
•. i:. 
e 

.. ~-

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

"AISl.AMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA 

DIHIDROISOHYENANCHINA DE CELAENOOENDRON 

MEXICANUM STANDl. (EUPHORBIACEAEI Y ES1'UDIO 

FITOOUIMICO PRELIMINAR DE ANNONA GLAUA L 

(ANNONACEAEI" 
f.iTff-~?~9~:: 
'"~F:?q' ·~: · · 1 

\,,:;:,)~~~ 
T E 5 

PARA OBTENER EL TITULO DE: 

OUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

p R E S E N T A 

ERIC GARCIA GOMEZ 

MEXICO, D. • . 1993 
'l't'l:',~ ('f"~ 
}t;'\.• !J V 

" -~ -~~\ 

JALth f t ~ -' ~~·l' 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

LISTA DE CUADROS 

LISTA DE ESPECTROS 

LISTA DE ESQUEMAS 

LISTA DE FIGURAS 

11 

111 

111 

CAPITULO AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA 

DIHIDROISOHYENANCHINA DE CEL.AENODENDRON MEX/CANUM. 

INTRODUCCION 

1.1 Generalidades y antecedentes sobre Celaenodendron 

mexicanum Standl 

1.2.1 

1.2.2 

1.2.3 

1.2.4 

1.2.5 

2 

3 

4 

Caracterlstlcas estructurales y distribución 

Biosíntesls 

Propiedades físicas 

Determinación estructural 

Actividad Biológica 

HIPOTESIS 

OBJETIVOS 

PARTE EXPERIMENTAL 

Estudio fitoquímlco y biológico de la corteza 

Materiales y métodos 

Material vegetal 

Análisis cromatográficos 

Métodos de extracción y fraccionamiento 

B 

9 

13 

13 

15 

16 

16 

17 

17 

17 

17 

17 

17 

4.1 

4.1.1 

4.1.1.1 

4.1.1.2 

4.1.1.3 

4.1.1.4 Estudio de las fracciones eluidas con CHCl3-Me0H 95:5 del 19 

cuadro 1.1 



4.1.1.4.1 Aislamiento de la dlhldrolsohyenanchina C21) y del producto 19 

(A). 

4.1.2 Caracterización de las sustancias aisladas 20 

4.1.2.1 Determinación de constantes físicas y espectroscópicas 20 

4.1.2.2 Obtención de los derivados acetilados del compuesto (21) y 20 

del producto (A) 

4.1.2.3· Determinación de la toxicidad para el crustáceo Artem/a 21 

salina Leach 

4.1.2.4 Ensayos biológicos 21 

5 Resultados y discusión 22 

6 Conclusiones 31 

· CAPITULO 2 ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE ANNONA GLABRA L 

(ANNONACEAE) 

INTRODUCCION 40 

1.1 Antecedentes sobre Annona glabra L 40 

2 JUSTIFICACION 41 

3 HIPOTESIS 43 

4 .OBJETIVOS 43 

5 PARTE EXPERIMENTAL 45 

5.1 Material vegetal 45 

5.2 Análisis cromatográllcos 45 

5.3 Métodos de extracción y fraccionamiento 45 

5.4.1 Aislamiento de fanostenlna ~ 47 

5.4.2 Aislamiento del P-0-glucositosterol 47 

6 RESULTADOS Y DISCUSION 50 

7 CONCLUSIONES 56 

BIBLIOGRAFIA 66 



LISTA DE CUADROS 

Cuadro 1.1 Resumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 6 

columna del extracto clorofórmico de Celaenod8fldron 

mexlcanum Standl 

Cuadro 1.2 Fuentes naturales de algunos plcrotoxanos 12 

Cuadro 1.3 Propiedades físicas de los plcrotoxanos 14 

Cuadro 1.4 Agentes reveladores utilizados para los análisis 18 

cromatográflcos 

Cuadro 1.5 Constantes físicas y espectroscópicas de 21 23 

Cuadro 1.6 Constantes físicas y espectroscópicas de 2.tA 29 

Cuadro 2. 1 Resumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 48 

columna del extracto alcaloideo de Annona glabra L. 

Cuadro 2.2 Resumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 49 

columna del extracto 111 del esquema 2. 1 

Cuadro 2.3 Constantes físicas y espectroscópicas de g 



ll 

LISTA DE ESPECTROS 

Espectro 1 Espectro de IR de la dihldrolsohyenanchlna (21) 32 

Espectro2 Espectro de RMN1H (pirldina-d5) de 21 33 

Espectro 3 Espectro de RMN13C APT (plrldina-d5) de 21 34 

Espectro4 Espectro de RMN'3C DEPT (plridlna-d5) de 21 35 

Espectro 5 Espectro de RMN13C HETCOR de 21 36 

Espectro 6 Espectro de masas de 21 37 

Espectro 7 Espectro de RMN1H de.2111 38 

Espect~o 8 Espectro de RMN1H COSY de 21a 39 

Espectro 9 Espectro de IR de la fanostenlna ~ 59 

Espectro 10 Espectro de RMN1 H (pirldlna-d5) de U 61 

Espectro 11 Espectro de RMN1H COSY de g 62 

Espectro 12 Espectro de RMN13C (plridlna-d5) de U 63 

Esplictro 13 Espectro de RMN13C DEPT de g 64 

Espectro 14 Espectro de masas de g 65 



LISTA DE ESQUEMAS 

Esquema 1.1 

Esquema 2.1 

Preparación del extracto clorofórmico de la corteza de 5 

C. mexicanum 

Preparación y fraccionamiento del extracto metanóllco 46 

de las hojas de Annona glabra L. 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. 1 Metaboll!os aislados de las diversas partes vegetales de 3 

Celaenodendron mexicanum Standl. 

Figura 1.2 Estructura base de los plcrotoxanos 8 

Figura 1.3 Ejemplos de plcrotoxanos naturales 10 

Figura 1.4 Origen blogenetico del nucleo plcrotoxano 13 

Figura 1.5 Espectro COSY (plrldlna-ds) del compuesto g 27 

Figura 1.6 Estructuras parclales del compuesto 21 derivadas del 28 

análisis del espectro COSY. 

Figura 1.7 Estructura probable del compuesto 21 28 

Figura2.1 Metabolltos secundarios aislados de Annona glabra L. 42 

Figura2.2 Estructura base de los alcaloides aporfinlcos 53 

Figura2.3 Patron de fragmentación del compuesto g 

III 



CAPITULO 1 

AISLAMIENTO DE LA DIHIDROISOHYENANCHINA DE 

CELAENODENDRON MEXICANUM STANDL IEUPHORBIACEAEI. 

l. INTRODUCCION 

1. 1 Oenarelld•des y entacadentas sobra CelllfHKHiendron mexlcanum Standl. 

Celaenodtmdron mexlcanum Standl es una planta endémica de 

México perteneciente a la familia Euphorblaceae [subfamilia Oldfleldloldeae, 

tribu Hyaenancheaa, subtrlbu Palrvaeuslnael (Webster, 1975). Se le conoce 

popularmente con el nombre de palo prieto (Jury, 19871 y se encuentra 

distribuida en loa estados de Jalisco y Slnaloa (Martfnez, 19871. Cabe 

destacar qua al género Celaenodendron es monotfpico. 

C. trMXfcanum Standl ea empleada en la medicina popular como 

un agente antiséptico, su corteza se utiliza principalmente para la 

construcción de casas ya que es altamente resistente al ataque de 

Insectos y de microorganismos; ademas tiene la característica de crecer en 

selvas caduclfollas formando bosques, observándose que en su habitat no 

permite el crecimiento de otras especies a su alrededor (Castafleda, 1991). 

