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ANTECEDENTES.

El género Ratibida Riéhards pertenece a la familia Asteraceae (tribu
Heliantheae) y dos de las especies que lo comprenden son utilizadas en la
medicina tradicional, Ratibida latipalearis Richards y Ratibida mexicana
(Watson) W.M Sharp. La primera se utiliza en el tratamiento de heridas de la
piel, inflamaciones' y dolores de cabeza. Las raices de la segunda se utilizan
para el tratamiento de desordenes gastrointastinales, resfriados, reumatismo,
inflamaciones de la piel, y como agua de lavado. Por otra parte, las hojas de

Ratibida mexicana se utilizan para los dolores de cabeza (Richards 1969},

La Ratibida mexicana es una hierba perenne, de tallo simple que mide de
55 a 117 cm de altura, posee hojas alternas, espinosas y moteadas en ambas
superficies, sus flores son amaritlas y miden de 1.5 a 4 cm de largo. (Figura 1).
Cabe hacer notar que esta planta es endémica del estado de Chihuahua, donde

los indios Tarahumaras la llaman " Howinowa" (Richards 1969).

Los estudios quimicos del género son escasos y solamente las especies
R. columnifera, R._peduncularis y R. latipalearis han sido investigadas. Las
investigaciones sobre R. columnifera y R. peduncularis condujeron al
aislamiento e identificacion de veintiseis lactonas sesquiterpénicas (1-26) de los
tipos xantandlidas, ratibidandlidas, elemandlidas y eudesmandlidas; dos
flavonas (27,28);, un fenil propanocide (29); dos sesquiterpencides simples
(30,31) y tres acetilenos (32,33,34) (ver Cuadro1).



Figura 1 Ratibida mexicana.




Cuadro 1. Metabolitos aislados de R.columnifera y R.peduncularis.

Lact sesquiterpéni

a) Ratibidandlidas
NOMBRE DEL COMPUESTO

1
(48,58,7R 8R)-Ratibida-
11(13)-dien-8, 12-dlida.

2
(48,58,7R,8R)Ratibida-
9,11(13)-dien-8,12,5lida.

b)Elemandlidas.
3
(5R,7R,8R,10S)-Elema-
1,3,11(13)-trien-8,12-6lida.

¢) Xantandlidas

4,5,6
(15,58,6R,7S,108,11R)-1-
hidroxi-2-oxo-5-aciloxi-xant-3-
en-,12-6lidas.

4 5 6
RH H H
R'An Ti iBu

7
18,68,6R,7R,95,10S8,11R)-8,9-
epoxi-1-hidroxi-2-oxo-5
angeloxi-xant-3-en-6,12-6lida.

ESTRUCTURA

REFERENCIA

Herz et al.,1985

Herz et al.,1985.

Herz et al., 1985.

Herz et al.,1985.

Herz et al., 1985.



Cuadro 1 Metabolitos aislados de R.columnifera y R.peduncularis.
(continuacién)
ESTRUCTURA

NOMBRE DEL COMPUESTO
¢) Xantandlidas
8,9,10,11
(18,58,6R,75,9R,10S,11R)1,8-
dihidroxi-2-oxo-5-(aciloxi)-xant-
3-en-6,12-6tida.

8 R=OH R'=Ang
9 R=OH R=Tig
10 R=OH R'=iBut
11 R=OAc R'=Ang

2
(18,4R,55,6R,7S,108,11R)-1,4
dihidroxi-2-oxo-5-angeloxi-
xantan-6, 12-6lida

13,14
(15,4R,55,6R,7R,8R,95,10R,1
1R);8,9-epoxi-1-hidroxi-2-oxo-
S-angeloxi-xantan-6,13-dlidas.

13 ' R=H
14 R=Et

15
5a-0-(2-metil-butirato)-9-oxo-
seco-ratiferdlida

R=MeBu.

~Jd 1o
m‘"

REFERENCIA

Herz et al., 1985.

Herz et al., 1985.

Herz ef a/.,1985

Ellmauerer et
al.,1987.



Cuadro 1 Metabolitos aislados de R.columnifera y R.peduncularis
(continuacion)

NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA REFERENCIA
c) Xantandlidas
16

Sa-0-angelato-9-oxo-seco-
ratiferdlida
R=Ang

17
So-(2-metil-butirato-Sa-hidroxi-
seco-ratiferdlida

R=MeBu Ellmauerer et al.,
1987.

18
So-0-isoButirato-8a-hidroxi-
seco-ratiferélida
R=iBu

19
Sa.-0-angelato-Sa-hidroxi-
saco-ratiferélida

20
5a-0-(2-metilbutirato)-9-3Z-
saco-ratiferdlida.

Eilmauerer et al.,
1987.

21
5a-0-(2-metilbutirato)-So—
hidroxi-3Z-seco-ratiferélida.

