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RESUMEN

El estudio de las fracciones de mayor polaridad de Cigarrilla

mexicana Aliello permitié el aislamiento de un nuevo producto
natural que fue caracterizado por métodoes quimicos y

espectroscépicos como el 2«0O-metil-manitol.

El extracto cloroformo:metanol de las partes a¢reas de Ratibida
latipaliaris Richards mostré una toxicidad significativa para
Artemia salina CLCSO = 366.61 ugsml). Asi mismo el extracto
demostro wuna notable actividad antimicrobiana en bacterias

Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis),

Gram negativas (Pseudomona aeruginosa, Escherichia colid y en la

levadura Candida albicans. Por ultimo dicho extracto presents

una alta citotoxicidad in vitro para los siguientes sistemas de

tumores: KB C EDSO = 6.2.ugsml), carcinoma de pecho MCF=7
C ED50 = 2.4 ugsml), carcinoma de pulmdn A-S549 EDSO = 7.7 pug/mld y
adenocarcinoma de coldén HT-29 ( ED‘SO = 4.0 ugs/mld. . El

fraccionamiento biodirigide del extracto activo mediante 1la
determinacién de la toxicidad contra Artemia salina permitid el
aislamiento y la purificacidn de 7 compuestos, los cuales fueron
caracterizados mediante métodos quimicos y espectroscépicos como:
la ratibintdlida I (36), la ratibindlida II (37>, el f-sitosterol
38, la hispidulina (40D, el 3~D=glucositosterol c41>, la
pedalitina 42> y el Z—Q—B—D—glucopiranosil—A1C1O)’ i
germacradien~-6oa, 73,113~61lida (43), constituyendo este udltime un
nuevo producto natural. De los compuesteos aislados 1la
ratibindlida I y la ratibinélida II mostraron alta toxicidad para
Artemia salina y para la linea celular P-388 (leucemia linfécitica
de muridos) la ratibindlida I presentd un ED, = 1.2 ugsml y la
ratibindlida II presentd un I-:D50
las flavonas hispidulina (403 y la pedalitina (41D demostraron

S0
= 2.4 ugs/ml. Por otra parte

moderada actividad antimicrobiana en contra de bacterias Gram

positivas.



ABSTRACT

A novyel mannitol derivative, 2-O-methyl-D-mannitol was isolated
and characterized from the most pelar fractions of a methanol
extract of Cigarrilla mexicana Aiello.

The aerial parts of Ratibida latipaliaris were extracted with a

mixture of CHCla : MeOH (1:1). The resulting extract was toxic to
Artemia salina CL.C50 366.61 ugs/ml) and exhibited significant
cytotoxicity against KB CED50
CED, = 2.4 ugsmld, A-549 lung carcinoma CED50 = 7.7 pgsmid)  and

50
HT-29 colon adenocarcinoma CED, = 4.0 pgs/ml) human cell culture

50
systems. The active extract was subsequently fractionated by

= 6.2 pugsml), MCF-7 breast carcinoma

column chromatography on silica gel, using the brine shrimp assay
to guide the isclation. Repeated column chromatography of the
active fractions led to the isolation of a novel sesquiterpene

1107, 4C55 ~germacradien- Ba, 73,

lactone, Z~a-f3=D-glucopyranocsyl-A
113~0lide (43> and four khnown compounds, ratibinolide I (3863,
ratibinolide XII C37), hispiduline (40) and pedalitine (42). The
proposed structure of 43, was based on spectroscopic and chemical
evidences. The cytotoxic activity of the sesquiterpene lactone was
evaluated in the P-388 murine cell culture system. Compound 43 was
inactive Cl-:D50 > 20 ugsmld but 368 and 37 exhibited EDSO of 2.3
ug/ml and 0.2 ugs/ml, respectively. Also the antimicrobial
properties of the extract of Ratibida latipaliaris against Candida
albicans and Gram positive and 6Gram negative bacteria was
investigated. It was found the extract axhibited a remarkable
activity against all the microorganisms tested. Of the isolated
compounds the flavones 40 and 42 showed a moderated activity

against Gram positive bacteria.
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INTRODUCCI ON

El potencial de las plantas superiores como una fuente de
nuevos fArmacos se encuentra aun inexplorado. Se estima que
existen alrededor de 250,000~500,000 especies de plantas y sdélo
un pequefic porcentaje ha side investigado desde el punto de vista
fitoquimico ¥y el numero de extractos vegetal sometides a pruebas
biclégicas © farmacoldgicas es todavia menor. Por ejemplo, el
Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos ha evaluado
unas 35,000 especies de plantas c¢con una posible actividad
antitumoral entre los afios de 1957 a 1981T y recientemente han
adquirideo unas 20,000 especies tropicales de América Latina,
Africa y el sureste de Asia, las cuales no han sido investigadas
con respecto a su actividad farmaceoldgica (Suffness et al, 1982).

El proceso por el <cual tiene que pasar una Pplanta o
compuesto puro para probar su actividad farmacoldgica es large y

tedioso b requiere una colaboracidn multidisciplinaria de

botanicos, quimicos, Tfarmacdlogos y toxicdlogos por tan solo
mencionar algunos. Este proceso involucra los siguientes
etapas:

1.- Coleccidn, identificacidn botanica y secado de la planta.

2. - Preparacidn del extracto apropiado y analisis
cromatografico preliminar en cromatografia de capa fina ©
cromatografia ligquida de alta presidén.

3.~ Prueba biolédgica y farmacoldgica del extracto crudo.

4.- Diversos pasos consecutivos de separacidn cromatografica y
aplicacién de bloensayes para el monitorec de 1la actividad
bioldgica.

8.~ Verificacidn de la pureza de los compuestos aislados.

8. - Elucidacidén estructural por métodos quimicos Yy
espectroscédpicos.

7.— Sintesis total y- c parcial.

8. - Preparacidén de derjivados o analogos para investigacidn de
la relacidén estructura-~actividad.

Q.- Alslamiento a gran escala para pruebas farmacoldgicas

adiciconales y toxicolégicas.
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La seleccidn de una planta para su estudis es un factor
crucial en el proceso de cualquier investigacidén. La recolecta del
material vegetal se puede efectuar al azar. Sin embargo, los
procedimientos de recoleccisédn se fundamentan principalmente en
consideraciocnes de tipo quimiotaxondmico y en la informacidn
etnobotanica disponible. Existe una mayor probabilidad de que
las plantas de importancia y amplioc uso en la medicina tradicional
contengan compuestos activos farmacoldgicamente. Por ejemplo en
el caso de la actividad anticancerigena ha podido demostrarse una
correlacidn entre actividad bioldgica y el usoc en la medicina
tradicional de una planta determinada C(Farnsworth, 1981; Spjut,
19763 .

Muchos de los ensayos requieren procesos especializados de
cultivos de células y de manejo de animales de laboratorio asi
como la participacidn de bicegquimices, bislogos y farmacologos.
Son pocos los casos en que puede realizarse biloensayos dentro de
un laboratorio de fitoquimica v en consecuencia, el
fraccionamiento biodirigido en la mayoria de las veces se realiza
en cooperacidén con grupos de investigacidn gue cuentan con la
infraestructura apropiada. En el pasado, los farmacdlogos
rehusaban la idea de probar los extractos vegetales crudos en sus
bicensayos; sin embargo, el establecimiento paulatino de una
estrecha colaboracidén con fitoquimicos ha determinade que los
resul tados relacionados con el aislamiente de principi~s activos
sean mas efectivos y en menor tiempo. De esta manera en la
actualidad, numerosos laboratorios de productos naturales tienen
miras a expanderse y a usar bicensayos que pueden ser realizados
por personal no especializado. Muchos de de estos ensayos son
de gran interds 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
actualidad muchos de estos ensayos simples se han convertido en
método de rutina en un gran numero de laboratorios fitequimicos.

A contimuacidén se enumeran algunos de log bicensayos de facil
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implementacidn:

i>.~ Determinacidn de la toxicidad para el crustaceo Artemia
salina CAnderson et al, 1971).

11iD.- Inhibiecidn de las agallas inducidas por Aqrobacterium
tumefaciens en discos de papa CKahl et al, 1982; Zaense et al,
1974, Chilton et al, 1980; Ream gt al, 1982; Ferrigni et al,
1982, inter aliad.

1iid.- Inhibicién del crecimiento de Lemna minor CEinhellig et al,
1985; Zeringe 1987; Anderson 1891).

ivd. - Inhibicidén del desarrollo de los huevecillos de Erizo de mar
CCimino et al,1990 3.
vy, - Evaluacién de la actividasd antimicrobiana y antifingica

CMitscher et al,1872; van de Berghe ot al, 1878; Ieven et al,.
1979; Dornberger y Li 1982; Mitscher gt al, 1984; Verpoorte egif al,
1982; von Beer et al, 1984; Anderson, et al,1991).

vid.~ Biocensayos en lineas celulares de tumores humanos en
cultivos celulares in vitro (Giard et al, 1973; Soule et al, 1973;
Fogh and Trempe, 197S5D.

viid. - Evaluacién del potencial antileucémico en miridos (P-388)
CGeran et al, 1872D.

La bisqueda de agentes antimicrobianos representa uno de
los propdsitos mas difundidos entre los laboratorios de
investigacidén fitoquimica C(Reclo et al, 1989). Sin embargo, los
compuestos de origen vegetal con actividad antimicrobiana neo
compiten con los antibiéticos usades clinicamente, por lo tanto la
busqueda se ha concretado a compuestos que presenten un espectro
de actividad complementaria para los farmacos ya existentes y
principalmente, nuevos prototipos estructurales de origen natural
CMitscher et al, 19720.

La btusqueda de compuestos antifingicos requiere una atencidén
principal como resultado del incremento en la incidencia de las
micosis oportunistas, asociadas principalmete con el SIDA y el
tratamiente con fArmacos inmunosupresores. Son pocos los agentes

antifungicos indicados en el tratamiento de micosis sistémica y su
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eficacia es muy limitada CBork, 1983., Hufford et al, 1988,
FPor dltimo la investigacidn de piantas usadas en la medicina
tradicional para afecciones de la piel puede proveer nuevos
agentes antisépticos topicos los cuales constituyen una necesidad
primaria en el tercer mundo.

Los ensayos antibacterianos pueden clasificarse en tres
grupos; métodos de difusién, de dilucidn y métodos biocautograficos
CRios, et al, 1988). Para evaluar la actividad inhibitoria de
extractos sobre el crecimientc de microorganismos, el método de
dilucidn en agar en cajas de Petri con incculacidn por multipuntos

o dilucidén en calde nutritive es la técnica mas conveniente ya que

no se necesita infraestructura sofisticada. La bicautografia
es otra herramienta donde se combina la cromatografia en capa
fina ¥y un bicensayo in situ, que permite el monitoreoc y la

localizacidédn de los compuestos activos en una mezcla compleja.
Este es el método mas eficiente para el aislamiento biodirigide de
principios activos. La técnica biautografica fue ampliamente
usado en el campo de los antibiéticos. Muchos de los
precedimientos publicados se basan en el proceso de difusién en
agar, por lo cual el agente antimicrobianoc es transferido del
cromatograma a una placa de agar inoculada a traves de un proceso
de difusidn. Los problemas relacionados con el proceso de
difusidn pueden ser evitados mediante la deteccidn bicautcgrafica
directa en la placa de cromatografia de capa fina. Las zonas de
inhibicién son visualizadas mediante la deteccidn de la actiwvidad
deshidrogenasa con sales de tetrazolium CMTT, INT, etec.D. La
técnica de agar-overlay se considera como el métode bicautografico
mas conveniente hasta el momento, este método puede ser usado para
el aislamiento de compuestos antibacterianos de diversas especies
vegetales (Hamburger et al, 1987., Wang et al, 1989, Orjala et al,
1989D.

Los ensayos usadoes para la deteccidn de actividad

antifungica son un poco similares a los métodos para los



13

compuestos ant.ibacterianos CJanssen et al, 1988), Los ensayos de
dilucidn en agar son mas convenientes para propdsito de screening.
Se ha publicado un procedimiente bicautografico directo para la
produccidn de esporas de las especies de Aspergillius, Penicillium
¥y Cladosporium. Las placas para cromatografia de capa fina son
rociadas con una suspensién de esporas e incubadas durante 2 & 3
dias en una atmésfera humeda. Las zonas de inhibilcién se
visualizan directamente debide a la produccién de esparas
pigmentadas por el crecimiento fungico después de este tiempo. Los
métodos blocautograficos directos se han utilizados principalmente
con Cladosporium cuccumerium como un ensayo rutinario durante
muchos afios, por medio del cual se aislaron una serie de
diversos compuestos antifungicos C(Hostettman et al, 1990D. Sin
embargo, el método bicautografico directo no es aplicable con la
levadura Candida albicans (Rahalison et al, 19913.

Los procedimientos de evaluacidén para la deteccidn de
agentes anticancerigenos potenciales incluyen ensayos citotdxicos
con cultivos de células y ensayos de mecanismos de accidn
bioquimica basados en infraestructura especializada. Algunos de

los ensayos de facil implementacidn pueden predecir esta actividad

in wvitro e in vivo. Un ejemplo, es el empleoc del crustaceo
Artemia galina Leach como un ensayo de bajo costo. Los huevos de

Artemia galina son incubados en un medio artificial con agua de
mar; el ensayo consiste en determinar la toxicidad de los
compuestos de prueba por medio de la cuantificacidn del numero de
organismos muertos. Esta evaluacidén demostréd una buena
correlacidén con la actividad citotdxica observada en los cultives
celulares P-388 de leucemia de muridos.

El bicensayo en disco de papa Cinhibicidn del crecimiento de
las agallas) es otro sistema de prueba usado como ‘'pre-—screening’
para la deteccidn de la actividad antitumoral CdLippincott et al.,
19750, El crecimiento de agallas es una enfermedad neopl asicas de

plantas, inducidas por las cepas de Agrobacterium tumefaciences

mediante la transferencias de plasmidos inductores del tumor de la
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bacteria a las células de la planta. La inhibicldn del crecimiento
de agallas mostrd una correlacién con la actividad 3PS Cleucemia
de muridos in vive); para el ensayo los discos de papa son
inoculados en cajas de petri con A. tumorigenes en un medio de
crecimiente que contiene la muestra de prueba. Después de la
incubacién por 21 dias, se cuentan las agallas crecidas y se
calcula el porcentaje de inhibicidn por comparacidn con controles.
Este método requiere condiciones estériles en cambio el métode
de la determinacion de toxicidad para Artemia salina no requiere
condiciones de esterilidad. Recientemente se han publicado
resumenes dque proveen detalles de estos bivensaycs y su
aplicacidn en el fraccicnamiento bicdirigide de extractoes
vegetales CAnderson et al, 1891., Mclaughlin, 1991D.

