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INTRODUCCION. 

Conyza filaginoides. (D.C.) Hieron (Figura 1), conocida popularmente 

como "simonillo" y "zacachichi" (hierba amarga), es un arbusto perteneciente a la 

familia Asteraceae (tribu Asteraea, subtribu Conyzinae). En México se encuentra 

distribuída principalmente en el Valle de México y en los estados de Morelos, 

Michoacán, Hidalgo y Oaxaca. Además del "simonillo", el género Conyza incluye 

49 especies distribuidas en varias partes del mundo, principalmente en las 

regiones tropicales (Grau, 1977; Sanz el al., 1991). 

Martínez (1989) en su libro Las Plantas Medicinales de México hace la 

siguiente descripción de la planta "es una hierba que alcanza 30 a 40 cm de 

altura, de tallo simple, ramificado solamente en la parte superior; hojas alternas, 

dentadas, lanosas, lo mismo que el tallo, de 3 a 4 cm. de longitud; inflorescencias 

terminales, solitarias, de 2-3 capitulas; involucro de brácteas biseriadas, con el 

centro verde y la punta morada, las flores femeninas y filiformes de menor 

longitud que el estilo, las flores hermafroditas tubulosas y regulares con los 

estambres incluidos". 

El simonillo se emplea en la medicina tradicional desde tiempos 

inmemoriales; los indígenas lo han usado para coi Jbatir algunas enfermedades 

gastrointestinales. Fray Francisco Ximénez, en Los Quatro Libros de la 

Naturaleza, dice que "hevacua por vómito todos los humores principales de cólera 

y la flema", pero que "no se debe dar atrevidamente a los enfermos que tienen 

calentura". Además, "cura la represión y el ahíto, despierta la gana de comer y 

aprovecha notablemente a los que se les aceda la comida en el estómago por 

falta de calor natural" (Martinez 1989) 

t 

1 



Figura 1. Conyza filaginoides (D.C.) Hieron. 



En su texto de Materia Médica, Altamirano (1894) menciona que varios 

médicos han prescrito el simonillo como amargo tónico en los catarros gástricos 

acompañados de dispepsia y falta de apetito. Pero su principal uso es para curar 

los cólicos hepáticos mediante el empleo de la infusión de la planta, tomándola 

diaramente en ayunas por largo tiempo. 

Posteriormente, el Dr. Villaseñor del Instituto Médico Nacional en 1907 

observó que el simonillo aumentaba la secreción del jugo gástrico y la bilis, y 

excitaba los movimientos peristálticos del estómago y los intestinos (Martínez 

1989). 

Según Martínez (1989), el Dr. Eduardo Liciaga empleó un cocimiento de 

esta hierba con resultados muy satisfactorios en numerosos casos de "catarro de 

las vías biliares" observándose en todos los casos tratados una disminución de la 

ictericia y el dolor. También los efectos colagogos fueron notables. 

Por último, al simonillo se le han atribuido otras propiedades medicinales 

(Diez 1976), mismas que se resumen en el Cuadro 1, que incluye también la 

parte empleada de la planta y la vía de administración. 

Otras especies del género Conyza se utilizan como agentes curativos en la 

medicina tradicional de diversas regiones del mundo. Así por ejemplo, la 

C. linilolia y la C. canadensis se emplean como antiespasmódico y agente 

antiséptico, respectivamente, (Harraz el al., 1988); la C. blinii, planta endémica 

del suroeste de China, se ha utilizado como sedante, antipirético, antiinflamatorio 

y para el tratamiento de la laringofaringitis, la hepatitis y el dolor de dientes 

(Yang el al., 1989); por último, la C. trihecatactis es de uso común para 

la cura de los desórdenes gastrointestinales y el reumatismo aunque 

produce dermatitis por contacto (Torrenegra et al., 1994). Asi mismo, cabe 



Cuadro 1. Propiedades medicinales de Conyza filaginoides. 

Uso popular Parte de la planta usada Vía de administración 

Enfermedades de los 
ojos 

Fruto Local 

Anticatarral 

Planta entera Oral 

Colecistitis 
Cólicos biliosos 
Hepatotóxico 

Nauseas 
Nefrotóxico 

Cólicos hepáticos 
Aperitivo 

Planta entera Oral 
Catártico 
Dispepsia 
Emético 

Represión 
Contra el aire ----- -- Oral 

Diurético 
Colagogo 

Planta entera Oral 

Eupéptico 
Ictericia 

Gastroenteritis 
Favorece el peristaltismo 

Analgésico 
Angicolitis 
Alexitere 

Antipirético 
Astringente 
Carminativo Planta entera Rectal 

destacar que el extracto de la planta entera de C. dioscoridis se emplea como 

un insecticida natural (Mohamed et a1,1989). 

Desde el punto de vista químico, la especie C. filaginoides ha sido objeto 

de dos investigaciones previas. Primero, en el Instituto Médico Nacional se hizo 

un análisis del extracto acuoso de la planta, encontrándose sales, sustancias 



pépticas y una materia amarga, posiblemente de naturaleza alcaloidea (Martínez 

1989). En 1972, Domínguez y colaboradores aislaron e identificaron el a-

espinasterol, la (3- amirina y el triacontano. Por otra parte, los estudios químicos 

realizados a la fecha sobre especies relacionadas han permitido el aislamiento y 

caracterización de los metabolitos secundarios que se indican en el Cuadro 2. 

Estos metabolitos incluyen: 

a) Monoterpenoides simples (mentanos y pinanos) e irregulares, como la loliólida 

(1) (Harraz et al., 1988). 

b) Sesquiterpenoides de los tipos, germacrano, eudesmano, farnesano, 

cariofilano (9) y bisabolano (Bohlmann, 1978; Bohlmann et al., 1979; Metwally et 

al., 1989; Ahmed et al., 1990; Zdero et al., 1990 y Sanz et al., 1991). 

c) Diterpenoides, principalmente de los tipos lineales, labdano, clerodano y 

clerodanos modificados (Sen et al., 1975; Tandon et al., 1979; Mahato et al., 

1981; Bohlmann et al., 1982; Pandey et al., 1984; Jolad et al., 1988; Yang et al., 

1989; Zdero et a/.,1990; Ahmed et al., 1990 y Torrenegra et al., 1994). 

d) Triterpenoides derivados de la (3-amirina, del escualeno, de la friedelina y del 

lupeol (49) (Domínguez et al., 1972; Harraz et al., 1988 y Metwally et al., 1989). 

e) Flavanoles y flavanonoles (Sen, 1976; Tandon, 1977, Ismail et al., 1979 y 

Zdero et al., 1990). 

f) Cumarinas (Bohlmann et al., 1979). 

g) Compuestos aromáticos simples (Bohlmann et al., 1981; Harraz et al., 1988; 

Ahmed et al., 1990 y Ahmed, 1991). 

h) Esteroles (Domínguez et al., 1972; Harraz et al., 1988 y Metwally et al., 1989). 

1) Acidos grasos y compuestos acetilénicos (Bohlmann et al., 1979; Pandey 

5 



et al., 1984; Zdero et al., 1990 y Sanz et al., 1991). 

Los compuestos acetilénicos y los diterpenoides de los tipos labdano, 

clerodano y clerodano modificado constituyen los metabolitos más abundantes 

del género. 

Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza 

MONOTERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. linifolia HO 	O 

loliólida (II 

Harraz et al., 
1988 

C. linifolia 

Illi 

limoneno (g) 

o 

pineno (11 

le 

0-felandreno (41 

Ahmed y 
Ahmed 
1990a 

6 

L. 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (Continuación) 

SESQUITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. Ulmifolia 

3-(4,8-dimetildecaniI)-1,3-butadieno 

germacra-4(15),5,10(1)-trieno 

eudesma-3-en-8-oxo 

(5) 

(6) 

H 
(Z) 

Bohlmann 
et al., 
1978 

C. canadensis )°___. 

a-trans-bergamoteno (8) 

Bohlmann et 
al., 1978 

C. aegyptica 

C.sumatrensis 

• 

epóxido del 

SO«, 
Metwally et al., 

1989 
Zdero et al., 

1990a 
p-cariofileno (9) 

C. bipinnaa 

C. aegyptica 

C.sumatrensis 

C. linifolia O-farneseno (10) 

Bohlmann et 
al., 1979 

Metwally et al., 
1989 

Zdero et al., 
1990a 

Ahmed y 
Ahmed 
1990a 

C. aegyptica 

C.sumatrensis 

C. linifolia 

• 

1.4 fs le 

curcumeno (11) 

Zdero et al.,
..3... 	 1990a 

Metwally et al., 
1989 

Ahmed y 
Ahmed 
1990a 

7 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (Continuación) 

SESQUITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. Welwitschü coof.'14#‘-'----. 1  

ácido 2(4'-metil-3'penten)-2,6,10(12),11- 
tetraen-12,13-epoxitridecanoico (12) 

Zdero et al., 
1990a 

C. stricta 
cOOH 

ácido farnesilico (13)  

Ahmed y 
Ahmed 1990b 

C. schimperi 
com 

ácido-10-sesquigeranoico (14) 

Zdero et al., 
1990b 

C. pyrifolia or, 

ácido-6-E-19-oico-geranil-geraniol (15) 

Zdero et al., 
1990b 

C. pyrifolia 

C. aegyptica 
i 	,:,  

.0)  -0 
OH 

coniaegiptina (163 

Zdero et al., 
1990b 

C. aegyptica 

HO 

OR 

R 
(17) H 	14-hidroxi-12,13-dihidro-sesqutterpineol 
(18) Xil 	14-hiciroki-12.13-dihidrasesquiterpineol-

0-xilopiranósido 

Zdero et al., 
1990b 

C. bonariensis ofi 

germacra-4(15),5,10(14)-trienlp-oi (u) 

Sanz et al., 
1991 

8 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

DITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. stricta .• , ccw 

ácido conyzico (20) 

Sen et al., 1975 

C. stricta 

o 

COOH 

ácido estríctico (21) 

Tandon et al., 
1979 

C.stricta 

COOCH, 

ester metílico del ácido estrictico.(22) 

Mahato et al., 
1881 

C. podocephala coH,vi 	cH 2oH 	..„........./o 

conipododiol.(23) 
al., 1982 

 

Bohlmann et 

C. japonica 
... 

co,H 

ácido 2a,-hidroxihardwickico (24) 

Pandey et al,. 
1984 

C. coulteri 
Ho 

CO2H 

ácido 2p-hidroxihardwickico (U) 

Jolad et al., 
1988 

C. pynfolta 
C. schimperi co,t, 

H 

6 E-18-hidroxi-19-oico geranilgeraniol 26.) 

Zdero et 
a/.,1990 

t 
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

DITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. podocephala 

C. aegyptica 

. 

le ,  ,.. 

o ' 

conicefaloide 

H 

O 	° 
 

7-hidroxi-17-oxo-7,6-dthidroxi-6,17-dihidro 

001  

11 

. 	' 

o 

(27) 

.. 
o 

.0 , 

conicefaloide 

Bohlmann et 
al., 1982 

Zdero et al., 
1990b 

C. blinii 

o 

o 

HO  

\ OAc 
HO 

blinina (29) 

Yang et al., 
1989 

C. aegyptica 

C. schimperi 

O 

a 

isochiliolídalactona 

. .0
).-..-0 

...CHI  

H 

(30) 

Zdero et 
al.,1990b 

C. aegyptica HO  

110,*".  
HO 

14-dien-20.12-élida (31)..._ 

30,4n,70,1011.1etrahldroxi-15,16.epoxi-labda-13(16), 

o 

. 

H 

Zdero et 
a/. ,1990b 

1 

10 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

DITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. pyrifolia 

R= H 

R=OH 

\ o / 
 

o 

.„. 

6-oxo-1.1.4a,15,16-bisepoxi- labda-
13(16).14-dien-20,12-álida.(32) 

1015-hidroxi-6-oxo-3n,4a,5,16-bisepoxi-
labda-13(16).14-dien-20,12-élida. (33) 

Zdero et 
a/. ,1990b 

C. pyrifolia 

X 
(34) =0 

(35) a0Ang 

(36) oOH 

R 
OSen 

H 

OAng 

\ j 

.,.. 
9 

611-senecioiloxi•pirropapólida 

a-angeloiloxi-10-desoxo-pirropapólida 

611-angeloiloxi-10whidroxi-10-desoxo- 
pirropapólida 

Zdero et 
al.,1990b 

C. pyrifolia 

C. schimperi 

x 
P7) 	O 

kW 	O 

R 
H 

0Ang 

\ ) 

„--..,, 
....Y 

Pirropapállda 

611-Angelnilom-pirropapálida 

Zdero et 
al. ,1990b 

II 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (Continuación) 

DITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. stricta 

SS 
/ 	COOH 

conyzanol 	R= 

ácido 6-metoxi-8(17),13-8(17),13-15,19-15,19- 
dioicobutanólido 

o 

OCHO  

COOH 

(22) 
HO OCHO  HO 

O 

A: aOMe 	B: pOMe 	(411) 

Ahmed y 
Ahmed 1990b 

C. Welwitschii 

co2H 
ácido danielólico 

C 

(41) 

Zdero et al., 
1990a 

C. schimperi 

•, 

,,-----.....--- 

ent-latida-8(17),13(15),14•trien.19-oico-15,16-epoxi 

t..r.........-- 

CIÓH 
ent-labda-8(17),13-dien-19-oico-ácido-15,16-ólida 

H 
b02H 

(42)  
o 

r'Cor 

(43)  

Zdero et 
at,1990b 

12 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

DITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. steudellii Ahrned 
lemili 

13,17-dihidroxi-labda-8,14-dteno-17-0-xylopiranásido 

OH 

o 	ar°H  
HO 

It 

et al., 
1991 

C trihecatactis 

/ 

ent-3í3-hidroximanool 

ent-manool-13-0-0-D-xilopiranósido 

HO 	/ 

...... 

