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RESUMEN 

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto CHCI3-MeOH (1:1) de las raíces de 

Stauranthus perforatus Liebrn, utilizando como bioensayos la determinación de la 

toxicidad para Artemia salina (CL50= 5.1 in/m1) y la evaluación del efecto sobre el 

crecimiento radicular de las malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa 

crusgalli, permitió el aislamiento y caracterización de once metabolitos secundarios: un 

sesquiterpeno (4,5-epoxi-p-cariofileno) 1, una amida (pelitorina 8), dos lignanos 

(asarinina 4 y fargesina 10), seis cumarinas [3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, 

chalepensina 3, xantiletina 5, 2'-isopropil-soraleno 6, amirina 9, y chalepina 11] y el p-

sitosterol 7. 

La xantiletina 5, la amirina 9, la chalepensina 3 y la chalepina 11 demostraron una 

actividad inhibidora significativa a 100 µg/ml sobre el crecimiento radicular de 

Amaranthus hypochondriacus. La pelitorina 8 demostró una actividad fitoinhibidora 

significativa a 100 1.1g/m1 en contra de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa 

crusgalli, 

La presencia de la amida pelitorina 8 en la planta podría estar relacionada con el efecto 

anestésico local que se le atribuye a las raíces de S. petforatus en la medicina 

tradicional. 

La presencia de la pelitorina 8 y la asarinina 4 podría estar correlacionada con el efecto 

insecticida demostrado para las ralces de S. perforatus. 

La chalepensina y la pelitorina demostraron un efecto citotóxico sobre la linea celular 

HT-29, (CE50  3.47 1.1g/m1), (CE50  3.53 fxg/m1), respectivamente, la pelitorina presentó 

también un efecto citotóxico moderado sobre los sistemas de tumores carcinoma de 

riñón A-498 (CE50  3.881.1g/m1), y carcinoma de pancreas PACA-2 (CE50  2.21 1.rg/m1). 



ABSTRACT 

The roots of Stauranthus perforatus were extracted with a mixture of CHCI3-MeOH (1:1). 

The resulting extract was toxic to brine shrirnp (LC50= 5.1 lig/m1); the extract also shows 

a phytogrowth-inhibitory activity against Amaranthus hypochondriacus, and exhibited 

moderate cytotoxicity against colon adenocarcinoma HT-29 (EC50= 18.77 µg/ml). 

Bioactivity-directed fracionation of the active extract resulted in the isolation and 

characterization of eleven secondary metabolites: a sesquiterpene (4,5-epoxi-p-

caryophyllene 1), an amide (pellitorine 8), two lignans, (asarinin 4, and fargesin 10), six 

coumarins [3-(1,1-dimethylallyl)-xanthyletin 2, chalepensin 3, xanthyletin 5, 2'-isopropyi-

psoralene 6, ammirin 9, and chalepin 11] and p-sitosterol 7. The structures of isolated 

compounds were elucidated by chemical and spectroscopic evidence. 

Xanthyletin 5, chalepensin 3, amirin 9 and chalepin 11 showed singificant inhibition of 

the radicle elongation for Amaranthus hypochondriacus. Pellitorine 8 also showed a 

phytogrowht-inhibitory activity against Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa 

crusgalli. 

Chalepensin 3 and pellitorine 8 exhibited marginal citotoxicity against three human 

cancer cell fines: colon adenocarcinoma HT-29, renal carcinoma A-498 y pancreatic 

carcinoma PACA-2. 

The presence of pellitorine 8 could be related with the local anesthetic properties 

attibuted to S, perforatus in traditional medicine. 

On the other hand, the presence of pellitorine 8 and asarinin 4 might explain the 

insecticidal properties previously demonstrated for the root powder of S. perforatus. 