Los compuestos antimitéticos como la wvinblastina y 1la
podofilotoxina demostraron un efecto inhibitorioc de la divisidn
celular en huevos fertilizados de golilla o pilluelo de mar y en
coclitos de estrella de mar (White et al, 1981; Jaccks et al,
19810. Los huevos se recolectan de la hembra de pilluelo de mar
y artificialmente son fertilizados con esperma obtenido de los
machos. Posteriormente, se tratan con las sustancias de prueba.
La inhibicidén de la divisién puede cbservarse al microscopio
después de un determinade tiempe de incubacién. Se ha reportado
que este sistema es muy utilizado para el estudio del mecanisme de
accidn demostrado por agentes antitumorales potenciales; este

ensaye redquiere una minima infraestructura Yy condiciones sin

esterilidad. La actividad antimitética puede ensayarse en las
algas verdes unicelulares Micrasterias denticulata C(Meindl
et al, 1981D, El nucleo de esta alga sufre una migracidén

caracteristica durante la divisién celular, la cual es perturbada

por los inhibidores de la formacidén de los microtubulos. Esta
técnica es muy utilizada para el "sereening' de extractos
vegetales. Algunos polifenoles tetraciclicos biogenéticamente
relaciocnados a los estilbenos de Bauhinia rufescens Lam

CLeguminosae) han demostrado una gran actividad antimitética en
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este bicensayo CMaillard st al, 1S903.

Un camino para el control de las enfermedades tropicales
como la esquistoscmiasis, la fiebre amarilla y el paludismo
consiste en la eliminacidén del vector del parasito que las
ocasiona. La guimioterapia o quimioprevencidn mediante
productos sintéticos resulta demasiado costoso en muchos de los
paises en vias de desarrollo, por lo que se necesitan derivados de
plantas con actividad mol usquicida y larvicida capaz de

interrumpir el ciclo de vida del parasito, mediante la eliminacidn

del huésped intermediario. El vector de la esquistosomiasis es
un caracol de agua dulce del género Bulinus o Biomphalaria. El
ensayo para la actividad molusquicida es simple ¥y requiere
solamente del suministro de caracoles del tamafio apropiado. La

prueba bAsicamente implica la introduccidén de la sustancia o el
extracte vegetal de prueba en agua conteniendo caracoles
transmisores de esquistosomiasis y observar la mortalidad de los
moluscos C(WHO 196%). En el caso de Biomphalaria glabrata, la
mortalidad puede confirmarse al observar los latidos de corazdén de
los organismos scobrevivientes en el microscopio. Un restmen de
los ensayos relacionados al control de la esquistosomiasis y
ejemplos de agentes molusquicidas naturales se describid
recientemente en la literatura CMartson 1991D.

Los mosquitos del género Ancopheles y Aedes son vectores del

paludismo y la fiebre amarilla o dengue, respectivamente. La
eficacia de extractos vegetales como agentes larvicidas ha sido
muy estudiada por diversos grupos de investigacisdn (2arroug
et al, 1988; Qureshi et al, 1986D. Para el ‘*screening"
sistematico de extractos vegetales con actividad larvicida
potencial se usa el ensayo con larvas de Aedes aeqypti C(Zarroug
et al, 1988; Qureshi el al, 1986). El ensayo consiste en

exponer a las larva a varias concentraciones de la muestra de
prueba por un dia para apreciar el efecto mortal después de 30 min
y 24 hr. Un procedimiento similar se ha descrito por otros
investigadores (Zarroug gt al, 1988; Qureshi gt al, 1986>.
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En las uUltimas décadas el interes por la busqueda de nuevos
principlos activos a partir de materlas primas vegetales ha sido
notable.La seleccidn de las mismas utilizando como criterico el uso
en la medicina tradicional, es un hecho bien documentado y que ha
permitida el hallazgo de importantes farmacos C(Farnsworth y
Bingel, 1977; Farkas, 1980; Farnsworth, 1980; Galeff,  13880;

Fairbairn, 1980; Salemink,1980; inter aliad. En este sentido la
flora medicinal mexicana representa una fuente potencial

valiosisima para la busqueda de principios activos. El conocido
uso tradicional de la misma asi come la gran riqueza y diversidad
son sus principales carateristicas. La investigacidn de las
plantas que conforman la flora medicinal mexicana constituye un
compromiso ¥y un gran reto para los investigadores nacionales en

las areas de la fitoquimica, botadnica y farmacologfa, entre otras.



CAPITULO I.
Aislamiento e identificacidén de un polialcohol de las fracciones
de mayor polaridad de Cigarrilla mexicana (Zucc et. Martius ex D.
C.D Alello.

1.1. Antecedentes

La Cigarrilla mexicana (Zucc. et. Martius ex D, C.D Aiello es

una planta endémica de México perteneciente a la familia
Rubiaceae. Se encuentra distribuida principalmente en los
estados de Hidalgo, Querétaro., San Luis Potosi y Nuevo Ledn.

Popularmente se le conoce con los nombres de cigarra,
cigarrilla, cacaloxochitl, flor de San Pedro (Hidalged y flor de
cuervo (San Luis Potosid; sus hojas y corteza son extremadamente
amargas y se emplean en la medicina tradicional como emético
CAlello, 19790 y antiparasitario CLorence, 1986).

Un estudio fitoquimico previco del extracto metandlico de esta
planta medicinal conduje al alislamiento y 1la elucidacidn
estructural de tres acidos triterpénicos, cinco cucurbitacinas y
un polialcochol (maniteol) C(Camacho et al Rios, 1988; Castafieda, et
alless; Mata et al 1988D. La metodologia utilizada en estos
estudios se describe a continuacidn: el material vegetal
pulverizado procedente del estado de Hidalgo (Barranca de
Tolaltongo Hidalgo voucher DLES04040)se extrajo sucesivamente con
hexano y metanol segun se muestra en el Esquema 1.1.
Postericrmente, el extracto metandlico se fracciond
preliminarmente via una cromatografia preparativa en columna sobre
gel de silice obteniéndose 939 fracciones. Cabe hacer notar que
del extracto metandlico precipitd espontaneamente grandes
cantidades de manitol.

Sucesivas cromatografias en columna de las fracciones 223-286
de polaridad intermedia permitiercon el aislamiento de los Acidos
ursédlico, oleandliceo y 3-3-23-dihidro-urs-i12-en-28-oico (1-30 y de

tres de las curcubi tacinas Ccucurbitacina E,



Figura 1.1.- Estructuras de metabolitos aislados de las fracciones

de polaridad intermedia “de Ciae{brill; mexicana
Alello. . ‘
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3-epi-isocucurbitacina e isocucurbitacina B> (4-8> C(Figura 1.10.
Las cucurbitacinas antes mencionadas poseen actividad citotdxica
CKupchan 1867., Arisawa 1984).

El estudio de las fracciones combinadas 759-787 permitid el
aislamiento de dos glucocurcubitacinas que fueron caracterizadas
como la 2-f3-D-glucopiranosilcurcubitacina-F-25-acetate (7> ¥y la
2=-f3-glucopiranosilcucurbitacina-B (8> (Figura 1.2.).

Finalmente, cabe destacar que las fracciones 788-904
pertenecientes al grupe de fracciones de mayor polaridad no fueron

investigadas.

1.2.~ Objetivos.

Con la finalidad de ampliar el conocimiento del contenido
metabdlico de la especie Cigarrilla mexicana, se considerd
pertinente proseguir con el estudio fitogquimico de las fracciones
de mayor pel aridad obtenidas en el estudio previo
CCastaffleda 1888D.

Es importante destacar que el trabajo forma parte de un
estudio sistemiatico de Rubiaceas mexicanas usadas en medicina
tradicional.

Para el cumplimiento de los propdsitos antes sefialados se
consideraron los siguientes objetiveos especificos:

1.~ Separar mediante métodos cromatograficos los
constituyentes mayoritarios de las fracciones de mayor polaridad

del extracto metandlico de Cigarrilla mexicana.

2.~ Identificar mediante métodos quimicos y espectroscédpicos

las sustancias aisladas.

1.3. - Materiales y Métodos.

1. 3. 1. Aislamiento y purificacidén del 2-O-metil-D-manitol C103.
Las fracciones combinadas 788-804 (243.1285 gd) obtenidas en el
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Estructuras de glucocurbltacxnas aléladas de’ .I.as*

Figura 1.’7’2.—
f'racciones de mayor‘ polaridad de Cigarrilla mexicana
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estudio previo (Camacho y Rios, 1988; Castafieda, 1988; Mata, 1988
se recromatografiaron en una columna de gel de silice (silica gel
Merck BO granulos de 0.2-0.5 mud. La elucidén de la columna
se realizé con cloroformo: metanocl en diferentes proporciones; se
recogieron un total de 182 fracciones de S0 ml cada una,
combinandose aquellas cromatograficamente similares; de las
fracciones 64-105 eluidas con cloroformo: metanol 85:16 se
obtuvieron 10.93283 g de un sélide cristalino de sabor dulce,

soluble en metancl y agua, con punto de fusidn g0~-97°¢c.

1. 3. 2. Preparacidén del derivado acetilado 10a.

Para preparar el derivado acetilado, se empled 1 ml de
anhidrido acético ¥ 1 ml de piridina por cada 100 mg de muestra.
La mezcla de reaccidén se dejé 24 hrs a temperatura ambiente; y
pasado este tiempo, se procesd de la manera habitual CShriner,
Fuson - Curtin, 19800. Se acetilaron S0 mg del compuesto 10
obteniéndose S0 mg del derivado acetilado 10a con punto de fusidén

87-g2°¢.

1. 3. 3. Prueba de Molish.

Una pequefia cantidad del compuesto 10 se disolvid en 3 ml
de agua destilada y a la solucidn resultante se le adiciond 1 ml
de solucidn reactiva de a—-naftol (10 % de etancl); seguidamente se
agregaron por las paredes del tubo 2 gotas de aAcido
sulfarico concentrado. A continuacidn se observéd el desarrollo

de la coloracidén en la interfase de los liquidos.

1. 3. 4. Determinacién de las constantes fisicas y
espectroscédpicas.

El espectro de IR se obtuve en un espectrofotédmetre Perkin
Elmer 5998; los espectros de RMN se registraron en un aparato

Varian VXR ~ 3005 utilizando como disolventes cloroforme y-so

21
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dimetilsulféxido y ‘como muestra de referencia interna el TMS.

La rotacidén éptica se midiéd en un polarimetro digital JASCO

DIP 360 y los puntos de fusidn se determinaron en un aparato

Fisher~Jhones y no estan corregidos. Los analisis cromatograficos

en capa fina se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales

utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice Csilica

gel 60 F 284 Merck) y como agente revelador se uséd sulfateo cérico
CStahl, T., 1969D.

1. 4. Resultados y discusidn.

De las fracciones de  mayor polaridad obtenidas del
extracto metandlico de las partes adéreas de C. mexicana Alello
se obtuvo un polialcohol que fue caracterizado por métodos
quimicos y espectroscdpicos, como el 2-O-metil-D-manitol, un nuevo
producto natural. Las evidencias que permitieron su
identificacién seran el objetive fundamental de la presente
seccidn.

El producto se obtuvo come un sélido cristalino soluble en

solventes polares, dpticamente active, con punto de fusidén
BQ—QZQC. la reaccidn negativa frente al reactive de Molish
descartd en un principico su posible caracter sacarido. La

férmula molecular C7H1 606 se establecid mediante wun analisis
elemental.

El espectro de IR CEspectro 1.15 presentd bandas
caracteristicas para grupos hidroxilos (3400-3300, 1070 y 1050
cm_1) . El espectro de resonancia magnética nuclear de 13C
CEspectro 1.2 en DMSO resulté bastante simple, presentando
sefiales para siete atomos de carbono en concordancia con la
férmula molecular. De acuerdeo al analisis del espectro APT
Yy consideraciones de la teoria del desplazamiento quimicoe las
sefiales se asignaron de la siguiente forma: ad) las sefales

negativas a campos mas bajos debian corresponder a cuatro metinos
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unldos a funciones oxigenadas (67,69,71 y 81 ppm); bl Las dos
sefiales positivas en B0 y B63.5 ppm debian corresponder a dos
grupos hidroximetilenos; ¢) por udltimo la sefial negativa que
aparece en S7.61 ppm era asignable a un grupo metoxilo.

El espectro de resonancia magnética nuclear protdénica
CEspectro 1.3) confirmé la presencia de un grupo metoxilo
alifatico ya que a 3.3 ppm aparece un singulete que integraba para
tres protones. También se observaron sefiales para varios
hidrégencs unidos a funciones carbindlicas y para varios grupoes
hidroxileos en la regidédn comprendida entre 3.39 y 3.7 ppm.

Al tratar el producto natural con anhidrido acético vy
piridina se obtuvo el derivado pentacetilado 10a (Espectro 1.4D
demostrandose quimicamente la naturaleza polialccochdlica del
compuesto.

El espectro de resonancia magnética nuclear proténica del
derivado pentacetilade 10a CEspectro 1.4) presentd las siguientes
caracteristicas:
ad En 2.09 ppm se observaron dos singuletes anchos que integraron

en conjunto para 15 hidrégenos metilicos de cinco grupos
acetatos.

b> En 3.4 ppm se observé el singulete asignable a un grupo

metoxilo.

cd) En B.09, 5.3 y ©.686 ppm se localizaron resonancias
atribuibles a tres hidrdégenos geminales 2a funciones
acetoxilo.

d> En 3.35 ppm se observd un multiplete que bién podia

corresponder a un hidrdgeno geminal a una funcidén etérea.

ed Finalmente, el espectro presentd dos sistemas AB centrados en
4.49 ¥y 4.08 ppm, asignables a los hidrédgencs geminales de los
acetatos de los dos alcocholes primarios.

El analisis del espectro COSY C(Espectro 1.5 permitid
establecer las secuencias estructurales parciales que se ilustran
en la Figura 1.3. Las correlaciones homonucleares mas importantes
se describen a continuacidn:

ad) El doblete de dobletes en S.57 ppm CHa) mostré una  clara
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interaccidn con el multiplete centrado en 5.07 ppm CHbD que a

su wvez correlacionaba con una de las ramas de los dos
Estas interacciocnes

de la

sistemas AB centrados en 4.29 y 4.09 ppm.
permitieron establecer 1la estructura parcial AT
Figura 1.3.