Ellmauerer et al.,
1987.




Cuadro 1 Metabolitos aislados de R.columnifera y R.peduncularis.
{continuacién)

NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA REFERENCIA
c) Xantandlidas
22 oH Elimauerer et al.,
2-hidroxi-4-acetoxi-xantan- 1987.

1(5)-en-6a-12-6lida

d)Eudesmandlidas,

23
o Herz ef al., 1985,
(<]
Elimauerer et al.,
o 1987
{s]
o)L juiterpéni
25
(18,5R,6R,7R,8R,95,10S,11R) Herz ef al., 1985,

-8,8-epoxi-1-hidroxi-2-0xo-5-
angeloxi-xantan-3-en-6,12-
dlida

28 Elimauerer ef al., 1987.
5a-0-(2-metilbutirato)- ]

9a-hidroxi-seco- A .

ratiferélida




Cuadro 1 Metabolitos aislados de R.columnifera R.peduncularjs
(continuacién)
NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA REFERENCIA

e) Flavonoides
27

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

Herz et al., 1985.

28

5,7-dihidroxi-flavona. Elimauerer et al., 1987.

) Fenilpropanoides

29 o oH
4-0O-desmetil-sckuhrianol. Heo oA (cHp) gt
w Elimauerer et al.,
1987.

@) Sesquiterpenocides simples.

30
{-)-(3S,5R)-5-hidroxi-9-oxo-
nerélidol.
k1]
(-)-(3S,5R)-9-oxonerdlidol.

Herz et al.,1985

30 R=OH
31 R=H



Metabolitos aislados de R.columnifera R.peduncularis,
(continuacién)

ESTRUCTURA REFERENCIA

Cuadro 1

NOMBRE DEL COMPUESTO
h) Acetilenos.

32 Herz et al., 1985.
4'-(3-buten-1-il)-4-metil-2,2'- /Q—Q—Cﬂ—q*aqlz

bitiofeno ai,

Herz et al., 1985

a3
2-(3-buten-1-il)-4-(1,3- /c>\o__c——m—cu,
pentadienil)-tiofeno Yo— o

34
7-metiltio-1,7-tridecadien-3,5,9- H sMe Ellmauerer et al.,
tetraino My G0, — {C=0), —cH=CH, 1987.



Recientemente el estudio biodirigido de_R. latipalearis , utilizando como
bioensayo la determinaciéon de la toxicidad para Artemia saling, permitié el
aislamiento de dos lactonas sesquiterpénicas bioactivas. La ratibindlida | (35)
(Clgg = 62.75 pg/mi), que posee el ntcleo geigerano , y la ratibindlida Il (36)
(CLsgg = 69.53 pg/ml), una eudesmandlida (Mata ef a/.,1990; Rojas et al.,1991).
De manera adiciqnal, se obtuvo la flavona hispidulina como constituyente
inactivo (CLgy>100ppm) (37), (Rojas 1990). En la Figura 2 se ilustran sus

correspondientes estructuras.

Por dltimo, en una reinvestigacién quimica y biolégica de esta especie ,
se demostr6 que el extracto metandlico presentaba una notable actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus _aureus, Bacillus subtillis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Candida glbicans (Jiménez 1992). Ademds, se
demostro su efecto citotdxico contra los sistemas de cultivos celulares humanos
KB (carcinoma epidermoide humano), carcinoma de pecho, carcinoma de
pulmén y adenocarcinoma de colon como se indica en el Cua&ro 2. (Jiménez
1992).

Cuadro 2 Citotoxicidad del extracto metandlico de Ratibida latipalearis.

LINEA CELULAR D&ML

Sarcoma 46
Pecho 24
Pulmén 7.7
Colon 4.0

; KB (carcinoma epidermoide) 6.2
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En este mismo estudio, el fraccionamiento biodirigido del extracto activo
mediante la determinacién de Ila toxicidad contra Artemia_salina y la
determinacién de la actividad antimicrobiana, permitié el aislamiento y la
purificacion de siete compuestos, los cuales fueron caracterizados mediante
métodos quimicos y espectroscopicos como la ratibindlida I (35), la ratibindlida Il
(36) , la hispidulina (37), e! B-sitosterol (3B), el B-D-glucositostero! (39), la
pedalitina (40) y el glicdsido 2-a-B-glucopiranosil-Al(1046)-germacradien-
6c,7B,11p-Slida (41) , representando este Gltimo un nuevo producto natural.
Cabe destacar que la lactona antes mencionada es la primera germacrandlida

aislada del género Ratibida. En la Figura 2 se ilustran las estructuras de los

metabolitos adicionales de R.latipalearis.