H 

ent-esclareol 
......• 

0 

..... 

ent-esclareol-13-0-(3-0-xilopiranósidoi48) 

-1---.):''OH 

H  

(45) 

HO 	 OH 

OH 

(46) 
.",<'. 

OH 

OH 
..., 

(47) 

1-1 
_.:_,.4,  

OH 
OH 	O 

Torrenegra et 
al., (1994) 

13 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

TRITERPENOIDES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. linifolia 

OH 	, e* 

lupeol 

55 
(1) 

Harraz et al., 
1988 

IIP 

C. linifolia 

AcO  

acetil lupeol (.11) 

pe Ahmed 
Ahmed y 

1990 

C. aegyptiaca 

HO e* 

(51) 

I.. 

ori  

(51 

Metwally et al., 
(1989) 

escualeno 

C. filaginoides 

HO ele 

f-amirina 

H  

OS al., 

(U) 

Dominguez et 
1972 

14 



Cuadro 2. Melabolitos secundarios aislados del género Conyza (Continuación) 

ESTEROLES 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. linifolia 
OH .. 

HoH,c 	o  

H 3̀ 1i\•-° 0  

0--sitosterol 

(3D-glucositosterol 

el 

ell  

e.  

Harraz et 
at,1988 

(14.1 

La 

C. aegyptiaca 

HO ,S  

estigmasterol 

"lb 

Metwally et 
at,1989 

(01 

C. filaginoides Dominguez 

HO *S  

a-espinasterol 

Sil al. 

al 

et 
,1972 

.0" 

15 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

FLAVONOIDES. 
ESPECIE. COMPUESTO. REFERENCIA. 

C. stricta 

o 
• H3 	

cH3
is  

o 

	

410 	1 HO 	 OCH3  

	

OH 	O 

5,6-dihidroxi-3,8,41-trimetoxiflavona (58) 

Sen et a1.,1976 

C. stricta ocH, 

ocm3  
O 

OCH3 	
C H3 

 

HO 	O 

OCH3  

OH 	O 

5,7-dihidroxy-3,8,3',4',5'- 
pentametoxiflavona (E) 

Sen et .3/.1976 

C. stricta 

oc H3 
• CH3 

HO 	O 	

Oil 

	

e 	1 ocH, 

	

OH 	o 

5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxiflavona 
(60) 

Tandon et al., 
1977 

16 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

FLAVONOIDES _ 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C.dioscoridis 

C. pallidiflora 

OH 

OH 

HO 	o 

OH 

OH 	o 

quercetina (61) 

Ismail et al., 
1979 

Zdero et al., 
1990 

C.dioscoridis 

OH 
OH 

HOO 

110 
Oarabinosil 

	

OH 	O 

quercetina-7-arabinósido (62) 
OH 

OH 

HO 

	

011 	1 
Oramnasil 

	

OH 	O 

quercetina-3-ramnósido (63) 

Ismail et al., 
1979 

C pallidiflora 

0H 

HO 

	

IIIII 	

OH 

OH 

	

OH 	
O 

eriodictiol (64) 

Zdero et al , 
1990 

t 
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

CUMARINAS 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. Obscura -k----"----)  

H 

O 

escopolatina-(2'en-3'metilbutil-(1')) 

escopoletina-(2',6'-dien-3',7'-di 

-- Ns 

escopoletina-(2',3'-epoxi-3'-metilbutil-(11] 

escopoletina12',3'-dihidroxi-3'rnetilbutil-(1)) 

CH30 

^-"--N-. 	1.11  o 

éter (65) 

CH30 

1411  O  

metiloctil-(1')) éter 
(66)  

CH30 

O * 

éter 
(67)  

CH30 

lei  
OH 

éter 
(68) 	 

Bohlmann et 
al., 1979 

18 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

COMPUESTOS AROMATICOS 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. podocephala 

OH 	1- 2J—CI-13  
0111 	n 

OH 

n=14 	5-n-pentadecil-resorcinol(cardol) 
(69) 

n=15 	5-n-hexadecil-resorcinol 
(70) 

n=16 	5-n-pentedecil-resorcinol 
(71) 

Bohlmann et al., 
1981 

C. linifolia 

COOH 

1.1 OCH3  

OH 

ácido vainillico (72) 

Harraz et al., 1988 

C. linifolia 

OH 

	

,4,„ o 
O 	

OH 

COOH 	 OH 

	

HO 	OH 

ácido 2-n-propil-4-hidroxi-6-0-0-D- 
glucopiranosilbenzoico 

(73) 

Ahmed y Ahmed 
1990a 

C. steudellii 

OCHO  
CHAO 	OCHO  

00  

elemicina (Z4) 

Ahmed et al , 1991 

1 
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (continuación) 

ACIDOS GRASOS Y COMPUESTOS RELACIONADOS ACETILENICOS 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. bipinnata 

-' ,--"..,c-c-cH - o  O 

deca-2,4-dien-6-in-4-olida (75) 

-,..„...-...... p,...„,:i 2...„....,,,„,.... 	,c ooc H3 
e" 	" 

deca-2-en-4,6-diin-oato de metilo (76) 
....................d2.„--.;‘,..„-cH 2o1-1 

deca-2-en-4,6-diin-1-ol (77) 
......,".., 	..„d  2 ..,,,:k1,..,,, 	O H2OAC 

acetato de deca-2-en-4,6-diino (78) 

Bohlrnann et 
al., 1979 

C. canadensis 
,,_./...„.q;.,..,.._____ 	,,_. 	coocH3  

Bohlmann et 
al., 1979 2,8-dien-4,6-diin-oato de metilo (79) 

C. pallidiflora 

C. canadensis "---5-4"-• c-c 
--o 

° 
deca-2,4,8-trien-6-in-4-álida (80) 

Bohlmann et 
al., 1979 
Zdero et 
al.,1990b 

C. japonica 

	

CII2 --CH 	..C]7CH-CH=CH-Pliz13---CH=CH7  

	

H 	"H 	OAc 

divinilhidroxiacetoxidieno (81) 

Pandey et al., 
1984 

C.newii 

c...t-CHI--CH-COOCH3  

OH 

matricarianol (82) 
"..........rc.tcH7cH-coocH, 

OH 

8Z-matricarianol (83) 
..„..-yciwt-OH-TcH-COOCH3  

OAc 

acetato de matricarianol (84) 

Zdero et 
al.,1990a 

20 



Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Conyza (Continuación) 

ACIDOS GRASOS Y COMPUESTOS RELACIONADOS ACETILENICOS 
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

C. sumatrensis 
.... ,„,..-„,,,„ ,,..,Jci..c]2\«" 

heptadeca-1,8z-dien-11,13-diino (85) 
Zdero el 
a1,1990a 

C. welwitshii 

C. volkensii 1990a 

	

,,....,,,..„.....,,,,___-[cH----c I-1]2 	[P112]'7'CO2H 

OH 

ácido 9-hidroxi-10E,12Z-octadecadienoico 
(86)  

	

[ci-i---cH]2 	[CH2].c021,1  

OH 

ácido 9-hidroxi-10E,12Z,15Z-octadecatrienoico 

(87)  

Zdero et al., 

C. pallidiflora 

H 	 H 
1 	 I 

CHA---=C—C.,C---C.----C—CO2CH3  

H 	 H 

2Z,6Z-dien-4-in-octanoato de metilo (88) 

Zdero et 
a1.,1990b  

Sanz et al., 
1991 

C. bonariensis "'"Io.,L
o 

o 

R,S -3-metoxi-6-oxodec-2-en-4-Clida 89) 

C bonariensis 

r-C°  
(Z)-deca-2,4-dien-6-in-4-Olida (90) 

-\ 
coocH, 

\_../ 
ester metilico del ácido (Z)-deca-2-en-4,6,diin-oico 

(21) 

Sanz et 
al.,1991 
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS. 

Las plantas medicinales constituyen sin lugar a dudas, el recurso 

terapéutico tradicional más vasto, conocido y empleado por la población 

mexicana. Se tiene registrado un número aproximado de 4500 especies 

botánicas con atribuidas propiedades medicinales y que son utilizadas por la 

población para tratar la sintomatología de los padecimientos más comunes 

(Meckes et al., 1993). Sin embargo, el porcentaje de especies botánicas 

estudiadas desde un punto de vista farmacológico es relativamente bajo, y si 

bien es cierto que en los últimos 20 años la investigación científica de plantas 

medicinales en México se ha destacado por un notable y sostenido avance en el 

estudio fitoquímico de las especies botánicas del país, tan solo un escaso 

número de los compuestos aislados e identificados han sido evaluados para 

determinar sus propiedades biológicas. 

De lo anterior se desprende que el potencial que ofrecen las plantas 

usadas en las prácticas médicas populares y tradicionales de México como 

fuente de nuevos y/o conocidos principios activos aún no se ha explorado 

adecuadamente. 

Afortunadamente, hoy día el interés científico por el estudio de las 

plantas medicinales ha cobrado fuerza en México y es cada vez más notable la 

incorporación del esquema de trabajo interdisciplinario en los programas de 

estudio que se conducen en los distintos centros de investigación del país. 

Este esquema de trabajo interdisciplinario cuenta con la participación de 

especialistas farmacólogos, bioquímicos y fitoquimicos, los cuáles basan sus 

diseños metodológicos de investigación de acuerdo a la información que 

proporcionan antropólogos y etnobotánicos. 
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Dentro de este contexto, y considerando que las plantas utilizadas en las 

prácticas populares medicinales constituyen fuentes potenciales valiosas de 

principios bioactivos (Cox y Balick, 1994), se ha establecido un programa 

interdisciplinario que incluye a la Facultad de Química, al Instituto de Biología y 

al Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de 

México, así como a la Facultad de Química de la Universidad Autónoma de 

Querétaro. Este programa investiga la potencialidad espasmolítica, citotóxica, 

antiséptica y herbicida de especies selectas de la flora medicinal de nuestro 

territorio nacional. Así mismo pretende, en lo posible, aislar los principios 

bioactivos responsables de las actividades biológicas demostradas en las 

distintas plantas seleccionadas e investigar el contenido metabólico secundario 

de las mismas. Una de las especies recientemente seleccionada para su 

investigación como fuente potencial de principios bioactivos con propiedades 

espasmolíticas, herbicidas, antisépticas y/o citotóxicas es la Conyza filaginoides. 

El extracto metanólico de la planta entera demostró un efecto 

espasmolítico significativo in vitro sobre la contracción espontánea de ileo de 

rata (Rojas,1995). Este efecto fue comparable al presentado por el extracto 

metanólico de la especie Datura lanosa (Solanaceae) utilizado como control 

positivo debido a su alto contenido de atropina y escopolamina. El Cuadro 3 

resume el efecto de los dos extractos sobre la contracción espontánea de ileo 

de rata, especificándose los valores de la concentración inhibitoria media (IC50), 

la potencia relativa y del efecto máximo (Rojas, 1995). 

De manera adicional, el extracto presentó una toxicidad significativa en el 

ensayo para Artemia salina Leach (Anderson et a/.,1991) presentando un valor 

de concentración letal media (CL50) de 342 05 lig/m1 (Gutiérrez y Barrientos, 
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Cuadro 3. Efecto del extracto de C. filaginoides sobre la contracción espontánea 

de ileo de rata (Rojas, 1995). 

Especie Organo de 

prueba 

Emax IC50 Potencia % de 

relajación 

Conyza 

filaginoides 

Ileo de rata 109.55+6.7 43.87±15 0.22 20 

Datura 

lanoso 

Ileo de rata 86.98+4.07 9.65+1.16 1 100 

1994). Sin embargo, el extracto no demostró actividad antimicrobiana en contra 

de bacterias Gram (+), Gram (-), hongos y levaduras (Gutiérrez y Barrientos, 

1994 y Rojas, 1995). 

Con base en estos antecedentes y considerando que los extractos 

vegetales con propiedades biológicas demostradas constituyen fuentes valiosas 

de principios activos, el presente trabajo tiene como objetivos generales: 

1.- Aislar y caracterizar algunos de los principios activos responsables de la 

actividad citotóxica contra Artemia salina y del efecto relajante sobre ileo de 

rata, con la finalidad de obtener agentes potenciales con actividad antitumoral y 

espasmolitica, respectivamente. 

2.- Determinar la potencialidad como agente regulador del crecimiento vegetal 

del extracto integro de la planta y de los compuestos aislados con el propósito 

de obtener agentes herbicidas potenciales. 

3.- Contribuir al conocimiento del contenido metabólico secundario de 

C filaginoides. 
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Para el cumplimiento de los objetivos generales se plantearon los 

siguientes objetivos específicos: 

1.- Preparar el extracto íntegro de la planta mediante un proceso de 

maceración. 

2.- Determinar la toxicidad sobre Artemia salina y la actividad citotóxica en tres 

lineas celulares derivadas de tumores humanos [adenocarcinoma de colon 

(HT-29), carcinoma de mama (MCF-7) y carcinoma de pulmón (A-549)) del 

extracto total de la planta. 

3.- Determinar el efecto del extracto total sobre el crecimiento radicular de dos 

malezas (Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli). 