El doblete de dobletes centradeo en 5.28 ppm CHCD correlaciond
con el multiplete (H O centrado en 3.38 ppm debajo de la

d
sefial del metoxilo. Hd también correlacionaba con otra de
las ramas de los dos sistemas AB. Este udltimo grupo de

interacciones condujo a la estructura parcial B de la Figura

1.3.

Figura 1.3.° Estructuras parciales "A" y ""B" del productofnatural

t
CH, OH

B c':Hd OMe
CH, OH

?Ha OH
A ?Hb OH
CH, OH
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Cuadro 1.1, - Constantes ﬁ'n;le\.' acoplamiento ,del ; aldonitrilo

i peracetilado de la manosa v de.l. p‘roducto natural
acetilado 10a :

1
CH,OAc
il eN
CH0—-C —H i
s I AcO -°C —H
3
AcO—?—H Aco—’clz -H
H='¢ —0Ac H-'¢ —0ac
H"‘sl — OAc H—u(': ~ OAc
i
CH,OAc CH,0Ac
[}

PRODUCTO NATURAL ACETILADO ALDONITRILO PERACETILADO
DE LA MANOSA *¥*

Js = 867 Hz J,s = 950 Hz
Jy.o = 245 Hz Jy_, =2.00Hz

Js_g = 292 Hz Jy s = 270 Hz
Js_o = 528 Hz J = 400 Hz

D. VELAsCO ET.AL. J. OF OrReAaNIiIC CHEMISTRY. 55. 3526 (1990)
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Figura 1.3, - Comparacién del patrén de acoplamiento del producto
natural acetilado.10a y del manitol acet 1lado. .
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Como un resultado de la interaccidn entre los nucleos Ha ¥

Hc. las dos estructuras parciales de la Figura 1.3. deben
estar unidas entre si a través de los Atomos de carbono que
contienen a estos hidrdégenos.

Para establecer la configuracidén de los sustituyentes en
el polialcohol, se realizé un analisis comparative de 1la
magnitud de las constantes de acoplamiento vecinales de los
hidrégenos geminales a los esteres secundarios del derivado
acetilado, con las correspondientes a los de una serie de
aldonitrilos peracetilados (Velasco gt 21, 1990D. El anidlisis
indicd que las constantes observadas para el derivado acetilade
10a eran muy similares a las del aldonitrilo peracetiladeo de 1la
manosa (ver Cuadro 1.2). De estos resultados se podia concluir
que el arreglo de los constituyentes oxigenados en el
polialcohol natural era el mismo que el observado en la D-manosa.

Para comprobar esta hipédtesis se decidié hacer un analisis
comparativo de los valores de las constantes de acoplamiento
Cvecinal y geminal) de los hidrégenos primarios y secundarios del
derivado 10a con los del manitol acetilado. En la Figura 1.4. se
indican los valores comparativos. Para obtener los valores de
las constantes de acoplamientc se registré el espectro de
resonancia magnética nuclear del derivado peracetilado del
manitol, el cual se prepard a partir de una muestra comercial
CMerckd. Come se aprecia en la Figura 1.4, las constantes de
acoplamiento encontradas para el manitol acetilado concordaban con
las observadas para el producto natural. Cabe hacer notar que en
el manitol los protones de la parte inferior de la molécula son
equivalentes a la parte superior de la misma., por lo que en el
manitol H3 v H4 son equivalentes y sus sefiales aparecen como un
doblete en 5. 44-5. 47 ppm, en cambio en el productc natural debide
a la presencia del grupo metoxile los protones H3 y l-I4 no son
equivalentes y sus cefiales aparecen como un doblete de dobletes en
S8.29 y 5.58 ppm respectivamente, mostrande una pequefia interaccidn
con una constante de acoplamiento de 2. 45 H=z. Finalmente, el

patrén de acoplamiento de H,3 que resuena en 5.08 ppm es idéntico
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al que presentan los hidrégenos H5 b'% H2 del manitol acetilado.

Con los resultados presentados hasta el momento se podia
inferir que el grupo metoxilo debia localizarse en el niclec C-2 o
en el C-5 del manitol. Sin embargo, el valor negative de la
rotacidn dptica permitiéd establecer que el compuesto pertenece a
la serie D y en consecuencia el grupo metoxileo debia estar
presente en el C-2 del manitol. Con todas las evidencias
presentadas se propone la estructura del producto 10 como la del
2-0O-metil ~-D-manitol, gque constituye un nuevo producto natural.
Para confirmar de manera inequivoca la estructura de este
compuesto serfia deseable realizar un anpalisis del mismo por
difraccién de rayos X, lamentablemente hasta la fecha no ha sido
posible obtener los cristales adecuados para la realizacidén del

analisis antes mencionado,



CONCLUSIONES.

El estudio de las fracciones de mayor polaridad
de Cigarrilla mexicana permitidé aislar un nuevo producto natural
que fue caracterizado por métodos quimicos y espectroscépicos como
el E—O;meti 1-D-manitol.

Este producto ha sido obtenido sintéticamente con
anterioridad, come un subproducto de la hidrdélisis de
glucoproteinas metiladas. Sin embargo a la fecha no se habia
aislado de fuente natural alguna. Cabe hacer notar que en la
literatura no se encuentran descrita sus propiledades
espectroscédpicas y sdlo se ha reportado su actividad éptica
CFoster, 1980> la cual se encontraba en perfecta armonia con la
encontrada para el producto natural.

Este compuesto fue evaluado como un agente potencial

hipoglucemiante, encontrandose resul tados negativos.
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CAPITULO IIV

Reinvestigacidn quimica y biocldgica de la -planta médicinal
Ratibida latipaliaris Richards. .

2.1, - Antecedentes de Ratibida latipaliaris,

El género Ratibida Richards pertenece a la familia
Asteraceae Ctribu Heliantaed 'S desde el punto de vista
filogenégtico, se encuentra estrechamente relacionédo con los
géneros Echinaceae y Rudbeckia. Comprende seis especies Y una
variedad. Este género se localiza en las praderas, las laderas
montafiosas, los bosque de pinos y las planicies del sur de Canadia,
los Estados Unidos y el Norte de México Cver Figura 2.1D. En el
Cuadro 2.1. se enumeran las especlies de este género, indicando
para cada una sus sinonimias y distribucién (Richards 196Q).

Las especies que son utilizadas en la medicina tradicional
de nuestro pais son Ratibida latipaliaris Richards y Ratibida
mexicana C(Watson, W.M. Sharpd. lLa primera se utiliza en el
tratamiento de herid.as de la piel, inflamaciones y dolores de
cabeza C(Bye 1989). La segunda se utiliza para dolores de cabeza,
desordenes gastrointestinales, resfriados e inflamaciones de la
piel (Richards 1989,

La planta Ratibida latipaliaris es conoccida cominmente como
‘chi‘punuwa ' por los indios tarahumaras. Es una hierba perenne,
de tallo simple © ramificade que mide de 55 a 117 cm de altura
posee hojas alternas, espinosas y moteadas en ambas superficies,
sus flores son amarillas Yy miden de 0.8 a 2.1 cm de largo. Cabe
hacer notar que esta planta es endémica del estado de
Chihuahua, México C(Richards 1989).

Los estudios quimicos del género son muy escasos y scolamente
las especies R. columnifera, R. pedunculiaris y R. latipaliaris
han sido investigadas. Las investigaciones sobre RB. columnifera y

R. pedunculiaris condujeron al aislamiente e identificacidn de
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Figura 2.1.- Localizacién de especies de Ratibida CRichards 1968).

@R. columnifera f. columnifera
ER. columnifera f. pylcherrima

o R. latipalearis

A R. mexicana

A R. pinnata

@ R. _peduncularis

N @ R._tagetes
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Cuadro 2.1,- Especiles, distribucidn "y slncnihias del género

Ratibida.

NOMBRE CIENTIFICO

Ratibida mexicana
¥W.M. Sharpd

CWatson,

Ratibida pinata
CVent, ,Barnhart)

Ratibida pedunculiaris
CTorr. ,
Barnhart)

Gray,

Ratibida golumnifera
CNutt, Wost,Standld

Ratibida latipaliaris
CRichardsD

Ratibida tagetes
CJames, BarnhartD)

SINONIMIAS

Lepachis mexicana

Lepachys pinata
Rudbekia pinata
Obeliscaris pinata
Lepachys pinnatifida

Lepachys pedunculiaris
Lepachys serratum
Ratibida picta

Rudbekia columnifera
Rudbekia columnaris
Ratibida columnaris

Lepachys columnaris

Rudbekia tagetes
Rudbekia globosa
Lepachys columnaris
Lepachys tagetes

DI STRIBUCION

Sierra Madre Occ.
Chihuahua, Durango
Y Sonora.

Centro y Oeste de
E.U.,

Canada.

Sureste de

Costa de Texas

Estados Unidos

Sureste de Canada
Estados Unidos y
Norte de México

Sierra Madre Occ.

de Chihuahua.

Surceste de Est.
Unidos y Chihuahua
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veintiseis lactonas sesquiterpénicas (1-26> de los tipos
xantan®dlidas, ratibidandlidas, elemandlidas y eudesmandlidas; tres
flavonas c27,28,29); un fenil propanoide C303; dos
sesquiterpencides simples (31,320 y tres acetilenos (33,34,3%
Cver Cuadros 2.20.

Recientemente, el estudio biodirigido de Ratibida
latipaliaris, utilizando como bloensayc la determinacidén de la
toxicidad para Artemia salina, permitié el aislamiento de dos
lactonas sesquiterpénicas bicactivas: la ratibinélida I CL.CSO=
628.75 ugs/mld), dque posee el poco comin nucleo de geigerano, y la
ratibinsdlida II CL.C50= 69. 853 ug-mld, que es una eudesmandlida
CCuadro 2. 3D, Cabe destacar que la estereoquimica en el centro
quiral C-1 de la ratibindlida II se asigné tentativamente como 3
con base en experimentos de resonancia magnética nuclear protdnica
utilizando reactivos de desplazamiento. De manera adicional, en
ese estudio se obtuvieron la flavona hispidulina, gque presentd
moderada actividad contra Bacillus subtillis Yy
Staphvylococcus aureus, y el f3-sitosterocl C(Rojas 1890D.

2.28.~- Justificacidén y objetivos:

El propdsito del presente estudio es la reinvestigacidn
quimica y bioldgica de la especie medicinal R. latipaliaris, como

parte de un estudio sistematico de plantas mexicanas usadas en

medicina tradicional C(Castafieda 1987; Garcia 1987; Albor ,1988
1988; Camacho 1989; Rojas 1989; Rodriguez 1890; Castafieda 1991 y
Rodriguez 1991, inter aliad. f.a propuesta original de 1la

presente investigacidn se realizdé con base en las siguientes
consideraciones:
1.~ Las plantas utilizadas en medicina tradicional constituyen

fuentes potenciales y valiosas de principios activos.
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Cuadro 2.2. Metabolitos aislados del género Ratibida.

Ratibida columnifera.

NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA

Lactonas sesquiterpénicas.

Ratibindlidos

(4S, 55, 7R, 8R, > ~Ratibida~
11C13)-dien-8, 12-61ida.

C4S, 55, 7R, 8R) -Ratibida~
9,11C13) ~dien-8, 12-61ida.

REFERENCIA

Herz, et al.

10885.

Herz, et al

1985.

8E
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It

1~

Elemandélidos

(5R, 7R, 8R, 10S) ~Elema~-1, 3~
11¢{13)-trien~8, 12-4lido.
Xantanélidos
586 (C15,5S,6R, 75,108,110 -1
~hidroxi~2~oxo-5~aciloxi-
xant -3-en-6, 12-&1idos.
4 5 6
RH H H
R'An Ti iBu
(1S, 5S, 6R, 7R, 95, 105,11 R

~8, 9-epoxi -1 -hidroxi-2-
oxo-S-angeloxi~xant-3-en

6, 12-6lido.

Herz, et al
1988.

Herz, et al
1985.

Herz, et al
1985.

6€



8,9,10 (1S,5S,6R, 7S, 9R,10S,11R)

11 1, S-dihidroxi-2-ox0o~5~
Caciloxi)-xant-3-en-6,
12-6lidos.

8 R =0Hd R = Ang SR =0H R’

10 R = 0H R’ = iBut 11 R = OAc

12 (1S, 4R, 5S, BR, 7S5, 10S, 11R)
-1, 4-dihidroxi-2-oxo-5-
angeloxi-xantan-6, 12-

élida.

P
2
=

1S, 4R, 5S, 6R, 7R, BR, 0S,
10S, 11R) -8, Q-epoxi-1-
hidroxi-2-oxo-5-ange~

loxi-xantan-6, 13-6lidos

i3 R=H 14 R = Et

= Tig

R’

= Ang

Herz,
19856.

Herz,
1985.

Herz,
1985,

et al

et al

et al



Sc~0-(2-metil -butir-
ato) -9 -oxo- seco-

ratiferdélide
R = MeBu

S5a-0-angelato-8-o-

xo~-seco-ratiferdlido

R = Ang
Sa—-0-(2-metil~butira-
to -9a -hidroxi-seco-
ratiferdlido.

R = MeBu

S5a=-0-isoButirato-9a-
hidroxi - seco-rati-
ferdlido.
R = iBu
Sa ~0- angelato -9a-
hidroxi-seco-ratife~
rélido.
R = iBu

Ellmauerer,

et al 1987.

Ellmauerer,

et al 1987.

Ellmauerer,

et al 1987.

Ellmauerer,

et al 1987.

Ellmauerer,

et al 1987.

TP



Sa=-0-(2-metilbuti-~

rato) -9~ 3z- seco~

-ratiferdlido.

Sa-0-(2~metilbuti-

rato)-9a-hidroxi-

3z~seco-ratiferé~

lido.

2=-hidroxi-4-acetoxi-

xantan -1(5)
12~61lido.

—-en—-6o-

OAc

Ellmauerer,

et al 1987.

Ellmauerer,

et al 1087.

Ellmauerer

et al 1987.

Zy



" Eudesmanélidos

a3

24
Flavonoides

27 5,7,6-trihidroxi-6-
metoxi-flavona

28 8, 7-dihidroxi-flavona

Herz, et al
1985.

Ellmauerer,

et al 1987.