De los compuestos aislados de R. latipalearis solamente la ratibindlida | y
la ratibindlida !l desamollaron una alta toxicidad para Artemia salina, en
concordancia con los resultados previamente obtenidos (Rojas 1990, Mata et
al., 1990). Asimismo, ambos compuestos demostraron una actividad significativa
en el sistema P-388 (leucemia de muridos ) con valores para la dosis efectiva
media (DEg) de 2.3 y 0.2 pg/ml, respectivamente. Por otra parte, las flavonas
hispidulina y pedalitina fueron los Unicos compuestos que demostraron una
moderada actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas.
Posiblemente, 1a actividad que presentd el extracto original se deba a un efecto
sinérgico de los dos flavonoides y a la presencia de otros compuestos adn no

identificados .

Se evalu también el potencial citoloxico de la hispidulina, a pesar de
que su toxicidad para Artemia salina fue > de 1000 ug/ml. Esta flavona resultd
activa en el sistema P-388 (EDg, = 0.4 pg/mi).



Figura 2

Metabolitos secundarios aislados de Ratibida latipalearis
(Rojas ,1991 y Jiménez, 1992).

o]

(38)

H (38)
R= p-D-Glucosa  (39)

{40) (41)

1



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El propésito del presente estudio es la investigacion quimica y biolégica
preliminar de la especie medicinal Ratibida mexicana como parte de un estudio
sistemético de plantas usadas en la medicina. tradicional Tarahumara (Rojas
1990, y Jiménez 1992, inter alia.). La propuesta original de la presente
investigacién se realizé considerando que las plantas utilizadas en la medicina
tradicional presentan una gran variedad de propiedades biologicas
demostrables y constituyen fuentes potenciales valiosas de principios bioactivos

{Hamburger y Hostettman 1991).
OBJETIVOS PARTICULARES.

Con el propdsito de implementar el presente proyecto de investigacion se

plantearon los siguientes objetivos particulares::

1.  Preparar el extracto vegetal metandlico de Ratibida mexjcana mediante un

proceso de maceracion.

2. Determinar la toxicidad para Aftemia salina del extracto metandlico de
Ratibida mexicana.

3. Determinar la actividad antimicrobiana potencial del extracto de Ratibida
mexicana sobre bacterias Gram (+) , Gram (-) y la levadura Candida
albicans.

4. Determinar el efecto del extracto metandlico de Ratibida mexicana. sobre el
crecimiento radicular de Echinochloa _crusgalli y Amaranthus
hypochondrigcus.
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Determinar la actividad antifiingica potencial del extracto metandlico de
R.mexicana en contra las especies Pythium sp, Fusarium_oxiporum y
Helminthosporium sp.

Determinar la citotoxicidad en diferentes lineas celulares tumorales del

extracto metandlico.

Efectuar el fraccionamiento preliminar del extractc metanélico activo de

R.mexicana mediante un proceso de particién entre MeOH acuoso-(10%)-

hexano.

Determinar la actividad bioldgica de las fracciones primarias resultantes del

proceso de particion utilizando los ensayos indicados en los puntos 2,3 y 4.

Fraccionar de manera secundaria, mediante métodos cromatograficos, la

fraccion primaria que presente mayor toxicidad para Artemia salina.

Determinar la toxicidad para Artemia salina de las fracciones secundarias

derivadas de la fraccién primaria mas activa.
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PARTE EXPERIMENTAL.

1. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD PARA EL CRUSTACEO Artemia

salina tLeach.

Para determinar la toxicidad para A. salina se utilizé el método descrito
por Anderson y colaboradores (1991). E! procedimiento se describe ‘a

continuacién :

Preparacion de las muestras.

Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o extractos) se preparan
disolviendo 20 mg del material en 2 ml del disolvente apropiado. De esta
solucién se transfieren 500, 50 y 5 pl a tres viales; se deja evaporar el
disolvente a temperatura ambiente o al vacio, cada concentracién se prepara

por triplicado.

fncubacién de los huevecillos de Artemia salina .
Los huevos de Artemig salina se incubaron en un medio salino artificial

durante un periodo de 48 hrs,

Bioensayo.

Se transfieren 10 crustdceos a cada uno de [os frascos que contenian las
muestras a evaluar y 5 ml de medio salino artificial , teniendo una concentracién
final de 1000 , 100 y 10 ug/ml. Los frascos se mantuvieron con iluminacion
durante 24 hrs; transcurrido ese tiempo se procedié a contar el nimero de
crustdceos sabravivientes, y la CLso (concentracion letal media) para calcular el
porcentaje de mortalidad, utilizando el programa de andlisis de probabilidad

Finney.
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2. EVALUACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Microorganismos de prueba.
Para (a evaluacidn bioldgica se emplearon bacterias Gram positivas (+),

Gram negativas (-) y una levadura. A continuacién se enumeran los

microorganismos de prueba utilizados, indicando ademas las cepas
correspondientes :
Gram positivas (+) Gram negativas (-} Levadura

