silla con el grupo meLilo en 

C-10 en posición axial, én tanto que el anillo A y el anillo de 5 
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F'igura 2. 2. - Vist.a est.ereosc,ópica del compuest.o 37. 
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miembros adopt.an una con:formación de semisilla. 

La det.erminación inequivoca de la est.ruct.ura de la 

rat.ibinólida II permit.ió concluir que el desplazamient.o quimico 

del metilo en C-10 en la resonancia magnét.ica nuclear de 13c de 

las eudesmanólidas que present.an una :función epoxldica ent.re C-4 y 

C-5 y un sust.it.uyente C< orient.ado en el núcleo C-1 Ccaso de la 

rat.ibinólida II) es de magnit.ud similar que en las eudesman6lidas 

con doble ligadura o :función epoxidica ent.re C-3 y C-4 y un 

sust.it.uyent.e C< orient.ado en C-1 CDa silva, et.. al., 1981; Herz, 

et.. al., 1983; Mat.a, et.. al., 1984). 

En la Pigura 2. 3 se ilust.ran varias eudesman6lidas con 

sust.iluyenles a orientados en C-1 y :funciones epoxidicas o dobles 

ligaduras ent.re C-3 y C-4 y, en t.odos los casos, el desplazamient.o 

qui mico de C-10 oscila ent.re 18. 4 y 19. 3 ppm, valores muy 

similares al observado para la rat.ibin6lida II de 18.65 ppm. Estos 

valores no di:fieren mucho de los regist..rados para !as 

eudesmanólidas sin suslit.uyent.es en C-1 y con las caraclerist.icas 

est.ruct.urales en C-3 y C-4 ant.es mencionados C véase compuest.os 

44 y 47 de la Pigura 2.3, que se incluyen con fines comparat.ivos). 

Por el cont.rario, en !as eudesmanólidas que present.an sust.it.uyent.e 

en C-1 con una orient.aci6n [3 (45), el desplazamient.o del met.ilo en 

en C-10 su:fre un e:fect.o diamagnét.ico debido a la int.eracción 

y-gaucha ejercido por el sust.it.uyent.e en C-1 CMat.a, et.. al. , 

1983; Herz, et. al., 1983; Da silva, el al. 1987). Los 

desplazamient.os quimicos observados para C-14 en los compuest.os 

47 y 49 de la F'igura 2. 3 con un doble enlace ent.re C-3 y C-4 

ilust.ran est.e e:feclo. Sin embargo, cuando la doble ligadura o 

una :función ep6xidica est.a present.e ent.re C-4 y C-5 Cvéase 

compuestos 50 y 37) y el sust.it.uyent.e esta a o [3 orient.ado C50) el 

met.ilo C-10 no se desplaza a campo alto. En el caso de la 

rat.ibinólida II (37) que prese1~la un ep6xido ent.re C-4 y C-5 se 

pensó que seguia e! mismo comport.amient.o que el compuest.o 50, sin 

embargo es claro que sigue un comport.amient.o similar a los 
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Figura 2.3. - Desplazamientos químicas del C-14 en varias 

eudesmanolidas CDa. silva. et.'.al .• 1981; Herz. et.al. 

1983). 

OH 
39.6 17.8 11.8 

21.7 b 
45 

OH 
: 19.3 
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present.ados por los compuest.os il y 49. Por lo t.ant.o, en 

eudesmanólidas sust.it.uidas en C-1 con una función epóxidica ent.re 

C-4, C-5 y con una doble ligadura ent.re C-2 y C-3 el 

desplazami.ent.o quimico del met.ilo en C-10 puede ser ut.ilizado 

como crit..erio para est.ablecer la est..ereoquimica en el cent.ro 

quiral c-1. 

2.4.2.3.- Obt.ención del ~-sit.ost.erol C38). 

09 las fracciones secundarias 121-154 y 155-198 CCuadro 2.6, 

sección experiment.al) se obt.uvo el ~-sit.ost.erol C0.0324 % de 

rendimient.o), .i.dént.ico en t.odos sus aspect.os a una muest.ra pat.rón. 

HO 

2.4.3.- Est.udio de las fracciones act.ivas 226-269. 

2.4.3.1. - Obt.ención de la Hispidulina (40). 

La recromat.ografia de las fracciones primarias 226-249 y de 

las fracciones 151-168 de la columna IV (Cuadro 2.4 y 2.7) 

precipit.ó una flavona que fue ident.if icada como hispidulina (40) 

por comparación 

rendimient.o) 

con una muest.ra aut..ént..ica CO. 0152 Yo de 
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2.4.4 .. -Estudio de las rracciones activas 273-286 

2.4.4.1 Obtención del ¡>-D-Glucositosterol C41). 

De las rracciones 273-286 de la columna original precipitó 

en rorma espontánea un producto idéntico al ¡>-D-glucositosterol. 

Este compuesto se obtuvo en un rendimiento de 0.0106 % con base a 

la planta seca. 

D-Glu-0 

2.4.4.2.- Obtención y caracterización de la pedalitina C42) 

Las aguas madres de las rracciones anteriores rueron 

recromatograriadas en una columna de gel de silice como se 

indica en la sección experimental. De las rracciones secundarias 

CCuadro 2.7) cristalizaron 91 mg C0.0033~ % de rendimiento) de un 

polvo amarillo. Las caracteristicas ris:icas y espectroscópicas: 



Cuadro 2.11. -Const.ant.es f'isicas y espect.rosc6picas del 

compuest.o ~· 

Fórmula molecular : c16H12o7 
Peso molecular : 316 

U. V. >-.max 

(espectro 2. 1) 

Me OH 

AlCl
3 

HCl 

nm 284.,· 34.8 

nm 295, 4.25 

nm 285, 366 

OH 
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IR V CKBr) max 
(espectro 2. 2) 

-1 
cm 3385, 3192, 2953, 1654., 1609, 1571,14.97, 

1370, 1272, 1163. 

E.M.I.E m/z C~) 

1 H R.M.N CMeOD, 6) 

300 MHz 

(espectro 2. 3) 

316 C100) M+, 315 CM+- 1), 301 CM+- 15), 

288, 183, 182. 167, 154., 138, 137, 134 

3.76 Cs, -OCH
3

) 

6.5 Cd, H-3, H-8) 

7.35 Cm, H-2', H-6') 

6.9 Cdd, H-5') 
13c R.M.N. CMeOD,6): 184.76 CC-4), 166.9 CC-2), 159.27 

Cespect.ro 2.4) CC-4'), 155.1 CC-7) 151.1 CC-5) 147.5 

CC-9),124.2 CC-1' y C-6), 120.8 CC-6') 

117.2 CC-5'), 114.6 CC-2'), 103.9 CC-3 

y C-10), 95.7 CC-9) y 61.4 COCH3 ). 
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de este producto se incluyen en el Cuadro 2.11. El tratamiento 

del producto 

permitió la 

natural 42 

obtención del 

con anhidrido acético 

derivado acetilado 

y piridina 

42~ cuyas 

constantes :fisicas y espectroscópicas se resumen en el Cuadro 

2. 12. La :fórmula molecular del producto 42 se estableció como 

c16H12o7 por espectrometria de masas. El espectro de UV CEspectro 

2.1) presentó dos bandas de absorción caracter1sticas para 

:flavonas, la banda II aparece en 284 nm y la banda I aparece en 

345 nm CMarkham 1985). 