Herz, et a)
1985,

Ellmagerer,
et al 1987.

£



fenilpropanocides

i OH
Me
30 4~-0-desmetil -~ o U E11
mauerer
schkuhrianol C MO CH,,Me
et al 1987.
OH
sesquiterpenoides simples
R
31 € =) ~(3S, 5R) -5-hidroxi~ H Hertz, et al
g-oxonerélidol S 1985.
--04
32 € =) ~C 3S, SR) -9—oxo- o= N Hertz, et al
nerolidol \ 1985.
3@ R = OH
32 R=H

B2



Acetilenos

33 2~(3-buten-1-inil)-4-

(1, 3-pentadienil)- 7 \ 72\ C=C-CHs
tiofeno CHQ s s z=C cH'CHg

34 4’ -(3-buten-1-inild - CHS-(CEC)@ C=C~CH=CHp
A-metil-~2, 2’ ~bitiofeno -

H SMe
35 7-metiltio~1i, 7-tride-

cadien-3, 5, 8~tetraino

Me(C=C);-C=C~(C=C)-CH=CH,

Herz, et al
1985,

Herz, et al
1985.

Ellmauerer,
et al 1987.

Sy



Cuadro 2.2 Continuacidn.

Ratibida pedunculiaris.

Lactonas sesquiterpénicas

(1S, SR, 6R, 7R, B8R,
8S,10S,11R -2, 9~
epoxi-1-hidroxi-
2-oxo-5-angeloxi-
xantan-3-en-6, 12~

6lido.

Soa-0-{2-metilbu-
tiratod -9a~hidro-
xi-seco-ratife~

rélido.

Herz, et al

1985.

Ellmauerer,

et al 1987.

9%
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2.— Las investigaciones quimicas y farmacoldgicas relacionadas con
la medicina tradicional Tarahumara son muy escasas Yy, por lo
tanto, la informacidén disponible dque permitiria su eventual
adaptacidén a los programas de salud oficiales, con las ventajas
que esto implicaria, es priacticamente inexistente.

3.~ El uso como agente antiséptico que se le atribuye a la
planta en la regidén tarahumara.

4.~ La ambiguedad en relacién a la estereoquimica del centro
quiral C-1 de la ratibindlida II, requeria el aislamiento de
mayores cantidades de este compueste c¢con la finalidad de
establecer de manera inequivoca la configuraciédn relativa de la
estructura mediante un anadlisis de difraccidn de Rayos X.

5. - La necesidad de realizar evaluaciones biolédégicas de las dos
ratibindlidas, c¢onsiderando la alta toxicidad que presentaron
ambos compuestos para Artemia salina.

6. - Por ultimo, es importante enfatizar que cualquier proyecto
encaminado a la resoluclién de algunos problemas de salud publiica
nacional, bien sea mediante el hallazgo de nuevos principios
activos a partir de materias primas nacionales < mediante la
investigacidn sistematica de las distintas floras regionales,

esta, por si misma, bien justificado.

Objetivog particulares.

Con el propésito de implementar el presente proyecto de
investigacidén se plantearon los siguientes objetivos particulares:
1. - Recopilar la informacidn botanica, etnobotanica , quimica y
farmacoldgica de R, latipaliaris Richards.

2.— Preparar el extracto vegetal de acuerdo a las técnicas
fitoquimicas convencionales.

3. - Efectuar el fracciocnamiento del extracto obtenide en el punto

anterior.
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4.- Separar y purificar los constituyentes de las diferentes
fracciones.

S.~- Identificar mediante métodos quimicos y espectroscoépicos los
compuestos aislados.

G, - Determinar la toxicidad para Artemia salina vy la actividad
antimicrobiana del extracto total, las fracciones 'y los
compuestos aislados. '

7.~ Obtener cristales adecuados de la ratibindlida II para
realizar el analisis de difraccién de Rayos X, con el fih
de establecer inequivocamente la sstereoquimica en el centro
quiral C-1.

8. - Contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos de
la flora medicinal mexicana.

9, - Correlacionar en lo posible los resultades obtenidos con 'la
informacién previamente descrita en la literatura en cuanto a
la composicién quimica de especies relacionadas y a la

actividad bioldgica de las sustancias aisladas.

2.3. - Parte experimental

2.3.1.~- Determinacién de la toxicidad para el crustiaceo Artemia

salina Leach.

Preparacidn de las muestras:

Las muestras Ccompuestos puros, fracciones y-/o extractos) se
preparan disolviendo 20 mg del material en 2 ml del disoclvente
apropiado. De esta solucidn se transfieren 500, S0 y S upl a tres
viales; se deja evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al

vacio, cada concentracidn se prepara por triplicado.



49

Cuadre 2.3.- Metabolitos aislados’ de Ratibida latipaliaris,

RATIBINOLIDA I RATIBINOLIDA II

8 SITOSTEROL

HISPIDULINA
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Incubacidén de los huevecillos de Artemia salina:

Los huevos de Artemia salina se incubaron en un medio

salino artificial durante un periodo de 48 hrs.

Bicensayo:

Sg transfileren 10 crusticeos a cada uno de los frascos
que contenian las muestras a evaluar Yy 8 ml de medio
salino artificial, teniendoc una concentracidén final de 1000, 100
y 10 pgsml. Los frasces se mantuvieron con  iluminacidén durante
24 hr; transcurrido ese tiempo se procedid a contar el numero de

crustaiceos sobrevivientes, para calcular la L.'::50 o el porcentaje

de mortalidad. En el primer caso, se utilizdé el programa de
analisis de probabilidad Finney. Cuando se obtiene un LCSO menor
a 1000 ugsml para un extracto o fraccidn y un LCSO menor a 200

Hg/ml para un compuesto puro se considera come activo (aAnderson,
et. al., 1991D.

2.3.2. - Evaluacidén cualitativa de la actividad antimicrobiana:

Microerganismos de prueba:

Para la evaluacidédn bioldégica se emplearon bacterias
Gram-positivas, GCGram-negativas y una levadura. A continuacién
se enumeran los microorganismos de prueba utilizados, indicando

ademas las cepas correspondientes:

Gram positivas Staphylococcus aureus CATCC 6538D.
Bacillus subtillis CATCC 6633).
Gram negativas Pseudomona aeruginosa CATCC 9027).
Escherichia coli CATCC 8739).

Levadura Candida albicans CATCC 102310.
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Preparacién de las muestras de prueba y los testigos:

A 2 mg de compuesto se adicionaron 2 ml de disolvente,
mezclas de dimetilsulféxido en agua en proporciones no mayores de
50: 50 o solucidén al 10% en agua de tween 20 y tween B80.

Como controles positivos se prepararon soluciones de
estreptomicina (1 mgsmld> para las bacterias y de nistatina (3
mg~-/ml) para la levadura.

Preparacidén de los indculos de los microorganismos de

prueba:

Las bacterias se desarrollaron en caldo nutritive (Merckd vy
se incubaron durante un periodo de 24 hrs a 37° c.

La levadura CC. albicans) se desarrolld en caldo glucosa 2%
Sabouraud (Merck) y se incubd por 48 hrs a 28°.

Una vez desarrellade los microorgamismos fue necesario
estandarizar su numerc a una concentracidén aproximada de 106
células/mi, empleando el patrén de turbidez # 1 de McFarland
CO.1 ml de BaCJ.a 1% ¥ 9.9 ml de HZSOAL 1%> mediante la dilucidn

del cultivo con solucidén salina isotdnica (Bailey, 1988).

Siembra de microorganigmos:

Se llenaron cajas petri estériles con 20 ml de agar
antibidético # 1 (para bacteriasd) y de agar glucosa 4% (para
levadura). Se dejaron a temperatura ambiente el tiempo suficiente
hasta solidificar. Estas cajas se incubaron a una temperatura de
37°¢c las que contenian agar antibidtico y a 28°Cc las de agar
glucosa por 24 hrs. Transcurrido este tiempo, se desecharon las
cajas que estaban contaminadas.

Se sembrdé 1 ml de la solucidén de microorganismos

estandarizados de manera uniforme en cada caja petri. Con un



horarador cilindrico de 10 mm de di&metro se removid el agar
de las placas para producir tres perforaciones de 11 mm de
didametro aproximadamente. Posteriormente, se adicioné a cada
perforacidn 100 y B0 ul de la sclucidédn problema y 100 ul del
control positivo.

Las cajas ya preparadas se mantuvieron a temperatura
ambiente por un periode de 1 a2 2 hrs para facilitar la difusidén
de las muestras (problemas y patrones). Transcurrido ese tiempo,
las placas se incubaron por 24 hrs a 37°¢ Cpara las bacteriasd y
48 hrs a 28°C las levaduras.

Transcurrido el itiempo de incubacién, se evalud la actividad
antimicrobiana de las fracciocnes y de los compuestos, midiendo el
diametro de inhibicién que circunda a cada una de las
perforaciones. Las pruebas se realizaron por duplicado y todo el
procedimiento se efectud en condiciones estériles, bajo una

campana de flujo laminar.

2.3.3. Material vegetal.

El material vegetal Chojas y tallo) de Ratibida latipaliaris
se recolectd en el Municipio de Guachochi, Cusarare, Chihuahua el s
de junio de 1990. Una muestra de referencia (Voucher, Bve vy
Ramamorthy 178472 se depositd en la coleccidn etnobotanica del
Herbarioc Naclonal del Instituto de Biologia, U.N.A. M.

lLa planta se secd a temperatura ambiente y se pulverizé en
un molino de cuchillas modelo Wiley # 4.
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2.3.4. Extraccidn y fraccionamiento preliminar.

2.7 Kg del material vegetal se extrajeron via maceracidn,
utilizande 16 1 de la mezcla de cloroformo-metancl € 1:1 3, tres
veces por pericdos de 24 hrs en cada ocasién, despueés de
concentrar in vacuo se obtuvieron 286.63 g de extracto.

El extracto CHClB:MeOH se fracciond mediante cromatografia
en columna utilizando como adsorbente gel de silice desactivada al
10% con agua destilada (1.5 Kg de silica gel merck G&O granulos de
0.2-0.% mm, malla 70-230 J; el proceso de elucidn se llevd a cabo
con hexano, hexanoc:cloroformo, cloroforme, cloroformo:metanol y
metanol en diferentes proporciones, obteniéndose un total de 332
fracciones de 500 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 elucidn
empleados y las fracciones combinadas.

2.- A cada una de las fracciones combinadas se les determind la
toxicidad para Artemia salina y su potencial antimicrobianoc en
contra de las bacterias Gram positivas y Gram negativas de prueba

v la levadura Candida albicans.

2.3.85.— Analisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos en capa fina se efectuaron
siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de vidrio
recubliertas de gel de silice (silica gel &0 GF254 Merck);
utilizando +varios sistemas de elucidn y diferentes agentes
cromégenos. Los sistemas eluyentes y los reactivos reveladores

empleados se resumen en el cuadro Z.5.



Cuadro 2. 4.~ Resumen del fracci'onamient.o biodirigido via

cromatografia en columna del extracto’ ‘clorofoérme: metanol de B,

latipaliaris,

ELUYENTE PROPORCI ON : '7 - FRACCIONES COMBINADAS
Hexano 100 B 1-34
Hexano 100 . 35-54
Hexano: Cloroformo g0:10 55-60
Hexano: Cloroeformo g0:10 61 -68
Hexano: Cloroforme 80: 20 89: 80
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 209225
Hexano: Cloroformo S0: 50 226-249%
Cleroforme 100 280-288
Cloroformoe 100 259-269
Cleoroformo: Metanol S0:10 270-272
Cloroformo: Metanol S0:10 K 273-2862
Cloroformo: Metanol 80:10 287-291
Cloroformo: Metanol 80: 20 - L 292-320
Met anol 100 321 -322

»* Fraceclones activas contra Artemia salina.

2.3.6. - Alislamiento v purificacidn de los compuestos:

Obtencidén de 1la Ratibinolida I (36D:
Las fracciones combinadas 148-1988 (16.3 g) de la columna

original (ver Cuadro 2.4) se recromatografiaron en una columna de

54
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gel de silice (420 gd; como eluyentes se emplearon hexano,
hexano: cloroformo, cloroformo, cloroformo:metancl Yy metanol en
diferentes propociones, se recogieron un total de 314 fracciones
de 100 ml cada una C(Cuadro 2.8); cada fraccién fue analizada por
cromatografia en capa fina. De los eluatos secundarios 112-120
cristalizaron 17 mg (.00063 2% de un polve blanco idéntico en
todos los aspectos a la ratibindlida I C(Rojas 1990; Rojas 1991D3.

Obtencidén de la Ratibindlida II C27):

De las fracciones secundarias 185-171 y 155-198 del Cuadro
2.8 se obtuvieron 30 mg (€.0011 2% de un sdélido cristalino, El
sélide fue posteriormente purificado por cromatografia en capa
fina utilizandose placas de gel de silice y como eluyente el
sistema III del Cuadreo E.S.CCHClS:MeOH 7:3>. Finalmente, se
obtuvieron 18 mg de un polvo cristalinc blance de punto de fusidén
276-280°¢, idéntico a la la Ratibinslida II. El producto fue
recristalizado sucesivamente hasta obtener cristales adecuados
para analisis de Rayos X. La mezcla de disolventes utilizada para

las recristalizaciones fue hexanoc: acetona 6: 4.

Obtencidn del B=sitosterol C 38d:

De las fracciones combinadas 121-124 del Cuadro 2.6 y de las
aguas madres de las fracciones 155-1993 Cinciso anteriord
eristalizaron 877.3 mg de una sustancia con punto de fusidn
140-142°¢ , identificado como 3-sitosterol por comparacidédn con una

muestra de referencia.
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Cuadro 2.5, - Sistemas de elucéidn y r'eacf.iVos ' cromégenos

utilizados para los analisis cr'cmaytcgraficos',en capa fina.

Sistemas de Composicidn Proporci én Referencia

eluyentes
I Eter isopropilico 1 . Ellmaverer
Tolueno kR et al 1987,
Diclorometano 1
II Cloroforme Diversas
Metanol
IrI Hexano: Diversas
Cloroformo
Iv Acetona: Agua S: 1 Anaya et
al.1990.
v Cloroformo: Metanol: 60:13:1 Anaya et
Agua al 19860.
REACTIVO COMPOSICION DEL. AGENTE REFERENCI A
CROMOGENO
I.—- Sulfato céricox 12 g sulfato cérico Sthal 19869

22.2 ml H2504 conc.
350 g de hielo picado
II.- Anisaldehido 0.5 ml anisaldehido Sthal 19869
9 ml de etanol
0.8 ml de H,SO, con.
1

2774
ml Acido acético.