Desde el punto de vista fltoqufmlco, las partes aereas, semillas y 

algunas de las fracciones cromatográflcas del extracto clorofórmico de la 

corteza de la planta han sido recientemente objeto de estudio (Castañeda lit 

ilJ, 1992; Bahena, 19921, constituyendo estos los unlcos trabajos que se 
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han descrito sobre la especie. Estas investigaciones permitieron el 

aislamiento y caracterización de varios metabolltos secundarios, mismos 

que se resumen en la Figura 1. 1. Es Importante destacar que el único 

metabolito común encontrado hasta el momento de las diferentes partas 

vegetales analizadas, es la sustancia nitrogenada 121. Para el estudio 

fltoqulmlco preliminar de la corteza, el material vegetal molido y desecado 

procedente del municipio la Huerta, Jalisco, se extrajo de acuerdo al 

procedimiento resumido en el Esquema 1.1. El extracto resultante (59.3 g) 

se fraccionó de manera preliminar mediante una cromatografía preparativa 

en columna abierta, utilizando como adsorbente gel de sílice; el proceso de 

elución se efectuó con hexano-cloroformo an diferentes proporcionas, 

. cloroformo, cloroformo con cantidades crecientes de metano! y matanol, 

obteniandose un total da 369 fracciones da 150 mi cada una, uniandosa 

aquellas cromatograficamanta similares. En al Cuadro 1. 1 se resume, los 

sistemas da aluyantas empleados, al número de fraccionas aluldas con cada 

una da ellos, las fracciones combinadas y los compuestos aislados. (Bahana, 

1992). Las fracciones combinadas 1-X y XXII-XXIV (Cuadro 1.1) fueron 

Investigadas desde el punto de vista fitoqulmico por Bahena (1992), 

restando por analizar las fracciones XII-XXI (Cuadro 1 . 1 l . 

Adicionalmente, se evaluó el efecto del extracto total de las partes 

aereas, corteza y semillas sobre el crecimiento radicular de Echlnochloa 

crusga/11 y Amaranthus leucocarpus, y sobre hongos fitopatógenos. El 

extracto total de las partes aereas mostró un efecto selectivo inhibitorio 

sobre el crecimiento de Amaranthus y una acción estimulante sobre 

Echlnochloa, (Castañeda ll1 JI!, 1991 ), en tanto que con el extracto de 

semillas se observó un efecto _selectivo al estimular el crecimiento de 

2 
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Figura 1.1 Metabolilos aislados de las divenas panes vegetales de C. mexialllum S. (Coot.) 



MATERIAL VEGETAL PULVERIZADO (A) 

1) Extracción con CHC'3 (B) 

2) Filtrar 

3) concentrar in vacuo. 

EXTRACTO CLOAOFORMICO (C) MATERIAL VEGETAL 

A) Can1idad de material vegetal (0.857 Kg). 

8) Extracción via maceración (6 veoes por periodos de 48 Hrs. con un volumen 

aproximlldo de 4 Lle.). 

C) Cantidad de extracto clorolónnioo 59.3 g. 

Esquema 1.1 Preparación del extracto clorofórmico de la corteza de 

O.rr.xicanum(Bahena 1992). 
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ELUYENTE PAOPORCION NUMERO DE FRACCIONES 
FRACCIONES COMBINADAS 

Hexano-cloroformo 50:50 1-40 1· 
Hexano-cloroformo 40:60 41-fl8 11 

111· 
IV 

Hexano-cloroformo 30:70 69-85 V* 
Hexano-cloroformo 25:75 86-111 VI* 

Hexano-clorofornio 20:80 
VII* 

112-127 VIII* 
Cloroformo 100% 128-135 IX* 
Cloroformo-metanol 95:5 136-227 X* 

XI 
XII 
Xill 
XIV 
XV 
XVI* 

Cloroformo-metanol 80:20 302-319 XVIII* 
Cloroformo-metanol 70:20 320-349 XX** 

XXI 
Cloroformo-metanol 60:40 350-356 XXII* 
Cloroformo-metanol 50:50 357-363 XXIII 
Melanol 100% 364-369 XXXIV 

*Fracciones no investigadas debido a la pequefla cantidad obtenida y a la 

oomplejidad de las mismas. 

**Fracciones investigadas en estudios previos. 

Cuadro 1.1 Reaumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 

oolumna del extrac1o clorofórmico de O. mexicanum (Bahena, 

1892) 
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Amaranthus e inhibir el de Echlnoch/oa (Bahena, 1992). Por último, el 

extracto total clorofórmico de la corteza Inhibió de manera poco significativa 

el crecimiento radicular de ambas especies (Bahena, 1992). 

Con respecto a los ensayos contra hongos fitopatógenos el lixiviado 

acuoso de les semillas de C. mexlcanum S. presentó un efecto estimulante 

sobre Pythlum. En cuanto al extracto metanólico de las semillas, este 

inhibió el crecimiento radial de Helmlnthosporium sp y Fusarium sp (Bahena, 

1992). Finalmente, en el caso del extracto total de las partes aereas los 

resultados fueron poco alentadores ya que no se observó inhibición 

significativa del crecimiento de los hongos objeto de estudio (Castañeda fil 

ll.l. 1991). 

Con respecto a los compuestos aislados hasta el momento solo se 

han evaluado los obtenidos de las partes aereas incluyendo· le sustancie 

nitrogenada (1). La frledelina l!l y le maytensifolina B l5.l mostraron un 

efecto Inhibitorio significativo sobre Echlnochloa en tanto que sobre 

Amaranthus el efecto fué estimulante. Por el contrario las blflavonas 

presentaron un efecto estimulante sobre Echinochloa e inhibitorio sobre 

Amaranthus. El compuesto nitrogenado inhibió de manera poco significativa 

el crecimiento radicular de Amaranthus y Echinoch/oa. En relación a la 

actividad antlfúngica da los compuestos en general los resultados fueron 

negativos, no ancontrandose inhibición o estimulaclón alguna sobre el 

crecimiento radial de los hongos objeto de ensayo (Castañeda fil ill. 1991; 

Bahena, 1992). 
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Por último, se determinó la toxicidad de los extractos ya 

mencionados y compuestos aislados para Artemia salina Leach, (Anderson, 

19911. En todos los casos la LC"° calcuÍada (concentreción letal medial fue 

mayor a 1000 pg/ml. (Castalleda, 1991; Bahena, 19921 • 

1.2 Oenerelld•de• sobre plcrotoxanoa almplH. 

1.2.1 C1r1ct1rlstica1 estructurales y distribución. 

Los picrotoxanos simples son sesquiterpenoldes que tienen como 

eaqualeto bise la estructura Indicada en la Figura 1.2. 

" 

10 

Figllra 1.2 Eowctura baae de la. picrotcoc.,a. 

La mayorla de los picrotoxanos naturales descritos tienen como 

característica común un anillo lactónlco de cinco miembros que Incluye a los 

carbonos C-3, C-4, C-5 y C-15 del esqueleto base (ver la Figura 1.21. Estos 

compuestos generalmente presentan funciones oxigenadas de diferente 



naturaleza {hidroxilo, metoxilo, epóxldo, ceto, etc) en diversas posiciones, 

principalmente en C-2, C-6, C-8, C-7, C-13 y C-11 y con menor frecuencia 

en C-4. Algunos presenten lnsaturaclones entre C-8 y C-9 como es el caso 

de los compuestos llal - (lil de la Figura 1.3, otros presentan otro grupo 

lactónlco entre las posiciones C-13 y C-2 como la plcrotlna llll y la 

edunclna 1.221 • En la Figure 1.3 se Ilustran alguos ejemplos de plcrotoxanos 

simples. 

Verlos plcrotoxanos son de naturaleza alcaloidea, siendo el prototipo 

estructural le dendroblne 1.211; otros ejemplos lo constituyen la 

dendramlne l.2.&l y la 2-Hidroxldendroblna 12!ll. 

En cuanto e su distribución en la naturaleza podemos decir que los 

plcrotoxanos se han descrito solo en cuatro femilles de plantas, las 

Menlsperm6ceas, Slmarub6ceas, Euforblaceas y Orquldaceas, 

conteniendo la última principalmente picrotoxanos alcaloideos. En el 

Cuadro 1.2 se ilustran algunas fuentes naturales de estos compuestos. 

1. 2. 2 Blo•lnteala. 