Staphylococcus aureus

Pseudomona aeruginosa

Candida albicans

(ATCC 6538), {ATCC 9027) (ATCC 10231)
Bacillus subtillis Escherichia coli
(ATCC 6633) {ATCC 8739)

Preparacién de las muestras de prueba y los testigos :

A 2 mg de las muestras de prueba se adicionaron 2 ml de disolvente
(mezclas de dimetilsulfoxido en agua en proporciones no mayores de 50:50 o
solucién al 10% en agua de Tween 20 y Tween 80). Como controles positivas
se utilizaron soluciones de estreptomicina (1 mg/ml) para las bacterias y de

nistatina (3 mg/mi) para la levadura. N

Preparacién de los inoculos de los microorganismos de prueba:
Las bacterias se desarrollaron en caldo nutritivo (Merck) y se incubaron
durante un periodo de 24 hrs a 37 °C.
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La levadura (Candida albicans) se desarrolld en caldo glucosa 2%
Sabouraud (Merck) y se incubd por 48 hrs a 28 9C.

Una vez desarrollados los microorganismos fue necesario estandarizar
su nimero a una concentracién aproximada de 108 células/ml, empleando como
referencia la mitad de la turbidez de! patrén Not1 de Mc Farland (0.1 ml de BaCl,
1% y 9.9 ml de H;SO.. 1%) mediante la dilucion del cultivo con solucién salifla

isotbnica (Bailey, 1986).

Siembra de microorganismos.

Se {lenaron cajas petri estériles con 20 ml de agar antibiotico No 1 (para
bacterias) 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 antibiético y a 28 °C las de agar
glucosa por 24 hrs. Transcurrido este tiempo, se desecharon las cajas que

estaban contaminadas .

Se sembré 1 ml de la solucidén de microorganismos estandarizados de
manera uniforme en cada caja petri. Con un horadador cilindrico de 10 mm de
didmetro se rer_novié el agar de las placas para producir tres perforaciones de
11 mm de didmetro aproximadamente. Posteriormente, se adicioné a cada
perforacién de manera independiente100 y 50 p! de la solucién problema y

100yl del control positivo.

Las cajas ya preparadas se mantuvieron a temperatura ambiente por un
periodo de 1 a 2 hrs para facilitar la difusion de las muestras (problemas y
patrones ). Transcurrido ese tiempo, las placas se incubaron durante 24 hrs a

370C para las bacterias y por 48 hrs a 28° C para las levaduras.
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3. DETERMINACION DEL EFECTO DEL EXTRACTO METANOLICO Y
FRACCCIONES PRIMARIAS SOBRE EL CRECIMIENTO RADICULAR DE
Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusqalli.

Los ensayos conducentes a la determinacion sobre el crecimiento
radicular de A.hypochondriacus y E.crusaqalli fueron realizados por la quimica
bidloga Blanca Hernandez bajo la direccién de (a Dra. A.L. Anaya en el Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM.

4. DETERMINACION DEL EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO RADIAL DE
HONGOS FITOPATOGENOS

Los ensayos conducentes a la determinacion sobre el crecimiento radial
de hongos fitopatdégenos fueron realizados por la quimica bidloga Blanca
Hernéndez bajo la direccién de la Dra. A.L. Anaya en el Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM.

§. MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal (ralces) de Ratibida mexicana se recolectd en el
municipio de Guachochic, Cusarére, Edo. de Chihuahua en noviembre de 1991
y se identificé por el Dr. Robert Bye, del Jardin Boténico, Instituto de Biologia,
UNAM.

Una muestra de referencia se deposité en la coleccion etnobotanica del
Herbario Nacional (Voucher: R.Bye y E. Linares 18366).
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El material vegetal se secd a temperatura ambiente y se trituré en un

molino tipo Wiley 4.
6. EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR.

400 g del material vegetal se extrajeron via maceracién, empleando como
disolvente MeOH anhidro (1.25 litros), tres veces por periodos de 24 hrs cada
uno; despuds de concentrar al vacio, se obtuvieron 49.6 g de extracto

metandlico.

Al extracto metandlico se le realizé un fraccionamiento preliminar,
mediante una particién entre metanol acuoso (10%) y hexano en una proporcién
{1:1), obteniéndose una fraccién hexanica (7.06 g) y una fra'ccién metanélica
acuosa (41.41 g).

7. FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DEL EXTRACTO HEXANICO.

El extracto hexanico (6.5 g) se fraccion6é mediante una cromatografia en
columna utilizando como adsorbente gel de silice (70 g ) (Silica Gel Merck G60,
granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). E! proceso de elucién se ilevd a cabo
con hexano, hexano : acetato de etilo en diferentes proporciones y acetato de
etilo, obteniéndose un total de 196 fracciones de 25 m! cada una Las
fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina y se combinaron

aquellas que resultaron semejantes.

En el Cuadro 3 se enumeran los sistemas de elucion empleados y las

fracciones obtenidas.