El espectro de IR (Espectro 2. 2) presentó sef'íales para 

hidroxilos :fenólicos (3385, 3192 y 1163 cm-1 ), C-H (2953 cm-1 ), 

carbonilo de r-pirona C1654 cm-1 ) y carbonos aromáticos (1600,1571 

y 1497 cm-1 ). 

El espec~ro de resonancia magnética nuclear protónica 

(Espectro 2.3) mostró sef'íales para: 

a) Un grupo metoxilo en 3.89 ppm. 

b) Dos protones en 6.5 ppm 

de una :flavona. 

atribuibles a los protones H-3 y H-8 

c) Tres protones aromáticos 6. 9 Cdd, J = 8 Hz) y 7. 35 ppm Cm) 

asignables a los hidrógenos H-2', H-3' y H-6' del anillo B de una 

:flavona con sustituyentes oxigenados en C-3' y C-4'. 

El e•spectro de resonancia magnética nuclear de 13c (Espectro 

2.4) presentó sef'íales para 16 átomos de carbono en 

concordancia con la :fórmula molecular establecida y mostró el 

per:f'il tipico de una :flavona CMabry y Harbone, 1982); las 

resonancias se descriminaron de la siguiente manera: 

a) la sería! observada a 184.76 ppm 

de la r-pirona. 

se asignó al grupo carbonilo 

b) las cinco resonancias siguientes en 165.6, 161.6, 147.5, 142.2 

y 159.6 ppm se asignaron a carbonos cuaternarios aromáticos unidos 

a grupos oxigenados. 

e) a campo más alto de la región aromática se observan sef'íales 

para cuatro metinos aromáticos C128.8, 117, 114.6 y 95.7 pprn) y la 

resonancia caracteristica de C-3 en 103.9 ppm. 
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Cuadro 2.12. - Const.ant.es espectroscópicas del derivado 

acetilado C~:.E~) del compuesto g. 

O A e 

F"6rmula molecular C24H20011 
Peso molecular 484 

1H R. M.N. CMeOD, 6) 2.3-2.4 Cs. 4 CH3 CO) 

Cespect.ro 6) 3.8 Cs, OCH
3

) 

6.8 Cs, H-3) 

7.55 Cs, H-8) 

7.94 Cm, H-2' y H-6') 

7.4 Cs, H-5') 
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d) las sefiales positivas en 155.1 y 106.8 ppm se asignaron a C-9 

y c-10. respectivamente. 

e) las sefiales positivas que se localizaron en 166.7 y 184.8 ppm 

fueron asignados a los carbonos 8 y 1'. 

f) finalmente, la seRal negativa en 61. 45 ppm se asignó a un 

grupo metoxilo. 

El espectro 

m/z 301 CM.+- - 15) 

de masas presentó fragmentos a m/z 315 CM-1), 

188, 167, 139, 137 y 134. Los fragmentos a m/z 

188 y 167 permitieron determinar que el grupo CX::H
3 

se localizaba 

en la posición 7 del esqueleto base y confirmaban que en el anillo 

B se encontraban dos grupos hidroxilos CHarbone, 1975; MarcKham, 

1985). En la Figura 8.4 se muestran los fragmentos más 

importantes. 

La presencia de los grupos hidroxilos en C-5, C-6, se 

confirmó cuando al registrar el espectro de U.V. en presencia de 

AlC1
3

, se observó un desplazamiento batocrómico de las bandas de 

absorción I y II CCuadro 8.13). El AlC1 3 fórma quelatos con los 

grupos funcionales 5-hidroxi-4-ceto y orto-dihidroxi presentes en 

la molécula del producto natural. Esta reacción provoca un cambio 

batocrómico de las bandas I y II en espectros de U.V.CJurd, 1968; 

Mabry, 1970). La estabilidad de estos quelatos han sido estudiados 

ampliamente CMabry,1970; Jurd, 1969), habiéndose establecido que 

en presencia de HCl el quelato formado entre el sistema 

5-hidroxi-4-ceto es más estable que el quelato formado en el 

sistema orto-dihidroxi. 

solamente la regeneración 

Como al agregar HCl se observo 

de la banda I se concluyo 

inequivocamente que los otros dos grupos hidroxilos se localizaban 

en disposición orto y muy probablemente en los carbonos C-3' y 

C-4'. Además en presencia de un grupo OH en C-5 y la ausencia 

de un OH en C-3, la banda I sufre un cambio balocr6mico de 35 a 55 

nm al adicionar AlCl
3

/HCl CJurd, 1968; Mabry, 1970). Cuando 

existe un grupo OH en C-6 que es el caso que se presenta en el 

producto 48 el cambio de la banda I es de 17-80 nm CMears y 

Mabry, 1972). 
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Figura 2. 4 _ importantes del es . Fragmentos mas . 
compuesto 42 CPedalit.ina). pectro de masas del 
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Cuadro 2.13.- E~ecLo baLocr6mico de las bandas I y II del 

compuesLO !ª- CpedaliLina) en el especLro de U. V. 

presencia de A1Cl 3 /HC1 Cver especLrO 8.1). 

DisolvenLe Banda I Banda II 

Me OH 251!5Ch::>, 284 348 

A1Cl 3 246Ch), 894 302Ch), 343Ch), 425 

HCl aeoch). 205 366 



80 

La presencia de los grupos hidroxilos en la molécula fue 

confirmado quimicamente al acetilar el compuesto 42 con piridina y 

anh1drido acético, obt.eniendose un derivado tetraacetilado; en el 

espectro de resonancia magnética nuclear prot6nica (Espectro 2.5) 

se observaron 4 se~ales simples en 2.3 ppm que corresponden a los 

15 protones de los 4 grupos acetatos de la molécula. Con base 

en el análisis presentado anteriormente y la comparaci6n de datos 

observados con los de una serie de J"lavonas descritas en la 

literatura. se identificó al producto natural 42 como la 

5,6,3',4'-tetrahidroy~-7-metoxi-flavona C pedal i ti na) la cual 

constituye la porción aglicona de un glicósido aislado de una 

especie ~atorium y de Sesamum indicum CKupchan, 1969). 

Al realizarle la prueba de toxicidad para Artemia ~.!.r@. 

esta flavona presentó una LC50 > lOOOppm y presentó moderada 

actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis. (Cuadro 2.8 y 

2.9) obteniendose halos de inhibición de 4 y 2 mm de diámetro a 

una concentración de 100 y 50 ppm, respectivamente. 

2.4.4.3.- Obtenci6n y caracterización de 2-a-~-D-glucopiranosil­

AlCl0).4C5)germacradien-6a,7~,11~-ólida C43). 