Los spsqulterpenoldes del tipo plcrotoxano se bloslntetlzan por la 

ruta acetato-mevalonato teniendo como precursor al 2-trans-farnesol {H) y 

de acuerdo a la secuencia metabólica señalada en la Figura 1.4. Cabe 

destacar, que la mayorla de los estudios experimentales acerca de le 

blosíntesls de estos compuestos se han realizado sobre·· el alcaloide 

dendrobina 1.211 (Herbert, 19891. 

9 



Figura 

y ·~ 
Oll 

picrotina Clll picrotoxinina (J.J.) 

coriamyrt1na: Rl~, Ra•Rl•H (li} 

Tutina: Rl•R2-0H, Rl•H (15.) • 

Hyananchina: Rl•R2•R3-0H (1.§J • 

Subetancia C: Rl•R.1-0H, R2-c»le (11) • ..+.. 

Cor Janina (li) 

.. 
Picod•ndrina J (llJ 

Dihidro180hyenanc:llina R1-R2•Rl• OH (,U) 

SW.tancia O Rl•Rl• OH, R2 .. Olle (.22) • 

¡.J Ejemplos de picrotoxanos naturales. 
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llO ..... 1 o HO=é<~·-.. 
o o o ····-

OH , "'J' 
CM,-CM~O 

RO. ... _·· .... 

llO 1 ¡ 

..A.. ..A.. 
o o .... °" 

LubJ.aina Caf.J 

Dendrina CJ.lll 

A 
Pr9toxina C'-51 

_,,a~ Dendrobina: Rl• H, Ra• 11-H (.22) 
H3C 

Jll2 o o ll¡ Dendr .. t.na: Rl• P,-oH, R2• tl-H CZB> 

2-hi-i~bina1 111-a, Ra• Clll (.221 

:::~/q" .... 
o 

o 

Dendroxina: R- R Clll 

•-hidroxi~xina: R- Clll (la) 

Hobilina Clll • 

-Figura 1.3 Ejemplos de picrotoxanoa naturales (continuaci6n) 
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FUENTE NATURAL 

CJrcliidaulu. 

DendrobiMm CUlloe1IMJft 

Dendrobium adunciuil 

Dendrobium nobih 

COMPUESTO AISLADO REFERENCIA 

DendrobiMmfiNJla'JltlllU"' 

Euphorbiaceae. 

Hyettant:IN 81obo6a 

M•nispe~. 

T'11lit:otlaldnl c:apen&e 

Comriajaponica 

Comria myrtifolia 

Comria arl>orea 

2a.~ 

22 

2Z 

2.11 
ag 

31..32 

33 

2i 

21. .1§ 

.1.Z 

2Z 

2&.2§ 

.1§ 

M 

.ti 

.1§ 

M 
.1§ 

Cuadro 1 .2 Fuentes naturales de algunos plcrotoxanos. 

Dahmun, 1978 

Ga-11, 1976 

Corilella, 1975 

lnubushi, 1966 

GraneKi, 1970 

Okarnoto, 1966 

Yamamura, 1964 

Granelll, 1970 

Jommi; 1964 

Corbella, 1967 

Jommi, 1965 

Corbella, 1969 

Jommi, 1970 

Okuda, 1964 

Okuda, 1971 

Jommi, 1970 

Okuda, 1964 

Jommi, 1965 
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Figura 1 .4 Origen biogen6tlco del núcleo plcrotoxano (Herbert, 19891. 

1 .2.3 propladades físicas. 

Los plcrotoxanos simples son sólidos, opticamente activos y en 

genaral son solubles en metanol y cloroformo. En el Cuadro 1.3 se Indicen 

las propiedades flalcaa de algunos de ellos. 

1 .2.4 Determinación estructural. 

Para la elucidación estructural de los plcrotoxanos Imples se han 

utilizado tanto métodos químicos como físicos (aspectroscóplcos, 

aspectrométrlcos, difracción de rayos X, y quiroóptlcos, etc). En la decada 

de los sesentas, la determinación estructural se realizó fundamentalmente 

mediante complejas degradaciones químicas, misma que en muchas 

ocasiones condujeron a resultados erroneos, como en los casos de la 

determinación estructural de la corla mirtina (J.!) y tutlna 11.li.l (Portar, 

1967). Mas recientemente los métodos espectroscópicos y 

espectrométrlcoa han demostrado ser de gran utilidad para la 

caracterización de estos compuestos. 

13 
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COMPUESTO FORMULA P.F (ºCl [+JO 

Anducina (2Q) c,.H,00 0 

Amoanlna (lil c,.H,.o. 255-256 -13 

Amotina <Ul c,.H,.o. 195-199 +55 

Coriamirtlna <lil c,.H, 00. 229-230 

Corlanina <.Ull c,0H110 0 215-216 

Dendramina (.21ll C,0H .. O,N 187 -27 

Dendrina (3QI C,0H,.04N 191 -114 

Dendrobina (.22) C11H,.02N 135-136 

Hidroxidandroblna (zill C10H210,N 104 -45 

Dandroxina (3.J.l C.,H .. O,N 115 -30 

Hidroxidandroxina(,32) C,.,H,.04N 

Hyananchina (lJll c,.H, 00 1 225-240 

lsohyananchina (21J c,.H, 00 1 298 

Lambicina (Z§l C,oH240 7 180-182 -16.7 

Nobilina laal C11H210,N 88 

Picodandrina <111 c,.H, 00 1 

Picrotlna (J.21 C11H110 7 252 

Picrotoxinlna <lll c,.H,00 0 210 

Pratoxina ~l c, 0H,.00 128-130 +3 

Substancia C llll C1oH200 7 

Substancia D lZ.21 c, 0H.,01 213 -59 

Tutina 115.l c,.H, 00 0 212-213 

CUADRO 1.3 PROPIEDADES FISICAS DE PICROTOXANOS. 



La espectroscopia IR es Importante para Indicarnos los grupos 

funcionales que tienen las mol6culas. Los espectros de RMN de la 

mayorla da los picrotoxanos presentan un perfil caracteristlco y por lo tanto 

son da gran utllldad en el proceso de elucld11cl6n estructural, (Blunt 111 lll.... 

1979; Corbella 111 lll., 1969; Dahmén, 1978; Okuda .111 al., 1965,1971; Hui 

ali!.. 1989; Gawell al lll., 1976; Ohmoto 111 lll .. 19891. 

2.5 Actividad 8iol6glc11. 

Los primeros estudios descritos en relación a la actividad biológica de 

eatos compuestos datan de principio de siglo. La mayorla de los 

plcrotoxanos presentan efectos farmacológicos similares y entre los más 

importantes destacan los siguientes: excitación muscular, aumento de la 

lrrhabllldad del centro reaplratorlo, efecto convulslvante, analgésico, 

antipirético y analéptico, este llltlmo en caso de Intoxicaciones !levares por 

b11rbltllrlco1. (Portar, 19871. 

En estudios máa recientes se ha demostrado las propiedades 

lnsectlcldaa de la plcrotoxlnlna (Kuwano, 19801 y dicha actividad se ha 

atribuido al efecto antagonista de la plcrotoxlnlna sobre el GABA (Takeuchl, 

1969; Tlcku 1u1. 19781. 

l.5 



2.- HIPOTESIS. 

La· hipótesis del presente trabajo considera que la medicina 

tradicional constituye un Indicador importanta para la selección de 

especies con principios activos potenciales. 

3.- OBJETIVOS. 

Con la finalidad de ampliar el conocimiento del contenido metabólico 

secundario de la corteza de c. mexlcanum, y obtener en lo posible 

constituyentes bloactlvos de esta especie medicinal, se considero 

pertinente proseguir con el estudio fltoqulmlco de las. fracciones 

cromatograficas XII-XXI, especificadas en el Cuadro 1.1(Bahena,19921. 

Es importante destacar que esta estudio forma parte de un estudio 

slstem6tico de plantas mexicanas usadas en medicina tradicional. 

Para el cumplimiento d& los propósitos antes señaladJs se 

considararon los siguientes objetivos específicos: 

3.1 .- Separar mediante métodos fltoqulmlcos convencionales los 

constituyentes mayoritarios de las fracciones XI-XXII dal Cuadro 1.1. 