The results of this investigation have demonstrated that S. perforatus contains 

phytogrowth-inhibitory, insecticidal and cytotoxic principies. These bioactive compounds 

could be useful for the development of pesticidal and antitumoral agents. 
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Antecedentes 

1. ANTECEDENTES. 

1.1. Antecedentes sobre la especie Stauranthus perforatus (Rutaceae). 

Stauranthus perforatus Liebm. (Rutaceae) es una especie medicinal que se 

distribuye en México, en la península de Yucatán (selvas medianas y bajas de 

la región) y en algunas localidades del estado de Veracruz (Engler, 1931). En 

Yucatán se le conoce comúnmente con el nombre Maya de "tankas-ché". Por 

su abundancia, los árboles de S. perforatus son elementos importantes en el 

estrato medio de las selvas. Las hojas y raíces de esta especie se emplean en 

la medicina popular yucateca para el tratamiento de dolores de cabeza, 

epilepsia y reumatismo. Las raíces se utilizan también como un anestésico 

local, (Garcia, 1995). 

Los individuos de esta especie son árboles o arbustos, con ramas pardo-

rojizas, hojas unifoliadas, con el ápice repentinamente acuminado, coriaceas y. 

de color verde brillante, la venación del envés es plana o prominulosa; el eje 

foliar es delgado pero prominente, el haz está densamente glánduloso y su 

venación es prominulosa. Las hojas miden 6 a 9.5 cm de largo y 1.3 a 2.5 cm 

de ancho. Los peciolos son firmes, miden de 5 a 8 mm de largo y son 

subcilindricos. Presenta pocas flores, en pequeños racimos o panículas 

terminales o exilares; pedicelos sólidos.de 2 mm de largo; cáliz de 1.8 mm de 

ancho, los lóbulos son muy obtusos; ovario liso; fruto globoso, alrededor de 8 

mm de diámetro; semillas globosas, de 7 mm de diámetro (García 1995), 

Además de S. perforatus éste género incluye a la especie S. conzattli. 

Filogenéticamente, Stauranthus se encuentra relacionado con los géneros 

Amyris y Teclea (Engler, 1931), 

Ninguna de las dos especies del género Stauranthus ha sido objeto de 

estudios químicos. Sin embargo, los numerosos estudios realizados sobre 

otras especies de la familia de las Rutaceas, han permitido el aislamiento y 

caracterización de una gran diversidad de metabolitos secundarios que 

incluyen las siguientes categorías de compuestos: 
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1. Alcaloides de los tipo: quinolina, isoquinolina, indol, imidazol, acridina, 

carbazol, oxazol, tiazol y feniletilaminas (Hegnauer, 1991; Waterman, 1986; 

Gomez y Gottlieb, 1980; Grundon, 1988; Gray, 1992; Wu, et al,, 1993; Paulini, 

et al., 1989; Mester, 1983; Yang, et al., 1987; Hostettmann, et al., 1977; Koike 

y Ohmoto, 1989; Lontsi, et al,, 1985; Kong, et al., 1985; Lumonadio y 

Vanhaelen 1984; Wu, 1991; Wu, et al., 1991a; Wen-Shyong, et a1.,1991; 

Michael, 1991; Saxton 1991; Wu, et al., 1995; Bentley, 1991; Muyard, et al., 

1991; Michael, 1992; Osborne y Warmsloy, 1992; AI-yahya, et al., 1992; Tinto, 

et al., 1992; Chen, et al., 1993; Wu y Chen , 1993; Bhattacharyya, et al., 1993; 

Waterman, et al., 1993a; Maier, et al., 1993; Michael, 1993; Lewis, 1991; 

Bentley, 1993; Fournet, et al., 1993; Reisch, et al., 1994; Chen, et al„ 1994; 

Funayama, et al., 1994; Waterman, et al., 1994d; Bhattacharyya, et al., 1994; 

Couillerot, et al., 1994; Ghosh, et al., 1994; Chakraborty, et al., 1995; Lavaud, 

et al., 1995; Kumar, et al., 1995; Waterman, et al., 1995b; Ghosh, et al., 1991; 

Watermah, et al., 1992a; Chihiro lto, et aL, 1992; Kumar, et al., 1994; Ulubelen, 

et al., 1994; Wu, 1994; Haji, et al., 1994. inter alia). 