»* Para el desarrollo del color es necesario calentar por 2

minutos aproximadamente a 11 o°c.
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Cuadro 2.8. Recromatografia en columna de gel de silice de las

fracciones primarias 148-198 (ver cuadro 2.4):

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES
RECOGIDAS COMBI NADAS
Hexano 100 1-44 1-32
33-57
Hexano: Clorof ormo 90: 10 45: 65 S8-82
63-65
Hexano: cloroformo 80: 20 B86-107 6678
79-88
89-96
97-111
Hexano: cloroformo 70: 30 108-215 112-120
121 -154
1855-198
199-210
Hexano: cloroformo B80: 40 216: 235 211 -226
227-237
Hexano: Cloroforme 50: 80 236-a75 238-247
248-288
Cloroformo 100 276-295 269277
278-281
Clorformo: Metanol 80: 20 286-31 4 282-314

Obtencion de la Hispidulina C402:

De las fracciones 226249, 250-258 y 259-269 de la columna
original CCuadro 2.4) precipitaron 411.5 mg de un polve amarillo
de punto de fusidn 200-202°C. De las fracciones 151-168 de la
columna IV (Cuadro 2.7) se obtuvieron S5 mg adicionales de este

producto.



Obtencién del glucoside del AB-sitosterol C41) y de 1

pedalitina C42>.
De las fracciocnes g273-286 de la columna original CCuadro

2.40 precipitaron 285 mg de un polvo blanco con un punte de fusidn
243—246°C. idéntico en todos los aspectos a una muestra auténtica
del f3-D-glucositosterol.

Las aguas madres de las fracciones 273-286 (8 g) fueron
recromatografiadas en columna utilizando como adsorbente 120 g de
gel de silice (B0 Merck malla 70-230 mmd) y como eluyentes hexano y
mezclas de hexano:cloroformo, cloroformo, cloroformo:metanocl y
metanol C(Cuadro 2.7.D. Se recogieron un total de 335 fracciones,
cada fraccidén de SO ml.

De las fracciones 170-2186 de esta columna (Cuadro 2.7
precipitaron 81 mg de un polve amarilleo C42)de punto de fusiédn
247-251°, soluble en metanol.

Obtencidén de la Z2-o-f3-D-glucopiranosil A1C1OD 4C 5D
germacrendien-6«,7/3,113,12- olida., C43D.
Las fracciones secundarias 235-310 del Cuadro 2.7

consistian fundamentalmente de un producto y para separarlo de la
mezcla se sometid a una cromatograffia preparativa en placa de gel
de silice utilizando el sistema de eluyentes CHCla:MeOH 85:15.
Como resultado de este proceso se obtuvieron 176 mg de un sdélido
cristaline de punto de fusidén 188-158%¢.



Cuadro 2.7 i‘-EeéchﬁtbQEaﬁf’i a

en olumna ‘de las fracciones
primarias 273-288 Ccuadro 2.4. : ‘

ELUYENTE PROPORCI ON ‘FRAC. COMBINADAS.

Hexano 100 1-11
Hexano: cloroformo a5: 05 ’ : 12-31
Hexano: cloroformo Q0:10 : 32-40
Hexano: cloroforme 80: 20 - 41-53
Hexano: clorof ormo 50: 59 K 54-96
Cloroformo: hexano 70: 30 ., A e 97117
Cloroformo: hexano 90:10 o 118-127
Cloroformo 100 0 G il 128-1850
Cloroformo: metanol 98::02 . 1851 -168
Claroformo: metanol Q7: 03 169-234
235-310
Cloroformo: metanol a%: 08 311 -335
2.3.7.— Caracterizacidén de los compuestos aislados:
2.3.7.1., - Determinacidn de las constantes fisicas Yy

espectroscopicas.

Los espectros de U. V. se regisiraron en un instrumento
Beckman DU-7; los espectros de I.R. se obtuvieron en un
espectrofotdmetro de rejilla Perkin Helmer modelo 599B en pastilla
de KBr y en solucidén Cutilizando como disolvente CHC].3 o
MeOHD .

Los espectros de resocnancia magnética nuclear protdnica de
300 MH=z yde 13(‘: de 75 MHz se determinaron en un instrumento Varian
VXR-300s CInstituto de Quimica UNAMD , utilizando como disolvente

cDC Py-—d v como referencia interna TMS.

13. = MeOD o }::enzeno—:i6
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fLos espectros de masas se determinaron en un instrumento Hitachi

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

Finigan MAT 90 de la Universidad de Illinois, por el Doctor
Douglas Kinghorn.

Los puntos de fusidn se midieron en un aparatec Fisher~Jones,

y se reportaron sin corregir. El analisis de Rayos X se realizé

en un Difractdmetro Nicolet R 3m c<cm Radiacidén Cu—Ka A =

1.84178A0, en el Instituto de Quimica, UNAM.

2.3.7.2. - Obtencidén de los derivados acetilados de los
compuestos 42 y 43.

Para formar los derivadeos acetilados de los compuestes 42 vy
43, se utilizéd un ml de piridina y un ml de anhidrido acético por
cada 100 mg de muestra. La mezcla de reaccidén se dejd en reposo
durante 24 hrs y, al término de este tiempo, los productos
acetilados fueron separados por el método convencional CShriner,
Fuson—-Curtin, 1980D. Se acetilaron 23 mg del compuesto 42,
obteniéndose 15 mg del derivado acetilado 42a con un punto de
fusién 181-183°. Del compuesto 43 se acetilaren 5S4 mg,
obteniéndose 43.8 mg del derivado 43a, bajo la forma de un

aceite.

2.3.7.3. - Hidrdélisis del compuesto 43.

Hidreolisis 4cida: obtencién del derivado 43c¢.

Por cada 10 mg de compuesto se afiadié 2 mi de HC1 2N. La
mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 hr. Al cabo de este tiempo,
la solucidén se extrajo dos veces con 20 ml de acetato de etilo.

La fase acuosa remanente se pasd por una columna intercambiadeora

de iones basica (intercambiador de aniones débilmente alcalino II
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Merck) con la finalidad de neutralizar la solucidn. L.a solucidn
resultante se utilizéd para la deteccidn cromatografica de
azucares.

La glucosa se detectd mediante una cromatografia en capa
fina C(gel de silice 60 F’254D previamente rociada con H31303 0. O36M,
utilizando los sistemas de elucidén IV ¥y V. y el agente cromdgenoc
11 del cuadro 2.5. En todos los casos se utilizaron patrones de
azdcares adquiridos comercialmente de la casa Merck
LC+D —ramnosa, LC+) ~arabinosa, DC -3 —fructosa, X +)—galactosa,
X+ -glucosa, DC+d-lactosa, DC+d-xilosa.

La fase organica se lavd sucesivamente con agua destilada y
se secd sobre Na.aSO4 anhidro, Posteriormente, se concentré al
vaclio obteniéndose una sustancia aceltosa la cual se purificd por
cromatografia preparativa en capa delgada de gel de silice,
utilizando CHClszMeOH 99: 01 como eluyente y el agente I c<como
reactivo visualizador (Cuadro 2.85D. Luege del proceso de
purificacidédn se obtuvieron 28 mg de un producto aceitoso 43c, el
cual resulto homogéneo en diversos analisis mediante cromatografia

en capa fina (ccfd.

Hidrolisis enzimitica con celulasa: Obtencidén del deriwvadg
A 100 mg del compuesto 43 se adicionaron 10 ml de agua
destilada ¥ 20 mg de celulasa (Sigma tipe I). La mezcla se dejd a
36°¢ durante 72 hrs. El término de la hidrélisis se ver;ficé
mediante cromatografia en capa fina utllizandeo el sistema I1 y el
agente cromégeno I C(Cuadreo 2.83. Al cabo de este tiempo, la
mazcla se extrajo con acetato de etilo., La fase organica se
secd sobre NaaSO4
anhidro y al concentrar al vacio se obtuvieron 26 mg del producto
43b. La deteccidn del azucar se realizd en la fase acuosa de

la misma forma como se describid en el inciso anterior.
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A 10 mg del compuesto 43 se agregaron 2 ml de agua destilada
con 10 mg de A~glucosidasa C(Sigma tipo IID. La mezcla de reaccidn
se incubd a 36°C durante 76 hrs. El término de la hidrdlisis se
verificd mediante cromatografia en capa fina utilizando el sistema
II1 y el agente cromégeno I C(Cuadro 2.85). La mezcla se extrajo
dos veces con 20 ml de acetate de etilo. De la fase organica se
obtuve la aglicona 43b como un sélido vitreo y de la fase acuosa
se identificd el azucar de la misma forma que en la hidrélisis
Acida.

2.3.7.4.~ Acetilacidédn del compuesto 43c.

Por cada 100 mg de compuesto, se empled 1. ml de anhidride
acético y 1 ml de piridina. La mezcla de reaccidén se dejé eon
reposo durante 24 hrs y al término de este tiempo, el producto
acetilado se separdé por el método convencional C¢Shriner,
Fuson—-Curtin, 19802>; 17 mg del compuesto 43b se acetilaron
obteniéndose 8 mg del producto acetilado 43d como un sdlide
amorfo, de puntoc de fusidn 119-120°.
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2. 4.~ Résdl t.ados ¥ Dlécusién.

2.4.1. - Evaluaciones bioldgicas preliminares.

Al extracto de Ratibida latipaliaris preparado mediante una
mezcla de CHClgzMeOH C1:12> se le determind la toxicidad para
Artemia salina Leach y la potencialidad antimicrobiana en contra

de la levadura Candida albicans y de bacterias Gram positivas y

Gram negativas . En los dos casos se obtuvieron resultados
positivoes (ver Cuadro 2.8 y 2.9D. Los resultados de 1la
evaluacidn de la toxicidad para Artemia salina C(Cuadro 2.8) se
encuentran expresados en términos de la dosis letal media CL‘C‘SO) y
en el caso de las pruebas antimicrobianas CCuadro 2.9) en términos
de diametros de inhibicién del crecimientoe microbiano. Las
evaluaciones seleccionadas ofrecen las ventajas de ser rapidas, de
bajo costo ¥y requerir poca cantidad de muestra. La determinacidn
de la toxicidad para Artemia salina se ha empleado en varias
ocasiones como guia para conducir el fraccionamiento y aislamiento
de sustancias bicactivas, las cuales en multiples ocasicones han
mostrado citotoxi cidad in vitro para células cancerigenas
CAnderson et al 1991)2; actividad antihelmintica CCamacho, 1990 2 y
antipaludica CHui et al, 1988; Hostettmann, 1882; Martson, 1991D.
En lo que se refiere a la determinacién de la actividad
antimicrobiana, los microorganismos de prueba empleados se
eligieron de acuerdoc a los criterios convencionales C(Mistcher et
al, 1982). Con excepcidn de Bacillus subtilis, todos los demas
microorganismos son huéspedes normales del hombre; aunque bajo
ciertas condiciones pueden llegar a presentar patogenicidad
CPelczar, 1982D.

El extracto activo se fracciond via una cromatografia

preparativa en columna CCuadro 2.4 , seccidn experimental)d. Las



Cuadro 2.8.- TOXICIDAD PARA Artemia
FRACCIONES DE Ratibida latipaliaris.

MUESTRA OBJETO
DE EVALUACION.

EXTRACTO

FRACCIONES PRIMARIAS
1 ~-34
35 -S54
855 -60
61 -G8
69 -90
g1 -140
141 -147
148-199

200~-208
209-225
226~249
250-258
259-269
270-272
273286

287 -291
292-320
321 -322

LC50 C ug/ml)

366. 6

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
68. 64
>1000
251.138

>1000
>1000
215.0
>1000
>1000
>1000
761.3

>1000
>1000
>1000
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Cuadro 2.9.~ POTENCIAL ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO, FRACCIONES
PRIMARIAS Y COMPUESTOS AISLADOS DE Ratibida

latipaliaris.

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION CmmD.

COMPUESTO Staphylococcus Bacillus Pseudomona Escherichia

aureus subtilis asruginosa coli
ESTREPTOMICINA
100 ug 7 12 =] 7
EXTRACTO
100 ug 5 8 s 3
FRACCIONES
91-140 50 ug - - - -
100 ug 2 - - -
148-199 50 ug -8 4 - -
100 ug 3 6 - -
226-249 S0 ug - 4 - -
100 ug - 6 - -
273-286 50 ug - 1 - -
100 ug - 3 - . -
COMPUESTOS AISLADOS
40% S0 ug 4.5 8 - ‘ -
100 ug 6.5 11 - : -
42 50 ug - 2 : - -
100 aug - 4 - . -
43 50 ug - - - -
100 ng - - - -

#* Rojas et al 1990.



Cuadro 2.9.- Continuacidn,

DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION CmmD.

COMPUESTO Candida albicans
NISTATINA
100 ug 9
EXTRACTO
100 ug 6
FRACCIONES
81 -140 50 Mg -
100 ug -
148-199 50 ug -
100 ug -
226-249 50 Mg -
100 ug -
273-286 50 Mg -

100 g -
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fracciones primarias combinadas de acuerdo al analisis
cromatograficos en capa fina fueron. evaluados bicldgicamente
utilizande los mismos ensavos simples. Los resultados de estas
evaluaciones se indican en los cuadros 2.8 y 2.9.

Las fracciocnes activas para el ensayo de Artemia salina,
81 -140, 148-180, a226-238 y 273-286 del cuadro 2.4 se obtuvieron
en cantidades adecuadas y por lo tanto fueron sujetas a estudics

posteriores.

2.4.2. Estudio de las fraccighes'=ac£1\(as 148-190.

2.4.2.1. Obtencidén de la r‘a.t..i.l:j.név;(.:{.d#~ I, (380 ratibinédlida II
37>,

La recromatografia de las fracciones activas 148~-199 (Ccuadro
2.6 seccidn experimentald permitid el aislamiento de la
ratibindlida I (0.0008% de rendimiented y de la Ratibindlida II
37 C€0.0011% de rendimientol. Estos compuestos presentaron una LC‘30
de 62.749 pgs/ml y 69.93 ug-ml, respectivamente. Ambas lactonas
presentaron las mismas caracteristicas fisicas Yy
espectroscépicas gque las de wuna muestra auténtica obtenida
previamente de 1la misma planta (Rojas et al., 18990D.