4.- Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto total mediante un proceso 

de cromatografia en columna abierta. 

5.- Proporcionar las fracciones primarias derivadas del fraccionamiento 

preliminar indicado en el inciso 4, para la determinación del efecto relajante 

sobre una preparación de ileo de rata. 

6.- Determinar la toxicidad para Arternia salina de las fracciones primarias y 

evaluar la citotoxicidad de las fracciones activas en las lineas celulares 

indicadas en el inciso 2. 

7.- Aislar los compuestos tóxicos para Anemia salina de las fracciones primarias 

activas de menor polaridad. 

8.- Determinar la citotoxicidad de los compuestos aislados de las fracciones 

tóxicas para Artemia salina contra las líneas celulares indicadas en el punto 2. 

9.- Aislar los principios relajantes de la contracción espontánea de ileo de rata 

de las fracciones activas de menor polaridad. 
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10.- Caracterizar los compuestos activos aislados mediante el empleo de 

métodos espectroscópicos, espectrométricos y químicos. 

11.- Determinar el efecto fitotóxico de los compuestos aislados sobre las dos 

especies de prueba señaladas en el inciso 3. 

12.-. Contribuir al conocimiento y a los estudios de carácter multidiscipiinario de 

la Flora Medicinal Mexicana. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL. 

1. Material vegetal. 

La planta entera de Conyza filaginoides se recolectó en la región de 

Juchitepec, en el Estado de México, el 25 de Noviembre de 1993. Un ejemplar de 

referencia se depositó en la colección etnobotánica del herbario Nacional 

(Mexu,Voucher: Bye 18865), Jardín Botánico, Instituto de Biología, Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM). La identificación de la especie estuvo a 

cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de Biología, UNAM). 

El material vegetal se secó a temperatura ambiente y se molió en un molino 

Willey Modelo 4. 

2. Análisis cromatográficos. 

Los análisis cromatográficos en capa fina se efectuaron siguiendo las 

técnicas convencionales en placas de vidrio recubiertas con gel de sílice (silica 

gel 60 GF2s4 Merck), utilizando varios sistemas de elución y diferentes agentes 

cromógenos. Los reactivos reveladores y los sistemas de eluyentes empleados se 

resumen en los Cuadros 4 y 5, respectivamente. Para los análisis cualitativos en 

capa fina se utilizaron placas con un espesor de 0.25 mm Para la realización de 

las cromatografias preparativas se utilizaron placas de 20 X 20 cm de 2 ó 1 mm 

de espesor. Para efectuar las cromatografias en columna, se utilizó gel de sílice 

Merck 60 con gránulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5 a 7.0 ASTM. 
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Cuadro 4. Sistemas de elución utilizados para los análisis cromatográficos 

en capa fina. 

SISTEMA DE 

ELUYENTES 

COMPOSICION PROPORCION 

A Hexano-CHCI3  Diversas 

B Hexano-AcOEt Diversas 

C CHCI3  Diversas 

D CHCI3-MeOH Diversas 

E CHC13•AcOEt Diversas 

F Benceno-AcOEt Diversas 

G CHCI3-Acetona Diversas 

H AcOEt-MeOH Diversas 

CHCIa-Me0H-H20 62:31.5:6.5 

Cuadro 5. Agentes cromógenos utilizados para los análisis cromatográficos 
en capa fina. 

REACTIVO COMPOSICION REFERENCIA 

Sulfato Cérico. 12.0 g. de Sulfato Cérico 
22.2 ml. de H2SO4  conc. 
350 9. de hielo picado 

Stah1,1969 

H2504  10% 10.0 ml de H2SO4  conc. 
90.0 ml de H20 dest. 

Stahl, 1969 

AlC13  5% aq. 5.0 g. de AlC13  
100.0 ml de H20 

Wannan, 1985 

En todos los casos para el desarrollo de color fue necesario calentar aproximadamente 
2 minutos a 110°C. 

3. Determinación de las constantes físicas, espectroscópicas y 

espectrométricas de los productos naturales y sus derivados. 

Los puntos de fusión se midieron en un aparato Fisher-Jones y no están 
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corregidos. Los espectros de IR se registraron en un espectrofotómetro de rejilla 

Perkin- Elmer, modelo 599. 

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 

5890, serie II. El voltaje para el registro de los espectros de masas fue de 70 V. 

En el caso de los análisis mediante cromatografía de gases acoplado a 

espectrometria de masas (CG-EM), se utilizó el mismo espectrómetro de masas y 

la columna de separación empleada fue de tipo PAS 1701 Tested 1702 silicona 

HP con una longitud de 25 mm por 0.32 mm de diámetro interior; como gas 

acarreador se empleó Helio a presión con un flujo de 1m1/mini la temperatura de 

la columna se programó de 100° C a 270° C con una velocidad de calentamiento 

de 10° Clmin; la temperatura de inyección fue de 260° C. La espectrometria de 

masas en su modalidad de Bombardeo rápido de Atomos (FAB), se registró en un 

aparato Jeol DX 300 con un sistema JMA-3500. Para el bombardeo de átomos se 

utilizó Xenón con 6 KeV. 

Los espectros de RMN se registraron en un aparato Varian VXR-3005 

utilizando como disolvente CDCI3  y como referencia interna TMS. Estos últimos y 

los espectros de masas se determinaron en el Instituto de Química de la UNAM. 

Las rotaciones ópticas se midieron en un polarimetro digital JASCO DIP 

360. Por último, el espectro UV de la flavanona aislada, se registró en un 

espectrofotómetro Perkin-Elmer 202 

4. Pruebas biológicas, 

4,1 Determinación de la toxicidad para Anemia salina Leach 

Los nuevecillos del crustáceo Anemia salina se incuban en un medio salino 

son 
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artificial durante 48 horas, al término de este tiempo los crustáceos se encuentran 

en disposición de ser usados para el bioensayo. 

Para la preparación de las muestras, se pesan 20 mg de la muestra de 

prueba (extracto, fracciones o compuestos puros) y se disuelven en 2 ml del 

disolvente apropiado. De la solución anterior se transfieren 5, 50 y 500 pf a viales 

de manera independiente y por triplicado. El disolvente se deja evaporar a 

sequedad a temperatura ambiente o al vacío. 

Se transfieren 10 crustáceos a cada uno de los viales que contienen las 

muestras de prueba y se aforan a 5 ml con un medio salino artificial. De esta 

forma se obtienen concentraciones finales de 1000, 100 y 10 µg/ml, 

respectivamente. 

Los frascos se mantienen con iluminación artificial durante 24 horas: 

transcurrido este tiempo se procede a contar el número de crustáceos 

sobrevivientes. Para el cálculo de la concentración letal media (CL50) se utiliza el 

programa de análisis de probabilidad de Finney. Para que un extracto o fracción 

se considere activo, la C1_50  debe ser menor a 1000 pg/m1 y en el caso de un 

compuesto puro, la CL50  debe ser menor a 200 pg/m1(Anderson et al., 1991). 

4.2 Determinación de la actividad fitoinhibidora. 

4.2.1 Método de caja de Petri. 

La determinación de la actividad fitoinhibidora de los extractos y 

compuestos puros se realizó midiendo el efecto sobre el crecimiento radicular de 

semillas de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli. 

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri (Anaya et al., 1990) de 10 
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cm de diámetro interno. Cada una de !as muestras de prueba se disolvió en 

CHCI3  ó en CHC13-Me0H (1:1) y se prepararon soluciones a tres 

concentraciones diferentes (500, 250 y 100 pg/m1), 2 ml de cada una de estas 

soluciones se vertieron en las cajas de Petri sobre un disco de papel filtro 

(Whatman No. 1) y el disolvente se evaporó mediante una corriente de aire. 

Posteriormente, se inició la germinación de 10 semillas de cada una de las 

dos especies vegetales de prueba, humedeciendo el papel filtro con 3 ml de agua 

destilada. El mismo procedimiento se utilizó para los controles conteniendo 

únicamente disolvente. 

Las cajas de Petri se mantuvieron en la oscuridad a 30°C y la actividad 

fitotóxica se registró midiendo la longitud de las radiculas después de 24 horas 

para Amaranthus hypochondriacus y 48 horas para Echinochloa crus-galli. En 

todos los casos se efectuaron cuatro réplicas. 

Los resultados obtenidos, se analizaron mediante la prueba estadística de 

ANOVA, (p<0.05). Los valores de Concentración Inhibitoria media (CI50) se 

determinan mediante el mismo análisis Proba indicado en el inciso 4.1. 

4.2.2 Método bioautográfico. 

El método bioautográfico se realizó sobre placas cromatográficas de 

20x5 cm recubiertas con gel de sílice. En cada placa se sembraron 10 mg del 

extracto; posteriormente se efectuó la elución utilizando AcOa Al cabo del 

proceso de elución se evaporó el disolvente y las cromatoplacas se cubrieron con 

20 ml de una suspensión de agar al 1%. Se realizaron dos réplicas en todos los 

casos. Paralelamente dos placas sin muestra problema se eluyeron con AcOEt. 

Estas se utilizaron como testigo. 
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Posteriormente, cada una de las placas cromatográficas se cubrió 

completamente con las semillas de A. hypochondriacus y E. crus-galli. Las placas 

con las semillas fueron incubadas a 28°C durante 24 horas 

(A. hypochondriacus) ó 48 horas (E. crus-galli) en una atmósfera húmeda. 

Transcurrido el tiempo de incubación se observó la zona de inhibición y se midió 

el rf correspondiente a la zona de inhibición (lnoue, 1992). Este último 

procedimiento se realizó por comparación con una placa conteniendo la muestra, 

eluida en las mismas condiciones y revelada con el agente cromógeno apropiado. 

4.3 Determinación de la actividad citotóxica. 

La determinación de la actividad citotóxica de los extractos, las fracciones y 

los compuestos puros se determinó sobre tres lineas celulares derivadas de 

tumores humanos: adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de mama 

(MCF-7) y carcinoma de pulmón (A-549). Los resultados se expresan en 

concentraciones efectivas medias (DE50). 

Las evaluaciones se realizaron, de acuerdo a los protocolos previamente 

establecidos (Anderson et al., 1991), en el Cell Culture Laboratory, School of 

Pharmacy and Pharmacat Sciences, Purdue University, Estados Unidos. 

4.4 Determinación del efecto de las fracciones y compuestos puros sobre la 

inhibición de la contracción espontánea de ileo de rata. 

La determinación de la actividad potencial espamolítica de las fracciones y 

compuestos puros se determinó midiendo el efecto de los mismos sobre la 

inhibición de la contracción espontánea del ileo de rata (Rojas, 1995). 

Estas evaluaciones se realizaron bajo la dirección de la M. en C. Maria 
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Alejandra Rojas Molina, en la Facultad de Química de la Universidad Autónoma 

de Querétaro, Querétaro. 

5. Extracción de la planta entera Conyza filaginoides. 

El material vegetal seco y molido (4.60 Kg) se extrajo inicialmente mediante 

un proceso de maceración con Me0H. Posteriormente, el material vegetal se 

sometió a una segunda maceración con una mezcla de CHCI3-MeOH (1:1). En el 

Esquema 1 se resume el procedimiento empleado. Los dos extractos resultantes 

se combinaron ya que demostraron una gran similitud en los análisis 

cromatográficos en capa delgada. 

6. Fraccionamiento biodirigido del extracto total. 

El extracto combinado total (685.7 g) se fraccionó por medio de una 

cromatografia en columna abierta, empacada con 3.5 Kg de gel de sílice, la cual 

fue previamente desactivada con agua destilada (10% en relación a la cantidad 

total de adsorbente). 

El proceso de elución se efectuó con hexano, hexano-CHCI3  (diferentes 

proporciones), CHCI3, CHCI3-MeOH (diferentes proporciones) y Me0H. Se 

recolectaron 232 fracciones de 1 It cada una. Cada fracción se analizó por 

cromatografia en capa fina y se combinaron aquellas que resultaron similares En 

el Cuadro 6 se resume el fraccionamiento mediante cromatografia en columna del 

extracto total de la planta entera de Conyza filaginoides y los valores de toxicidad 

para Artemia salina de las fracciones combinadas. 
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MATERIAL VEGETAL 

1) Extracción con Me01-1* via maceración 

2 teces por 72 horas cada una 

2) Filtrar y concentrar al vacío 

(EXTRACTO Me010 

(1) 

(RESIDUO VEGETA!) 

1) Extración con CHCI3-MeOH (1:1) 

vla maceración una vez por 48 h 

2) Filtrar y concentrar al vatio 

(XTRACTO CHCIa-Me011) 	(RESIDUO VEGETAL¡ 

(II) 

Volumen total de Me0H = 32 It 
**Volumen total de CHC13-Me0H I= 16 It 

Peso total de los extractos I y II = 685.7 g 

Esquema 1. Proceso de extracción de la planta entera Conyza filaginoides 
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Cuadro 6. Fraccionamiento biodirigido del extracto total de Conyza 

filaginoides. 

ELUYENTE PROPORCION 

PA) 

FRACCIONE 

S 

FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE PESO 

(91 

CL50 

14,111  

RELAJACION 

54 .. 