3.2.- Identificar inadlante métodos químicos y espectroscópicos las 

sustancias aisladas. 

3.3.- Determinar la actividad de los compuestos aislados en contra de 

Artemla SB/lna L. y de la larva (fase 31 del coleóptero Tenebrlo 

molltor •. 
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4.- PARTE EXPERIMENTAL. 

4. 1 Estudio fltoqufmlco y blológlco de I• conez1. 

4.1.1 Materleles v métodos. 

4.1.1.1 M1t1rlal vegetal. 

El meterle! ve11at1I (conezel utlllzedo en este estudio fu6 

recolec:tlclo en el Km 59 da la cerretera Berra de Navldad-Pueno Vallana, 

municipio 11 Huena en el estado de Jalisco, por la Bióloga Nora Manljena en 

Enero de 1990. 

La coneza se secó a temperatura ambiente v posteriormente se 

molió en un molino de cuchillas modalo Wlley 4 . 

4. 1 . 1. 2 Antli1i1 cromatogr6flco1. 

Los an6ll1i1 cromatogr6flcos en capa fine se efectueron siguiendo les 

técnicas convencionales utilizando placas de vidrio recubi.enas con gel de 

1Alce !1Rlca gel 60 GF-254, Merckl. Los agentes reveladores utlllzlcloa se 

reaumen en el Cuedro 1.4. 

4. 1. 1.3 Metodoa de extracción v fraccionamiento. 

Ver Cuadro 1.1 v Eaquema 1.1 (Bahena 19921. 

17 
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AGENTE REVELADOR COMPOSICION REFERENCIA 

Reactivo de Dragendorff 2.6 g de carbonato de Slhal, 1969 

bismuto 

7 g de yoduro de sodio 

25 mi de ácido a~tico 

glacial. 

Sulfato C6ñoo• Sulfato C6ñoo Slhal, 1969 

amoniacal 12 g 

Acido sulfllñco 

concentrado 

22.5 mi y 350 g de hielo. 

Yodo Yodo metálico. 

"Para el c!Marrollo de color es n11C11911ño calentar por 2 minutos 

aptOXimadamente a 110 C. 

Cuadro 1.4 Agentes reveladores utilizados para los análisis cromatogróficos. 



4. 1. 1.4 Estudio de las fracciones eluldas con CHCl3-MeOH 95:5 del 

Cuadro 1.1. 

El presente trabajo se concretó exclusivamente al estudio de las 

fracciones eluldas con cloroformo-metanol 95:5 de la columna del 

extracto clorofórmico original (fracciones XI-XXII, Cuadro 1.1, página 6). 

4.1. 1.4.1 Aislamiento de la dlhidrolsohyenanchlna WI v del producto A. 

De la fracclon XI del Cuadro 1. 1, precipitó un sólido blanco 

amarillento amorfo (341 mg) el cual resultó ser una mezcla de dos 

compuestos. la mezcla anterior se resolvió en sus componentes 

Individuales mediante una cristalización fraccionada, utilizando 

cloroformo como disolvente; el compuesto C.2.11 cristalizó casi totalmente de 

la mezcla obtenlendose 95 mg de un polvo cristalino de punto de fusión 

296-297 °C soluble en cloroformo v metanol. 

Para uparar el otro constituyente, el remanente de la mezcla se 

disolvió en cloroformo por calentamiento. A la mezcla anterior. en 

caliente, se adicionaron gotas de hexano hasta observar turbidez; la 

mezcla turbia se dejó en reposo por 24 horas. Al cabo de este tiempo se 

observaron cristales de color blanco, que fueron separados por 

filtración. Este procedimiento se repitió hasta obtener cristales finos, 

este segundo compuesto que denominaremos producto A presentó un 

punto de fusión de 273-274 oc v se obtuvo en un rendimiento de 140 mg. 
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4.1.2 C11racterlzaclón de las sust11ncl111 11lslad11a. 

4.1.2.1. Determinación de constantes físicas y espectroscópicas. 

el Loa puntos de fusión fueron medidos en un aparato Flsher Johnes y se 

reponen sin corregir. 

bl Loa espectroa de IR fueron reglatrados en un espectrofotómetro de 

rejilla Perkin-Elmer modelo 599 Ben pastilla da KBr. 

el Loa eapactros de mesas fueron determinados en un aspectrofotómetro 

Hewlett-Peckllrd 59911-B. 

di Loa eapectroa de RMN fueron obtenidos en el Instituto da Química de la 

UNAM, en un aparato Varien VXR-3005 utilizando corno disolvente 

pirldina-d6 o mezcle de CDC13-DMSO-d6, y como rafarencl11 interna TMS. 

el Lll rotación óptica fué medida en un polarímetro digital Jasco Oip 360 

4. 1.2.2 Obtención de los derivados acetilados del compuesto 1211 y del 

producto (Al. 

P11r11 obtener los derivados 11catilado1 da los compuestos 121) y 

producto CA), 10 mg de ceda uno y por separado se trataron con 0.1 mi de 

plrldina y O. 1 mi de anhídrido acético; le mezcla da reacción se 

mantuvo a temperatura ambienta durante 48 horas, al cabo da asta tiempo 

1111 mezclas se procesaron por separado da la menara convencional. En el 

caao del compuesto 1211 se obtuviarón 5 mg del producto acatilado 121Al 

con un punto da fusión da 235-237 oc. En el caso del producto IAl al 

producto da 111 reacción estaba constituido por una mezcla de productos. 

Una cromatografía preparativa de la mezcla anterior utilizando 

cloroformo-matanol 95:5 como eluyenta, permitió la separación del 

producto mayoritario (8 mg) como un sólido vlitrao. 

20 



4.1.2.3 Determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemla sal/na 

Leach. 

Preparación de la muestra: 

Las muestras (compuestos puros, y/o fr11clones 1 se prepararon 

disolviendo 20 mg da sustancia en 2 mi da disolvente adecuado; 

posteriormente de asta solución se transfiera a viales por triplicado, 500, 50 

y 5 mi y por tlltlmo al disolvente se evapora al vacío. 

Bioensayo. 

Después da haber desarrollado los hueveclllos da Artamla sal/ns 

Laach. durante 48 horas en un medio salino artlflcl11I, aa 

transfirieron 10 crustáceos a cada uno da los viales con la muestra y se 

afora a 5 mi con medio salino artificial, para obtanar concentraciones de 

1000, 100 y 10 ppm. Después de 24 horas sa cuentan el ntlmero d• 

crust6ceos sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en porcentajes 

de mortalidad o inadianta la concentración letal media (LC5ol-

4.1.2.4 Determinación del afecto da la dlhldrolsohyananchlna WI sobre la 

larva (estadio 31 del coleóptero Tenebrlo· mofltor. 

Se determinó el efecto del compuesto WJ sobre el crecimiento de la 

larva del coleóptero de T. molitor. El compuesto se evaluó a las dosis de 

100 y 200 mg/ml, de acuerdo a la matodologla previamente descrita por 

Zhang y colaboradores (19921. Esta evaluación se realizó en al laboratorio 

de la Doctora Ana Luisa Anaya, Instituto da Fislologla Celular, UNAM. 
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION 

El extracto clorofórmico preparado a partir de la corteza de 

Celaenodendron mexlcanum Standl. se fraccionó mediante una 

cromatografía preparativa en columna de gel de smce (Bahena, 1992). El 

estudio fitoqulmlco de las fracciones cromatogréficas eluldas con 

cloroformo-metanol 96:5 (Cuadro 1.11 condujo al aislamiento de dos 

1uatancia1 de naturaleza terpenolde. Uno de los compuestos aislados 

fué caracterizado como el picrotoxano dlhldrolsohyenanchlna !lll cuya 

elucidación estructural será el objetivo principal de la presente sección. 

En el Cuadro 1.6 se resumen las constantes físicas y 

espectroscópicas utilizadas en el proceso de caracterización del 

compuesto !lll. 