8. ANALISIS CROMATOGRAFICOS.
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Los analisis cromatograficos en capa fina se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de
silice (Silica Gel 60 GF254 Merck), utilizando varios sistemas de elucién y
diferentes agentes cromégenos. Los sistemas de eluyentes y los reactivos
reveladores empleados se resumen en el Cuadro 4.

Cuadro 3 Resu

n del fr:

i iento biodirigido via cromatografia en

columna del extracto hexanico de Ratibida mexicana.

FRACCIONES | NOTACION DE
ELUYENTE | PROPORCION | COMBINADAS | LA FRACCION
COMBINADA
Hexano 1-35 |
Hex:AcOEt 9:1 36-40 "
Hex:AcOEt 9:1 41-46 11}
Hex:AcOEt 9:1 47 - 57 \'4
Hex:AcOEt 9:1 58-65 v
Hex:AcOEt 9:1 66 - 85 Vi
Hex:AcOEt 9:1 86 - 99 vi
Hex:AcOEt 8:2 100 - 114 Vi
Hex:AcOEt 8:2 116-136 X
Hex:AcOEt 8:2 137 - 156 X
Hex:AcOEt 8:2 157 - 164 Xi
Hex:AcOEt 1.1 165-178 X1l
Hex:AcOEt 1:1 179 - 194 X
jLHex:AcOEt 1:1 195 - 196 XV
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Cuadro 4 Sistema de elucién y reactivos cromég utilizados para los
andlisis cromatograficos en capa fina.
SISTEMAS DE COMPOSICION PROPORCION
ELUYENTES
| Hex - AcOEt 9:1
i Hex - AcOEt 8:2
n Hex- AcOEt 1:1
[\ AcQEt -—
REACTIVO COMPOSICION DEL REFERENCIA
AGENTE CROMOGENO
Suffato cérico * 12 g de Sulfato cérico Sthal 1969
222 ml de H,S0, con.
350 g de hielo picado.

*Para el desarrolio de color es necesario calentar por 2 min a 110 °C.
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AISLAMIENTO DEL ESTIGMASTEROL (43) Y ESTIGMAST-22-EN-3-
OL(44)

De la fraccién combinada IV de la columna original (Cuadro 3)
cristalizaron espontdneamente 7.6 mg de un sélido blanco cristalino, de pf =
118-120°C.

Las aguas madres de la fraccién combinada IV (383 mg) se recromatografiaron
en una columna de gel de silice (11.24 g) utilizando como eluyentes benceno,
benceno: AcOEt 9:1 y AcOEL. Se recolectaron un total de 147 fracciones cada
una de 20 ml (Cuadro 5). Cada fraccién se analizé mediante cromatografia en
capa fina, combindndose aquellas que resultaron similares. De las fracciones
combinadas 69-104 (Cuadro 5), cristalizaron 22.12 mg de una mezcla de
estigmasterol y estigmast-22-en-3-0ol. Esta mezcla se resolvid en sus
componentes individuales mediante una cromatografia preparativa en capa
delgada de gel de silice impregnada con AgNO,, utilizando como eluyente una
mezcla de benceno: AcOEt (9:1). Como resultado de este procesc se
obtuvieron 156 mg de estigmastero! (pf=118-120°C) y 7 mg de estigmast-en-22-3-
ol (pf=169°C). .



Cuadro §

imen de la cr

combinada V.

grafia en columna de la fraccién
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ELUYENTE

FRACCIONES ELUIDAS

FRACCIONES
COMBINADAS

Benceno

1-138

1-20, 16-21, 22-38,
39, 40, 41-60, 61-68,
69-72, 73, 74-76, 77-
79, 80-89, 90, 91, 92,
93, 94, 95-117, 118-
120, 121 ,122-139 .

Benceno:AcOEt

140 - 143

140 - 143

AcOEt

144 - 147

144 -147
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Actividades biolégicas del extracto metandlico de Ratibida
mexicana.

Con el fin de determinar si la especie medicinal Ratibida_mexicana
constituye una fuente potencial de principios activos se realizéd una serie de
evaluaciones biolbgicas preliminares sobre el extracto metandlico de la especie.
Los bioensayos realizados incluyeron: la determinacion de la toxicidad para
Antemia salina, la evaluacion del potencial antimicrobiano, la determinacion del
potencial alelopatico, ta evaluacién de la capacidad inhibitoria del crecimiento
de hongos fitopatdgenos de varias especies, y por Ultimo, 1a determinacién del

efecto citotdxico sobre varias lineas celulares de tumores humanos .