Hexano 1:11 1-15 A 3 53 >1000 10.0 

Hexano- 

CHCI3 

90 10 12-29 16-38 8 5 35 >1000 82 4 

70 30 30.39 39-59 C 6.94 269 01 90.0 

50:50 40-46 60.97 D 13.80 >1000 81.6 

2175 47-59 98.149 E 78.32 >1000 71.7 

CHC1, 100 60-97 150.167 F 35.45 >1000 66 0 

CHC13-Me0H 

99 1 98-105 168.178 G 17 22 >1000 70 0 

97.3 106.116 179.184 11 15.28 >1000 59 5 

95:5 117-139 185.198 1 56.64 521 42 73.3 

90.10 140.167 199-217 J 176.52 235 47 47 6 

80 20 168.178 218.226 K 169 6 140 01 73 6 

70 30 179-195 227-232 L 87 93 65 91 58 6 

60 40 196.215 

40 60 216.226 

Me0H 100 227-232 

Toxicidad para Ademia salina. .• 
Efecto espasmolitico. 
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7. Aislamiento y purificación del 4,5-epoxi-r3-cariofileno (9) y del 30-

tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-01eaneno (92) de la fracción activa C. 

La fracción activa primaria C (6.94 g) Cuadro 6 se recromatografió en una 

columna abierta, utilizándose como adsorbente 96.4 g de gel de sílice. El proceso 

de elución se llevó acabo con hexano, hexano-CHCI3  (diferentes proporciones), 

CHCI3, CHCI3-AcOEt (diferentes proporciones) y AcOEt. Se colectaron un total de 

255 fracciones de 30 ml cada una y se analizaron por cromatografía en capa fina 

combinándose aquellas que presentaron características cromatográficas 

similares. En el Cuadro 7 se resume el fraccionamiento secundario de la fracción 

activa C. 

Cuadro 7. Fraccionamiento secundario biodiri ido de la fracción activa C. 

ELUYENTE PROPORCION 

(%) 

NUMERO DE 

FRACCIONES 

FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE CL6O" 

iltilni 

Hexano 100 1-16 1-22 C-I >1000 

Hexano.CHCI3  

80:20 17-88 23.30 C-II >1000 

70.30 89-165 31-37 C-III >1000 

60.40 166.206 74-93 C-IV >1000 

50:50 207-228 94-163 C-V 79 17 

CIIC11.  100 229.234 164.187 CM >1000 

CHC13•Ac0E1 95'5 235.241 188.223 C-VII >1000 

50. 50 242-251 224.236 C-VIII >1000 

Acon 100 252-255 237-255 C-IX >1000 

t 
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Sucesivas cromatografias preparativas de la fracción secundaria activa 

C-V (Cuadro 7), utilizando como eluyente una mezcla de CHCI3-AcOEt (95:5), 

permitieron el aislamiento de 429 mg del compuesto 4,5-epoxi(t-cariofileno (9) 

con un p f = 34-36°C. 

La fracción C-VII del Cuadro 7 (0.9319 g) se recromatografió sobre una 

columna de gel de silice (59.1 g), utilizando como fase móvil mezclas de hexano-

CHC13  y CHC13-AcOEt en diferentes proporciones. Se colectaron un total de 235 

fracciones de 25 ml cada una combinándose aquellas que presentaron 

homogeneidad cromatográfica. El Cuadro 8 resume este proceso cromatográfico. 

La cromatografia preparativa en capa fina de la fracción terciaria C-Vlld 

(Cuadro 8), permitió el aislamiento de 202.2 mg del producto (92) bajo la forma de 

un polvo blanco con un p f = 79-82 °C. El sistema de elución empleado fue 

CHC13-AcOEt (95:5). 

Cuadro 8. Resumen de la cromatografia en columna abierta de la fracción C-VII. 

ELUYENTE PROPORCION 

(%) 

NUMERO DE 

FRACCIONES 

FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE 

Hexano-CHCI3 

70:30 1.20 1.25 C-VIla 

60:40 21.37 26.43 C-VIlb 

50:50 38.186 44.53 C-VIIc 

CHCla 100 187-221 54.95 _C-VIld _____ 

C-VIle AcOE1 100 222-235 96.131 

132.179 C-VIII 

180.193 C-VII9 _ 

194.207 C-Vllh 
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8.- Aislamiento y purificación del a-espinasterol (57) y del 3[3-28-

dihidroxi-Al2  oleaneno (93) de la fracción primaria activa D. 

La fracción primaria activa D (Cuadro 6 (13.8 g)) previamente decolorada 

con carbón activado, se recromatografió en una columna abierta de gel de sílice 

(376.6 g). El proceso de elución se llevó acabo con hexano, Hexano-AcOEt 

(diferentes proporciones) y AcOEt. Se recolectaron un total de 117 fracciones de 

150 ml cada una combinándose aquellas que presentaron características 

cromatográficas similares. En el Cuadro 9 se resume el proceso cromatográfico 

de la fracción primaria D. 

Cuadro 9. Resumen del proceso cromatográfico en columna abierta de la fracción 

rimaria D. 

ELUYENTE PROPORCION 

(%) 

NUMERO DE 

FRACCIONES 

FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE 

Hexano 100 1.14 1-11 D-I 

Hexano-Ac0E1 90:10 15-67 12-13 D-II 

80:20 68-91 14-23 D-III 

70:30 92-99 24-40 D-IV 

50:50 100.109 41-50 D-V 

Ac0E1 100 110-117 51.59 D-VI 

60.73 D-VII 

74.91 D-VIII 

92-98 D-IX 

99.117  D-X 
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De la fracción secundaria D-IV (Cuadro 9) precipitó de manera espontánea 

un polvo cristalino de color blanco, que después de recristalizarse con una mezcla 

CHCI3-MeOH, generó 302 mg de a-espinasterol (57) con un p f = 159-160°C. El 

producto (57) resultó idéntico en todos sus aspectos a una muestra auténtica de 

a-espinasterol. 

Sucesivas =malograrías en capa fina de la fracción secundaria D-VII 

(Cuadro 9), condujeron al aislamiento de 2.25 g de 3-(3-28-dihidroxi-M2-oleaneno 

(93) bajo la forma de unos cristales blancos opacos en forma de agujas con un 

p f = 163-165°C. El sistema de elución empleado para el análisis cromatográfico 

fue CHCI3-AcOEt (80:20). 

8.1 Obtención de la 5-bidroxi-7-metoxiflavanona (94) y de 

la 8-amirina (kat  

1.7 g de la fracción secundaria D-III (Cuadro 9) fueron recromatografiados 

sobre una columna abierta empacada con 57 g de gel de sílice. El proceso de 

elución se llevó a cabo con benceno, benceno-AcOEt (95:5) y AcOEt. Como 

resultado de este proceso cromatográfico se obtuvieron 103 fracciones de 25 ml 

cada una, combinándose aquellas que presentaron un perfil cromatográfico 

similar. El Cuadro 10 resume este fraccionamiento terciario. 

De la fracción terciaria 0-111a del Cuadro 10 (50.1 mg), se aislaron y 

purificaron 42.56 mg del compuesto (94) corno un polvo amarillo con un 

p f = 82-85° C. El proceso de purificación se efectuó mediante una cromatografia 

preparativa en placa delgada utilizando como sistema de elución benceno-AcOEt 

(95:5). 
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Por otra parte, de la fracción 0-111d cristalizaron 285 mg de un sólido 

cristalino con pf = 190-193° C el cual fue identificado como la p-amirina (53) por 

comparación con una muestra auténtica. 

Cuadro 10. Resumen del proceso cromatográfico en columna abierta de la 

fracción secundaria D-III. 

ELUYENTE PROPORCION 

(%) 

FRACCIONES FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE 

Benceno 100 1-67 1-14 D-lila 

Benc.-AcOEt 95:5 67-96 15-16 0-111b 

AcOEI. 100 97-103 17-24 D-IIIc 

25.38 D-IIId 

39-57 D-Ille 

58.72 D-1111 

73-81 D-IIIg 

82-103 D-IIIh 

9. Obtención de la mezcla de ácidos grasos de la fracción primaria 

activa E. 

La fracción primaria activa E (Cuadro 6) se recromatografió en una 

columna abierta, utilizándose como adsorbente 193.4 g de gel de sílice. El 

proceso de elución se llevó acabo con hexano-CHCI3  (diferentes proporciones), 

CHCI3, CHCI3-AcOEt (diferentes proporciones) y AcOEt. Se recolectaron un total 

de 306 fracciones de 50 ml cada una combinándose aquellas que presentaron 
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características cromatográficas similares. El Cuadro 11 resume este proceso 

cromatográfico. 

Cuadro 11. Resumen del proceso cromatográfico en columna abierta de la 

fracción arimaria activa E. 

ELUYENTE PROPORCION 

(%) 

FRACCIONES FRACCIONES 

COMBINADAS 

CLAVE 

Hex-CHCI3 

50:50 1-14 1-5 E-I 

40:60 15-29 6-37 E-II 

30:70 30-44 38.65 E-III 

20:80 45-66 66.87 E-IV 

10:90 67.81 88-141 E-V 

CHCIA 100 82.156 142-180 E-VI 

CHCI3- 

AcOEt 

95:5 157.205 181.237 E-VII 

90:10 206.219 238-275 E-VIII 

80:20 220.251 276.297 E-IX 

70:30 252-268 

60:40 269.280 

50:50 281.297 

La fracción E-III del Cuadro 11 con un peso de 830.2 mg contenía una 

mezcla de ácidos grasos. Para la separación e identificación de los ácidos grasos 

presentes en la fracción E-III, se prepararon los correspondientes ésteres 
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metílicos por tratamiento con diazometano. Para ello a 200 mg de la mezcla se 

adicionaron 40 ml de una solución etérea de diazometano preparada a partir de 

una solución de KOH (5.0 g en 7.5 ml de agua), 25 ml de etanol y 

21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald-Aldrich), en 45 ml de 

éter etílico. La mezcla de ácidos grasos se disolvió en 10 ml de metanol y se dejó 

reaccionar a temperatura ambiente durante 24 h. Como resultado de esta 

reacción se obtuvieron 221.9 mg de la mezcla de ácidos grasos metilados. La cual 

fue analizada posteriormente mediante CG-EM de acuerdo a las especificaciones 

del inciso 3. 

10. Obtención del derivado acetilado del 3f3-tridecanoiloxi-28-hidroxi-

Al2-01eaneno(92a). 

A 55 mg del compuesto (92) se agregaron 0.7 ml de piridina y 0.7 ml de 

anhídrido acético. La mezcla de reacción se dejó por 48 h a temperatura ambiente 

y al término de este tiempo, el producto acetilado se separó de la manera 

convencional (Shriner et al., 1980) obteniéndose 35.7 mg del derivado acetilado 

(92a) con un p f = 29-31° C. 

11. Obtención del acetato del a-espinasterol (57a). 

A 25 mg del compuesto (57) se agregaron 1 ml de piridina y 1 ml de 

anhídrido acético. La mezcla de reacción se dejó en reposo por 24 h y al término 

de este tiempo, el producto acelilado se separó de la manera convencional 

(Shriner ef al., 1980) obteniéndose 20 mg del derivado acetilado (57a) con un 

p f = 139-142° C. 

1 
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12. Obtención del acetato del 3p-28-diacetoxi-Alz-oleaneno (93a). 

A 17.9 mg del compuesto (93) se le adicionaron 1 ml de piridina y un ml de 

anhídrido acético. La mezcla de reacción se dejó en reposo por 56 h y al término 

de este tiempo, el producto acetilado se separó de la manera habitual 

(Shriner et al., 1980) obteniéndose 21 mg del derivado acetilado (93a). 

13. Saponificación del 313-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-01eaneno(92). 

A 2 mg del compuesto (92) se le agregaron 0.6 ml de Me0H y 0.6 ml de 

KOH 2M. La mezcla de reacción se calentó a reflujo por un tiempo de 11 h. Al 

cabo de este tiempo se adicionaron 2 ml de HCI 1N y posteriormente, se realizó 

una partición con CHCI3  (tres veces, con 5 ml cada una); los extractos orgánicos 

combinados se evaporaron a sequedad al vacío, para obtener 3 mg de un 

producto sólido constituido por una mezcla de 30-28-dihídroxi-412-oleaneno y otro 

constituyente. 

14. Prueba de Liebermann-Burchard para triterpenoides y esteroides. 

A 1 mg de la sustancia de prueba, contenida en un tubo de ensayo, se 

adicionaron 1 ml de anhídrido acético y 1 ml de CHCI3. Posteriormente, se 

adicionó por las paredes del tubo de ensayo, sumergido en un baño de hielo, una 

gota de H2SO4  y se observó la coloración desarrollada en la interfase. La 

formación de un anillo pardo o rojo indicó reacción positiva.  
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 

4.1 Evaluaciones biológicas preliminares del extracto total y de las 

fracciones primarias de Conyza filaginoides. 

El extracto clorofórmico-metanólico (1:1) de la planta entera de Conyza 

filaginoides demostró una toxicidad significativa para Artemia Salina Leach, ya que 

la concentración letal media (CL50) fue de 145.2 µg/m1 (Anderson 

et a1.,1991). Considerando que este ensayo se ha utilizado en múltiples ocasiones 

como prueba preliminar para predecir actividad citotóxica, antihelmintica y 

antimalárica, entre otras (Anderson et al.,1991), se decidió evaluar el extracto 

activo contra tres lineas celulares derivadas de tumores humanos. Las lineas 

celulares utilizadas incluyeron: adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de 

mama (MCF-7) y carcinoma de pulmón (A-549); como control positivo para estas 

pruebas se utilizó la adriamicina (Anderson et al., 1991). Los resultados derivados 

de estas evaluaciones se indican en el Cuadro 12 y se expresan en forma de 

dosis efectivas medias (DE50). Los estudios previos (Anderson et al., 1991) de 

determinación de la potencialidad citotóxica contra estas tres lineas celulares 

consideran como una actividad significativa aquellos valores de DE50  < 20 µg/ml. 