2. Terpenoides diversos que incluyen, triterpenoides, limonoides, 

sesquiterpenoides, diterpenoides y monoterpenoides (Ahmad, et al., 1993; 

Byrne, et al., 1991; Bennett, et al., 1989; Hassanali, et al., 1987; Quader, et al., 

1991; Connolly, 1994; Maier, 1983; Kumar, et al., 1991; Fong, et al., 1991; 

Ozaki, et al, 1991; Champange, et al., 1992; Miyake, et al., 1992; Kishi, et al., 

1992; Fraga, 1992; Ley y Merrit, 1992; Berhow, et al., 1994; Andrade, et al., 

1994; Waterman, et al., 1995a; Rios y Delgado 1992; Sánchez, et 1, 1991; 

Waterman, et al., 1993c; Bowers, et aL, 1993; Waterman, et al., 1995-c; inter 

alía). 
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3. Cumarinas simples, hidroxicumarinas, furanocumarinas y 

piranocumarinas (Brown, 1981; Chen, et al., 1995; Razdan, el al,, 1987; Gray, 

1983; Gray, et al., 1991; Rashid, et al., 1992; Berenbaurn, 1991; Arisawa, et 

1984; Joshi, el al., 1991; Waterman, et al., 1991; Masuda, et al,, 1992; 

Waterman, et al., 1992; Waterman, el al., 1992-a; Waterman, et al., 1992-b; 

Muller, et al., 1993; Joshi, et al., 1993; Ulubelen, et al., 1993; Waterman, et al., 

1993b; Boeykens, et al., 1994; Wu, et al., 1994a; Waterman, et 1, 1994a; 

Waterman, et al., 1994-c; Gunatilaca, et al., 1994; Waterman, et al,, 1994-e; 

Sheng, et al., 1995; Waterman, el al., 1995; Waterman, et al., 1992-c; Kumar, 

el al., 1994; Waterman, et al., 1994-g; Waterman, et al., 1994-f; Waterman, et 
al., 1995-a. inter alía). 

4. Flavonoides de los tipos flavonas, flavanonas, flavonoles y chalconas 

(Harborne, 1983; Wu, 1989; Kamiya, et al., 1979; Maier, 1983; Elavurnoottil, et 

al., 1991; Del Río, et al., 1992; Berhow, et al., 1994; Saxena y Shrivastava, et 

al., 1994; Rei-Sheu Hou, et al., 1994; Bakhtiar, el al., 1994; Waterman, et al., 

1994b; Lichius, et al,, 1994; Mizuno, et al., 1995; Waterman, et al., 1992a; 

Shaw, et al., 1991; Berhow, et al., 1991; VVaterman, et al., 1993c; Arruda, et al., 
1994; Waterman, et al., 1994; Wu, et al., 1994; Wu, et a/., 1995; Waterman, et 
al., 1994h, inter alía). 

6. Lignanos y neolignanos (Ayres y Loike, 1990; Connolly, et al., 1994; 

Ulubelen, et al., 1995; Arruda, et al., 1994; Sheen, et al., 1994; Ulubelen, et al., 
1994. inter alia). 

6. Amidas (Greger, et al., 1993; Greger, et al., 1993-a; Greger, et al., 1994; 

Wu, et al., 1995. Inter alía). 
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7. Acetofenonas, cromonas y otros compuestos aromáticos simples 

(Razdan, et al., 1987; Campos, et al., 1987; Quader, et al., 1991; Borges del 

Castillo, et al., 1986; De Silva, et al., 1991; Chou, et al., 1992; Kithsiri, et al., 

1992; Waterman, et al., 1993d; Wu, et al., 1993; Ahmad, et al., 1993; 

Lakshmichand, et al., 1993; Lie-Chwen Lin, et al., 1993; Stange, et al., 1993; 

Jen, et al., 1993; Ida, et al., 1994; Grayer y Harborne, 1994; Waterman, et al., 

1994; Abaul, et al., 1994; Chen, et al., 1994; Desoky, et al., 1995; Wu, et al., 

1995a, inter alía). 

Cabe destacar que las cumarinas y en particular las furano y las 

piranocumarinas constituyen los metabolitos secundarios más representativos 

de las rutáceas. 