La determinacién de la toxicidad para A:_salina es un bioensayo simple
que consiste en evaluar la letalidad inducida por extractos, fracciones y
compuestos puros a diferentes concentraciones sobre las larvas con 48 hrs de
desarrollo de este crustdceo. El tiempo de exposicion de las larvas con los
productos de prueba es de 24 hrs. Al cabo de este tiempo se determina el
porcentaje de mortalidad y/o la dosis letal media mediante el método Finney.
Los extractos naturales que presentan valores de CL:,,;,'< a 1000 .uglml se
consideran activos (Anderson et al, 1991). En el caso de la evaluacion del
extracto metandlico de R.mexjcana se obtuvo una Clg, de 62.27 ug/m|, lo cual

indica que el extracto presenta una actividad larvicida significativa.
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Considerando que la toxicidad para A. salina se ha utilizado previamente
como un indicador preliminar de la actividad citotéxica, se considerd pertinente
evaluar el extracto como agente anticancerigeno potencial. Para ello el extracto
fue enviado a la Universidad de lllinois, USA donde se evalub en contra de las
lineas celulares derivadas de tumores humanos que se incluyen en el Cuadro 6,
donde se indican también los resultados de estas evaluaciones. Como se puede
apreciar, en todos los casos los valores de DEg, son menores de 20 pg/ml, lo
cual indica una importante actividad citotdxica del extractoc metandlico de

R.mexicana (Suffnes y Pezzuto 1991).
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Cuadro 6 Citotoxicidad del extracto metanélico de Ratibida_mexicana

sobre diferentes lineas celulares derivadas de tumores humanos.

Linea BC-1 HT-1080 Lu-1 Mel-2 Col-2 KB
DEso 3.0 7.3 34 2.8 26 37
ml)
Linea KB-v P-388 A431 LNCaP ZR75-1 U373
| _celular
DE;, 2.7 0.6 4.9 1.8 4.0 3.5
_(pg/mi)
BC-1 Cancer de pecho humano.
HT - 1080 Fibrosarcoma humano.
Lu-1 Caéncer pulmonar humano.
Mel-2 Melanoma humano.
Col-2 Cancer de colon.
KB Carcinoma epidermoide.
KB-V Carcinoma epidermoide resistente a vinblastina.
P-388 Leucemia de muridos.
A 431 Carcinoma epidermoide humano.
LNCaP Cancer de préstata humano.
ZR75-1 Cancer de pecho humano.
U373 Glioblastoma
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En el caso de la evaluacidn de la potencialidad antimicrobiana los
ensayos ‘se realizaron sobre bacterias Gram positivas, Gram negativas y la
levadura Candida albicans siguiendo el método de difusidn en agar, tal como se
describié en la seccidén experimental . El extracto se evalué a concentraciones
de 1 mg/ml y en el caso de las bacterias se obtuvieron resultados negativos. En

el caso de C.albicans se observé tan sélo una disminucion del crecimiento.

La actividad potencial alelopdtica de Ratibida mexicana se determiné
midiendo el efecto sobre el crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli, El extracto metandlico se evalud a
cinco concentraciones diferentes (20,50,100,150, y 200 ppm). En la gréfica 1 se
ilustran los resultados . Como se pueds apreciar, el extracto demostré un efecto
significativo inhibitorio sobre el crecimiento de A. hypochondriacus a las
concentraciones de 50, 100,150, y 200 ppm. Por otra parte la segunda especie
fue menos sensible al efecto del extracto metandlico . El valor de ICg, (dosis
inhibitoria media ) obtenido en el caso de A. hypochondriacus fue de 41.18
ng/mly en el caso de E. crusgalli de 213.73 ug/m! .

En relacién a los ensayos sobre el crecimiento radial de hongos
fitopatégenos, se evalud el extracto metandlico contra tres tipos de hongos
(Pythium_sp, Fusarium oxiporum y Helminthosporum _sp) a dos diferentes
concentraciones (S0 y 200 ppm). Los resultados obtenidos se muestran en las
graficas 2-4. El extracto metanélico inhibié significativamente el crecimiento de
Helminthosporium y Pythium sp a las concentraciones ensayadas.
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Efecto del extracto metandlico de R.mexicana sobre
el crecimiento radial de Pythium sp
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Efecto del extracto metandlico de R.mexicana sobre
el crecimiento radial de Fusarium oxiporum
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Efecto del extracto metandlico de R.mexicana sobre
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En relacién al efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Fusarium

oxiporum, el extracto metandlico presentd una moderada inhibicion a 200 ppm.

De los resultados anteriores se deduce claramente que el extracto
metandlico de R.mexicana presenta una gran diversidad de actividades
biolégicas y que, por lo tanto, la especie constituye una fuente potencial de

principios activos.

b) Actividades biolégicas de las fracciones primarias derivadas del
extracto metandlico activo de Ratibida mexicana.

Con la finalidad de determinar la polaridad de la porcidén activa del
extracto de R mexicana se decidié a realizar una particién entre metanol acuoso
y hexano. De este proceso resultaron dos fracciones primarias , una hexanica y
una metandlica-acuosa. Ambas fracciones primarias fueron sometidas a las
mismas evaluaciones gque el extracto original con la excepciéﬁ de la actividad

citotoxica.