El compuesto !.21) fué aislado como un sólido cristalino con un 

punto de fusión de 296-297ºC; su fórmula molecular fué · establecida 

como C,.H200 7 por espectrometrla de masas. El espectro de IR mostró 

bandas características para grupo hidroxilo (3520 cm•l v para carbonilo de 

y-lactona (1740 cm•t. Los espectros de RMN mostraron el perfil 

característico de un sesqulterpeno tipo plcrotoxano (Okuda lll lll .• 1965, 

1971; Corbella 11 ll! .• 1969; Gawell 11 lll. 1976; Dahmén, 1978; Blunt lll 

Al .• 1979; Hui 111 lll., 1989; Ohmoto 111 lll .• 1989). 

El espectro de RMN"C mostro 15 señales en concordancia con la 

fórmula molecular establecida. El anéllsls del espectro de RMN 13C modalidad 

DEPT permitió discriminar las quince señales de la siguiente manera: tres 

grupos metilos (li 21.57, 28.64, 30.64), un metileno (li 52.34), seis metlnos 
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CUADRO 1 .5 Constantes físicas v espectroscópicas de Clll 

a: OH 

10~9 

RMN1H fplrldlna-d5 1. 

11 m J IHzl H 
1.38 s H-10 

1.55 • H-9 

1.98 s H-7 

2.74 1 4.10 H-4 

3.12 d 6.21 H-14 

4.87 d 6.21 H-14' 

3.61 d 3.19 H-12 

4.28 d 3.19 H-11 

3.44 d 3.90 H-5 

5.17 d 4.10 H-3 

5.16 d 5.8 H-2 
7.32 d 5.8 OH 
7.44 • OH 

9.17 s OH 



Cuadro 1.5: Constantes flslcas y espectroscoplcas de l21J (contlnuaclonJ. 

RMN13C 

6 e 
175.56 C-15 

84.89 C-3 

77.41 C-6 

73.12 C-2 

68.39 C-8 

67.06 C-13 

81.21 C-11 

80.43 C-12 

54.81 C-5 

52.34 C-14 

50.32 C-4 

48.36 C-1 

30.84 C-10 

28.84 C-9 

21.57 C-7· 

(a lm = -54 (MeOH, 1mg/1mlJ 

IR IKBrl cm·• : 3520, 3250, 2960, 1740, 1150. 

Punto de fusión: 296-297ºC • 

E.M.1 .. E. m/z llnt. rel.1: 330 11.21, 315 IM-15,11, 177 1211, 141 1301, 125 
1371. 95 1441,.59 11001, 43 1701, 41 1441. 
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(li 50.32, 54.61, 60.43, 61.21, 73.12, 84.89), y cinco carbonos 

cuaternarios Incluyendo el carbonllo de una y-lactona (li 46.36, 67.06, 

68.39, 77.41 y 175.56). 

De acuerdo a la teoría del desplazamiento químico ocho de estas 

seilales se encontraban unidas a carbonos con funciones oxigenadas. La 

resonancia correspondiente al metlleno en 6 52.34 y las señales en 6 

61.21 y d 60.43 Indicaban en principio la presencia en la molécula de dos 

epoxldos. La resonancia 6 84.89 era facilmente asignable al carbono 

base de la y-lactona; en consecuencia, las tres señales oxigenadas 

restantes debían corresponder a los carbonos geminales a tres funciones 

carblnólicas, una secundarla (li 73.12) y dos terciarias (li 77.41 y 6 

68 .39). Las seilales correspondientes a los grupos metilo se 

encontraban en perfecta armonía con las previamente descritas para los 

metilos C-7 (6 21.57), C-10 (li 30.64) y C-9 (!i 28.64) de ~lcroioxanos 

simples con sustltuyentes oxigenados en C-8 y C-6. (81unt lU .il.l •. 1979; 

Ohmoto lU ll.I. 1989). Por último, las tres señales restantes en ¡; 50.32, 6 

54.61 y 6 46.36 eran atribuibles a los carbonos C-4, C-5 y C-1, 

respectivamente. 

El espectro de RMN'H en plrldlna-d5 presentó las siguientes 

características: 

al En la zona de 6 1.38 a 1.98 se observaron tres slnguletes en ll 1.38, 

1.55 y 1.98, atribuibles a tres metilos. La señal a campo más bajo es 

característica del metilo C-7 de plcrotoxanos. (Ohmoto, §1.il.I, 1989). 

b) Entre ll 7.32 y 9.17 se apreciaron las señales correspondientes a los tres 

grupos hidroxilos (7.32, 7.44 y 9.17). Estas señales desaparecieron al 

25 



registrar el espectro en presencia de D•O v confirmaron la presencia de tres 

cerblnolea en la molécula. 

el Por t'.lltlmo, entre li 2. 74 v 5. 17 se apreciaron ocho señales, 

Integrando siete de ellas para un protón v la t'.lltlma para dos hidrógenos. De 

acuerdo a la teoría del desplazamiento químico, las resonancias observadas 

por arriba de li 3.0 deblan corresponder a hidrógenos unidos a funciones 

oxigenadas. El anéllsls de las correlaciones observadas para este grupo de 

seftalea en el espectro COSY (Figura 1 .5) en CDCl,-DMSO-d6 , asl como 

de IH constantes de acoQlamlento, permitieron deducir las estructuras 

parciales que sa Ilustran en la Figura 1.6. 

72 5-18 

HO-é-
1'.R 1 

111 

11 

IV 

Figura 1.6 Estructuras parciales del compuesto IZl.I derivadas del análisis 

del espectro COSY. 
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Considerando que el producto presenteba el núcleo de plcrotoxano, 

le conjunción de las estructuras parciales Indicadas en la Figura 1.6, v las 

observaciones da los desplazamientos químicos de los metilos en el espectro 

de RMN"C, permitieron proponer la estructura que se Indica a 

continuación. (Figura 1. 71 (Blunt §1 lll .. 19791. El tratamiento del producto 

natural con anhídrido acético v plrldlna permitió la obtención del derivado 

dl11cetllado IZl.lll. confirmando qulmlcamenta la presencia de una función 

carblnóllca secundarla v de una de las terciarias. En el Cuadro 1 .6 se 

resumen laa constantes físicas v espectroscópicas de este producto. 

OH 

Figura 1 . 7 Estructura probable del compuesto .21. 

El desplazamfen;o paramagnético de los hidrógenos correspondientes 

11 H-2 1411 0.861 v H-5 1411 0.961 en el espectro de RMN1H de IZlJll era 

con1iatente con 111 ubicación del grupo hidroxilo secundarlo en C-2 v con la 

ubicación de uno de los hidroxilos terciarios en C-6 (Koike, §1 llJ., 1991). 

La acetllaclón del hidroxilo terciario en C-6 ha sido previamente 

descrita en compuestos relacionados (Koike §1 lll, 1991). 
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Cuadro 1.6 Constantes físicas v espectroscópicas de (.21.ill. 

RMN1H (Pirldlna-d5). 

A.S m 

0.01 s 

0.01 s 

0.24 s 

0.03 

0.03 d 

0.26 d 

0.05 d 

0.79 m 

0.96 d 

0.02 d 

0.86 s 

0.84 s 

5.41 s 

7.02 s 

Ac0~
1 

.. ? 
''''OH 

o 

~Ac 

J(Hz) H 

H-10 

H-9 

H-7 

4.10 H-4 

6.21 H-14 

6.21 H-14' 

3.19 H-12 

3.19 H-11 

3.90 H-5 

4.10 H-3 

H-2 

OH-8 

OAc 

OAc 

E.M.1.E. m/z Unt. rel.): 414(m+ ,5), 372 (M-AC, 1), 340 (4), 43 (100). 

Punto de fusión : 235-237ºC 
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La comparación de los datos espectroscópicos obtenidos 

experimentalmente en este trabajo con los previamente descritos para la 

dlhldrolsohvenanchlna permitieron concluir qua el producto natural (2.ll 

obtenido de Celaenodendron mexlcanunStandl. ara ldl!ntlco en todos los 

aspectos a la dlhldrolsohyananchina, previamente aislado de 

Hyenanche globosa (Portar, 1967). Este constituya al segundo reporte en la 

naturaleza de este plcrotoxano. En ambos casos el producto se ha aislado 

de una especie perteneciente a la familia de las Euforbiaceas v a la tribu, 

Hyaanancheae. 