1.2. Estudios biológicos realizados con la especie Stauranthus perforatus. 

Los estudios biológicos realizados por García (1995) permitieron establecer el 

potencial alelópatico e insecticida de las raíces de S. perforatus, ya que los 

lixiviados acuosos y el extracto CHC13/Me0H (1:1) de las raíces inhibieron de 

manera significativa el crecimiento radicular de las malezas Amaranthus 

hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. Sin embargo, ninguno de los 

extractos inhibió la germinación de las semillas de prueba. En los Cuadros 1 y 

2 se presentan los resultados derivados de dichos ensayos. 

Cuadro 1. Efecto de los lixiviados acuosos de las raíces de Stauranthus 
perforatus sobre la germinación y el crecimiento radicular de Amaranthus 
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. (García, 1995). 

A. hypochonddacus 	 E. crus-olli 
Tratamientos Germinación Crecimiento Germinación Crecimiento 

(%) (mm) (%) (mm) 
Control 97.5 8.4 ± 0.65 85.0 24.8 ± 2.0 

Lixiv. 1% 92.5 4.5* ± 0.65 95,0 19.9 ± 3.80 
Lixiv, 2% 85.0 2.4*± 0.30 87,5 18.6* ± 2.30 

Valores que difieren significativamente del control (Duncan, a = 0.05). Cada cifra representa 
el promedio de cuatro repeticiones. 
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Cuadro 2.- Efecto del extracto CHC13/Me0H (1:1) de las raíces de Stauranthus 
perforatus sobre el crecimiento radicular y la germinación de Amaranthus 
hypochondriacus y Echinochloa crus-galli. (García, 1995). 

A. hypochondriacus 	 E. crus-galli 
Tratamientos Germinación Crecimiento Germinación Crecimiento 

(%) l 	(mm) (%) (mm)_ 
Control 92.5 [ 	9.8 ± 0.46 82,5 21.1± 2.5 
50. ppm 82.5 4.6*± 1.50 82.5 16.3 ± 0.33 

100. ppm 77.5 4.4*± 0.63 77.5 15.6 ± 1.30 
200. ppm 75.0 0.0*± 0.00 75.0 13.6*± 1.50 

* Valores que difieren significativamente del control (Duncan, a = 0.05). Cada cifra representa 
el promedio de cuatro repeticiones. 

Por Otra parte, se determinó el efecto de la descomposición de las raíces de S. 

perforatus, incorporadas en diferentes concentraciones al suelo de macetas, 

sobre el potencial floristico (García, 1995). La finalidad de este experimento es 

determinar si el potencial alelopático de S. perforatus se manifiesta cuando la 

planta se incorpora al suelo, influyendo sobre la germinación y el crecimiento 

de las especies que constituyen el potencial florístico del mismo. 

El experimento tuvo una duración de siete semanas y como se puede apreciar 

en la Gráfica 1 el tratamiento al 2% afecta el crecimiento de plantas nocivas e 

partir de la sexta semana. 

Gráfica 1. Efecto de la raiz al 2% de S. perforatus incorporada al suelo 
sobre el número de malezas. 

Tiempo Número de malezas* 
semanas suelo control Herbicida Raíz 2% 

1 0.75 1.5 1.5 
2 20.5 15.7 19.5 
3 36 27.7 35.7 
4 37 25 35 
5 37,5 22.2  36.5 
6 34.5 13.5 29 
7 34.7 7.25 22.7 

*Valores promedio de cuatro repeticiones 
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Gráfica 1. Efecto de la raiz al 2% de S. perforatus incorporada al suelo 

sobre el número de malezas 

Herbicida: DCPA 

Por último, se observó que la raiz en polvo de S. perforatus espolvoreada sobre granos 

de maíz afecto el Indice de sobrevivencia del insecto Sithophylus zeamais (gorgojo 

plaga de los granos almacenados). A partir de una concentración del 3% no hubo 

sobrevivencia del insecto. 

Cuadro 3.- Efecto de la ralz de Stauranthus perforatus sobre el indice de sobrevivencia 

de Sitophylus zeamais. (García, 1995). 