Cristalizaciones sucesivas del compuesto 37 permitid obtener
cristales adecuados para el anadlisis de difraccidn de rayeos X. En
la Figura 2.2 e ilustra una vista estereoscopica de 1lta
ratibindlida II.

Como se desprende de la estructura de la Figura 2.2 la
estereoquimica del grupo hidroxileo en el centro gquiral C-1 resulto
ser a y no {2 come hablia sido previamente determinade mediante un
andlisis de resonancia magnética nuclear protdnica, utilizando
reactivos de desplazamientc quimico (Rojas, 1930D. Por otra
parte el anilleo B adopta una forma de silla con el grupo metilo en

C~10 en posicidn axial, en tanto que el anille A ¥y el anillo de 5



Figura 2.2, - Visv‘t_a‘ es”t.rereosrcépica: del crpmvp’qesto 37.
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miembros adoptan una conformacién de semisilla.

La determinacién inequivoca de la estructura de la
ratibindlida II permitié concluir que el desplazamiento quimico
del metilo en C-10 en la resonancia magnética nuclear de 13(: de
las eudesmandlidas que presentan una funcidén epoxidica entre C-4 y
C~-8 y un sustituyente o orientado en el nucleo C-1 (caso de la
ratibindlida II) es de magnitud similar que en las eudesmandélidas
con doble ligadura o© funcidédn epoxidica entre C-3 y C-4 y un
sustituyente a orientade en C-1 (Da silwva, et.al., 1981; Herz,
et.al., 1983; Mata, et.al., 1984D.

En la Figura 2.3 se ilustran varias eudesmandlidas con
sustituyentes a orientados en C-1 y funciones epoxidicas o dobles
ligaduras entre C-3 y C-4 y, en todos los casos, el desplazamiento
quimico de C-10 oscila entre 18.4 y 19.3 ppm, valores muy
similares al cbservado para la ratibindlida II de 18.6%5 ppm. Estos
valores no difieren mucho de los registrados para las
eudesmandlidas sin sustituyentes en C~1 y con las caracteristicas
estructurales en C-3 y C—-4 antes mencionados (véase compuestos
44 v 47 de la Figura 2.3, que se incluyen con fines comparativos).
Por el contrario, en las eudesmandlidas que presentan sustituyente
en C-1 con una orientacidn 2 (451, el desplazamiento del metilc en
en C-10 sufre un efecto diamagnético debide a la interaccién
r~gauche ejercido por el sustituyente en C-1 CMata, et.al.,
1983; Herz, et al., 1983; Da silva, et al., 1987). Los
desplazamientos quimicos observados para C-14 en los compuestos
47 y 48 de la Figura 2.3 con un doble enlace entre C-3 y C-4
ilustran este efecto. Sin embargo, cuandeo la doble ligadura o
una funcidn epdxidica esta presente entre C-4 y C-8 (véase
compuestos 80 y 372 y el sustituyente esta a o 2 orientadeo (501 el
metile C-10 no se desplaza a campo alto. En el caso de la
ratibindlida II (37) que presenta un epdxido entre C-4 y C-5 se
pensd que seguia el mismo comportamiente que el compuesto 50, sin

embargo es clareo que sigue un comportamiento similar a los
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Figura  2.3.- Desplarzamientos: = qui micos del - C-l4.:en “-varias
‘ eudesmansélidas CDa silva, ‘etial,, 1981; Herz, et al:
1983).

OH
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. F‘ig'ura 2.3, - Continuacisen, -
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presentados por los compuestos 44 y 48. Por lo tanto, en
eudesmandlidas sustituidas en C-1 con una funcién epédxidica entre
c-4, Cc-5 y <con una doble ligadura entre C-2 y C-3 el
desplazamiento quimico del metile en C-10 puede ser utilizado
como criterio para establecer la estereocquimica en el centro

quiral C-1.

2.4.2.3. - Obtencidn del pB-sitosterol C38D.
’ De las fraceciones secundarias 121-154 y 155-198 (Cuadro 2.6,
seccidn experimental) se obtuve el A-sitosterol C0.0324 % de

rendimiento), idéntico en todos sus aspectos a una nmuestra patrén.

HO

2.4.3.— Estudio de las fracciones activas 226-269.

2.4.3.1. - Obtencidn de la Hispidulina (402,

La recromatografia de las fracciones primarias 226-249 y de
las fracciocnes 151-168 de la columna IV (Cuadro 2.4 y 2.7
precipité una flavona que fue identificada como hispidulina (400

por comparacidn con una muestra auténtica CO.0152 % de

rendimientod
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2.4.4..-Estudio de las fracciones. activas 273-286

2.4.4.1 Obtencidén del (-D-Glucositosterol (41D.

De las fracciones 273-286 de la columna original precipité
en forma espontanea un producto idéntico al -D-glucositosterol.
Este compuesto se obtuvo en un rendimiento de 00,0105 % con base a

la planta seca.

D-Glu-0O

2.4.4.8. - Obtencidn y caracterizacidén de la pedalitina (420

Las aguas madres de las fraccliones antericres fueron
recromatografiadas en wuna columna de gel de silice como se
indica en la seccidn experimental. De las fracciones secundarias
CCuadro 2.7) cristalizaron 91 mg (0.00337 % de rendimientod de un

pelvo amarillo. Las caracteristicas fisicas y espectroscédpicas
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Cuadro 2.11. ~Constantes fisicas Yy espectroscopicaé del’

compuesto 4g.

Férmula molecular : C1 6H1207
Peso molecular ¢ 3186
u. v. N MeOH nm : 284, 348
masc .
Cespectro 2.15 AlCl3 nm : 205, 425
HC1 nm : 285, 366
IR Vmﬂx CKBr2 cm—1: 3385, 3192, 2053, 1654, 18609, 18571,1497,

Cespectro 2.23
E.M.I.E mrz (2

'H R.M.N CMeOD. &> :
300 MHz
Cespectro 2.3)

13+ R.M.N. CMeOD,&3:

Cespectro 2.4

1370, 1272, 1163.

316 1000 M7, 315 ¢M - 1>, 301 cM - 1md,
288, 183, 182, 167, 154, 138, 137, 134
3.76 Cs, —OCHg
6.5 Cd, H-3, H-8>

7.35 Cm, H-2', H-8')

6.9 Cdd, H-5'>

184.76 CC-4>. 166.9 CC-2), 159.27
CC-4'>, 155.1 CC-7> 151.1 CC-S> 147.5
CC-8),124.2 CC-1' y C-B>, 120.8 CC~6"D
117.2 CC-5’3, 114.6 CC-2'3, 103.9 CC-3

y €C-10>, 95.7 CC-8) y B61.4 COCH3).
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de este producto se incluyen en el Cuadro 2.11. El tratamiento
del producto natural 42 con anhidrido acético Yy piridina
permitid la obtencidn del derivado acetilado 42a cuyas
constantes fisicas y espectroscédpicas se resumen en el Cuadro
2.12. La férmula molecular del producto 42 se establecid como
C16H1207 por espectrometria de masas. £l espectro de UV (Espectro
2.1 presentd dos bandas de absorcidén caracteristicas para
flavonas, la banda I1 aparece en 284 nm y la banda I aparece en
345 nm CMarkham 1985).

El espectro de IR (Espectro 2.2) presentd sefiales para
hidroxilos fendlicoes (3385, 3192 y 1163 em™>, c-H c2953 em 1>,

carbonilo de y-pirona (1654 cm_lD Yy carbonos aromaticos C1600,1571

y 1497 em 1>,

El espectro de resonancia magnética nuclear proténica
CEspectro 2.32 mostrdé sefiales para:
ad) Un grupo metoxilo en 3.89 ppm.
b) Dos protones en 6.5 ppm atribuibles a los protones H-3 y H-8
de una flavona.
c) Tres protones aromaticos 6.9 (dd, J = 8 Hzd y 7.35 ppm (md
asignables a los hidrdégenos H-2', H-3' y H-8" del anillo B de una
flavona con sustituyentes oxigenados en C-3" y C-4°,

El espectro de resonancia magnética nuclear de 13C CEspectro
2.40 presenté sefiales para 16 Atomoes de carbono en
concordancia con la férmula molecular establecida y mostrd el
perfil tipico de wuna flavona C(Mabry y Harbone, 1882); las
resonancias se descriminaron de la siguiente manera:
ad) la sefial observada a 184.76 ppm se asignd al grupo carbonilo
de la y-pirocna.
) las cinco resonancias siguientes en 185. 5, 151.8, 147.5, 142.2
v 159.5 ppm se asignaron a carbones cuaternarios aromaticos unidos
a grupos oxigenados.
c) a campo mas alto de la regidédn aromatica se observan sefiales
para cuatro metinos aromaticos C128.8, 117, 114.6 y 95.7 ppmd y la

resonanclia caracteristica de C-3 en 103.9 ppm.



Cuadro - 2:.12. =" Copétantes espectroscopicas del

acetilado C42a) del compuesto 42.

Férmula molecular

Peso molecular
14 R.M.N. CMeCD,
Cespectro 6

2]

OAc
C24H20%11
484
2.3-2.4 Cs,
3.8 (s,
6.8 cs.
7.55 cs,
7.04 ¢m.,

7.4 (s,

76

derivado

4 CH4COD
OCH >

H-3>

H-8)

H-2' y H-86">
H-5'>
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d) 'las sefiales positivas en 155.1 vy 106.2 ppm se asignaron a C-9
y C~10, respectivamente.
e) las sefiales positivas que se localizaron en 166.7 y 124.2 ppm
fueron asignados a los carbonos 2 y 1°.
2 finalmente, la sefial negativa en ©61.45 ppm se asignd a un
grupo metoxilo.

El espectro de masas presentd fragmentos a msz 315 C(M-1),
mrsz 301 CM+— 18> 182, 167, 139, 137 y 134. Los fragmentos a m/z
182 y 187 permitieron determinar que el grupo OCH3 se localizaba
en la posicidn 7 del esqueleto base y confirmaban que en el anillo

B se encontraban dos grupos hidroxilos (Harbone, 197%5; MarcKham,

19881, En la Figura 2.4 se muestran los fragmentos mas
importantes.
La presencia de los grupos hidroxiloes en C~-5, C-6, se

confirmé cuando al registrar el espectro de U. V. en presencia de
AlCla.
absorcidén I y II (Cuadro 2.13). El A.].Cl3 forma quelatos con los

se observé un desplazamiento batocrémico de las bandas de

grupos funcionales S-hidroxi-4-ceto y orto-dihidroxi presentes en
la molécula del preoducto natural. Esta reaccién provoca un cambio
batocrdmico de las bandas 1 y I1 en espectros de U.V.CJurd, 1962;
Mabry, 1970). La estabilidad de estos quelatos han sido estudiados
ampliamente C(Mabry,1970; Jurd, 1969, habiéndose establecide que
en presencia de HCl1 el quelato formado entre el sistema
S-hidroxi-4-ceto es mas estable que el quelato formado en el
sistema orto-dihidroxi. Como al agregar HCl se observo
sol amente la regeneracién de la banda I se concluyo
inequivocamente que los otros dos grupos hidroxilos se localizaban
en disposicién orto y muy probablemente en los carbonos C-3' y
C-4'. Ademds en presencia de un grupo OH en C-5 y la ausencia
de un OH en C-3, la banda I sufre un cambio batocrémico de 38 a SS
nm al adicionar AlCls/HC1 CJurd, 1962; Mabry, 1970). Cuando
existe un grupo OH en C-6 que es el casoc que se presenta en el
producte 42 el cambioc de la banda I es de 17-20 nm (Mears Y
Mabry, 1972>.
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Figura 2.4.—- Fragmentos mas importantes -del espectro’de masas- del

compuesto 42 CPedalitinad.

156



Cuadro 2.13. -

Disol vente

MeOH

AlCl

3

HCL

Efectoe batocrdmico de

las

LOIR RO MO UEBF
SALIR DE 14 BIBLIOTEG

79

bandas I y II del

compuesto 42 C(pedalitinad en el espectro de U. V.

presencia de A1C13/HC1 Cver espectro 2.1D.

Banda I

256Chd, 284
248Ch>, 284
260Chd>, 288

Banda 1T
348
425

302ch), 343Ch),

366
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La presencia de los grupos hidroxilos en la molécula fue
confirmadeo quimicamente al acetilar el compuesto 42 con piridina y
anhidrido acético, obteniendose un derivado tetraacetilade; en el
espectro de resonancia magnética nuclear proténica (Espectro 2.9
se observaron 4 sefiales simples en 2.3 ppm que corresponden a los
15 protones de los 4 grupos acetatos de la molécula. Con base
en el analisis presentadoe anteriormente y la comparacidédn de datos
observados con los de una serie de flavonas descritas en la
literatura. se identificé al producto natural 42 como la
5,6,3",4’' -tetrahidroyxi -7-metoxi ~flavona Cpedalitinad la cual
constituye la porcidn aglicona de un glicédsido aislado de una
especie Eupatorium y de Sesamum indicum CKupchan, 1969).

Al realizarle la prueba de toxicidad para Artemia salina
esta flavona presentd una LCSO > 1000ppm y presentd moderada
actividad antimicrobiana contra Bagillus subtilis, CCuadro 2.8 y
2.92 obteniendeose halos de inhibicidén de 4 y 2 mm de diadmetro a

una concentracion de 100 y B0 ppm, respectivamente.

2.4.4.3. - Obtencidn y caracterizacidén de 2-a—f3-D~glucopiranosil -

Alc 10>, 4c 5)gerrnaCI'*:au:h. en~Ba, 7(3,113-6lida C43>.

Sucesivas cromatografias en capa delgada de las fracciones
secundarias 235-310 de 1la columna IV C(Cuadreo 2.7, seccidén
experimentald, permitieron el aislamiento de un compuesto

cristalino de color blanco, con punto de fusidn 155-158° en un
rendimiento de 0.0085 % en relacidn al peso de la planta seca. En
el Cuadro 2.14 se resumen sus constantes fisicas y los dates de
IR, y espectrometria de masas. Su férmula molecular se
establecid como c21H3208 por espectrometria de masas de tipo FAB
de alta resolucién, modalidades positivo y . negativo. En el
espectro de FAB negativo {(Espectro 2.6 el 1ién molecular se
encontréd en msz 411 M - H)—; también se observaron fragmentos
importantes a msz 802 (M - H + glicerol)_, mrsz S95 (M - H + @2
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Cuadro 2.14.~ CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO

43.
CH,OH
Hif~ o0
B H
HO H
H OH

POLVO CRISTALINO DE COLOR BLANCO.