Sucesivas cromatograf1as en capa delgada de las fracciones 

secundarias 235-310 de la columna IV (Cuadro 2.7, sección 

experimental), permitieron 

cristalino de color blanco, 

el 

con 

aislamiento de 

punto de fusión 

un compuest.o 

155-158° en un 

rendimiento de 0.0065 % en relaci6n al peso de la planta seca. En 

el Cuadro 2.14 se resumen sus constantes fisicas y los datos de 

IR, y espectrometr1a de masas. Su fórmula molecular se 

estableció como c21 H32o8 por espectrometria de masas de tipo FAB 

de alta resoluci6n, modalidades positivo y negativo. En el 

espectro de FAS negativo (Espectro 2. 6) el ión molecular se 

encontró en m/z 411 CM - H) también se observaron fragmentos 

importantes a m/z 503 CM H + glicerol) m/z 595 C M - H + 2 



Cuadro 2.14.- CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO 

!13. 

~
cH2o~ º··. 
Ff H 

HO H 

H H 
H 

POLVO CRISTALINO DE COLOR BLANCO. 

SOLUBLE EN SOLVENTES POLARES. 

FORMULA MOLECULAR! c21H32ºe 
P. F. 153-155°C 

PRUEBA DE MOLISCH1 POSITIVA 

I.R.CSol.) cm-1 134.00-3300, 2910, 1770, 1150-1050. 

E.M. FAB negativo m/z : 411 CM+-l-D-

E.M. FAB positivo m/z 

503 CM-1 + glicerol)-

595 CM-1 + 2 glicerolJ 

597 CM + H + 2 glicerol~+ 
505 CM + H + glicerol)+ 

251 Caglicona + H)+ 

233 Caglicona - H2 o)+ 
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glicerol) . 

registraron 

glicerol)+, 

solubilidad 

82 

En el espectro FAB positivo (Espectro 2. 7) se 

iones a m/z 597 CM + H + 2 glicerol)+, 505 CM + H + 

251 Caglicona + H), 233 CM+ - H
2

o glucosa)+. La 

del compuesto 43 en disolventes de alta polaridad y su 

comportamiento (reacción posit.iva) :frente al reactivo de Molisch 

sugirieron su naturaleza glicosidica, misma que f'ue con:firmada 

posteriormente mediante la hidrólisis del producto natural en 

condiciones ácidas CHCl 1 N) y enzimáticas Ccelulasa y ~-

gl ucosi das a) • En ambos casos se detecto a la glucosa madi ante 

cromatogra:fia en capa :fina como único carbohidrato.presente en los 

productos de hidrólisis. 

Durante el proceso de caracterización del compuesto 43 se 

realizaron varias reacciones que se indican en el transcurso de 

la discusión y que permitieron la obtención de los derivados 

siguient.es: 43a Cglicósido acetilado), 43b Caglicona obtenida por 

hidrólisis enzimática), 43c Caglicona 43b acetilada) y 43d 

Caglicona obtenida por hidrólisis ácida), las estruct.uras de estos 

compuestos se indican en la Figura 2.5 y las const..ant.es 

espect..roscópicas de est.os derivados se resumen el los Cuadl""OS 

2.15 y 2.16 CRMN-H' y RMN 13c). 
El espectro de resonancia magnética nuclear de 13c CEspectro 

2.8, Cuadro 2.15) del producto natural 43 presentó sefiales para 21 

átomos de carbono en armenia con la f'órmula molecular. Las sefiales 

.en 100 CC-1'), 73 CC-2'), 75.4 CC-3'), 69.8 CC-4'), ?6.30 CC-5') y 

61.30 CC-6') ppm se asignaron a los carbonos de la ~-O-glucosa por 

comparación con modelos adecuados C Mi yase, 1 987; Ohmur a, 1989; 

Shimizu,1989, Uchiyama, 1989; Shekhani,1990). Las quince 

resonancias res'lant.es deblan corresponder a la porción de la 

aglicona de la molécula y se discriminaron de la siguiente :forma: 

a) la sefial positiva a 177.9 ppm al carbonilo de una lactona en 

anillo de cinco miembros CMarco, 1991). 

b) las absorbancias en 140.4, 139.70, 128.80 y 127.2 ppm Clas dos 

primeras positivas y las dos últimas negativas en el espectro de 



Figura a.5.- Productos de hidrolisis ácida C~) y enzimf>.tica 

C 43b) y derivados aceti lados e 43a y ~ del 

compuesto ~ 
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Cuadro a.16.- Constantes espectroscópicas de RMN protónica y 13c 

de los compuestos 43 y 43a. 

Protones 

H-1 

H-a 

H-3a 

H-3(3 

H-5 

H-6 

H-7 

H-11 

H-13 

H-14 

H-16 

H-1' 

H-a• 

H-3' 

H-4' 

H-6' 

H-6' 

H-6' 

CH
3

CO 

CH
3

CO 

CH
3

CO 

CH3CO 

4.SS-6.00 m 

4.SS-6.00 m 

a.ea dd c11, 4.S Hz) 

a.16 m 

4.SS-6.00 m 

4.63 dd c10. s.9 Hz) 

1.63 m 

a.ao m 

1. a4 d C7 Hz) 

1. 49 s 

1. 7a s 

4.41 d 

3.a-3.6 

3.a-3.5 

3.a-3.5 

3.a-3.5 

3.Sa sa 

3.4 m 

es Hz) 

m 

m 

m 

m 

4.S5 da C9.46 Hz) 

4.7 dddd C9.9, 6.6 Hz) 

a.64 dd c11.3, 4.S Hz) 

4.73 da 

4. 61 dd 

1. 66 m 

a.a5 de 

1. ae C7 

1. 61 s 

1. 7a s 

4.63 d 

6.07 dd 

6.19 dd 

4.99 dd 

3.67 m 

4.23 dd 

4.16 d 

a.01 s 

a.oa s 

a.06 s 

a.os s 

C10.3 Hz) 

C10, S.9 Hz) 

c1a.1, 7 Hz 

Hz) 

CSHz) 

C9. 3, 8.0 Hz) 

C9.3 Hz) 

C9.3, 8.0 Hz) 

C13. 1, 6.03 Hz) 

C13.1 Hz) 
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Tabla 2.15. Conti nuaci 6n. 

Carbono 43 43a 

C-1 127.28 127.80 

C-2 73.60 71.80 

C-3 45.60 46.0 

C-4 140.4 141. 5 

C-5 128.8 129.40 

C-6 80.7 81.0 

C-7 54.4 55.0 

C-8 27.7 28.23 

C-9 40.60 41.0 

C-10 139.70 139.9 

C-11 41. 7 42.2 

C-12 177. 90 178. 10 

C-13 12.7 13.2 

C-14 16.6 17.0 

C-15 17.9 18.3 

c-1 • 100.0 98.5 

c-2• 73.0 71.8 

C-3' 75.4 71.8 

C-4' 69.8 68.6 

C-5' 76.3 72.9 

C-6' 61.3 62.0 

~H3CO 20.70 

~H3CO 20.60 

~H3CO 20.59 

CH3~0 169.2 

CH3~o 169.3 

CH
3

g_o 170.a 

CH
3

g_o 170.5 
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Cuadro 2. 16. - Constantes espectroscópicas de RMN protónica y 

de 
13c de los compuestos 43b, 43c y 43d. 