Tratamientos 	
Indice de sobrevivencia* 

Control 	 100 

Raiz al 1% 	
9 

Raiz al 2% 	
4.5 

Raiz al 3% 	
0.0  

Raiz al 4% 	
0.0 

' Valores promedio de cuatro repeticiones 
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Justificación 

En la actualidad la herramienta más eficiente para combatir las plagas 

(insectos, malezas y microorganismos) que afectan a los cultivos 

económicamente importantes, son los plaguicidas sintéticos. Sin embargo, 

estos producen daños enormes al ecosistema debido a su toxicidad y a sus 

altos Indices de persistencia, a menudo por más tiempo del requerido para 

ejercer su acción (Benner, 1993; Pillmoor, 1993; Rodgers, 1993). Por otra 

parte, estos agentes han inducido un alto número de especies resistentes. En 

consecuencia, el interés por la búsqueda de nuevos plaguicidas de orígen 

vegetal se ha visto incrementado notablemente en los años recientes 

(Worsham, 1989; Anaya, 1987). 

En este sentido, el reino vegetal constituye una fuente valiosísima para la 

búsqueda de nuevos agentes pesticidas, ya que es un hecho conocido que las 

plantas han evolucionado a lo largo de 400 millones de años y han 

desarrollado mecanismos de protección, incluyendo la biosíntesis de 

metabolitos secundarios (semioquimicos) que las protegen contra el ataque de 

insectos, malezas y otras plagas. Estos agentes semioquímicos pueden 

constituir la base o los prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos 

pesticidas con un menor grado de toxicidad para el hombre y otros animales, 

biodegradables y con un mecanismo de acción más específico (Cremlyn, 1991; 

Benner, 1993; Pillmoor, 1993; Rodgers, 1993). 

En la literatura contemporánea existen numerosos agentes plaguicidas 

(insecticidas y herbicidas) que se han derivado a partir de materias primas 

vegetales. En el caso de los insecticidas destacan las sustancias piretroides, la 

azadiractina, la nicotina y la rotenona, por tan sólo mencionar algunos 

(Champange et al., 1992; Klocke et al., 1989); en el caso de los herbicidas se 

pueden citar el cineol y uno de sus derivados semisintéticos, el cinmetilino el 

cual ha sido seleccionado como un candidato para su desarrollo como 

herbicida comercial por la compañía Du Pont (Worsham, 1989). 
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Justificacián 

La biodiversidad en México ofrece un campo muy amplio para el 

descubrimiento de productos naturales útiles para el desarrollo de nuevos 

agentes herbicidas, fungicidas e insecticidas selectivos. Por tal motivo, se 

inició un proyecto de naturaleza interdisciplinaria cuyo objetivo primordial es 

determinar el potencial alelopático de diversas especies de la flora mexicana 

con importancia ecológica y/o medicinal con el fin de obtener aleloquimicos 

susceptibles de utilizarse, particularmente, como agentes herbicidas y 

fungicidas para el control de malezas y hongos fitopatógenos. 

En el marco de este proyecto, una de las especies vegetales seleccionadas 

como candidato apropiado para la obtención de agentes pesticidas, fue la 

rutácea S. perforatus. Como se indicó en la sección de antecedentes, el 

extracto clorformo-metanólico y la raiz en polvo de esta especie, demostraron 

propiedades inhibidoras del crecimiento vegetal e insecticidas. 

Con la finalidad de continuar con el estudio de S. perforatus como una 

fuente potencial de agentes pesticidas, el presente estudio tiene como 

primer objetivo aislar y caracterizar los principios bioactivos 

responsables de las actividades inhibidora del crecimiento vegetal e 

insecticida. 

En segundo termino, la presente investigación pretende deteminar el 

potencial citotóxico del extracto y de algunos de los compuestos 

aislados de S. perforatus, con la finalidad de desarrollar nuevos agentes 

antitumorales de origen vegetal. En este último sentido vale la pena indicar 

que la búsqueda de nuevos agentes anticancerigenos se encuentra 

ampliamente justificada debido a la eficacia relativamente moderada de 

algunos agentes quimioterapéuticos como una consecuencia de su alta 

toxicidad para los tejidos sanos de rápido desarrollo, la rápida proliferación de 

algunos tumores y, principalmente, debido a la inducción de resistencia en las 

células cancerosas (Pezzuto, 1993). 
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Cabe destacar que, las investigaciones sistemáticas conducentes a la 

búsqueda de nuevos agentes antitumorales o moléculas prototipo de origen 

natural, a partir de especies vegetales selectas han demostrado ser de gran 

Importancia; ejemplos recientes de fármacos antitumorales obtenidos de 

fuentes vegetales son el taxol, los derivados de la camptotecina, la 

podofilotoxina, la vincristina y la vinblastina (Wani, et al., 1971; Cragg, et al,, 