SOLUBLE EN SOLVENTES POLARES.

FORMULA MOLECULAR: C, H_,Op

P.F. 153-155°¢C

PRUEBA DE MOLISCH: POSITIVA

I.R.CSol.> em 1:3400-3300, 2010, 1770, 1150-1050.

E.M. FAB negativo mrz : 411 CMT D~
503 C(M-1 + glicerol)”
595 (M-1 + 2 gliceroll”

E.M. FAB positivo mrz : S97 CM + H + 2 glicercld’
505 CM + H + gliceroldt
261 Caglicona + HDF
233 Caglicona - H20)+
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glicerolD—. En el espectro FAB positive (Espectro 2.7) se
registraron iones a msz 597 CM + H + 2 glicerol)+, 508 (M + H +
glicerold”, 281 Caglicona + H>, 233 <M’ - H,0 - glucesad”. La

solubilidad del compuesto 43 en disolventes de alta polaridad y su
comportamiento (reaccidn positivad frente al reactivo de Molisch
sugirieron su naturaleza glicosidica, misma que fue confirmada
posteriormente mediante la hidrdélisis del producto natural en
condiciones 4cidas CHCL 1 N) y enzimaticas (celulasa y 3~
glucosidasad. En ambos casos se detecto a la glucosa mediante
cromatografia en capa fina come Unico carbohidrato presente en los
productos de hidrélisis.

Durante el proceso de caracterizacidn del compuesto 43 se
realizaron varias reacciones que se indican en el transcurso de
la discusion y que permitieron la obtencidn de los derivados
siguientes: 43a (glicdsido acetiladod, 43b Caglicona obtenida por
hidrdélisis enzimaticad, 43c Caglicona 43k acetiladad y 43d
Caglicona obtenida por hidrélisis Acidad, las estructuras de estos
compuestos se indican en la Figura 2.5 y las constantes
espectroscodpicas de estos derivados se resumen el los Cuadros
2.15 y 2.16 CRMN-H®' y RMN 13C).

El espectiro de resonancia magnética nuclear de 13C CEspectro
2.8, Cuadro 2.15) del producto natural 43 presentd sefiales para 21
adtomos de carbone en armonia con la férmula molecular. Las sefiales
.en 100 CC~1'D>, 73 CC-2’D. 75.4 (C~-3’), B9.8 (C—4°>, 76.30 C(C~5'd ¥y
61.30 (C-86’) ppm se asignaron a los carbonos de la [?-D-glucosa por
comparacidén con modelos adecuados (Mlyase, 1987; Ohmura, 1989;
Shimizu,1989, Uchiyama, 1989; Shekhani,1990). Las quince
resonancias restantes deblian corresponder a la porcidén de la
aglicona de la molécula ¥y se discriminaron de la siguiente forma:
ad la sefial positiva a 177.9 ppm al carbonilo de una lactona en
anlillo de cinco miembros (Marco, 1991).

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

primeras positivas y las dos dltimas negativas en el espectro de
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Figura 2.5.~ Productos de hidrolisis acida (43d) y enzimatica
C43p) y derivados acetilados C43a y 43¢d del

compuesto 43.

CH,OH




Cuadro 2.15. - Constantes espectroscopicas de RMN proténicay t C

Protones

H-1
H-2
H-3a
H-373
H-5
H-8
H-7
H-11
H-13
H-14
H-8
H-1°'
H-2°
H-3’
H-4"
H-5"
H-6"
H-8'
CH_CO
CH_CO
CH_CO
CH_CO

w oW ow

de los compuestos 43 y 43a.

4.88-5.00 m
4.88-5.00 m

2.62 dd Cii,

4.8 HzD

2.18 m
4.88-5.00 m

4.
1.
.20
a4
. 49
.72
4.

S S )

53
63

41

dd €10,

m

8.9 HzD

m
d C¢7 Hzd
s
s
d C8 Hz>

3.2-3.% m
3.2-3.8 m
3.2-3.5 m
3.2-3.5 m
3.82 sa
3.4 m

84

3

4.85 da (9.46 HzD
4.7 dddd (9.9, 5.5 Hz>
2.64 dd C11.3, 4.8 Hz2>

4.73 da (10.3 Hzd
4.51 dd C10, 8.9 HzD

1.68 m
2.88 de (12.1, 7 Hz
1.26 C7 Hzd
1.1 s
1.72 s
4.63 d C8HzD
5.07 dd (9.3, 8.0 HzD
5.19 dd (9.3 Hz)
4.998 dd (9.3, 8.0 HzD
3.67 m
4.23 dd C13.1, 5.03 Hz)
4.15 d C13.1 Hzd
2.01 s
2.028 s
2.08 s
2.08 s



Tabla 2.15. Cont:inv..'l_acriyén.

Carbono: . E 43 43a
c=1 . 127.28 127.80
‘c-2 73. 60 71.80
c-3 45.60 45.0
c-4 140. 4 141.58
c-5 128.8 129. 40
c-6 80.7 81.0
c-7 54. 4 88. 0
c-8 27.7 28. 23
c-9 40. 60 41.0
c-10 139. 70 139.9
c-11 4a1.7 2.2
c-12 177. 90 178.10
c-13 12.7 13.2
c-14 186.6 17.0
c-15 17.9 18.3
= 100. 0 o98.5
c-2* 73.0 71.8
c-3° 75. 4 o 71.8
c-4° 69.8 68. 6
c-5' 76.3 72.9
c-6" 61.3 : 82.0
CHCO 20. 70
CH_CO _ 20. 60
CH CO _— 20. 50
CHCO o 169. 2
CHLCO — 169. 3
CH co —_— 170.2
CH_CO ——— 170.5



Cuadro 2.16. -

13

Constantes espectroscdpicas

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

Protones

H-7
H-11

H-13

H-14
H-15

Chsco

43b

4.94 da

€8.89 Hz>

4.68 dddd
(9.9, 5.5 Hz>
2.64 dd
ci1.2,
2.05 dd
C11 H=D
4.83 da
€10 H=zD
4.52 dd
€10, 8.8 HzD
1.87 m

2.288 dc
C12.0, 7 Hz2D
1.26 d

C7 Hzd

1.48 sa
1.783 d

Ci.4 H=z>

S. BHzD

43c
CDCJ.3
4.92 da
9.9 Hzd
5. 62 dddd
€10.0,5.8 H=D
2.67 dd
11, S H=z>
2.10m

4.89 da
C10 H=z>
4.52 dd
€10, 8.8 HzD
1.65 m
2.88 dc
ci2, 7 Hzd
1.286 da
C7 Hz>
1.56 s
1.78 s

2.06 s

Benceno

4.69 da
(9.9 Hz2d

5, 64 dddd

€10. 0,5, BHzD
2,48 dd
€10.8, 5 Hzd
2.0 t

C11.0 Hzd
4.49 da

€10 Hzd

3.88 t

€10, 9 Hzd
1.82 m

1.685 dc

<12, 7 Hzd
1.03 da

C7 HzD

1.21 s

1.383 s

1,73 s

86

de RMN protdnica y

43d

1.3y 1.9 m

3.92 dddd
c12.5, S.3H=z>
2.71 ddd
c12.95, 5.3Hz2D
2.01 dd
ci2.85 Hz>
2.15 d

Ci1.1 H=>
3.99 dd
C10.6 H=z>
1.88 m

2.36 dc

ci2, 7 Hzd
1.25 d

<7 HzD

0.89 s

5.05 y 4.9
C13 HzD>



Cuadro 2.16. Contihuacioﬁ.

Car bono
C-1
c-2
c-3
C-4
c-5
c-6
c-7
c-8
c-9
C~-10
C-11
c-12
c-13
C-14
Cc-15
CH_CcoO

3

CH CO

43b
129.3
68. 30
48.8
140.6
130.5
8l.2
54.9
28. 40
41.0
137.60
42.20
178,30
13.20
17.20
18. 60

43c
126. 4
73
45.1
139.6
130.5
81.0
55. 0
28.3
41.0
138. 2
42.1
178.1
13. 2
17.1
18.3
21.2
170.5

87

43d
a2g9. 70
67.2
50.6
141.7
53. 70
79. 50
52. 60
22. 8
37. 90
148.70
41.10
179. 40
i12. 50
18. 80
111. 40
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APTD corresponden a los carbonos 'de dos .- dobles  ligaduras
trisustituidas. '
c) las resonancias negativas a 80.‘70 y. 73.60 ppm se asignaron a
los carbonos bases de funciones oxigenadas secundarias. De acuerdo
a la teoria del desplazamiento quimico la sefial en 80.70 pp debia
corresponder a la de una “funcién lacténica v
etérea, respectivamente. o ;
d> las resonancias negativas a :;2.7 y '16.‘6 y 17.9 ppm se
asignaron a tres metilos y las Vcrincd »':seﬁales restantes a tres
metilenos C 48.6, 27.7 y 40.6 ppmd v‘)}rdros metinos CS4.4 y 41.7 ppm,
sefiales negativas). : i

El espectro de RMN gt CEspectro 2.9) indicé que dos de los
metilos se encontraban unidos a carbonos de caracter olefinico
C1.72 y 1.49 ppmd en tanto que el tercero se encontraba unide a un
carbono terciario (1.25 ppnm, d, J = 7 H=D no olefinico.
De manera adicional, se observaron c¢laramente sefiales para dos
hidrdégenos vinilicos en la regién comprendida entre 4.88 y 5
ppm, el hidrdégenc base de una funcidn lactdnica en 4.53 ppm Cdd,J
= @ Hzd d(Borella, 1992; Marco, 199i; Tan et al, 1991> y el
hidrdgeno anomérico del azucar en 4.41 ppm (d J = 8HzDd. La
magnitud de la constante de acoplamiento de este Ultimo concordaba
con la naturaleza 3 del enlace glicosidico; la hidrdélisis del
glicdésido ceon la enzima fB-glucosidasa confirmdé lo anterior.
El tratamienteo del producto natural con anhidrido acéticeo y
piridina condujo a la obtencidn de el derivado tetraacetilado 43a
CFigura 2.9 confirmando quimicamente la presencia de una sola
unidad de glucosa en la molécula y la ausencia de funciones
carbindlicas adicionales en la porcidn aglicona del compuesto 43.
El espectro de RMN *H CEspectro 2.10) del derivado 43a mostrd
mejor resolucidn de las sefiales correspondientes a la porcidn
glicosidica {(f3-D-glucosad. En el espectro COSY del producto 43a
ilustrado en 1la Figura 2.8 se pueden observar claramente las

conectividades de los hidrégenos del azucar.
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. porcidn sacarida del’ producto natural.
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lLas evidencias quimicas y espectroscépicas presentadas hasta

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

porcidn sacarida del producto natural, asf{ mismo sumadas a
consideraciones quimioctaxondmicas CTan, 1991 ; Milosaul jeuic,
19913, permitiercon inferir que la aglicona era una lactona
sesquiterpénica que presentaba dos dobles ligaduras
trisustituidas, dos grupos metilos unidos a carbonos

insaturados y un metilo unido a un carbono terciario.

13C de la aglicona

El analisis de los espectros de RMN*H v
43b CEspectro 2.11, 2.12) obtenida por hidrélisis enzimatica
claramente indicé que la lactona era una germacradiendlida
(Miyase,1991; Zdero, 1987; Ohmura,1989; Cardona, 1991; Uchiyama,
19890 que presentaba el anillo lactédnico de cinco miembros trans
fusionado en las posiciones c-8 y C-7 del nucleo base y un
sustituyente oxigenado en C-2 (un hidroxile en la aglicona 43b y
un residuc -D-glucopiranesil en el productoe natural 43D. Las
evidencias mas importantes que permitieron establecer la anterior
conclusidén fueron las siguientes:
ad En el espectro de RMN'H Cespectro 2.11) se observé una sefial
doble de dobles en 4.51 ppm CJS—E‘:: 10 Hz y J6—7

al hidrédgeno geminal base de la lactona CHGD. Esta sefial a su vez

=8.90 Hzd asignada

correlacionaba en el espectro COSY (Figura 2.7 con el doblete

ancho en 4.832 ppm con una J = 10 Hz C(H-S) y con el multiplete en

5-6
1.687 ppm CH-7) con una J6—7= 8.9 Hz. El doblete cuarteteado en
2.20 pmm CH-11D J11_7= i2 Hz, Ji1.48 7 HzZ también
interaccionaba con H-7 (1.63 ppm) y con el doblete C J1 3-11" 7 H=zD
en 1.286 Hz. Cabe mencionar que H-7 mostraba correlaciones

dificiles de determinar en el espectro de la Figura 2.7, pero que
indicaban la presencia de otros hidrégenos vecinales ademas de H-6
y H-11. La magnitud de las constantes de acoplamiento entre H-8 vy
H-7 eran congruentes con la disposicién trans diaxial de estos
hidrégenocs C(Mata, 1984; Bohlman, 1980>. Las conectividades
previamente descritas permitieron deducir la estructura parcial

A,

20
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W\

Estructura parcial A,

Nétese que en la estructura parcial A se colocéd un metilo
sobre el C—-4, ya que el espectro de la aglicona, al igual que el
del producto natural, mostré sefiales para dos metilos sobre doble
ligadura trisustituida en 1.48 y 1.73 ppm.
b> La otra sefial vinilica del espectro que absorbe en 4.94 ppm
CH-1, d, I, 2=
CFigura 2.8) con la resonancia en 4.68 (H-2, ddd,

Hz , Ja—srf
quimico debia corresponder a un hidrdgenoc alilico y geminal a la

Q.93 H=zd, .correlacionaba en el espectro COSY
J1—2= J2—3a= 9.9
5,8 H2), que con base en la tecria del dezplazamiento

funcidén carbindlica de la aglicona (funcién Q-glicosidica del
producto naturalD. Esta ultima sefial se desplazd
paramagnéticamente a 5.61 ppm en la aglicona acetilada (Espectro
2.132. A su vez H-2 se acoplaba con los multipletes
centrados en 2.8% ppm C(H-3a, dd, J3o(—3/?= 11.2 H=z, J3a—2=5'5 HzD> y
2.05 ppm C(H-373, dd, J3/?—3a= “T3{3—2= 10.8 HzD. Es de hacer notar que
H-3aa y H—-3/3 conformaban el sistema AB tipico de dos protones

geminales de un metileno, vecino a un centro asimétrico. De nuevo
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Figura 2.7. = . Correlacién homonuclear . de: la porcién aglicona del

proauétc 43b.
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Figura 2.8.- Correlac:.én homonuclear de los protones H 1, H-2a,

: H Say H -33 del producto natural
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el valor de J entre H-2 y H-373 era 'con‘gruentérconrrla disposlciéﬁ
trans de estos hidrégenos. DR AR arn ) ; i
Las conectividades recién descritas permitieron deducir la

estructura parcial B.