En consecuencia, el extracto total de C. tilaginoides demostró una pobre actividad 

citotóxica en contra de las líneas celulares de prueba y solo se observó un efecto 

citotóxico marginal para el adenocarcinoma de colon (HT-29). 

De manera adicional, se evaluó el efecto del extracto y del lixiviado acuoso 

sobre el crecimiento radicular de dos malezas: Amaranthus hypochondriacus y 
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Cuadro 12. Citotoxicidad del extracto total de C. filaginoides y de algunas de las 

fracciones derivadas del fraccionamiento primario del mismo. 

Muestra 
Línea celular 

ED50 ' (pg/m1) 

A-549 MCF-7 HT-29 

Adriamicina 7.94 x 10-3  3.32 x 10-1  3.47 x 10-2  

Extracto total >100 >100 30.98 

Fracción C >100 100 71.23 

Fracción 1 >100 >100 >100 

Fracción J >100 >100 >100 

Fracción K >100 >100 87.28 

Fracción L >100 >100 30.98 
'Concentración que inhibe el crecimiento celular en un 50%. 

Echinochloa crus-galli. La Gráfica 1 ilustra los porcentajes de inhibición del 

crecimiento radicular de las dos especies de prueba inducidos por el extracto 

orgánico total. El lixiviado acuoso presentó una actividad inhibitoria del 

crecimiento radicular pronunciada, ya que se observó una inhibición del 68% en 

el caso de A. hypochondriacus y del 64.5% en el caso de E. crus-galli. El extracto 

orgánico inhibió significativamente el crecimiento radicular de E. crus-ga/li. La 

concentración inhibitoria media (C150) fue de 523.42 Itg/m1 y el efecto fue 

dependiente de la concentración (ver Gráfica 1). La inhibición del crecimiento 

radicular de A hypochondriacus fue menor obteniéndose una C150  de 

684.14 mg/ml. 
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Gráfica 1. Efecto del extracto total de Conyza 
filaginoides sobre el crecimiento radicular de 
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Con base en los resultados derivados de las evaluaciones biológicas 

preliminares (actividad inhibitoria de crecimiento vegetal, toxicidad para A. salina 

y efecto espasmolítico) realizadas con el extracto total de C. filaginoides es 

evidente que la especie constituye una fuente potencial de principios larvicidas, 

espasmolíticos y fitotóxicos. 

Con la finalidad de obtener los compuestos activos el extracto se fraccionó 

de manera preliminar mediante una cromatografía en columna abierta sobre gel 

de sílice; este proceso pemitió la obtención de 12 fracciones primarias A-L 

(Cuadro 6, sección experimental). Las fracciones C, I, J, K y L, presentaron una 

actividad significativa contra A. salina, obteniéndose valores de CL50  de 269, 

521.42, 235.47, 140.01 y 65.91 µg/ml, respectivamente. También se determinó la 

citotoxicidad de las fracciones anteriores contra las tres líneas celulares derivadas 

de tumores humanos antes indicadas, y los resultados se resumen en el Cuadro 

12. De los resultados del Cuadro 12 se desprende que al igual que el extracto 

original, ninguna de las fracciones activas contra A. salina presentó una actividad 

citotóxica significativa: sólo las fracciones C y L demostraron una actividad 

marginal contra el adenocarcinoma de colon (HT-29). 

La evaluación del efecto fitotóxico mediante el ensayo de bioautografía descrito 

en la sección experimental indicó que la actividad fitoinhibidora se concentraba en 

la fracción C del Cuadro 6 (sección experimental). 

Por último, la evaluación del efecto relajante sobre la contracción 

espontánea de ileo de rata de las fracciones de A-L (Cuadro 6, sección 

experimental) permitió la detección de varias fracciones activas El monitoreo de 

la actividad biológica se realizó evaluando todas las fracciones a una 

concentración equivalente a la concentración inhibitoria media del extracto 

47 

L. 



original (43.87 pg/m1). En el Cuadro 13 se resumen los resultados y de los mismos 

se concluye que la actividad espasmolítica se concentró en las fracciones C-L. 

Cuadro 13. Evaluación del efecto relajante de las fracciones primarias derivadas 

del extracto de C. filaginoides sobre la contracción espontánea de íleo de rata. 

FRACCION PRIMARIA*  % DE RELAJACION 

A 10 

B 82.4 

C 90.0 

D 81.6 

E 71.7 

F 66.0 

G 70.0 

H 59.5 

73.3 

J 47.6 

K 73.6 

L 58.6 
'Evaluadas a la CI50 del extracto original. 
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4.2 Aislamiento y caracterización del 4,5-epoxi-[f-cariofileno (9). 

Sucesivas cromatografias de la fracción activa C (Cuadro 7, sección 

experimental) permitieron el aislamiento del 4,5-epoxi-p-cariofileno (9) [0.0093% 

de rendimiento) corno el único constituyente tóxico para A. salina con una CL50  de 

31.6 	De manera adicional, se aisló el 343-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2- 

oleaneno (92) en un rendimiento de 0.0044%. 

Las constantes espectroscópicas y espectrométricas del producto (9) se 

resumen en la Tabla 1. Su fórmula molecular se estableció como Ci5H240 

mediante espectrometria de masas (Espectro 2) y permite cuatro insaturaciones. 

El espectro de IR (Espectro 1) presentó señales características para C-H (2928 y 

2860 cm-1) y para doble ligadura terminal (1630 y 890 cm•1). 

El espectro de RMN-'H (Espectro 3) presentó resonancias diagnósticas 

para tres metilos (5H  1.11, 1.00 y 0.98) unidos a centros cuaternarios; un metileno 

olefínico [sistema AB conformado por dos dobletes (J=1.6 Hz) en SH  4.97 y 4.86); 

un hidrógeno base de una función oxigenada (posiblemente epoxídica) en 814 2.88 

(dd, J=10.4 y 4.0 Hz) y para un metino de carácter etílico en SH  2.61 (m). 

El espectro de RMN-13C (Espectro.4) presentó el perfil típico de un 

sesquiterpenoide de tipo cariofilano (Berry et '1,1985; Wolf-Rainer el al.,1990; 

Dellar et a/.,1994 y Hinkley el al.,1994) y mostró señales para 15 carbonos en 

congruencia con la fórmula molecular establecida. 

El análisis detallado del espectro de RMN-13C en su modalidad DEPT 

(Espectro 4a) indicó claramente que las resonancias correspondían a tres metilos, 

seis ~llenos, tres metinos y a tres carbonos cuaternarios. De acuerdo a la teoría 
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del desplazamiento químico uno de los metinos (8c  63.71) y uno de los carbonos 

cuaternarios (Sc  59.80) se encontraban unidos a una función oxigenada. Por otra 

parte, otro de los carbonos cuaternarios (8c  151.89) y uno de los metilenos (8c  

112.77) eran de carácter olefínico. Esta última señal correlacionó con los 

hidrógenos del sistema AB en 8H  4.97 y 4.86 en el espectro de correlación 

heteronuclear HETCOR (Espectro 5). Asi mismo, el doblete de doblete en 8H  2.88 

correlacionó con el metino en Sc  63.71. 

Los elementos estructurales evidenciados hasta el momento (núcleo 

cariofilano y una doble ligadura) satisfacían tres de las cuatro insaturaciones y el 

número total de hidrógenos requeridos por la fórmula molecular. Por lo tanto, la 

insaturación y el oxigeno por justificar se podían atribuir a la presencia de una 

función epoxídica en la molécula. En este sentido, es importante hacer notar que 

los desplazamientos químicos en el espectro de RMN-13C para los carbonos 

oxigenados (Sc  63.71 y 59.80) eran congruentes con la presencia de un epóxido 

en el producto natural (Silverstein et al., 1991). 

Una vez evidenciado el núcleo estructural y los grupos funcionales del 

compuesto (9) (el epóxido y la doble ligadura disustutuída), el siguiente paso fue 

la ubicación relativa de los mismos en la estructura base. Para ello, el análisis 

comparativo de los desplazamientos quimicos observados en los espectros de 

RMN del producto (9) para los metilos y los metinos no oxigenados, con aquellos 

previamente descritos para compuestos relacionados fue de gran utilidad 

(Berry et a/ ,1985, Wolf-Rainer et a/.,1990, Deliar et a/.,1994 y Hinkley et 

a/.,1994) Asi, las resonancias en 8H  1.0 (correlacionaba en el HETCOR con la 

señal en 8c  29.80) y 0.98 (correlacionaba con la resonancia en Sc  21.52 en el 
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espectro HETCOR) eran facilmente asignables a H-!2 (C-12) y H-13 (C-13), 

respectivamente. Por otra parte, el metino en 5G  50.67, que correlacionaba en el 

espectro HETCOR con la señal en 6 2.61, se pudo asignar a C-9. El análisis de 

las correlaciones en el espectro COSY 1H-1H (Espectro 3a) indicó que esta última 

señal mostraba un pico cruzado con los hidrógenos olefinicos, en consecuencia el 

metileno exocíclico debía encontrarse entre C-8 y C-14 y la función epoxidica 

entre C-4 y C-5 del núcleo estructural. 

Por último, es importante mencionar que los desplazamientos quimicos 

para los hidrógenos H-12 y H-13 y para los carbonos C-12 y C-13 eran 

consistentes con la fusión trans de los anillos de cuatro y nueve carbonos que 

conforman el núcleo base (Hinktey et al., 1994). 

Con base en los resultados analizados anteriormente se estableció la 

estructura del compuesto (9) como la del 4,5-epoxi-p-cariofileno. Es importante 

mencionar que este compuesto ha sido aislado de otras fuentes naturales 

(Berry et al,1 985; Wolf-Rainer et a/.,1990; Dellar et a/.,1994 y Hinktey et at .1994) 

incluyendo las especies C. aegyptica y C. sumatrensis (Metwally et al., 1989 y 

Zdero et al., 1990a). 

La discusión de la elucidación estructural del producto (92) se realizará en 

el inciso 4.4 debido a su similitud estructural con el producto (93). 
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Tabla 1. Constantes físicas, espectrométricas y espectroscópicas del 
4,5-epoxi-p-cariofileno (9), 

C1511240 
( a ID  - 66.89 

IR Vmax  (KBr) cm-1  (Espectro 1): 

3068, 2928, 2860, 1630, 962, 890. 

E M 1 E, ti* (Int rel) (Espectro 2): 

220 [M+ , (5)], 202 (17), 187 (52), 161 (43), 149 (47), 131 (67), 93 (100), 79 (71), 

55 (57), 41 (83) 

RMN-1H, 8 (CDCI3) (Espectros 3 y 3a): 

2.88, dd, J=10.4 y J=4.0 (H-5), 2.61, m, (H-9); 1.00, s, (H-12); 0.98, s, (H-13); 

4.97, d, J=1.6 (H-14a); 4.86, d, J=1.6 (H-14b); 1.11, s, (H-15). 

R M N-13C, 6 (CDCI3) (Espectros 4 y 4a): 

48.67 (C-1), 27.11 	(C-2), 39.68 (C-3)', 59.80 (C-4), 63.71 	(C-5), 29.70 (C-6), 
39.07 (C-7)", 151.89 (C-8), 50.67 (C-9), 30.10 (C-10), 33.93 (C-11), 29.80 (C-12), 
21.52 (C-13), 112.77 (C-14), 15.89 (C-15). 

'Señales intercambiables 

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. 
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4.3 Aislamiento y caracterización del 311-28-dihidroxi-Al2-oleaneno (93) y del 

313-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-oleaneno (92) de la fracción activa C. 

Sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de la fracción 

secundaria O-VII (Cuadro 9, sección experimental) condujeron al aislamiento del 

3f1-28-dihidroxi-412-oleaneno (93). Las constantes físicas, espectroscópicas y 

espectrométricas del producto (93) se resumen en la Tabla 2 El compuesto 

reaccionó en forma positiva frente al reactivo de Liebermann-Burchard. Su 

espectro de IR (Espectro 6) presentó absorciones para grupos hidroxilos 

(3380 cm•1) y para enlaces C-H (2850 cm-1). 

La acetilación del producto natural con Ac20/piridina generó el diacetato 

(93a) confirmándose químicamente la naturaleza dicarbinólica del compuesto. Los 

datos de RMN 1H de (93a) se resumen en la Tabla 3. 

El ión molecular observado en el espectro de masas (Espectro 7) mostró 

una m/z de 442 correspondiente a la formula C301-15002,, sugiriendo que el 

producto (93) era un triterpendiol. Otros picos importantes se observaron en m/z 

424 (M+-H20),412 (M+-CH20H+H), 411 (M+-31), 409 ( W-H2O-CH3), 406 

(M+-2H20),234, 219, 218, 207, 203, 202, 189, 187 y 133. Los picos a m/z 234, 

203, 133 y 189 son característicos para los triterpenos pentaciclicos de los tipos 

412-urseno y 412-oleaneno (Budzikiewicz et al., 1964). El pico intenso en m/z 203 

(pico base) se genera mediante una fragmentación de RetroDiels-Alder (RDA) 

seguida de una pérdida de 31 unidades de masa a partir del fragmento 234. En la 

Figura 2 se muestra el patrón de fragmentación del compuesto (93). 