Protones 43b 43c 43d 

COC1
3 

Benceno 

H-1 4.94 da 4.92 da 4.69 da 1.3 y 1. 9 m 

C9.9 HzJ C9. 9 Hz) (9.9 Hz) 

H-2 4.68 dddd 5.62 dddd .. 5.64 dddd 3.92 dddd 

C9. 9, 5.5 Hz) C10.0,6.6 Hz) C10.0,6.5Hz) C12. 5, 6.3HzJ 

H-30< 2.64 dd 2.67 dd 2.48 dd 2.71 ddd 

C11. 2, 6.6HzJ C11, 5 Hz) (10. 8, 5 Hz) C12. 5, 6.3HzJ 

H-3~ 2.06 dd 2.10 m 2.0 t 2. 01 dd 

C11 Hz) C11. O Hz) C12.6 Hz) 

H-6 4.83 da 4.89 da 4. 49 da 2.15 d 

C10 Hz) C10 Hz) C10 HzJ C11.1 Hz) 

H-6 4.62 dd 4.52 dd 3.88 t. 3.99 dd 

C10, 8.8 HzJ c10. 8.8 Hz) c10. 9 HzJ C10. 6 Hz) 

H-7 1. 67 m 1. 65 m 1. 62 m l. 68 m 

H-11 2.26 de 2.26 de 1.66 de 2.36 de 

C12. O, 7 HzJ C12, 7 HzJ c12. 7 Hz) C12, 7 Hz) 

H-13 1. 26 d 1. 26 da 1.03 da 1. 25 d 

C7 Hz) C7 Hz) C7 HzJ C7 HzJ 

H-14 1. 48 sa 1. 56 s l. 21 s 0.89 s 

H-16 1. 73 d 1.75 s 1.33 s 6.05 y 4.9 

Cl. 4 HzJ (13 HzJ 

CH3 CO 2.06 s 1.73 s 
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Cuadro 2. 16. Cont.i nuaci ón. 

Carbono 43b 43c 43d 

c-1 129. 3 126.4 29.70 

C-2 69.30 73 67.2 

C-3 48.8 45.1 50.6 

C-4 140. 5 139.6 141. 7 

C-5 130.5 130.5 53.70 

C-6 81.2 81.0 79.50 

C-7 54.9 55.0 52.60 

C-8 28.40 28.3 22.8 

c-9 41. o 41. o 37.90 

C-10 137.60 139.2 145.70 

c-11 42.20 42.1 41.10 

C-12 178.30 178.1 179.40 

C-13 13.20 13.2 12.50 

C-14 17.20 17. 1 18.80 

C-15 18.50 18.3 111.40 

~H3co 21. 2 

CH3~o 170.5 



APT) corresponden 

lr i susli tui das. 

a los carbonos de 

88 

dos dobles ligaduras 

c) las resonancias negativas a 80.70 y 73.60 ppm se asignaron a 

los carbonos bases de !'unciones oxigenadas secundarias. De acuerdo 

a la leor!a del desplazamiento qu!mico la sefial en 80.70 pp deb!a 

corresponder a la de una !'unción lacl6nica y 

etérea, respectivamente. 

d) las resonancias negativas a 12.7 y 16.6 y 17.9 ppm se 

asignaron a tres metilos y las cinco sefiales restantes a tres 

melilenos C 45.6, 27.7 y 40.6 ppm) y dos melinos C54.4 y 41.7 ppm, 

sefiales negativas). 

El espectro de RMN 1 H CEspeclro 2. 9) 

metilos se encontraban unidos a carbonos 

i ndi c6 que dos de 1 os 

de carácter olef'inico 

Cl.72 y 1.49 ppm) en tanto que el tercero se encontraba unido a un 

carbono terciario Cl.25 ppm, d, J 7 Hz) no olef'!nico. 

De manera adicional. se observaron claramente seriales para dos 

hidr6genos vinilicos en la regi6n comprendida entre 4. 88 y 5 

ppm, el hidr6geno base de una f'unci6n lact6rüca en 4.53 ppm Cdd,J 

9 Hz) CBorella, 1992; Marco, 1991; Tan el al, 1991) y el 

hidr6geno anomér!co del azúcar en 4. 41 ppm Cd J 8Hz). La 

magnitud de la constante de acoplamiento de este último concordaba 

con la naturaleza (3 del enlace glicos!dico; la hidr6lisis del 

glic6sido con la enzima (3-glucosidasa conf'irm6 lo anterior. 

El tratamiento del producto natural con anhidrido acético y 

piridina condujo a la obtenci6n de el derivado telraacelilado 43a 

CF"igura 2. 5) conf'irmando qu!micamenle la presencia de una sola 

unidad de glucosa en la molécula y la ausencia de !'unciones 

carbin6licas adicionales en la porci6n aglicona del compuesto 43. 

El espectro de RMN 'H CEspectro 2.10) del derivado 43a moslr6 

mejor resoluci6n de las sefiales correspondientes a la porci6n 

glicosidica C[3-D-glucosa). En el espectro COS'f del producto 43a 

ilustrado en la Figura 2. 6 se pueden observar claramente las 

conectividades de los hidr6genos del azúcar. 



Figura 2. 6. Correlación homonuclear de l.a 
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Las evidencias quimicas y espectroscópicas presentadas hasta 

el momento no dejaban lugar a dudas acerca de la estructura de la 

porción sacárida del producto natural, as1 mismo sumadas a 

consideraciones quimiotaxonómicas CTan, 1991; Milosauljeuic, 

1991). permitieron inferir que la aglicona era una lactona 

sesquiterpénica 

trisustituidas, 

que 

dos 

presentaba dos 

grupos metilos 

dobles 

unidos a 

ligaduras 

carbonos 

insaturados y un metilo unido a un carbono terciario. 

El análisis de los espectros de RMN 1 H y 13c de la aglicona 

43b CEspectro 2. 11, 2. 12) obtenida por hidrólisis enzimática. 

claramente indicó que la 

CMiyase,1991; Zdero, 1987; 

lac~ona era una 

Ohmura,1989; Cardona, 

germacradienólida 

1 991 ; Uchi yama, 

1989) que presentaba el anillo lactónico de cinco miembros ~ 

fusionado en las posiciones C-6 y C-7 del núcleo base y un 

sustituyente oxigenado en C-2 Cun hidroxilo en la aglicona ~ y 

un residuo ¡1-D-glucopiranosil en el producto natural Q). Las 

evidencias más importantes que permitieron establecer la anterior 

conclusión fueron las siguientes: 

a) En el espectro de RMN 1 H Cespectro 2. 11) se observó una sef'íal 

doble de dobles en 4.51 ppm CJ 6 _
5

= 10 Hz y J
6

_ 7 =8.9 Hz) asignada 

al hidrógeno gemina! base de la lactona CH
6
). Esta se~al a su vez 

correlacionaba en el espectro COSY CF"igura 2. 7) con el doblete 

ancho en 4.83 ppm con una J
5

_6 = 10 Hz CH-5) y con el multiplete en 

1. 67 ppm CH-7) con una J
6

_
7

= B. 9 Hz. El doblete cuarteteado en 

2.20 pmm CH-1i) J
11

_
7

= 12 Hz, J
11

_
13

= 7 Hz también 

interaccionaba con H-7 Cl.63 ppm) y con el doblete CJ13_11 = 7 Hz) 

en 1. 26 Hz. Cabe mencionar que H-7 mosLraba correlaciones 

dificiles de determinar en el espectro de la Figura 2.7, pero que 

indicaban la presencia de otros hidrógenos vecinales además de H-6 

y H-11. La magnitud de las constantes de acoplamiento entre H-6 y 

H-7 eran congruentes con la disposición trans diaxial de estos 

hidrógenos CMata, 1984; Bohlman, 1980). Las conec~ividades 

previamente descritas permitieron deducir la estructura parcial 

A. 