H
HO TR

Estructura parcial B.

Siguiende el misme razonamiento que en el caso de la
estructura parcial A, el segundo metile vinilico se culocd sobre
el C-10 de la estructura parcial B.

Finalmente, en 2.37 ppm (H-Sa, dd, J= 13,6.3Hz) y 1.90 H=z
(8a, ddd, J= 13.0, 6.3 y 2 Hz), se observaban dos multipletes, que
ademas de interaccionar entre si, presentaban correlaciones
adicionales. En el espectro COSY de la aglicona acetilada (Figura
2.9), estas interaccicnes se observaban mas claramente, la seflal
en 2.41 ppm (H-9a, dd, J = 13 Hz, J

So—3r3 Sa-8f3
con un doblete anchoe en 2. 04 ppm CH-973,dda,

= 6.3 Hz) se acoplaba
Jgﬁ—9a= 13 Hz). H-Sa a
sSu vez interaccionaba con el doblete de doblete centrado en 1.91
ppm CH-8a, dd, Jea—go\= 5.8 Hz; Jea—erf 12.9 Hzd y H-8a con el
multiplete entre 1.6 y 1.75 ppm, donde evidentemente resuenan H-8/3
y H-7. Con base en las observaclones antes sefialadas se dedujo la

estructura parcial C.
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Estructura parcial C.

La integracidn de las estructuras parciales A,B y C permite

proponer la ectructura D.

Estructura D.
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Figura 2.9. Correlacién homonuclear de los protones  H-Ba, H-BfF,
H-9a, ‘H—Qﬁ' y H-7 de la aglicona acetilada. et
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La estereoquimica relativa del grupo metilo en: C-11 se -
determinéd con base en las sigulentes consideraciones:
a) El valor de la constante de acoplamiento entre H-7 y H-11 en
43 y sus derivados 43b y 43c.
b> El analisis del efecto de disoclventes (benceno y cloroformed
sobre el desplazamiento del metilo C-13 en la aglicona acetilada
43c.

En el primer caso como se ilustra en el Espectro 2.13 y de
acuerdo a un estudio realizado por Nirayanan et al., <1968), los
metilos pseudoecuatoriales en el centro C~11 de las lactonas
sesquitérpenicas con el anillo lacténico trans fusionado entre
C-6 y C~7, se desplaza diamagnéticamente alrededor de 0.23 ppm en
soluciones de benceno-d_ en relacidn a los valores observados en

(=]

soluciones de CDCL CEspectro 2.143, Por otra parte, en las

3
lactonas con las mismas caracteristicas estructurales, pero con

metilos pseudoaxiales en C-11, el desplazamiento a campo alto es

de una mayor magnitud CA = + 0.486D. En el caso de la aglicona
acetilada 43c la diferencia en la magni tud de los
desplazamientos quimicos para C-13 (AS = 6CDC13 - 6CBD63 fue de

+ 0.23, consistente con la naturaleza pseudoecuatorial del metilo
C-13 y, por lo tanto, con la orientacién o del mismo. La magnitud
de la constante de acoplamiento entre H-7 ¥y H-11 fue de 12 Hz, lo
cual era congruente también con la disposicidédn o del metilo C-13;

si la ocrientacién hubiese side 2 la constante de acoplamiento

.I7_11 corresponderia a un valor aproximade de 7.5 Hz CNarayanan y
ven Katasubramaniam 19868; Borella, 1982, Marco, 1991 ;
Jacupovic, 1991; Mengi, 1991). El espectro de 1 3c de la

agllicona 43b era muy similar al del glicdsideo y diferia tan solo
en la ausencia de las sefiales del azucar y en el desplazamiento
quimico del C-2. En el caso del compuesto 42 esti resonancia se
encontraba desplazada a campos mas bajos debideo al efecto de

glicosidacidn Cver Cuadro 2.18).
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Por ultimo para determinar en forma decisiva la
estereoquimica en C-2 de la aglicona 43b y del producto natural 43
se analizd el patrén de acoplamiento que presentaba el hidrégeno
geminal a la funcidén carbindlica en el derivadoc 43d, obtenido
mediante la hidrolisis acida del producte natural.

Los espectros de resonancia megnética nuclear protdnica
CEspectro 2.15> vy de 13C CEspectro 2.16) de 43d presentan las
caracteristicas de una lactona sesquiterpénica del tipo
eudesmandlida C(Mata, 1884; Herz, 1983; da Silva, 1981) con un
metilenc exociclico en la posicién C—4 y al igual que la aglicona
43b presentaba el anillo lactédnico itrans fusionado entre las
posicicnes C-6 y C-7 del nucleo base y una funcidn carbindlica en
c-2a.

Las diferencias y similitudes mas importantes entre los
espectres de RMN de la aglicona 43b y el producto de hidrdélisls
4dcida 43d, asi como el analisis del patrén de acoplamiento que
permitid establecer la estereocquimica relativa en el centro

C-2 del producto natural se resumen a continuacién:

1.~ Resonancia Magnética Nuclear Proténica:
1.14.- La sefial correspondiente al hidrégeno geminal de la funcidn
carbindlica en C-2 se encontraba diamagnéticamente desplazada en
43d a 3.92 ppm CAH_2 43b - 433 = 4.B8 - 3.92 = + O0.76D,
consistente con la pérdida del caracter alilico de H-2.

Esta sefial se observaba como un doble de doble de doble de
dobles con constantes de acoplamienteo J = 12.8 y 5.3 Hz ,

indicando claramente que H-2 interaccionaba con los hidrégenocs de

dos metilenos vecinales. El wvalor de 1la constante de
acoplamiento J = 12.5 Hz era congruente con la disposicidn trans

diaxial de H-1la, H-23 y H-3a vy en consecuencia con la
estereoquimica a ecuatorial del hidroxilo en C-2. La constante
de acoplamiento de 5.2 Hz correspondia a la interacciones
axial —ecuatorial de los hidrégencs H-273, H-173 y H-33 . Con base a
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este analisis se pudo inferir entonces que la estereoquimica de la
funcidn oxigenada en los compuestos 43 y 43b era también a.

1.2.- En el espectro de 43d no se observaron sefiales para metilos
sobre dobles ligaduras Yy en su lugar se observéd una sefal
simple para un grupe metilo unido a un centro cuaternario en 0.89
ppm y dos singuletes anchos en 5.05 y 4.90 ppm, asignables a los
protones vinilicos de un metlileno exociclico (Jacupovic, 1991D.
Estas dos wltimas resocnancias mostraban una clara interaccidén en
el espectro COSY (Figura 2.10).

1.3.~ La sefial de H-5 en 43d se observd como un doblete en 2.15

ppm CJ5_6=11 .1 Hz), el cual interaccionaba con e! doblete de
dobletes en 3.89 ppm (H-8, J6—5=16—7= 10.6 Hz) en el espectro de
correlacidn homonuclear (Figura 2.103. A su vez H-6 (3.99 ppm
interaccionaba con H-7 (1.688 ppmd. La multiplicidad de las

sefiales anteriores y la magnitud de las constantes de acoplamiento
eran congruentes con la disposicidn trans de la lactona entre H-B
y H-7. Como era de wosperarse la sefial de H-8 se encantraba
tambi én despl azada paramagnéticamente en relacidén al
desplazamiento observade para el protédn H-6 en el compuesto 43b.

1.4. - Por ultimo, las sefiales para H-13 y H-11 del compuesto 43d
fueron similares tanto en desplazamientos quimicos como en el

patrén de acoplamiento, a los observades en e]! compuesto 43b.

2. - Rosonancia magnética nuclear de 13C:
2.1.—- En ambos compuestos 43b ¥ 43d el espectro presentd 195

sefiales, de las cuales las correspondientes a C~1i2 (C=0 de 1la
lactonal), C-6 (C-O de la lactonal, -2, C-3, C-7,C-11 y C-13
resultaron muy similares.

2.2.- En la =zona donde resuenan los carbonos vinilicos se
observaron sélo dos sefiales en 141.70 ¥y 111.40 ppm, observacidn
consistente con la presencia del metileno exociclico en C-4.

2.3.— En 29.70 ppm CC-12, 53.70 ppm (C-5>, 45.70 ppm {(C-10) se

encontraban sefiales asignables a un metileno, un metino y un



Figura 2.10. - Correl acidn homonuclear de la aglicona 43d- obteni dalog

pér hidrolisis acida.
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carbono cuaternario, respectivamente las cuales sustituian tres de
las sefiales clefinicas de 43b y que permitieron por comparacidén
con modelos adecuados establecsr que el producte 43d era una
eudesmandlida (da Silva,1981; Mata,1984; Herz,1883, Milosaul jevic,
1991; Mengli, 1991). Asi mismo las tres sefiales restantes en 22.80,
37.690 y 18.809 ppm correlacionaban con las previamente descritas
para los carbonos, C-8, C-8 y C-14 de varias eudesmandlidas (da
Silva, 1981 ; Mengi , 1991, Shekhani , 19803 Jakupovic, 1991 ;
Shimuzu, 1989). Con base en las consideraciones anteriores la
estructura para el compuesto 43d obtenido por hidrélisis 4cida

se establecid como se ilustra a continuacidn.

HO'--.

Estructura del compuesto 43d.

La formacidn del compuesto 43d durante la hidrdélisis acida
del producto natural (432, a partir de la aglicona 43b se puede

explicar mediante el siguiente mecanismo de reaccidn.
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awr-0..,

434

‘"Con base en la discusid¢n anterior la estructura del compuesto
natural 43 y de la aglicona 43b cbtenida por hidrolisis enzimatica
se propone como 2a-f3-D-glucopiranosiloxi —A:I'C:"O)""C53
B0, 73,113,128~ olida y 2a-hidroxi-atc1024C¢5
113,12-6lida, respectivamente.

—germacradien—

—-germacradien- 6«, 73,

Cabe hacer notar que la estructura propuesta para la aglicona
43b corresponde a la previamente descrita para el producto de la
reduccidn catalitica de la tamaulipina A (Fischer et al, 1968;
witt et al, 1978). Los escascos datos de RMN protdnica descrita
por Fischer se encuentra en perfecta armonia con los encontrados
para la aglicona 43b. También es importante mencionar que el
tratamiento de la dihidrotamaulipina con Acido acético y anhidrido
acético C(Fischer et al, 19682 no da origen al eudesmansc
correspondiente, sin embarge bajo las condiciones de la hidrolisis
Acida de 43 CHClL 2N) se formo el eudesmano 43d, ne descrito
previamente como derivado sintético ni como producto natural.

El compuesto 43 presentd un LC mayer a 1000 ppm en la

50
determinacidn de toxicidad para Artemia salina. En la
determinacidn de la actividad antimicrobiana potencial los
resultados obtenidos fueron negativo, Por dltimo en la valoracidn

de actividad citotéxica en las lineas celulares KB y en P-388
los resultados no fueron significativos CED‘SO > 20 ul/mid,
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RESUMEN Y CONCLUSIONES.

1.- El extracto CHCL3: MeOH de las partes aereas de Ratibida
latipaliaris mostro wun toxicidad significativa para Artemia
salina. Asi mismo el extracto demostro una notable actividad
antimicrobiana en contra de Staphylococcus aursus, Bagcillus
subtilis, Pseudomona aeruginosa, Escherichia celi y también mostro
actividad en contra de Candida albicans, ademas exhibio
significativa actividad citotéxica en los sistemas de cultivos
celulares humanos de KB, carcinoma de pecho, carcinoma de pulmén y
adenocarcinoma de colén

2.~ El fraccionamiento biodirigido del extracto activo mediante
la determinacidén de la toxicidad contra Artemia salina permitio el
aislamiento y la purificacidn de 7 compuestos, los cuales fueron
caracterizados mediante métodos quimicos y espectroscédpicos como:

la ratibindlida I (36D, la ratibindlida II (37>, el pB-sitosterol

C38), la hispidulina ((40), el B-D-glucositosterol (41), ia
pedalitina c4azd y el glicésido 2=-o=3-D~glucopiranosil -

A1(10),4€5) —germacradien-6«, 7(3,113~o0lida (43D, constituyendc este
Gltimo un nuevo producto natural. Cabe destacar que el producto
natural 43 es el primer germacranélido aislado del género
Ratibida.

3.~ De los compuestos aislados solamente la ratibindlida I y la
ratibinsdlida XII mostraron alta toxicidad para Artemia salina en

concordancia con las resultados previamente obtenidos C(Rojas, et
al 19905. Por otra parte las flavonas hispidulina y 1la
pedalitina fueron los Unicos compuestos que demostraron moderada
actividad antimicrobiana en contra de bacterias Gram positivas.
Posiblemente la actividad que presentd el extracto original se
debia entonces a un efecto sinérgico de los dos flavonoides y a la

presencia de otros compuestos aun no aislados.
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4. - Se determiné 1la actividad citotdéxica de 1las lactonas
sesqui térpenicas aisladas en las lineas celulares KB y P-388. La
ratibinsdlida III (430 resulto inactiva en ambas lineas celulares
CEDSO > 20 ugsml), la ratibinolida I (38) y la ratibindlida II
C(37) demostraron una actividad significativa en el sistema P-388
CED5° = 2.3 y 0.2 ugs/ml respectivamented. _
5.= La hispidulina también fue evaluado como agente potencial
citotdxico a pesar de que su toxicidad para Artemia salina fue >
de 1000 ug/mi. La flavona resultoc bastante activa en el sistema
P-388 (Z!:'JD50 = 0.4 ug/mld.

6. - Se logrdé establecer inequivocamente la estereoquimica en el
centro quiral C-1 de la ratibindlida II mediante el anilisis de

difraccién de rayos X. Ademas el estudio permitid generar un
13 ’

modele de C en eudesmanélidas con caracteristicas estructurales
de la ratibindlida II.
7. = Desde el punto de vista biogenético la

coexistencia del compueastio 2~a~--D-glucopi ranosil—A1C1O)’ 45

germacradien-6a=73=-112~olida C43) y de la ratibindlida I (386 y
la ratibindlida II (37) permiten especular la siguiente ruta
metabdlica.

!
| ‘

36

3

r
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