La dlhldrolsohyananchlna no presentó toxicidad para Artemia salina L. 

ILC .. > 1000 ppm). Igualmente, no Inhibió el crecimiento de las larvas en 

fase 111 del coleóptero Tenebrlo molitor. 

En relación al producto A, cabe mencionar que se encuentra en 

proceso de caracterización. 
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CONCLUSIONES 

1) El estudio de algunas fracciones cromatográflcas del extracto 

clorofórmico de la coneza de C. mexicanum Standl permitió el aislamiento 

de dos productos naturales adicionales. Uno de estos compuestos fué 

caracterizado como la dlhldrolsohyenanchina, mediante métodos químicos y 

espectroscópicos. El otro producto se encuentra en proceso de 

caracterización. 

21 La dlhldrolsohyenanchina resultó inactiva en la evaluación de la 

determinación de la toxicidad contra Artemia salina Stand!. 

31 La dihidroisohyenanchina no afectó el crecimiento de la larva en fase 111 

del coleóptero Tenebrlo molltor. 
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CAPITULO 2 

ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE ANNONA GLABRA L. 

1.- INTRODUCCION. 

1 • 1 Antecedentes sobre Annona glabra L. (Annonaceae). 

Annona glabra L. es una planta que pertenece a la familia 

Annonaceee la cual es económicamente de gran Importancia. (leboeuf .111 llL. 

1982). En México la especie se encuentra encuentra distribuida en los 

estados de Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Tabasco y Yucatén; se le conoce 

. popularmente como corcho (Guerrero, Tabasco, Yucetén, Puerto Rico), árbol 

de corcho (Verecruz), palo de corcho y "Mag" (Maya, Yucat6nl entre otros. 

En la medicina popular mexicana, la especie se emplea como 

remedio pera el tratamiento de las primeras fases de le tuberculosis y 

contra la ictericia. (Martlnez, 1990). 

La especie es un arbusto o árbol que llega e medir hasta 12 metros 

de altura, de hojas ovales, oblongas u ovadas de 6 a 15 cm, agudas 

acumlnadas; flores de pétalos exteriores amarillentos con una mancha roja 

cerca de la bese, fruto ovoide de 6 a 12 cm amarillo y de madera muy 

ligera. 

Desde el punto de vista químico, la planta ha sido objeto de varios 

estudios mismos que han permitido el aislamiento y caracterización de 

sustancias alcaloideas [estructures· 1.alll a la (!lllJ, un flavonolde ta§), un 
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diterpenoide Clll y un fenilpropanoide Clll. Cleboeuf, 19821. en la 

Figura 2. 1 se ilustren las estructuras correpondientes. 

Es imponente destacar, que muchas especies del género Annona, 

han originado una gran diversidad de metabolitos de Importancia medicinal 

entre las que destacan algunas sustancias alcaloideas (Gallen, 19721 y mas 

recientemente las acetogenlnas. Estas llltimas han demostrado 

propiedades cltotóxlcas, antitumorales, antiparasitarias y pesticidas. (Xln­

Plng Faug. 111 lll.. 19931. La mayorla de las acetogenlnas bloactivas 

aisladas de especies del género Annona se han obtenido mediante 

estudios fitoquímicos blodirigldos, utilizando como bioensayo preliminar la 

determinación de la toxicidad para Artemla salina L. 

2.- JUSTIFICACION 

Como ya se especificó en la sección de antecedentes, numerosas 

plantas del género Annona han originado gran diversidad de principios 

activos entre los que destacan no solamente los alcaloides sino 

también las acetoganinas. Sin embargo a la fecha en México no se ha 

realizado ninglln estudio sistemático o aislado sobre plantas de este 

imponente género: por tal motivo, en el presente trabajo se 

consideró conveniente estudiar desde el punto de viste químico y 

biológico la especie Annona glabra L. que junto con la Annona 

cherlmo/a Mlll, A. mur/cata L. y A. purpurea Moc et Sesse, constituyen las 

espacies medicinales mas importantes da este género en México. 
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Ac. Caf•ico l.l.s) 

w H 

Acido (-) kaur•noico (Jl.) 

~~ ~~ 
OH 

Anoloblna (J.21 
Anonaina (.i.Q.) 

~~-
CH30~ CH 

o 

Qu•rc•tina (J..§) 

R•ticulina (.3.B.) 

~~ 111!... 1 
HO "' 

::i... 1 

A•imilobina (.4.l) 

ca3o~::i... I 
.... CH3 CH30 'a 

1 

OH OH Nornaciferina <il> 
I•oboldina (.i2,) N-CMtilactinodafnina (fi) 

Figura 2.1 ...ubolito• NCUlldarioa aiabdo9 dll Aancma 9labra L. (LaboMaf, 1982) 
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Romerina <•S1 Noruahinsuoina (46) 

<JO? 
órº 

Liriodenina ( 47) 

Figura 2. 1 Metabolitoa secundarios aislados da Annona glabra L. 

(continuación>. 

3.- HIPOTESIS 

La hipótesis del presente trabajo considera que la. medicina 

tradicional constituye un indicador importante para la selección de plantas 

con principios activos potenciales. 

4.- OBJETIVOS 

Al igual que el estudio correspondiente al Capítulo 1, esta 

investigación forma parte de un estudio sistem6tlco de plantas Mexicanas 

utilizadas en medicina tradicional. Los objetivos ganarales planteados para 

la realización de este trabajo son los siguientes: 
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1) Determinar el contenido metabólico de las hojas de Annana glabra l. 

2) Obtener en lo posible constituyentes bioactivos de esta especie 

medicinal. 

Para el cumplimiento de los objetivos generales antes sellelados se 

consideraron los siguientes objetivos especificas: 

4.1 Realizar las operaciones preliminares propias de la pt'eparación de 

extrac:tos vegetale.s. 

4.2 Preparar el extracto de hojas de acuerdo a la metOdologla 

convencional y fraccionarlo mediante los métodos adecuados. 

4.3 Separar mediante métodos fitoqulmicos convencionales los 

constituyentes mayoritarios de las diferentes fracciones. 

4.4 Identificar medianta m6todos qufmlcos y espectrosc6p1Qos las 

_ncias ......... 
:¡. 

4. 5 Detarminar la actlvidad biólogica de los compuestos aislados en 

contra de Antlmla ulina l.each. 



5.- PARTE EXPERIMENTAL 

3. 1 Estudio fltoqulmlco y biológico de las hoja 

3.1.1 Materiales y métodos. 

3.1.1.1 Meterla! vegetal. 

El material vegetal (partes aéreas) utlllzado en este estudio fue 

recolectado en las vecindades del Instituto de Ecologla, Km 25 de la 

antigua carretera a Coatepec Xalapa, en el estado de Veracruz, por el Dr 

Vlctor Rico. 

Las hojas se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se 

fragmentaron manualmente en trozos pequei'los. 

3. 1.1.2 Análisis cromatogréficos. 

Los anllllsls cromatogrllflcos en capa fina, se efectuaron siguiendo las 

técnicas convencionales utlllzando plecas de vidrio recubiertas con gel de 

smce (smca gel 60 GF-254 Merck), utlllzando como agentes reveladores 

los especificados en el Cuadro 1 .4 de la Sección 4, del Capitulo 1. 

3.1.1.3 Métodos de extracción y !racionamiento. 

El material vegetal (1700 g de hojas secas) se extrajo de acuerdo al 

procedimiento que se especifica en el Esquema 2. 1 • El extracto 

resultante (361.1 g) se fracciono de manera preliminar mediante una 

partición entre hexano y metano! acuoso (10%); posteriormente la 

fracción metanóllca (fracción 11) se fraccionó de manera adiciona! mediante 
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HOJAS SECAS (1700 g). 

1) F.xtncdon coo MeOH via maoeracioo 3 

veoes por 48 b du con un volumen 
de 18.SI. 