90 
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8 

Est.ruct.ura parcial A. 

N6t.ese que en la est.ruct.ura parcial A se coloc6 un met.ilo 

sobre el C-4. ya que el espectro de la aglicona. al igual que el 

del producto nat.ural, most.r6 se~ales para dos met.ilos sobre doble 

ligadura t.risust.it.uida en 1.48 y 1.73 ppm. 

b) La ot.ra se~al vinilica del espectro que absorbe en 4.94 ppm 

CH-1, d, J
1

_
2

= 9.93 Hz), correlacionaba en el espectro COSY 

CFigura 2.8) con la resonancia en 4.68 CH-a, ddd, J 1 _
2

= J2_3~= 9.9 

Hz , J2_3~= 5.5 Hz), que con base en la t.eoria del dezplazamient.o 

quimico debia corresponder a un hidr6geno alilico y gemina! a la 

t'unci6n carbin6lica de la aglicona Ct'unci6n Q-glicosidica del 

producto nat.ural). Est.a úl t.ima se~al se desplaz6 

paramagnét.icament.e a 9.61 ppm en la aglicona acet.ilada CEspect.ro 

a.13). A su vez H-a se acoplaba con los mult.iplet.es 

centrados en 2.65 ppm CH-3a, dd, J3~-3~= 11.2 Hz. J 3 a_2 =5.9 Hz) y 

2.05 ppm CH-3~. dd, J3~_3a= J3~_2= 10.5 Hz). Es de hacer not.ar que 

H-3a y H-3(3 cont'ormaban el sist.ema AB t.ipico de dos protones 

geminales de un met.ileno, vecino a un cent.ro asimét.rico. De nuevo 
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Figura 2. 7. - Correlación .homonuclear de la porción aglicona del 
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Figura 2. 8. - Correlación homonuclear de los protones H-1, H-2e<, 

H~3C< y H-3~ del producto natural. 
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el valor de J entre H-a y H-3~ era 

trans de estos hidrógenos. 

94 

congruente con la disposición 

Las conectividades recién descritas permitieron deducir la 

estructura parcial B. 

H 

HO 

Estructura parcial B. 

Siguiendo el mismo razonan~ento que en el caso de la 

estructura parcial A. el segundo metilo vin1lico se c0locó sobre 

el C-10 de la estructura parcial B. 

Finalmente, en 2.37 ppm CH-9et, dd, J= 13,.Cl.3Hz) y 1.90 Hz 

CSo, ddd, J= 13.0, 6.3 y 2 Hz), se observaban dos multipletes, que 

además de interaccionar ent.re si, presen~aban cor~elaciones 

adicionales. En el espectro COSY de la aglicona acetilada CFigura 

2. 9) ~ est.as in~eracciones se observaban más clarament.e, la serial 

en 2.41 ppm CH-9a, dd, J90_9~= 13 Hz, J90_8~= 6.3 Hz) se acoplaba 

con un doblete ancho en 2.04 ppm CH-9~.dda, J9~_90= 13 Hz). H-9o a 

su vez interaccionaba con el doblete de doblete centrado en 1.91 

ppm CH-So, dd, J 80_ 9 0\= 6. 8 Hz; J80\_8~= 12. 9 Hz) y H-80 con el 

multiplete entre 1.6 y 1.76 ppm, donde evidentemente resuenan H-8~ 

y H-7. Con base en las observaciones antes se~aladas se dedujo la 

estructura parcial C. 
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Estructura parcial C. 

La integración de las estructuras parciales A,B y C permite 

proponer la ect.ructura D. 

Estructura D. 
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Figura 2. 9. Correlación homonuclear de los prot.ones H-80t, H-8~. 

H-90t, H-9~ y H-7 de la aglicona acet.ilada. 
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La est.ereoquimica relat.iva del grupo met.ilo en C-11 se 

det.erminó con base en las siguient.es consideraciones: 

a) El valor de la const.ant.e de acoplamient.o ent.re H-7 y H-11 en 

43 y sus derivados 43b y~. 

b) El análisis del efect.o de disolvent.es (benceno y cloroformo) 

sobre el desplazamient.o del met.ilo C-13 en la agl.icona acet.ilada 

43c. 

En el primer caso como se ilust.ra en el Espect.ro 2.13 y de 

acuerdo a un est.udio realizado por Nirayanan et. al., (1968), los 

met.ilos pseudoecuat.oriales en el cent.ro C-11 de las lact.onas 

sesqui t.érpeni cas con el ani 11 o l act.óni co trans fusionado entre 

C-6 y C-7, se desplaza diamagnét.icament.e alrededor de 0.23 ppm en 

soluciones de benceno-d6 en relación a los valores observados en 

soluciones de coc1 3 (Espectro 2.14). Por ot.ra part.e, en las 

lact.onas con las mismas caract.eristicas ast.ruct.urales, pero con 

met.ilos pseudoaxiales en C-11, el desplazamient.o a campo alto es 

de una mayor magnit.ud C~ = + 0.46). En el caso de la aglicona 

acet.ilada la diferencia en la magnit.ud de los 

desplazamient.os quimicos para C-13 CAS = 6CDCl - 6C D ) fue de 
3 6 6 

+ 0.23, consist.ent.e con la nat.uraleza pseudoecuat.orial del met.ilo 

C-13 y, por lo t.ant.o, con la orient.ación et del mismo. La magnitud 

de la constant.e de acoplamiento entre H-7 y H-11 fue de 12 Hz, lo 

cual era congruent.e también con la disposición et del met.ilo C-13; 

si la orientación hubiese sido (J la constante de acoplamient.o 

J
7

_
11 

corresponderia a un valor aproximado de 7.6 Hz CNarayanan y 

ven Kat.asubramaniam 1968; Borella, 1992; Marco, 1991; 

Jacupovic, 1991; Mengi, 1991). El espect.ro de 13c de la 

aglicona ~ era muy similar al del glicósido y diferia tan solo 

en la ausencia de las sef'iales del azúcar y en el desplazamient.o 

quimico del C-2. En el caso del compuest.o 43 est.á resonancia se 

encont.raba desplazada a campos mas bajos debido al ef'ect..o de 

glicosidación Cver Cuadro 2.16). 
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Por (11 t.i mo para det. er minar en f'orma decisiva la 

est.ereoqu1mica en C-2 de la aglicona ~ y del producto natural 43 

se analizó el pat.rón de acoplamient.o que present.aba el hidrógeno 

gemina! a la !'unción carbinólica en el derivado 43d, obtenido 

mediant.e la hidrolisis ácida del producto nat.ural. 