Se determind la toxicidad de ambas fracciones, hexanica y metanélica
acuosa , para Artemia salina obteniéndose valores para la ClLy, de 37.4 pg/mi y
62.27 ug/ml respectivamente. En ambos casos la CLs, resulté ser menor a 1000
ppm por lo que se deben considerar como bioactivas a las dos fracciones
(Anderson ef al., 1991).

En relacién a la actividad antimicrobiana de las fracciones hexénica y
metandlica acuosa contra la levadura Candida albicans y bacterias Gram (+) y
Gram (-), los resultados fueron negativos al igual que en el caso del extracto

ariginal.
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Los resultados de la evaluacién de las fracciones primarias sobre fas

especies A. hypochondriacus y E.crusgalli se ilustran en las gréficas 5y 6

La fraccion hexanica, demostrd una inhibicion significativa a las
concentraciones evaluadas (10,30,50,70,100,150 y 200 pg/ml) sobre el
crecimiento radicular de A.hypochondriacus. El efecto fue dependiente de la
concentracion. A las dosis de 150 y 200 pg/mi el crecimiento fué nulo (ICs =

94.81 ng/ml).

Por el contrario, y al igual que en el caso del extracto metandlico original,
el efecto sobre la especie E. crusgalli fue mucho menor, encontrandose que a

150 y 200 pg /ml, la inhibicién del crecimiento radicular fue de tan sélo el 30% .

La fraccién metandlica acuosa no demostré un efecto significativo a las
concentraciones de 50 y 100 pg/m! en el caso de Amaranthus . A 200 pg/mi el
efecto inhibitorio observado fue del 27.4%. En el caso de E. crussaalli se
observé que a la concentracion de 200 pg/ml se obtenia una inhibicion de 356%
y a 100 pg/mi de 27.4%.

Por Jltimo, los resultados de las evaluaciones sobre hongos

fitopaloégenos de las fracciones primarias se ilustran en las graficas 7-10 y 10-12

La fraccion hexénica (graficas 7-9) demostrd un efecto inhibitorio
significativo del crecimiento para Pythium sp y Helminthosporium sp. En el caso
de Pythium se observé una inhibicion det crecimiento del 30.8% y 54% a 60 y
200 ppm, respectivamente a las 48 hrs (1a lectura). Por ofra parte, para
Helminthosporium sp la inhibicidén del crecimiento a las 72 horas fue de 45.7% a
80 pg/ml y de B5.7% a 200 ppm.
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Efecto de la fraccidn metandlica-acuosa de R.mexicana sobre el crecimiento de
Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.
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Efecto de la fraccion hexanica del extracto metandlico de
R.mexicana sobre el crecimiento radial de Pythium sp
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Efecto de la fraccion hexanica del extracto metandlico de
R.mexicana sobre el crecimiento radial de Fusarium oxiporum

14
12 e TR R R A

—t
(]

% Inhibicién

N
0 50 200
ppm

-= Foxiporum (72h) —+ F.oxiporum (192h)

Grafica 8

o€



Efecto de la fraccidn hexanica del extracto metandlico de
R.mexicana sobre el crecimiento radial de Helminthosporium sp
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En el caso de la fraccidn metandlica acuosa (graficas 10-12) se observd
un efecto inhibitorio significative sobre Pythium sp y Helminthosporium sp a la
concentracién de 200 ppm. A las 48 horas (1a lectura) el porcentaje de
crecimiento de Pythium sp fue de 67.7 % {porcentaje de inhibicién 32.3%). A la
misma concentrcién (200 ug/mi) y al cabo de 72 horas (1a lectura) el porcentaje

de crecimiento de Helminthosporium fue de 58% (42% de inhibicién).

En conclusion, de los resultados obtenidos en las diferentes
evaluaciones se deduce que la fraccién primaria hexénica es la responsable en
mayor grado de las actividades citotdxicas, e inhibidora dei crecimiento vegetal

y antifungica,

c¢) Determinacién de la porcién activa de la fraccién hexdénica

mediante la determinaci6n de la toxicidad para A. salina.

Considerando que la fraccion hexanica resulté ser la méas activa de las
fraceiones secundarias derivadas del extracto metandlico, se procedié a
fraccionarlo de manera adicional , mediante métodos cromatograficos . Para ello
la fraccién fue cromatografiada sobre una columna de gel de silice, tal como se
indico en la seccién experimental . De este proceso se obtuvieron 14 fracciones

terciarias (I-XIV), como se indica en el Cuadro 3 de la seccién experimental.