La información proporcionada por la espectrometria de masas y el análisis 

detallado de los espectros de RMN 1H (Espectros 8 y 8a) del producto (93) y su 
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Figura 2. Patrón de fragmentación del 30-28-dinidroxi-Al2oleaneno 
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derivado acetilado (93a) (Espectro 10) permitieron comprobar que el producto era 

un triterpendiol con un núcleo del tipo Al2-oleaneno (Cheung y Williamson 1969; 

Hui-Zheng el al., 1988; Inter alía). Las evidencias más importantes se discuten a 

continuación. 

Los espectros de RMN 1H presentaron señales para: 

1.- Siete metilos terciarios en SH  1.17, 0.99, 0.94, 0.93, 0.89, 0.87 y 0.79 en 

el producto natural y en SH  1.25, 1.16, 0.95, 0.88, 0.87 y 0.86 en el derivado 

acetilado. 

2.- Un sistema AB (81.4  3.55 y 3.21, J=11 Hz) el cual se desplazó 

paramagneticamente en el derivado acetilado (93a) Vis  4.03 y 3.701. Este sistema 

era congruente con la presencia de un grupo hidroximetileno unido a un centro 

cuaternario en el producto natural. La pérdida de 31 unidades de masa del ión 

molecular generó el fragmento mlz 411, el cual es consistente con la presencia de 

este grupo funcional. Así mismo, la pérdida de 31 unidades de masa del 

fragmento a m/z 234, resultante de la fragmentación de tipo RDA, indicaba 

claramente que este grupo se encontraba ubicado sobre el C-17 del núcleo base 

(Figura 2). 

3.- Un multiplete centrado en SH  3.23 el cual se encontraba sobrepuesto en 

la rama inferior del sistema AB. Este multiplete se desplazó a campo más bajo en 

el espectro de RMN 1H del derivado diacetilado (93a), donde se observó como un 

doblete de doblete (J=9 y 7 Hz) en 5H  4.48 y era asignable al hidrógeno base de 

una función éster del carbinol secundario. Con base en consideraciones 

biogenéticas la función carbinólica en el producto natural debía encontrarse en la 

posición C-3. Por otra parte, la estereoquírnica (3 del grupo funcional se estableció 

tornando en cuenta el valor del desplazamiento químico para el H-3 y los valores 

9"; 
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de las constantes de acoplamiento de 11-3 con los hidrógenos vecinales. Los 

valores del desplazamiento químico para H-3 observado en el presente trabajo 

son similares a aquellos descritos previamente para el H-3 a axial de numerosos 

triterpenos pentacíclicos de los tipos Al2-urseno y Al2.oleaneno (Hui-Zheng 

et al,1988; Tomai et al., 1989; Doddrell et al.,1974; Mahato y Pal, 1987; Cheung y 

Williamson, 1969; ínter alía). 

En relación a la constante de acoplamiento, un hidrógeno axial (3a) en un 

anillo de seis miembros presenta una interacción de tipo trans diaxial con un valor 

de 9 Hz y un acoplamiento axial-ecuatorial de aproximadamente 7 Hz (Hui-Zheng 

et a/.,1988; Tomai et al., 1989; Doddrell et at,1974; inter alía). El patrón de 

acoplamiento (dd, J=9, 7 Hz) observado para el H-3 en el espectro de RMN 1H del 

derivado diacetilado (93a) era congruente con la disposición 3a del mismo y en 

consecuencia con la disposición 3p del hidroxilo del producto natural (93). 

4.-Una señal en SH  5.19 (m) que indicaba la presencia de una doble 

ligadura trisustituida. Este multiplete se observó en el espectro del derivado 

diacetilado (93a) en 6,4 5.17. 

El espectro de RMN-13C (Espectro 9) mostró señales para 30 átomos de 

carbono y presentó el perfil característico de un triterpenoide del tipo 

Al2-oleaneno (Hui-Zheng et a/.,1988; Temai et al., 1989; Doddrell et a/.,1974; inter 

alia). La asignación de las resonancias se realizó utilizando como modelo los 

datos previamente descritos en la literatura fitoquimica para compuestos 

relacionados (Hui-Zheng et al.,1988; Temai et al., 1989, Doddrell et a/.,1974; 

Mahato y Pal, 1987; inter ella). 

Es importante destacar que los valores de desplazamiento químico 

observados para los carbonos C-2, C-4, C-23 y C-24 O, 27.21, 38.77, 28.08 y 
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15.54, respectivamente) confirmaron la presencia de grupo hidroxilo 

p orientado en C-3. Las resonancias para los carbonos C-2, C-4, C-23 y C-24 en 

los oleanenos con una función carbinólica 3p aparecen a campos sensiblemente 

más bajos que en aquellos isómeros con el hidroxilo a orientado. 

Con base en el análisis anterior la estructura del metabolito (93) se 

estableció como la del 3p-28-dihidroxi•Al2-oleaneno, conocido también como 

eritrodiol (Hui-Zheng et at.,1988; Temai et al., 1989; Doddrell et a1.,1974; Mahato 

y Pal, 1987; inter alia). 
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Tabla 2. Constantes físicas, espectrométricas y espectroscópicas del 

313-28-dihidroxi-012-oleaneno (93). 

	

29 	,30  

	

19 	21 

	

18 	22 

CH2OH 
16 28 

15 

3 	 27 
7 

HO jc 6 

23 
	

24 

C30116002 

(ab +55 

IR Vmax  (KBr) cm-1  (Espectro 6): 

3380, 2850, 2320, 1464, 1384, 1044, 1004. 

E M I E, mlz (int rel) (Espectro 7): 

442 [M+ (23)], 424 [M+ -H2O (8)), 406 [M+  -2H20 (3)), 412 [M+  -31 +1 (11.5)], 

411 (M+  -31 (28)], 409 [M+  -H20 - CH3  (8)], 234 (13), 219 (3), 218 (3), 208 (3) 

207 (8), 203 (100), 202 (5), 189 (9), 187 (8), 133 (8). 

RMN-'H, 6 (CDCI3) (Espectro 8 y 8a): 

5.19, m, J=2.1 (11-12); 3.55, d, J=11 (H-28); 3.21, d, J=11 (H-28'); 3.22, m, J=9 y 

7 Hz (H-3); 1.18, s, (-CH3); 0.99, s, (-CH3); 0.94, s,(-CH3); 0.93, s, (-CH3); 

0.89, s, (-CH3); 0.87, s, (-CH3); 0.79, s,(-CH3). 

R M N-13C, 6 (CDCI3) (Espectro 9): 

38.60 (C-1), 29.21 (C-2), 79.01 (C-3), 38.77 (C-4), 55.19 (C-5), 18.35 (C-6), 

32.58 (C-7), 39.79 (C-8), 47.59 (C-9), 36.93 (C-10), 23.52 (C-11), 122.40 (C-12), 

144.23 (C-13), 41.73 (C-14), 25.55 (C-15), 22.02 (C-16), 36.93 (C-17), 42 35 (C- 

18), 46.48 (C-19), 31.02 (C-20), 34.09 (C-21), 30.94 (C-22), 28.08 	(C-23), 

15.54 (C-24), 15.49 (C-25), 16.72 (C-26), 25.92 (C-27), 69.69 (C-28), 33.17 (C-

29), 23.57 (C-30). 

J. Constante de acoplamiento expresada en Hz 
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Tabla 3. Resonancia Magnética Nuclear Protónica del derivado acetilado del 

313-28-dihidroxi-412-oleaneno (93a). 

o 
II 

CH3—C-0 

RMN-'H, S (CDCI3) (Espectro 10): 

5.17, ni, J=3.5 (1-1-12), 4.98, m, (H-3); 4.03, d, J=11 (H-28); 3.70, d, J=11 (H-28'); 
2.07, s, (cH3-c=o); 1.25, s, (-CH3); 1.57, s, (-CH3); 0.96, s, (-CH3); 0.89, s, (-
CH3); 0.88, s, (-CH3); 0.87, s, (-CH3); 0.86, s, (-CH3). 

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. 
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Como se especificó en el inciso 4.2, de la fracción primaria activa C 

(Cuadro 6, sección experimental), se aisló también el compuesto 30-

tridecanoiloxi-28-hidroxi-012-oleaneno (92), estructuralmente relacionado con el 

producto (93). Las constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas se 

resumen en la Tabla 4. 

El espectro de IR (Espectro 11) del producto (92) mostró señales para 

hidroxilo (3448 cm-1) y para grupo carbonilo de éster (1732 cm-1). Al igual que el 

compuesto (93) reaccionó positivamente frente al reactivo de Lieberman-Burchard 

(inciso 14, sección experimental). Sin embargo, el compuesto (92) formó el 

derivado monoacetilado (92a) por tratamiento con anhídrido acético y piridina, 

confirmándose quimicamente la presencia de una función alcohólica, en lugar de 

dos como en el caso del producto (93). Las constantes de RMN 1H del derivado 

(92a) se resumen en la Tabla 5. 

El espectro de masas (Espectro 12) en su modalidad de Bombardeo 

Rápido de Atomos (FAB), utilizando como matriz alcohol nitrobencilico (nba), 

permitió determinar la fórmula molecular de C43H7403, la cual permitía siete 

insaturaciones, una más que las del producto (93) y que fácilmente podía 

atribuirse al carbonilo del éster evidenciado en el espectro IR. 

Los espectros de RMN 1H (Espectro 13 y 14) del compuesto (92) y del 

derivado monoacetilado (92a) presentaron gran similitud con los de (93) y (93a) y 

sugirieron que este producto era también un 102-oleaneno. 

Las semejanzas más importantes de los espectros de RMN-1H de los 

productos (92) y (92a) con las de los compuestos (93) y (93a) fueron las 

siguientes: 

1 - La presencia de un sistema AB (aH  3 55 y 3.2, J=11 Hz). Al igual que 
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para el producto (93) este sistema permitió comprobar la presencia del grupo 

hidroximetileno unido a un centro cuaternario. En el derivado acetilado ( 92a) este 

sistema se desplazó a campo más bajo (SH  4.03 y 3.70). 

2.- En SH  5.19 se observó la señal que indicaba la presencia de una doble 

ligadura trisustituida entre C-12 y C-13. En el derivado acetilado la señal 

correspondiente se encontró en SH  5.2. 

3.- Por último, los espectros de (92) y (92a) presentaron señales para ocho 

metilos en la región comprendida entre 6H  0.8 y 1.2. 

Por otro lado, las diferencias más importantes entre los dos grupos 

espectros fueron las siguientes: 

1.- En los espectros de (92) y (92a) se apreció un multiplete 

(J=7.6 y 8.8 Hz) en 81.1 4.49 asignable a H-3. Esta señal se encontraba desplazada 

paramagneticamente en relación a la señal de H-3 del compuesto (93). Esta 

última observación era consistente con la presencia de una función éster en C-3 

en el producto natural (92). 

2.- Los espectros de (92) y (92a) presentaron en sH  2.29 un triplete 

(J= 7.4 Hz) asignable al metileno alfa al carbonilo de la función éster. De manera 

adicional, se observó en los espectros una señal intensa en SH  1.25 atribuible a la 

presencia de varios metilenos en las moléculas. 

La saponificación del compuesto (92) (inciso 13, sección experimental) 

permitió obtener un producto idéntico en todos sus aspectos al compuesto 

38-28-dihidroxi-Al2-oleaneno (93) Esta reacción confirmó químicamente la 

naturaleza éster del producto natural previamente evidenciada por los espectros 

de IR y de RMN1H. La porción ácida del éster se caracterizó como el ácido 

tridecanoico considerando que el espectro de masas presentó a miz 425 un 
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fragmento generado por la pérdida de 214 unidades de masa del M++1 (m/z 639). 

Esta pérdida era asignable a la porción aciloxi del producto natural y era 

consistente con un ácido saturado de 13 átomos de carbono. Otros picos 

importantes del espectro de masas se observaron en m/z 393, 203, 113, 99, 85, 

71, 57 y 43; el segundo de ellos correspondió al fragmento b de la Figura 2 y es 

consistente con el 30-28-dihidroxi-Al2-oleaneno como la función alcohólica del 

éster (93). Con la excepción de los picos en m/z 393 (425-CH2OH) y 203 los otros 

arriba indicados correspondían al patrón de fragmentación característico de 

compuestos con cadenas alquilicas lineales (Silverstein etal., 1991). 

Con base en las evidencias presentadas el compuesto se caracterizó como 

el 30-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-oleaneno (92), el cual representa un nuevo 

producto natural. 
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Tabla 4. Constantes físicas, espectrométricas y espectroscópicas del 

313- tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-oleaneno (92). 

IR Vmax  (KBr) cm-1  (Espectro 11): 

3448, 2918, 2850, 1732, 1466, 1272, 758. 

E M F A B, miz (int rel) (Espectro 12):  

639 ifte+1 (6)]; 425 (22); 393 (6); 203 (65); 189 (34); 113 (10); 99 (3); 85 (21); 

71 (32);57 (69); 55 (100) y 43 (75). 

RMN-1H, S (CDCI3) (Espectro 13). 

5.19, t, J=3.6 (H-12); 4.49, dd, J=7.6 y 8.8 (H-3); 3.55, d, J=11 (H-28), 

3 22, d, J=11 (H-28'); 2.23, t, J=7.4 (H-2"); 1.25, sa, (H-3" H-12"); 1.16, s; 

0 96, s; 0.94, s; 0.88, s; 0.87, s 

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. 
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Tabla 3. Resonancia Magnética Nuclear Protónica del derivado acetilado del 

30-28-dihidroxi-Al2-oleaneno (93a). 