Los espect.ros de resonancia megnética 

CEspect.ro 2.15) y de 13c CEspectro 2.16) de 

nuclear protónica 

43d present.an las 

caract.erist.icas de una lactona sesqui t.erpéni ca del t.ipo 

eudesmanólida CMata, 1.984; Herz, 1.983; da Silva, 1981) con un 

met.ileno exociclico en la posición C-4 y al igual que la aglicona 

43b present.aba el anillo lact.ónico t.r~ f'usionado ent.re las 

posiciones C-6 y C-7 del núcleo base y una !'unción carbinólica en 

C-2. 

Las dif'erencias y similit.udes más important.es ent.re los 

espect.ros de RMN de la aglicona 43b y el product.o de hidrólisis 

ácida 43d, as1 como el análisis del pat.rón de acoplamiento que 

permit.ió est.ablecer la estereoquimica relat.iva en el 

C-2 del product.o nat.ural se resumen a cont.inuación: 

1.- Resonancia Magnét.ica Nuclear Prot.ónica: 

cent.ro 

1..1.- La se~al correspondient.e al hidrógeno geminal de la !'unción 

carbinólica en C-2 se encont.raba diamagnét.icament.e desplazada en 

~ a 3. 92 ppm ( ""H-2 43b 43d 4. 68 3. 92 0.76), 

consistente con la pérdida del carácter alilico de H-2. 

Est.a se~al se observaba como un doble de doble de doble de 

dobles con constant.es de acóplamient.o J 12.5 y 5.3 Hz , 

indicando claramente que H-2 interaccionaba con los hidrógenos de 

dos met.ilenos vecinales. El valor de la const.ant.e de 

acoplamient.o J = 12. 5 Hz era congruent.e con la disposición ~ 

di axial de H-1<>, H-2(3 y H-3o. y en consecuencia con la 

est.ereoquimica o. ecuat.orial del hidroxilo en C-2. La cons+...ante 

de acoplamient.o de 5.3 Hz correspondía a la i nt.er acciones 

axial-ecuat.orial de los hidrógenos H-2(3, H-1.(3 y H-3(3 . Con base a 
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est.e análisis se pudo inf'erir entonces que la est.ereoquimica de la 

!'unción oxigenada en los compuest.os 43 y ~3b era también ot. 

1.2.- En el espect.ro de 43d no se observaron seflales para met.ilos 

sobre dobles ligaduras y en su lugar se observó una seflal 

simple para un grupo met.ilo unido a un cent.ro cuat.ernario en 0.89 

ppm y dos singulet.es anchos en 6.06 y 4.90 ppm, asignables a los 

prot.ones 

Est.as dos 

vinilicos de un metileno exoclclico CJacupovic, 1991). 

úlLimas resonancias mostraban una clara interacción en 

el espectro COSY (Figura 2.10). 

1. 3. - La s:ef'íal de H-6 en 43d se observó como un doblet.e en 2. 16 

ppm CJ
6

_
6

=11. l Hz), el cual int.eraccionaba con e.' doblete de 

dobletes en 3. 99 ppm CH-6, J
6

_
6

=J
6

_
7

= 10. 6 Hz) en el espect.ro de 

correlación homonuclear CFigura 2.10). A su vez H-6 C3.99 ppm) 

int.eraccionaba con H-7 C1. 68 ppm). La mult.iplicidad de las 

seflales ant.eriores y la magnitud de las constant.es de acoplamient.o 

eran congruent.es con la disposición ~ de la lactona ent.re H-6 

y H-7. 

también 

Como era de <>sperarse la s:eflal de H-6 s:e encontraba 

desplazada paramagnét.icamente en relación al 

des:plazamient.o observado para el protón H-6 en el compuesto 43b. 

1.4.- Por último, las s:ef'íales: para H-13 y H-11 del compuesto 43d 

:fueron similares t.anto en despl azami en t. os qui mi ces como en el 

pat.rón de acoplamient.o, a los: observados en el compuest.o 43b. 

2.- Rosonancia magnética nuclear de 13c: 
2.1.- En ambos compuestos: 43b ~ 43d el espect.ro pres:ent.ó 16 

sef'íales:, de las cuales las: correspondientes a C-12 CC=O de la 

l act.ona) , C-6 Ce-o de la l actona), C-2, C-3, C-7, C-11 y C-13 

res:ult.aron muy similares. 

2.2. - En la zona donde resuenan los: carbonos: vinilicos: s:e 

observaron s:ólo dos: seflales en 141.70 y 111. 40 ppm, observación 

consistent.e con la presencia del met.ileno exociclico en C-4. 

2. 3. - En 29. 70 ppm CC-1), 63. 70 ppm CC-6), 46. 70 ppm CC-10) se 

encont.raban seriales asignables a un me'Lileno. un met.ino y un 



Figura 2.16. - Correlación homonuclear de la aglicona ~ obt-enidalOO 

por hidrolisis ácida. 
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carbono cuat.ernario, respectivamente las cuales sust.it.uian t.res de 

las sef'íales olef'inicas de 43b y que permitieron por comparación 

con modelos adecuados est.ablecer que el producto 43d era una 

eudesmanólida Cda Silva,1981; Mata,1984; Herz,1983, Milosauljevic, 

1991; Mengi, 1991). Asi mismo las tres sef'íales restantes en 22.80, 

37.90 y 18.809 ppm correlacionaban con las previamente descritas 

para los carbonos, C-8, C-9 y C-14 de varias eudesmanólidas Cda 

Silva, 1981; Mengi, 1991; Shekhani, 1990; Jakupovic, 1991; 

Shi muz u, 1989) . Con base en las consideraciones anteriores la 

est.ructura para el compuesto 43d obtenido por hidrólisis ácida 

se estableció como se ilustra a continuación. 

HO· .•• 

H 

Est.ruct.ura del compuest.o 43d. 

La f'ormación del compuesto 43d durante la hidrólisis ácida 

del producto natural C43), a partir de la aglicona 43b se puede 

explicar mediante el siguiente mecanismo de reacción. 



Glv-0· •.• ~ 
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: H 
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~H 
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~ 
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HO. •• ~ 
- (+ : ···~ 

H \ 
o 

Con base en la discusi6n anterior la eslruclura del compueslo 

nalural 43 y de la aglicona 43b oblenida por hidrolisis enzimálica 

se propone como Za-~-D-glucopiranosiloxi-~lCl0), 4C 5)_germacradien­
-6a,7~,11~,12- olida y 2a-hidroxi-~lCl0). 4C 5)_germacradien- 6a,7~, 
ll~,12-6lida, respeclivamenle. 