Efecto de la fraccion metanodlica-acuosa de R.mexicana
sobre el crecimiento radial de Pythium sp

35
30

n
(344

n
o

% Inhibicién
s §
[4)]

jry
o

(%)

Q
(34}
o

= Pythium sp(48 hrs) - Pythium sp (72 hrs)

Grafica 10

6€



Efecto de la fraccion metandlica-acuosa de R.mexicana
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Efecto de la fraccion metandlica-acuosa de R.mexicana
sobre el crecimiento radial de Helminthosporium sp
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Se evalub el potencial toxico para A. salina de cada una de las fracciones
secundarias resultantes. Como se puede apreciar en el Cuadro 3. solo

resultaron activas los subgrupos de fracciones combinadas U-IV (Ver Cuadro 7).

De los resultados presentados en el Cuadro 7, se concluye que la
actividad toxica de la fraccion hexénica para el crustdceo A, salina se concentra
en las fracciones terciarias de menor polaridad. Cabe hacer notar que estas
fracciones terciarias se encuentran en proceso de evaluacién para determinar la

actividad antifingica y alelopatica .

Tomando en cuenta que el ensayo de Artemia salina ha correlacionado
en multiples ocasiones con la actividad citotdxica en varias lineas celulares de
tumores humanos (Anderson ef al.,1991) , resuita altamente probable que el
efecto citotéxico demostrado para el extracto metandiico original de R,_mexicana

se deba a los constituyentes presentes en esas fracciones .

Por otra parte , aunque no se han realizado estudios de correlacion enrtre
la inhibicién de la toxicidad para A._salina y el efecto inhibitorio sobre el
crecimiento radicular sobre las malezas A.hypochondriacus y E. crusgalii , es
factible que en las fracciones de menor polaridad del extracto hexanico se
encuentren también los principios activos responsables del efecto inhibitorio del

crecimiento radicular que demostrd la fraccion hexanica .
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Cuadro 7 Fracciones secundarias de la porcién hexanica con actividad

téxica contra Artemia salina.

NOTACION DE [ LC,, (pg/mi)
LA FRACCION
COMBINADA
!
i 90.77
il 271.73
Y 178.66
\ >1000
Vi >1000
Vil >1000
vill >1000
X >1000
X >1000
Xt >1000
Xii >1000
X >1000
XV >1000
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d) Aislamiento y caracterizacion del estigmastero! (42) y del
estigmast-22-en-3-ol (43).

Durante el fraccionamiento de la fraccidn primaria hexanica, de la
fraccion combinada [V de la columna original precipitaron 7.6 mg (Cuadro 3) de
un sdlido blanco cristalino, el cual fue caracterizado como estigmasterol (42),

por comparacién con una-<muestra auténtica.

De manera adicional, la recromatografia en columna de gel de silice de
esta fraccion permitid obtener una mezcla de dos esteroides, de acuerdo al
andlisis por cromatografia de gases - espectrometria de masas (Ver figura 3). La
mezcla anterior se resolvid en sus componenteé individuales mediante una
cromatografla en capa delgada gel de silice impregnada con AgNO,
obteniendose cantidades adicionales de estigmasterol y estigmasl:zz-en-3-ol
(43 ), el cual también fue identificado por comparaciéon con una muestra

auténtica. En el apendice 1 se ilustran los espectros de los esteroles.

H Hi

Estigmast-22-en-3-ol. (43) Estigmasterol. (42).

Es importante destacar que ninguno de los dos esteroles aislados demostrd

actividad contra A.salina (LCg, > 1000 png/ml en los dos casos),
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RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El exracto metandlico de Ratibida mexicana demostré las siguientes
actividades: citotéxica en diferentes lineas celulares, antifiingica sobre
Pythium sp, y Helminthosporium sp , téxica para Artemia salina e inhibidora
del crecimiento vegetal sobre las especies Amaranthus hypochondriacus y
Echinochloa crusgalli. A diferencia del extracto metanélico de la especie
relacionada R.latipalearis , el extracto de R mexicana no presenté actividad

antimicrobiana .

La actividad presentada por el extracto metandlico de las raices de
R.mexicana indican que esta especie medicinal constituye una fuente

potencial importante de principios activos.

. Al fraccionar el extracto activo mediante un proceso de particidén entre
hexano y metanol acuoso, y evaluar las fracciones secundarias resultantes
mediante los mismos bloensayos, se encontrd que la fraccion activa del
extracto correspondia a la fraccién secundaria menos polar, es decir a la

fraccion hexanica.

. .Elfraccionamiento adicional mediante métodos cromatogréficos secundarios
de la fraccidn hexanica pemmitid el alslamiento de dos sustancias
esteroidales las cuales fueron identificadas como el estigmasterol y

estigmast -22-en-3-ol.



RECOMENDACIONES

Realizar el estudio fitoquimico biodirigido del extracto metandlico de Ratibida

mexicana con la finalidad de aislar los principios activos de las actividades

bioldgicas demostradas en la presente investigacion
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Espectro 4
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