RMN-1H, S (CDCI3) (Espectro 10): 

5.17, m, J=3.5 (H-12); 4.98, m, (H-3); 4.03, d, J=11 (H-28); 3.70, d, J=11 (H-28'); 
2.07, s, (CH3-c.0), 1.25, s, (-CH3); 1.57, s, (-CH3); 0,96, s, (-CH3); 0.89, s, (-
CH3); 0.88, s, (-CH3); 0.87, s, (-CH3); 0.86, s, (-CH3). 

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. 
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4.4 Aislamiento y caracterización del 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (941. 

El análisis cromatográfico en capa delgada de la fracción terciaria 11111a 

(Cuadro 10, sección experimental), permitió la detección de un cromóforo de color 

amarillo a la luz visible. Al revelarse las cromatoplacas con una solución reactivo 

de AlC13  la coloración amarilla se intensificó notablemente. Sucesivas 

cromatografias preparativas en capa delgada permitieron el aislamiento del 

compuesto como un polvo amarillo claro. Las constantes espectrométricas y 

espectroscópicas utilizadas para su identificación se resumen en la Tabla 6. 

La fórmula molecular del producto natural se estableció como C161-11404 por 

espectrometría de masas. Su espectro de IR (Espectro 15) presentó señales para 

hidroxilo (3433 cm-1), anillo aromático (1622 y 1528 cm-1) y para carbonilo de y-

pirona (1644 cm-1). 

Los espectros de UV, EM y RMN (Espectros 16, 17, 18 y 19), 

conjuntamente con el comportamiento cromatográfico, permitieron proponer que 

el producto natural era la 5-hidroxi-7-metoxi-flavanona (R4 j. Las observaciones 

más importantes que sustentaron esta propuesta fueron las siguientes: 

1.- La presencia en el espectro de RMN 1H de un sistema ABX en 8H  5.40 

(dd, J=12.90, Hz), 3.07 (dd, J=17.1, 12.9 Hz) y 2.81 (dd, J=17.1, 3 Hz), el cual es 

diagnóstico para los hidrógenos H-2 y H-3 del anillo C de una flavanona 

(Harborne et al.,1975 y Markahan, 1985). 

En el espectro de RMN 13C las señales asignables a C-2, C-3, y C-4 se 

observaron en 8c  78.92, 43.10 y 195.4, respectivamente (Harborne et .9/.1975), 

2 - Ambos espectros de RMN evidenciaron la presencia de un grupo 

inetoxilo 	55 34 y hvi  3.85,$) 
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3.- Centrado en SH  7.41 se observó un multiplete que integraba para cinco 

hidrógenos aromáticos asignables a los hidrógenos del anillo B. Los fragmentos 

de m/z 104 y 91 (Figura 3) presentes en el espectro de masas confirmaron que la 

flavanona tenía el anillo B no sustituido. Es importante hacer notar que el 

fragmento m/z 91 representa uno de los iones diagnóstico para la identificación 

de una flavanona (Harborne et al., 1975). 

De manera adicional, en el espectro de RMN 1H se apreció en SH  6.07 un 

segundo multiplete para dos hidrógenos aromáticos. De acuerdo al 

desplazamiento químico estos hidrógenos debían encontrarse entre dos funciones 

oxigenadas. El fragmento m/z 166 (Figura 3) observado en el espectro de masas 

y que se genera por una ruptura de tipo RetroDiels-Alder era consistente con la 

presencia de dos grupos oxigenados en el anillo A: un metoxilo, evidenciado 

claramente en los espectros de RMN y un grupo hidroxilo. La presencia de un 

singulete 3H  11.98 (que desaparecía luego de equilibrar el espectro can D20) 

señaló que el grupo hidroxilo se encontraba en la posición C-5. El desplazamiento 

químico observado para esta señal es diagnóstica para un hidrógeno quelatado 

con un grupo carbonilo. La ubicación del grupo hidroxilo en C-5 permitió entonces 

colocar al grupo metoxilo en C-7. En general las resonancias del espectro de 

RMN13C del producto (94) se asignaron por comparación con modelos apropiados 

(Harborne et a/,1975: Markahan, 1985). 

Con base en el análisis anterior la estructura del compuesto (94) se 

estableció como la de la 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (pinostrobina)„ja cual ha sido 

aislada previamente de diversas fuentes naturales (Harborne et a/ .1975. 

Markahan, 1985). 

1 
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Figura 3. Patrón de fragmentación de la 5-hidroxi-7-metoxiflavanona. 
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Tabla 6. Constantes físicas, espectrométricas y espectroscópicas de la 

5-hidroxi-7-metoxiflavanona (94). 
3' 

CH30 

5 

OH O 

016111404 

IR Vmax  (KBr) cm-1  (Espectro 15): 

3433, 2918, 2848, 1644, 1622, 1528, 1382, 1304, 840, 808.  

UV (MeOH) nm (Espectro 16):  

330 (h), 289 

E M I E, miz (int rel) (Espectros 17): 

270 [M+ (100)), 269 [M4--H (56)1; 193 [A4+-H -C6H6  (83)); 166 (69); 138 (31); 
95 (20), 77 (8); 69 (8). 

RMN-111, 8 (CDC13) (Espectros 18 y 18a): 

5.40, dd, J=12.90 y J=3.0 (H-2); 3.07, dd, J=17.1 y J=12.9 (H-3a); 2.81, dd. 

J=17.1, 3 (H-3b), 6 07, m, (H-6 y H-8); 7 41, ni, (H-2' -H-6'): 3 85, s. (OCH3); 
11 98. s. (OH-5) 

R M N- 13C, 6 (CDCI3) (Espectros 19 y 19a). 

78 92 (C-2), 43 10 (C-3), 195.40 (C-4), 163.92 (C-5), 94.90 (C-6), 167 80 (C-7). 
94 90 (C-6), 167.80 	(C-7), 	94.0 (C-8), 	162 52 	(C-9), 	102.91 (C-10), 55.34 

(OCH3), 138.20 (C-1'), 125.80 (C-2', C-6'), 128.54 (C-3',C-4' y C-5'). 

J. Constante de acoplamiento expresada en Hz. 

( 
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4.5 Identificación como ésteres metilicos de los componentes de la mezcla 

de ácidos grasos obtenidos de la fracción activa E. 

La cromatrografía en columna de la fracción primaria activa E (Cuadro 6), 

permitió el aislamiento de una mezcla de ácidos grasos. El análisis via 

crorriatografía de gases-espectrometria de masas de la mezcla metilada 

(ver sección experimental) permitió la detección e identificación de 12 ésteres 

metilicos de ácidos grasos. 

Los ésteres metilicos identificados corresponden a los ácidos 

nonanodioico (95), tetradecanoico (96), pentadecanoico (97), hexadecanoico (98), 

heptadecanoico (99), 6-octadecenoico (100), 14-metil-heptadecanoico (101), 

eicosanoico (102), docosanoico (103), tricosanoico (104), tetracosanoico (105) y 

hexacosanoico (106). 

En el cuadro 14 se resumen los tiempos de retención, pico y los fragmentos 

de masa más importantes de cada uno de los compuestos antes mencionados y 

en la Figura 5 se ilustra el cromatograma correspondiente. 

Los espectros de masas (Espectros 21-33), de los ésteres metilicos de los 

12 ácidos fueron similares En todos los casos se detectaron los fragmentos 

diagnósticos para los ésteres metilicos de ácidos a m/z M+-31, 74, 87 y 59 

(Silverstein, Bassler y Morril, 1991) El pico a rn/z 74 es el más característico y se 

debe a un rearreglo de Mc Lafferty. Con la excepción del éster rnetílico del 

compuesto (95), en todos los casos se observó claramente el ión molecular. El 

éster del compuesto (95) presentó fragmentos generados por dos pérdidas 

consecutivas de 31 unidades de masa a partir del ión molecular en m/z 185 

(Mf -31) y m/z 154 (M4- -31-31), respectivamente. 
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Figura 4. Patrón de Fragmentación para la formación de los iones 

m/z 31,59, 74, 87 de los ésteres metilicos de los ácidos grasos. 
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Figura 4. Patrón de Fragmentación para la formación de los iones m/z 31,59, 

74, 87 de los ésteres metílicos de los ácidos grasos. 
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Cuadro 14. identificación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos obtenidos de la fracción activa E. 

Nombre TR 
(min)*  

NUMERO DE 
PICO • 

FORMULA PM 
FRAGMENTOS 

DIAGNOSTICOS 
M+ M+-31 74 87 

OTROS 
FRAGMENTOS 

NUMERO 
DE 

ESPECTRO 
ácido nonanodioco 8.78 1 C11142004  216 -- 	66 	53 	21 152(100), 143(56). 111 22 

(11) (45), 55(39) y 43(18) 
ácido tetradecanoico 

(6) 
9.96 2 C15H3002  242 38 	14 	100 62 199(23), 185(5). 143(24) , 

129(8). 101(7) y 43(15) 
23 

ácido pentadecanoico 
(ID 

11,07 3 C16H3202 256 43 	12 	100 68 213(17), 199(7), 157(7), 
143(20) y 43(17) 

24 

ácido hexadecanoico 
(91) 

12.18 4 C17H3402 270 46 	1 	100 	73 227(20), 185(7), 143(23), 
129(9), 55(36) y 43(19) 

25 

ácido heptadecanoico 
(92) 

13.11 5 Ci8H3602  284 61 	12 	100 	69 241(20),185(10), 143(24), 
129(9), 97(8) y 43(19) 

26 

ácido 6- 13.92 6 C19H3602  296 19 	26 	78 39 264(69). 222(26), 180 27 
octadecenoico (100) (21),110(25), 57(90) y 

41(100) 
ácido 14-metil- 
heptadecenoico 

14.08 7 C19H3802  298 61 	10 	100 	70 255(16).199(10), 143(25), 
129(9) y 43(20) 

28 

1Ü 
ácido eicosanoico 15.86 8 C2/H4202  326 20 	— 	100 70 283(6), 143(13), 129(6) y 29 

al) 43(29). 
ácido docosanoico 

(102 
17.50 9 C231-146H2  354 45 	5 	100 70 311(10), 143(21), 129(7), 

97(12) y 43(45) 
30 

ácido tricosanoico 18.28 10 C24H4802 368 29 	4 100 70 325(12), 143(21), 101(9). 31 
(19£ 56(30) y 43(40) 

ácido tetracosanoico 19.05 11 C25H5002  382 40 	3 100 80 339(12), 283(6), 143(23), 32 
C113§) 129(9). 55(30) y 43(26) 

ácido hexacosanoico 
(106) 

20.69 12 C27H5402  410 43 	3 	100 	75 367(10), 199(7), 185(6), 
143(26), 97(16). 57(35), 

33 

55(30) y 43(29) 

'Figura 5. 
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En la Figura 4 se representa el patrón de fragmentación general de ésteres 

metilicos de ácidos grasos, destacándose la formación de los iones en rnlz 74, 87 

y 59. 

El más abundante de los ácidos caracterizados fue el ácido hexadecanoico 

(98), que se encontró en una proporción de 45.66%. 

Es importante hacer mención que la identificación de los ácidos grasos fue 

verificada mediante la comparación de los datos obtenidos experimentalmente 

con aquellos proporcionados por la biblioteca de datos incorporada al 

espectrómetro de masas empleado. 

4.6 Aislamiento y caracterización de a-espinasterol (51) y de la 

0-amirina (53). 

De la fracción primaria activa D (Cuadro 9 sección experimental), mediante 

sucesivas cromatografias en columna y capa delgada se aislaron el 

a-espinasterol (57) [0.00657% de rendimiento en base a planta seca] y la 

8-amirina (53) [0.00633% de rendimiento en base a planta seca]. 

Los productos naturales (57) y (53) se caracterizaron por comparación de 

sus constantes físicas y espectroscópicas con las de una muestra auténtica. 
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Tabla 7. Constantes timas, espectrométricas y espectroscópicas del 
a-espinasterol (57). 

HO 

C2911480 

[ ajo  O 

IR Vmax  (KBr) cm-1  (Espectro 34): 

3416, 2956, 2868, 1644, 1452, 1377, 1046 y 970. 

E M 1 E, rniz. (int rel) (Espectro 35): 

412 [M+(58)), 397 [M+-15(19)), 369 [M+-43(23)]; 351[N1+-H20-43(8)); 

300[M+-112(18)), 271[M4-cadena lateral (100)); 255(46); 147(27); 107(32); 

93(28); 81(43); 55(41), 43(24).  

RMN-1H, S (CDCI3) (Espectro 36): 

5.15, ni, (H-7), 5.16, dd, J=15.3, 8.4 (H-23); 5.02, dd, J=15.3, 8.4 (H-22); 

3.50, m, (H-3), 1.03, d, J=6.9 (H-21); 0.85, d, J=6.40 (H-26 ó 27); 0.80,d, J=6.3 

(H-26 ó 27); 0.81, s, (H-18); 0.80, ni, (H-29); 0.55, s, (H-19). 

R M N-13C, 8 (CDCI3) (Espectros 37 y 37a): 

139 5 (C-8), 138.1 	(C-7), 129.4 (C-23), 117.4 (C-22), 71.0 (C-3), 55.9 (C-14), 

55 1 	(C-17), 51.2 	(C-9), 49.4 (C-5), 	43.3 (C-13), 	40.8 (C-24), 40.3 (C-20), 

39.5 (C-16), 38.0 	(C-1), 37.1 	(C-28), 	34.2 (C-10), 	31.8 (C-25), 31.5 (C-4), 

29.63 (C-6), 28 5 (C-12), 25.4 (C-15), 23.0 (C-2), 21.5 (C-27), 21.3 (C-26), 21 0 

(C-11), 18.9 (C-21), 13 0 (C-29), 12.2 (C-28), 12.0 (C-19). 