Cabe hacer nolar que la eslruclura propuesla para la aglicona 

~ corresponde a la previamenle descrila para el produclo de la 

reducci6n calalilica de la lamaulipina A CFischer el tl• 1968; 

Will el al, 1978). Los escasos dalos de RMN prol6nica descrila 

por Fischer se encuentra en perf'ect.a armenia con los encont.rados 

para la aglicona 43b. También es imporlanle mencionar que el 

lralamienlo de la dihidrolamaulipina con ácido acélico y anhidrido 

acélico CFischer 1968) no da origen al eudesmano 

correspondiente. sin embargo bajo las condiciones de la hidrolisis 

ácida de 43 CHCl 2N) se f'ormo el eudesmano ~. no descrilo 

previamenle como derivado sinlélico ni como produclo nalural. 

El compuesto 43 presenl6 un Lc50 mayor a 1000 ppm en la 

delerminaci6n de loxicidad para Arlemia salina. En la 

delerminaci6n de la aclividad anti microbiana polencial los 

r-esult..ados ob'Len.idos ruaron negat..ivo. Por últ..imo era la 'V'a,l.orac;l..6n 

de aclividad cilol6xica en las lineas celulares KB y en P-388 

los resullados no f'ueron signif'icalivos CED50 > 20 µl/ml). 
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RESUMEN Y CONCLUSIONES. 

1. - El extracto CHCL
3

: MeOH de las part.es aereas de Ratibida 

latipaliaris mostro un t.oxicidad signifi.cativa para Art.emia 

~- Asi mismo el extracto demostro una notable actividad 

antimicrobiana en contra de Staphylococcus aureus. Bacillus 

subtilis. Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y también mostro 

actividad en cont.ra de Candi da albicans, además exhibio 

signi:ficativa actividad citotóxica en los sistemas de cultivos 

celulares humanos de KB, carcinoma de pecho, carcinoma de pulmón y 

adenocarcinoma de colón 

a.- El :fraccionamiento biodirigido del extracto activo mediante 

J.a determinación de la toxicidad contra Artemia salina permitio el 

aislamiento y la purificación de 7 compuestos, los cuales :fueron 

caracterizados mediante métodos quimicos y espectroscópicos como: 

J.a ratibinólida I C2~P. la ratibinólida II (37), el (1-sitosterol 

C38), la hispidulina C40), el (1-D-glucositosterol C41), la 

pedali tina c:;E) y el glicósido 2-ot-{1-D-gl ucopiranosil -

~1 Cl0),4C 5) -germacradien-6ot,7(1,11(1-olida C43), constituyendo este 

último un nuevo producto natural. Cabe destacar que el producto 

natural 43 es el primer gormacranólido aislado del género 

Ratibida. 

3.- De los compuestos aislados solamente la ratibinólida I y la 

rat.ibinólida II mostraron alta toxicidad para Arternia ~ en 

concordancia con los resultados previamente obtenidos (Rojas, et 

al 1990). Por otra parte las flavonas hispidulina y la 

pedalitin.a :fueron los únicos compuestos que demost.raron moderada 

act.ividad antimicrobiana en contra de bact.erias Gram positivas. 

Posiblemente la actividad que presentó el extracto original se 

debia entonces a un efecto sinérgico de los dos flavonoides y a la 

presencia de otros compuestos aún no aislados. 
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4.. - Se det.erminó la act.ividad cit.ot.óxica de las lact.onas 

sesqui t.érpenicas aisladas en las .lineas celulares KB y P-388. La 

ratibinólida III C43) resulto inact.iva en ambas lineas celulares 

CED50 > 20 µg/mD, .la ratibinolida I C36) y la rat.ibin6lida II 

(37) demostraron una actividad significat.iva en el sistema P-388 

CED
50 

• 2.3 y 0.2 µg/ml respect.ivamente). 

5. - La hlspidulina también fue evaluado como agente potencial 

citot.óxico a pesar de que su t.oxicidad para Art.emia salina :fue > 
de 1000 µg/ml. La :f.lavona result.o bast.ante activa en el sist.ema 

P-388 CE0
50 

• 0.4. µg/ml). 

6. - Se logró est.ablecer inequivocament.e la estereoquimica en el 

centro quiral c-1 de la ratibinólida II mediante el análisis de 

difracción de rayos X. Además el estudio permit.ió generar un 

modelo de 13c en eudesmanólidas con caract.eristicas est.ruct.urales 

de la rat.ibinólida II. 

7. - Desde el punto de vista biogenético la 

coexist.encia del compuesto 2-a-(1-D-glucopiranosil-A1 ( 1 0), 4.C 5 ) _ 

germacradien-6a-7¡7-11(l-olida (43) y de la ratibin6lida I (36) y 

.la rat.ibin6lida II (37) permiten especular .la siguiente rut.a 

met.abó.lica. 

--



121 

Bibliograf'ia 

1. - Abdel-Mogib, M.; Jacupovic, J.; Dawidar, A.M.; Metwally, 

M.A.; Abou-Elzahab, M.; Phytochemistry, 29 2681-2684 

(1990). 

2.- Akherem, A.; Avvakumor, G.V.; Sidorova, I.V.; Strel'chyonok, 

D.A.; Journai of Chromatoeraphy, 180, 69-82 C1979). 

3. - Anderson, J. E. Goet.z, G. E.; McLaughlin, J. L. and Suf'f'ness, 

M.; Phytochem. Anal., 2, 107 (1991). 

4.- Bohlman, F.¡ Zdero, C.; Phytochemistry, 19, 687-691 (1980). 

6.- Borella, J.C.; Callegarilopes, J.L.; Phytochemistry, 31, 

692-696 e 1 992) . 

6.-

7.-

Bork, V. K. 

Cardonat 

Dtsch. 

M. C.¡ 

Apoth. Zte, 123 407 C1983). 

Farnandez, I. ; Pedro, J. R. 

Phytochemistry 30, 2331-2333 (1991). 

Perez, B. 

8.- Da Silva, A.J.R.; Garcia, M. Baker, P. Rabi, J. Oreani.c 

Haenetic Resonance, 16, 234-236 (1981). 

9.- Farnsworth, N.R. ¡ Kaas, C.J. J. Ethnopharmacoi., 3 66 (1981). 

10.- Fischer, N.H.; Mabry, T.J. Tetrahedron. 24 4091 (1968). 

11.- Fischer, N.H.; Mabry, T.J. Chemicai Communications., 1236 

(1967) 

12.- Foster, A.B., Hort.on,D. St.acey, M. 

Soc. , 2687-2590 C1960). 

13. - Gallies, D.G.; Lewis, 

1166-1159 C1985). 

14. - Gao, F.; Wang, H. 

1606-1607 e 1 990) 

16. - Gao, F.; Wang, H. 

1601 -1607 1 ~90) . 

D. J. 

Mabry, 

Mabry, 

Chem. 

T. J. 

T.J. 

Webbar, J. M. J. Chem. 

Soc. Perki.n Trans. ll, 

Phytochemistry, 24 

Phytochemistry, 29 

16. - Hamburger, 

N.; J. Nat. 

M.O.; Cordel!, G.A. ¡ Tantivat.ana, P. 

Prod., 50 695 Cl987). 