2) Fillnr y conoentnr In mcuo. 

EXTRACTO METANOLICO MATERIAL VF..GETAL 

1) particlon Hel181lo1MeOH ac 10% 1:1 

2) Conoenlrar in""""° 

EXTRACTO HEXANICO (1) EXTRACTO MBTANOLICO (II) 

2) conoenlnr in vacuo la fase 

1

1) partición CHayHa IN 

41SOOm!du. 

-r¡ ----------+ organica 

FASE ORGANICA (Ill) FASE ACUOSA 

PASE ACUOSA 

1) basificar coo Nf40H pH= 11. 
2) Extraer coo CH03 4/SO<knl du 

3) Conoentrar in """"ºla fue 
organica 

FASE ORGANICA (IV) 

Oudo alcaloideo (2 g) 

l!aquema 2.1 ~6n y fracdooamiento del extracto melaDóllco de las bojas de 

Annona glabm L. 
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una partición ácido-base, obtenlendose como resultado de este proceso una 

fracción neutra (111, 21.3 g! y un crudo alcaloideo (fracción IV, 3 gj. 

3.1.1.4. 1 Aislamiento de la Fanostenlna ~l. 

La fracción alcaloidea (IV) se sometió a una cromatografía en 

columna utilizando como adsorbenta gel de sílice (55 g da sílice gel G-60 

Marck con tamallo da particula 0.2-0.5). 

El proceso de alución se efectuó con cloroformo-metanol en 

diferentes proporciones obteniéndose un total de 76 fraccionas de . 50 mi 

cada una, uniéndose aquellas cromatográficamenta similares. En el Cuadro 

2. 1 se resuman los sistemas de eluyentes empleados, el número da 

fracciones aluldas con cada una de ellos y las fracciones combinadas. 

La fracción combinada 15-24 (65 mg) del Cuadro 2. 1 se sometió a 

una cromatografía preparativa en capa delgada da gel de sílice, empleándo 

como aluyante cloroformo-metanol 9: 1; se utllzaron 4 placas de 20 X 20 cm 

y en cada una se aplicaron aproximadamente 16 mg de la muestra 

objeto da la separación. Una vez procesadas las placas de acuerdo a los 

procedimientos convencionales se obtuvieron 11 mg del compuesto (~) 

con un punto de fusión de 79-S0°C. 

3. 1. 1.4.2 Aislamiento dt:i B-0-glucositosterol. 

El extracto 111 (fraccion neutral del Esquema 2. 1 se sometió a una 

cromatografía en columna utilizando como adsorbente gel de sílice (426 g 

de sílice gel G-60 Merck). 
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Cuadro 2. 1 Resumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 

columna del extracto alcaloideo de Annona glabra L. 

Eluyente proporción Fracciones Frece. 

combinadas 
Cloroformo·metanol 98:2 1-33 1-7 

B-14 

15-24 
25-32 

Cloroformo-metano! 95:5 34-65 33-38 
39-46 

47-65 
Cloroformo-metanol 80:20 66-75 66-75 
Cloroformo-metano! 1 :1 76 76 

con tamaño de partícula 0.2-0.5). El proceso de eluclón se efectuó 

con hexano, hexano-cloroforrno en diferentes proporciones y cloroformo 

con cantidades crecientes de metano!, obteniéndose un total de 331 

fracciones da 100 mi cada una, uniéndose aquellas cromatogréflcamente 

similares. En el Cuadro 2.2 se resumen los sistemas de eluyentes 

empleados, el número de fracciones eluídas con cada uno y las fracciones 

combinadas. 

De la fracción combinada 232-244 del Cuadro 2.2 (eluídas con 

cloroformo-metano! 93:7) precipitó un sólido blanco amorfo, el cual se 

purificó por recrlstallzación obtenlendose 1 g con un punto de fusión de 

274-276ºC. 

48 



49 

Cuadro 2.2 Resumen del fraccionamiento mediante cromatografía en 

columna del extracto 111 del Esquema 2. 1. 

PROPORCJON FRACCIONES FRACCIONES 
ELUYENTE COMBINADAS 

Hexano 100 1-24 1-10 

Hexano-cloroformo 9:1 25-41 
Haxano-cloroformo 8:2 42-55 
Hexano-cloroformo 7:3 56-62 11-84 
Hexano-cloroformo 6:4 63-69 
Hexano-cloroformo 1 :1 70-84 
Hexano-cloroformo 4:6 85-97 85-97 

Hexano-cloroformo 3:7 98-106 98-124 

Hexano-cloroformo 2:8 107-119 

Cloroformo 100 120-138 125-157 

Cloroformo-metanol 99:1 139-155 
Cloroformo-metano! 98:2 156-184 158-161 

162-184 

Cloroformo-metanol 97:3 185-206 185-200 
201-207 

Cloroformo-metano! 95:5 207-228 208-214 
215-231 

Cloroformo-metanol 93:7 229-244 232-244 
Cloroformo-metano! 92:8 245-268 245-247 

248 
249-252 

Cloroformo-metanol 9:1 269-282 253-260 
Cloroformo-metano! 85:15 283-298 261-289 
Cloroformo-metanol 8:2 299-311 290-311 

Cloroformo-metanol 75:25 312-317 312-317 

Cloroformo-metano! 7:3 318-329 318-328 
Cloroformo-metano! 1 :1 330 329-331 
Metanol 100 331 



3. 1.1.5 Determinación de alcaloides por medio de los reactivos de Meyer y 

Dregendorff. 

Se disolvió una pequeila cantidad de los extractos objeto de prueba 

en una pequeila cantidad de metanol, la solución resultante se acidificó 

mediante HCI 1 N y finalmente se le agrego cada uno de los reactivos. En 

ambos casos se utilizo un blanco y un patron adecuado para confirmar la 

veracidad da las reacciones. 

3. 1. 1.1 .6 Determinación de la toxicidad para Artemla salina L. 

La determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemia salina 

Leach. se especificó en el Capítulo 1 (en el punto 4.1.2.3.1 

4- RESULTADOS Y DISCUSION 

El extracto metanólico de las hojas de Annona glabra L. se fraccionó 

de manera preliminar mediante una partición entre . hexano y metano! 

acuoso (10%1, generando las fraclones 1 y 11 del Esquema 2.1. Tanto el 

extracto metanólico original como la fracción 11 del Esquema 2. 1 

reaccionaron posltlvament~ frente a los reactivos de Dragendorff y 

Mayer, consecuentemente la fracción metanólica acuosa se sometió a un 

fraccionamiento adicional, mediante una partición ácido-base (ver 

Esquema 2.11. con la finalidad de separar selectivamente los alcaloides 

previamente detectados. Como resultado de este proceso se generó una 

fracción neutra (Fracción 111, Esquema 2.1) y una fracción alcaloidea 

(Fracción IV, Esquema 2.11. 
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Con la finalidad de separar los constituyentes alcaloideos 

mayoritarios, la fracción IV se sometió a una cromatografía en columna de 

gel de snlca, obtenlándose numerosas fracciones de complejidad menor al 

crudo alcaloideo original (ver Cuadro 2.1 ). 

Sucesivas cromatografías preparativas en capa delgada de las 

fracciones 15·24 del Cuadro 2. 1 permitieron la obtención de una 

sustancia pura de naturaleza alcaloldaa,da acuerdo a su comportamiento 

frente a los reactivos de Oragendorff y Mayar. El alcaloide fue 

r.aracterlzado corno fanostenlna 1.§11.J mediante el análisis de sus 

constantes físicas v espectroscópicas (Cuadro 2.3). El producto (.§8.l se 

obtuvo como un ~ólido cristalino de color cate-rojizo, optlcamente activo. 

Su fórmula molecular se estableció como C,.H,.014N mediante 

eapectrometrla de masas; la fórmula calculada permite once 

lnsaturaclones. 

El espectro de IR mostró bandas características para hidroxilo 

(3500 cm·•) v aromaticidad (1606 v 1516 cm·•), El espectro de RMN1H 

presantó laa siguientes características: 

1l En 6 7.63, 6.81 v 6.52 se observaron señales para tres hidrógenos 

aromdtlcos. 