1993; Horwitz, 1992; Young et al., 1992; Ezeli y Smith, 1991; Yang, et al., 

1985; Hsiang, et al„ 1985; Zhou, et al., 1994; Ohnuma, et al., 1992; Noble et 

al., 1958); las fuentes naturales de la camptoteclna, podofilotoxina y vincristina 

tienen al igual que Stauranthus perforatus la particularidad de ser especies de 

amplio uso en la medicina popular para el tratamiento de diversos 

padecimientos (Tang y Eisenbrand, 1992; Hamburguer, el al., 1991). En este 

contexto cabe mencionar que la selección de especies vegetales de 

reconocido uso etnomédico para el descubrimiento de nuevos agentes 

antitumorales es hoy día un hecho bien establecido. Otros criterios de 

selección empleados han sido el quimiotaxonómico y el ecológico (Hostettman, 

1991). 

Para el cumplimiento de dos objetivos generales planteados se consideraron 

pertinentes los síguíentes objetivos específicos. 

1. Preparar el extracto de la raiz de la planta mediante un proceso de 

maceración. 

2. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total mediante procesos 

cromatográficos. 

3. Separar y purificar los constituyentes de las fracciones activas mediante la 

aplicación de diversas técnicas cromatográficas. 

4. Caracterizar los compuestos activos aislados, mediante el empleo de 

métodos espectroscópicos y espectrométricos. 
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5. Determinar el efecto fitotóxico de algunos de los compuestos aislados sobre 

las malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa cros-galli. 

6, Determinar la ,toxicidad del extracto, fracciones y compuestos puros contra 

el crustáceo Artemia salina. 

7, Determinar el efecto citotóxic,o del extracto y compuestos puros sobre varias 

líneas celulares derivadas de tumores humanos. 
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REACTIVO AGENTES CROMOGENOS 
(COMPOSICION) 

!'arte experimental 

III. PARTE EXPERIMENTAL 

1. MATERIAL VEGETAL. 

Las raíces de Stauranfhus perforatus se colectaron en el municipio de 

Felipe Carrillo Puerto, Quintana Roo en julio de 1993. Una muestra de 

referencia (voucher Anaya 93-1) se depositó en el Herbario Nacional (MEXU), 

del Instituto de Biología , UNAM. Las raíces se secaron a temperatura 

ambiente y se fragmentaron en un molino de cuchillas modelo T. Wiley 4, 

2. ANALISIS CROMATOGRAFICOS 

Los análisis cromatográficos en capa fina, se efectuaron siguiendo las técnicas 

convencionales en placas de vidrio recubiertas con gel de sílice (silica gel 60 

GF254, Merck), utilizando varios sistemas de elución y dos agentes 

cromógenos. Los reactivos reveladores y los sistemas de eluyentes empleados 

se resumen en los Cuadros 4 y 5. 

Para los análisis cualitativos en capa fina, se utilizaron placas con un espesor 

de 0.25 mm. Para la realización de las cromatograffas preparativas se 

utilizaron placas de 20 x 20 cm de 0.25 mm y 2.0 mm de espesor; para efectuar 

las cromatografias en columna, se utilizó gel de sílice (Merck 60 gránulos de 

0.2-0.5 mm, malla 70-230 ). 

Cuadro 4. Agentes cromógenos utilizados para los análisis cromatográficos en 
capa fina. 

REFERENCIA 

Sulfato cérico 12 g de sulfato cérico 
	

Joseph, 1980 
22.2m1 de H2SO4  concentrado 
350 g de hielo picado 

H2S0 10% 10 ml de H2SO4  concentrado 
	

Joseph, 1980 
90 ml de H20 destilada 

" En todos los casos, para el desarrollo del color fue necesario calentar durante dos minutos a 
110 °C aproximadamente. 
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Cuadro 5. Sistemas de eluyentes empleados para los análisis cromatográficos en capa 
fina, 

1._ SIST. DE ELUYENTES COMPOSICION PROPORCION 
A Hexano/AcOEt Diversas 
B Hexano/CHCI3  Diversas 
C Benceno/AcOEt Diversas 
D CHCI3/MeOH Diversas 
E CHCI3/AcOEt Diversas 
F AcOEt/MeOH Diversas 

3. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS, ESPECTROSCOPICAS Y 

ESPECTROMETRICAS DE LOS PRODUCTOS NATURALES. 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no se 

encuentran corregidos. 