Ruangrungsi, 

17. - Hamburger, M. ; Host.at.t.man, K. Phytochemlstry, 30 

3864-3874 C1991). 



122 

18.- Hanson, J.R.; Naturai Product Reports, 211-227 C1988). 

19.- Harbone, J.B.; Mabry, T.J. Mabry, H.; The Flavonoids, 

Vol. I y II, Academic Press 1976, USA. 

20.- Herz, W., SanLhanam, Warner, P.S.; Hoer, R. Horhamner, L. 

Frakas, L; Tetra.hedron ietter, 3419 C1970a). 

21. - Herz, W. 

(1983). 

Kulanthaivel, P.; Ph:ytochem.i.stry, 22 715-720 

22.- Homans, A.L.; Funchs, A. J. 

23.- Hostettmann, K.; Kizo, H.; 

Chrom.atoe. , 51 327 C1970). 

Tamimori, T. Pianta medica, 44, 

34 C1982). 

24.- Jacupovic, R.X.; Tan, F.; Bohlman, P.E. Jia, 

Phytochem.istry, 30 1573-1677 (1991). 

26. - Jacupovic, J.; Tan, R. X.; Bohlman, F.; Jia, Z. L. 

S. ;Phytochem.istry, 30 1941-1946 C1991). 

z. J. 

Huneck, 

26. - Jiménez, c.; Villaverde, M.C.; Riguera, 

Phytochem.istry, 28 2773-2776 C1989). 

R. CaSLedo. c. 

27. - Jurd, L.; In the Chemistry of' f'lavonoids 

Press 1962, USA. 

compound, Pergamon 

28. - Krishnaswamy, N. R. Seshadri, 

Chem.. , 6 676 e 1 968) . 

29.- Kouno, I.; Man, K.; Akiyama, T. 

30 361-353 C1991). 

T. R. Tahir, 

Hashimot, M. 

P. J. Indian J. 

Phytochem.istry 

30.- Kupchan, S.M.; 

Udayamorthy, M.S. 

31. - Lippincot, J. A. ; 

377 (1976). 

Sigel,C.W. Hemimgway, R.J.; Knox, 

Tetra.hedron, 25, 1603-1616 (1969). 

J. R. 

Lippincot, B. B. Annu. Rev. Hicrobi.oi., 29 

32.- Mabry. T.J. Markham, K.R.; Thomas, M.S.; The Sistematic 

Identif'ication of' Flavonoids, Sprigner-Verlag,C1970) Berlin. 

33.- Matson, A. Hostettman, K.; In methodos in plant 

biochemistry, Vol. 6, pag. 163-178, Academic Press, (1991), 

USA. 

34.- Markham, K.R.; Techniques of' f'lavonoids identif'ication., 

Academic Press, 1982 USA. 



36.-

36.-

37.-

38.-

123 

Mart.son, A. Host.et.t.man, K.; In Met.hodos in Pl ant. 

Biochemist.ry, Vol.6, 

Marco, J. A.; Sanz, 

3661-3668 (1991). 

Mat.a, R.; Delgado, G. 

1665-1668 (1984). 

Mat.a, R.; Rios, L.; 

pag. 163-178, Academic Press 1991, USA29 

F.J.; Yust.e, A.; Phytochemistry, 30 

Romo de Vivar, A. Phytochemistry, 23 

Camacho, M. del R. ; Reguero, M. T. 

Lorence, D.; Phytochemistry, 27 1887-1884 C1988). 

39. - Mat.a, R.; Cast.af'ieda, P.; Camacho, M. del R.; Journal of 

836-839 (1988). Natural Products, 51 

40. - Mala, R. ; Rojas, A. Soriano, M.; Villana, R. Bye, R. 

Linares, E.; Heterocycles, 31 111-114 (1990). 

41.- McLaughlin, J. L. Suf'f'ness, M.; In Met.hods in Plant. 

Biochemislry, pag. 1-32, Vol. 6, Academic Press 1991, USA. 

42.- Mengi, N.; Taneja, S.C.; Phytochemistry, 30 2329-2330 (1901). 

43.- Milosavljevic, s.; Aljancic, I.; Macura, S.; Phytochemistry, 

30, 3464-3466 (1991). 

44.- Miyase, T.; Ferushima, 

2869-2874 C1987). 

46.- Mose, P.G.; Pregosin, P.S. 

1525-1627 (1974). 

s. Chem.. Pharm. Bul l. , 35 

Randa!!, W.E. J. C. S. Perk.in I, 

46. - Nandy, A.K.; Podder, G.; Sahu, N. P. Mahalo, s.s. 
Phytochemistry, 28 2769-2772 (1989). 

47. - Narayanan, C. R. ; Venkat.asubramanian, N. K.; The Journal o/ 

Oreanic Chem.istry, 33 3156-3163 C1968). 

48.- Ohmura, K.; Miyase, T.; Vena, A.; Phytochemistry, 28 

1919-1929 (1989). 

49.- Pf'ander, H.; Slol, H.; Natural Product Reports, 69-95 (1991). 

SO.- Rojas, A.; Vil!ena, R.; Jiménez, A.; Mat.a, R.; Journal of 
Natural Products 54 1279-1282 C1991). 

61. - Sanz, F.J.; Barbera, o.; Marco, A. ;Phytochemistry, 28 

2163-2167 (1989). 

62:. - Shekani , M.S. Shah,P.M.; Yasmin, A.; Siddiqui.R.; Perveen, 

s.; Khan, K.M .. ; Kazmi, s.u. Rahman, A. V.; 

Phytochemistry, 29 2673-2576 (1990). 



124 

63. - Shimuzo, S. ; Miyase, T.; Veno, A. Usmanghani, K.; 

Phytochemistry, 28 3399-3402 C1989). 

64.- Spring, O.; Phytochemistry, 30 619-622 C1991). 

65. - Uchiyama, T.; Miyase, T.; Veno, A.; Usmanghani, K.; 

Phytochemistry, 28 3369-3372 C1989). 

66. - Uchiyama, T.; Nishimura, K.; Miyase, T. Veno, A.; 

Phytochemistry, 29 2947-2961 C1990). 

67.- Velasco, D.; CasLells, J.; Lopez-Calahorra, P. J. Ortf. 

Chem., 55, 3626-3530 (1990). 

68. - Warashina, T.; Ishinio, M.; Miyase, T. Veno, A.; 

Phytochemistry, 29 3217-3224 (1990). 

69.- WhiLe, S.J.; Jacobs, R.S. Hol. Pha.:rma.coi., 20 614 C1981). 

60.- WiLL, E.M.: WaLkins, P.S. 

61.- Zdero, C.; Bohlman, P.; 

1999-2006 (1987). 

J.C.S. Perkin II., 204 (1978). 

ScoLL, R.; Phytochemistry, 26 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Capítulo I. Aislamiento e Identificación de un Poliacohol de las Fracciones de Mayor Polaridad de Cigarrilla Mexicana (Zucc et Martius ex D. C.) Aiello
	Capítulo II. Reinvestigación Química y Biológica de la Planta Medicinal Ratibida Latipaliaris Richards
	Resumen y Conclusiones
	Bibliografía