2) En 6 5.93 v 6.09 sa observó un sistema AB característico para un grupo 

metllendloxi sobre anillo aromático. 
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3) Finalmente en ¡; 3.92 y 2.52 se observaron las señales 

características para un -OMe aromático y un grupo N-metilo, 

respectivamente. 

El espectro de RMN"C presentó 19 señales en concordancia con 

la fórmula molecular y presentó el perfil típico de una aporfina 

(Guinaudeau 111111.. 1975; Broadbeut y paul, 1983; Guinaudeau, Leboeuf y 

Cave, 1988). La naturaleza de estas señales se discriminaron con base en 

la teoría del desplazamiento químico y el espectro de RMN"C, modalidad 

DEPT (Espectro 1 ). El análisis del espectro DEPT permitió determinar 

inequívocamente que el compuesto (!1ll debla contener nueve carbonos 

cuaternarios, cuatro metinos, cuatro metllenos y dos metilos. De 

acuerdo a le teoría del desplazamiento químico los nueve carbonos 

cuaternarios son de naturaleza arom6tica y cuatro de ellos deben 

encontrarse unidos a funciones oxigenadas (li 146.67, 145.45, 145.12 y 

141.5), De los cuatro metinos presentes tres son de caracter arom6tico (li 

106.65, 109.89 y 114.361 y el llltlrno de naturaleza alifética (li 62.261. En 

relación a los cuatro metilenos, el desplazado a campo m6s bajo (li 

100.611 era f6cilmente asignable a un grupo metilendloxl, dos 

corresponden a metilenos alif6tlcos (li 28.86 y 33. 701 y el llltimo a un un 

metileno a; a una función nitrogenada (li 43.54). Finalmente, los dos metilos 

observados son atribuibles a un metoxllo unido a un carbono aromético (6 

56.161 y a un N-metilo (li 43.54). 

Cabe hacer mención en este punto de la discusión que de los cuatro 

carbonos aromáticos oxigenados dos se encontraban unidos al 

metllendioxl, el tercero a un metoxllo y el llitimo debla entonces estar 
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unido a un· grupo hidroxilo a fin de satisfacer el número de hidrógenos y 

oxígenos requeridos por la fórmula molecular. 

Considerando que el compuesto (~) presenta un núcleo de aporfina 

(ver Figura 2.2) solo resta entonces determinar la disposición de los grupos 

funcionales detectados mediante el análisis anterior. Como los hidrógenos 

aromáticos evidenciados en los espectros de RMN aparecen como 

singuletes en el espectro de RMN 1H, cada uno de los anillos aromaticos (A y 

DI del alcaloide (~) deblan sostener dos sustituyentes oxigenados. En este 

Figura 2.2 Estructura base de los alcaloides aporfinicos 

sentido el patrón de fragmentación observado en el espectro de masas (ver 

Figura 2.3) es consistente con el de aportlnas con sustltuyentes oxigenados 

en las posiciones C-1, C-2, C-9 y C-1 O, ya que el pico M -1 representó el 

pico base del espectro (Shama, 1972). 

Por otra parte la apariencia de 

metilendioxi como dos dobletes (J = 

las señales asignables al grupo 

2.1 Hz) en o 5.93 y o 6.09 

indicaban que este debla encontrarse entre las posiciones C-1 y C-2 del 

anillo A del nucleo base (Shama, 19721. 
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H-1 

.. H-58 

Figura 1.3 Patrón de fragmentación del compuesto~. 

Si este grupo se hubiese encontrado entre C-1 O y C-9 del anillo D 

(que es la única posibilidad de sustitución en el anillo D de acuerdo al 

espectro de masas) las señales correspondientes se hubiese observado 

como un singulete (Shama, 1972). En consecuencia el grupo metoxllo e 

hidroxilo deblan encontrarse en C-9 y C-10. 

Con base en la discusión anterior se podlan proponer dos 

estructuras posibles, mismas que se indican a continuación: 
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º49 < ~ 1 N._ 
O CH3 

'1 
RO 

OCH3 OH 

(A) (B) 

La estructura (BJ corresponde a la N-metllactinodafnina (!al 

previamente aislada de esta especie. La comparación de los datos 

. físicos y espectroscópicos del producto 1!11.l con los previamente 

descritos para (!al, Indicaron que los dos productos eran diferente§, por lo 

tanto se propone que el alcaloide aislado en este estudio corresponde a 

la estructura (Al. El análisis comparativo de las constantes físicas y 

espectroscópicas del producto l!lll con el de una serie de aporfinas 

semejantes permitieron concluir que la estructura del mismo corresponde a 

la fanostenina (~) (estructura Al previamente aislada de varias especies de 

la familia Menispermaceae. (Guinaudeau J;Uil. 1975). 

ldentificaclon de B-D-glucositosterol. 

Este compuesto fué aislado como un sólido blanco amorfo, con un 

punto de fusión de 274-276°C, la comparación directa de este compuesto 

con una muestra auténtica, permitió Identificarlo como el ll-D­

glucositosterol. 
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Ensayo biológico. 

El extracto metanolico de Annona glabra L. y las fracciones del 

Esquema 2.1 no demostraron toxicidad para el crustaceo Artemla salina L. 

(LC50 > 1000 ppm) Igualmente el alcaloide l§l fue Inactivo en el 

mismo ensayo. 

CONCLUSIONES. 

1) El estudio químico preliminar de las hojas de Annona glabra L. 

permitió el aislamiento y caracterización de la fanostenlna (§) v del B-D­

glucosltosterol. Ambos productos resultaron Inactivos en la prueba de 

toxicidad para Artamla salina L. 

2) Aunque se detectaron otras sustancias de naturaleza alcaloidea, solo 

fue posible aislar en forma pura el producto (§). 

3) En el presente estudio no se encontraron ninguno de los metabolitos 

previamente aislados, lo cual puede ser debido a variaciones 

ontogénlcas. 
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RESULTADOS 

Cuadro 2.3 Constantes físicas y espectroscópicas de <DI. 

4 
o 

n( 
o 

HO 

OCH3 

RMN1H 

B m J(Hzl H 

2.57 s H-13 

3.92 • O-CH3 

5.93 d 2.1 H-12 

6.09 d 2.1 H-12' 

6.52 s H-3 

6.81 s H-8 



Cuadro 2.3 Constantes físicas v espectroscópicas de (!111. (contlnuaclonl 

6 c li c 
148.67 C-2 109.89 C-8 

145.45 C-10 106.65 C-3 

145.12 C-9 100.61 C-12 

141.5 C-1 82.28 C-6a 

128.87 C-4a 68.16 C-10a 

126.43 C-7a 53.45 C-5 

125.74 C-11b 43.54 C-13 

122.84 C-11c 33.70 C-7 

118.78 C-11a 28.86 C-4 

114.38 C-11 

Cu 120 = -21 (1mg/ml, CHCL31. 

P.F ... 79-82ºC 

IR (cm-113011.2, 1606.6, 1518.8, 1174.8, 1125.4, y 1047.6 

EMIE m/z (lnt. rel.) 325 (11), 324 IM-1, 1001, 310 IM-15, 13), 308 

IM-17, 61, 292 (14), 282 (M-43, 271, 251 (M-71, 61, 44 (40). 
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ScM 779 (25.441 "*'l d MATA3.0 ECJ.14 B Dio.CHC's 
nR - nR - nR - nR -42.05 rn 108.111 1 tM.70 11 211.10 14 

43.1111 40 110.15 10 zz.t.OO 10 307.15 1 

15.1111 10 125.15 13 250.IO • 307.IO 1 

11.20 12 134.25 11 215.20 308.50 • 
111.25 ,, 151.70 14 211.05 21 310.00 13 

1111.15 10 152.30 • 281.45 20 324.00 too 

102.15 17 152.70 11 211.10 111 325.00 11 

103.25 21 182.55 14 2l2.20 27 328.50 7 

104.25 12 

Espectro 14. 
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