Constante de acoplamiento expiesada en Hz.  

114 



Espectro 34 

L. 



r-- 

271 
100- 

90 - 

80 - 

-Cr> 

70 

60 - 

50- 

40 - 
	55 

30 -- 	 19 

20 
	

43 

10 - 

0-  _1,111,1 

40 
	

60 

E3 I 

107 

147 
246 

229 

	

133 	 213 

I 73 

4.,l 1111.1 
	 J 	 k 

	

100 120 140 
	

180 200 220 240 

Espectro 35 

255 

300 369 

412 

397 

351 
314 

327 

I k L._1,11 1111h 1111111 I 
260 	280 300 320 340 	360 	380 400 

mil 

1. 



Ir 	t;t 	
ItIt 	/TI 	r 

Ft 1-1---r-r--r 	r - r 	t 

2 1 	 0Pm 
3 

5 	 4 

r- 

Espectro » 



a  
O> 

-11771M111, 1, 1 I i t:,l i r / 	r • 

190 	 100 	 140 

1 I 	r 

120 

11111- 111111- 111- 11111111111711 	1- 1117- 1- 1111111111-1- 1171- 11711/11- 

100 	 BO 	 60 	 40 	 20 	 0 Dprn 

Espectro 37 



HO 

mwpip~pfmr4~~•~d*sdwfImw"~LdrA~•~sfhn~"e~~~~*~o~jj4~ir~Wf~~o~b~ 

7  Ti?! ; ;!! r TilitIT 1,111 Tif 

1H0 	 160 	 140 	 120 	 100 	 60 	 60 

Espectro 37a 

T - lit (Ti( rrllíltitilt1T1111^ 

40 	 20 	 PPrn 



4.7 Evaluaciones biológicas de los productos aislados de las fracciones 

primaria activas. 

El estudio biodirigido del extracto activo de Conyza filaginoides utilizando 

como pruebas de rutina la determinación de la toxicidad para Arternia salina, la 

evaluación del efecto sobre el crecimiento radicular de Amaranthus 

hypochondriacus y Echinochloa crus-galli y la valoración del efecto relajante sobre 

la concentración espontánea de ileo de rata permitió detectar una fracción 

(Fracción C) entre las de menor polaridad que demostró actividad biológica en 

todos los ensayos (ver inciso 4.1, sección experimental). El estudio fitoquimico de 

la misma permitió la obtención del 4,5-epoxi-p-cariofileno (9) y del 38-

tridecanoiloxi-28-hidroxi-á12-oleaneno (92). El producto (9) presentó una actividad 

significativa contra A. salina; la concentración letal media (CL50) obtenida fue de 

31.6 lig/m1 con un 95% de intervalo de confianza entre 51.8-19.56 µg/ml. Por otra 

parte, el producto (92) fue inactivo ya que demostró una CL50  >1000 lig/m1 

Como ya se indicó anteriormente la evaluación de la toxicidad para A. 

salina puede ser de gran utilidad para predecir actividad antitumoral 

(Anderson et al., 1991). Por lo tanto, y a pesar de la pobre actividad citotóxica 

demostrada por el extracto original y las fracciones primarias (ver Cuadro 12) se 

decidió evaluar el potencial citotóxico del producto natural (9) empleando las 

mismas lineas celulares derivadas de tumores humanos A-549, MCF-7 y HT-29. 

De nueva cuenta en ninguno de los casos se obtuvieron resultados significativos 

Los valores de DE50  correspondieron a 73.71 jig/ml, 60.41 lig/ml, 42.67 ligtml, 

respectivamente. 

Estos resultados indican que no en todos los casos la toxicidad paraA 

salina puede ser considerado como un buen ensayo preliminar para la 
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detección y monitoreo de la actividad citotóxica. 

El efecto inhibidor del crecimiento vegetal del producto (9) sobre el 

crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crus-galli se ilustra en la 

Gráfica 2. La CI50  calculada mediante análisis probit para el crecimiento radicular 

de A. hypochondriacus correspondió a 317.61 lig/ml con un intervalo de confianza 

de 467.7-244.5 µg/ml. La especie E. crus-galli fue menos sensible al producto 

natural y en este caso el valor de IC50  resultó > 1000 pg/ml. En otras 

investigaciones el óxido de cariofileno ha demostrado un efecto fungistático 

contra el hongo fitopatógeno Pestolotia subticularis y sobre otras especies de 

hongos (Habbell et al., 1983 y Langenheim, 1994). También se ha comprobado 

que el compuesto (9) impide el ataque de la hormiga Atta lephots sobre la especie 

Hymenaea courbuil y otros arboles tropicales (Langenheim, 1994). Asi mismo, el 

cariofileno (9) afecta significativamente el crecimiento del lepidóptero Heliothis 

virescens que ataca al algodonero y al tabaco (Langenheim, 1994). 

El producto natural (92) se obtuvo también de la fracción primaria activa 

responsable de la actividad fitoinhibidora. Sin embargo, en los ensayos 

cuantitativos no demostró un efecto inhibitorio significativo. A la concentración de 

500 IQ/mi el triterpenoide ocasionó un ligero efecto estimulante sobre el 

crecimiento radicular de ambas especies de prueba. En el caso de E. crus-galli el 

efecto estimulante fue de 16.8 % y para A. hypochondriacus de 8.6 % (ver Cuadro 

15). 

A pesar de que los restantes metabolitos secundarios aislados en el 

presente estudio se obtuvieron de fracciones primarias que no demostraron 

actividad fitoinhibidora se decidió evaluar el efecto de los mismos sobre el 

crecimiento radicular de las dos semillas, encontrándose que los productos (92) y 

(94) estimulaban el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crus-galli. 

Los resultados obtenidos se resumen también en el Cuadro 15 
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El efecto estimulante más notorio lo desarrolló la 5-hidroxi-7-

metoxíflavanona (94) y la especie más afectada fue E. crus-galli. Por último, cabe 

mencionar que el terpenoide (93) demostró un comportamiento similar al producto 

(92) a la concentración de 500 ugtml. 

Cuadro 15. Efecto de los productos (57), (92), (93) y (94) sobre el crecimiento 

radicular de A. hvoochondriacus y E. cros- alli. 

Concentración 
pg/m1 

% DE INHIBICION 
Amaranthus 

hypochondriacus 
Echinochloa 

crus-galli 

3f1-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-oleaneno (92) 
500 108.6 116.8 
250 99.4 100.05 
100 95.0 96.0 

313-28-dihidroxi- Al2-oleaneno (93) 
500 113.1 102.0 
250 95.3 91.9 
100 85.9 89.5 

a-espinasterol (57) 
500 110.2 112.6 
250 115.1 121.9 
100 94.8 114.1 

5-hidroxi-7-metoxiflavanona (21) 
500 111.0 105.6 
250 108.2 126.5 
100 122.4 127.48 

Considerando que todos los productos aislados en el presente estudio se 

obtuvieron a partir de fracciones que demostraron un efecto relajante significativo 

de la musculatura lisa, se procedió a la valoración preliminar de los mismos como 

agentes espasmoliticos potenciales. 
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La evaluación del efecto espasmolítico potencial de los compuestos (9), 

(57), (92), (93), (94) y la mezcla de ácidos grasos (Cuadro 16) se realizó también 

a la concentración inhibitoria media (C150) del extracto original, utilizando la 

misma metodologia que para el caso de las fracciones primarias y el extracto 

original (Rojas, 1995), 

En el Cuadro 16 se resumen los resultados obtenidos y todos los productos 

demostraron un efecto relajante notable sobre la contracción espontánea de ileo 

de rata. La mezcla de ácidos grasos, y los productos (9) y (57) demostraron la 

mayor actividad. 

Cuadro 16. Efecto relajante de los productos puros sobre la contracción 

COMPUESTO % DE RELAJACION 

4, 5-epoxi-Ecariofileno 79,69 

3p-tridecanoiloxi-28-hidroxi-Al2-oleaneno 64.21 

a-espinasterol 81.15 

311-28-dihidroxi-Al2-oleaneno 59.45 

5-hidroxi-7-metoxiflavanona 67.61 

Mezcla de ácidos grasos 77.40 

De los resultados obtenidos en esta evaluación, no resulta sorprendente el 

efecto del flavonoide ya que se ha demostrado previamente que estos 

compuestos modifican la respuesta contractil de la musculatura lisa en diferentes 

tejidos (deo, útero, aorta, bronquios, etc. (Fanning et al., 1983; Midleton, 1988 y 

Capasso et al., 1991)). En relación a los restantes productos no se encontró 

ninguna referencia con relación a su actividad espasmolitica. 

espo 
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V, CONCLUSIONES. 

1. El extracto orgánico (CHCI3-MeOH 1:1) total y el lixiviado acuoso de la especie 

medicinal Conyza filaginoides (Asteraceae) demostrarán un efecto inhibitorio 

significativo sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y 

Echinochloa crus-galli. De manera adicional, el extracto orgánico presentó un 

efecto notable para el crustáceo A.salina con un valor de concentración letal 

media (CL50) de 145.2 ptgiml. Estos resultados así como el efecto espasmolítico 

previamente demostrado (Rojas, 1995) permitieron establecer la potencialidad 

de la especie como una fuente de principios bioactivos. 

2. El fraccionamiento biodirigido del extracto orgánico mediante la determinación 

de la toxicidad para A. salina y la evaluación del efecto inhibidor sobre el 

crecimiento radicular de A. hypochondriacus, E. crus-galli y la valoración del 

efecto relajante de la contracción espontánea de ileo de rata permitió el 

aislamiento de los siguientes compuestos bioactivos: 4,5-epoxi-O-cariofileno 

(9), 313-tridecanoiloxi-28-hidroxi-012-oleaneno (92), 30-dihidroxi-ál2-oleaneno 

(93), ce.-espinasterol(57), 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (94), 0-amirina (53) y los 

ácidos nanonodioico (95), tetradecanoico (96), pentadecanoico (97), 

hexadecanoico (98), heptadecanoico (99), 6-octadecanoico (100), 14-metil-

heptadecanoico (101) eicosanoico (102), docosanoico (103), tricosanoico 

(104), tetracosanoico (105) y hexacosanoico (106). El triterpenoide (92) 

constituye un nuevo producto natural. 

3. El 4,5-epoxi-(3-cariofileno (9) fue el único producto natural activo en todas las 

evaluaciones. La concentración del compuesto .9) que ocasionó la inhibición 

del crecimiento radicular de A. hypochondriacus en un 50 % correspondió a 
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317.61 µg/m1; la especie E. crus-galli fue menos sensible al producto natural y 

la IC50 resultó mayor a 1000 µg/ml. Este compuesto también constituye el 

principio activo de las fracciones de menor polaridad responsable de la 

toxicidad para A. salina. El valor de la concentración letal media demostrado 

por el producto natural fue de 31.6 	A pesar de la toxicidad significativa 

para A. salina el cariofileno solamente presentó citotoxicidad marginal sobre 

tres lineas celulares derivadas de tumores humanos que incluyeron colon (HT-

29), mama (MCF-7) y pulmón (A-549). Los valores de DE50  correspondieron a 

73.71, 60.41 y 42.67 µg/ml, respectivamente. 

Todos los compuestos obtenidos demostraron de forma preliminar un efecto 

relajante sobre la contracción espontánea de ileo de rata. Esta actividad 

farmacológica demostrada por el extracto y los compuestos podria estar 

relacionada con el uso popular de la especie para el tratamiento de transtornos 

gastrointestinales. 

4. Los metabolitos secundarios aislados y caracterizados de esta especie 

presentan similitud con los descritos anteriormente en otras especies del 

género. La flavanona (5-hidroxi-7-metoxiflavanona) aislada en el presente 

trabajo constituye la primera de su tipo estructural en el género Conyza. 

Aunque los ésteres derivados de la p-amirina y compuestos relacionados 

presentan una distribución relativamente amplia en la naturaleza, su obtención 

de una especie del género Conyza resulta sin precedente. Es importante 

mencionar que los compuestos a-espinasterol y la j3-amirina fueron 

previamente aislados de esta planta por Domínguez y colaboradores (1972). 

5 De manera general la caracterización de los compuestos se realizó por 

métodos espectroscópicos, espectrométricos y químicos. En el caso de los 
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ácidos grasos (derivatizados como ésteres metílicos) la identificación se realizó 

por cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas. 

6. El presente trabajo representa una contribución adicional para el conocimiento 

del contenido metabólico secundario del género Conyza y de la flora medicinal 

mexicana. 

VI. OBSERVACIONES COMPLEMENTARIAS. 

1. La obtención de los principios bioactivos de las fracciones de mayor polaridad 

se encuentra en proceso. 

2. La evaluación del efecto espasmolitico de los compuestos aislados sobre la 

contracción de ileo de rata inducida electricamente y otros experimentos 

pertinentes se encuentran en proceso. 

3. Aparentemente este trabajo constituye la primera descripción acerca del efecto 

relajante de la musculatura lisa de los compuestos aislados. Sin embargo, se 

recomienda revisar de nueva cuenta la bibliografía correspondiente para 

comprobar definitivamente esta afirmación. 

t 
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