Los espectros de IR se registraron en un espectrofotómetro de rejilla Perkin-

Elmer, modelo 599-B, en pastilla de KBr o en pelicula. 

La rotación óptica se midió en un polarimetro digital JASCO DIP 360. El registro 

de los espectros de IR y rotación óptica se realizó en el laboratorio de espectroscopia 

de la Facultad de Química de la UNAM. 

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 5890, 

serie II. 

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

como disolvente CDCI3  y como referencia interna TMS. 

Los espectro de masas y RMN se determinaron en el Instituto de QuImica de la UNAM. 

Los análisis de difracción de rayos X se determinaron en un difractómetro Slems 

P4/PC, 
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4. ENSAYOS BIOLOGICOS 

4.1 Determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemia salina 

Leach. 

Preparación de las muestras; Las muestras (compuestos puros, fracciones y/o 

extractos) se preparan disolviendo 20 mg del material en 2 ml del disolvente 

apropiado. De ésta solución se transfieren 500, 50 y 5 µI a tres viales; se deja 

evaporar el disolvente a temperatura ambiente o al vacío, cada concentración 

se prepara por triplicado. 

Bioensayo: los huevecillos de A. salina se incuban en un medio salino 

artificial durante un período de 48 hrs. Al cabo de este tiempo se transfieren 10 

larvas del crustáceo a cada uno de los frascos que contienen las muestras a 

evaluar y se afora a 5 ml con medio salino, teniendo una concentración final de 

1000, 100 y 10 µg/ml, respectivamente. 

Los frascos se mantuvieron con iluminación durante 24 horas; transcurrido ese 

tiempo se procedió a contar el número de crustáceos sobrevivientes, para 

calcular la CL50  o el porcentaje de mortalidad. En el primer caso, se utilizó el 

programa de ánalisis de probabilidad de Finney. Para que un extracto o 

fracción se considere activo la Uso debe ser menor a 1000 µg/m1 y en el caso 

de un compuesto puro la CL50  debe ser menor a 200 µg/m1 (Anderson et al., 

1991). 

4.2 Determinación de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal por 

el método de ceja petri. 

La determinación de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal de los 

compuestos aislados se realizó midiendo el efecto sobre el crecimiento 

radicular de semillas de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. 
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Los bloensayos se realizaron en cajas de petri (Anaya et al., 1990) de 10 cm 

de diámetro interno. Cada una de las muestras de prueba se disolvió en CHCI, 

o AcOEt, y se prepararon soluciones a tres concentraciones apropiadas, do 

cada una de las soluciones stock se tomaron 2 ml (de forma tal de obtener 

concentraciones finales de 5, 50 y 100 lig/mi), cada una de estas soluciones 

se vertieron en 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 que contenían 

únicamente disolvente; y para el control positivo, se utilizó el herbicida 

comercial 2,4-D (Sigma). 

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 crusgalli, En 

todos los casos se efectuaron cuatro repeticiones. 

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadIstica de 

ANOVA (p< 0.05). 

4.3 Determinación de la actividad citotóxica. 

La determinación de la actividad citotóxica de los extractos 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). 

Les evaluaciones se realizaron de acuerdo a los protocolos previamente 

establecidos (Anderson et al., 1991 y referencias ahí citadas), en el Cell 

Culture Laboratory, School of Pharmacy and Pharmacal Sciences, Purdue 

Univársity, Estados Unidos de Norteamérica. 
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6. Extracción de las raíces de Stauranthus perforatus. 

El material vegetal seco y molido (2.6347 Kg) se extrajo inicialmente por tres 

veces mediante un proceso de maceración con un volumen de 32 litros en total 

de una mezcla CHCIA4e0H 1:1, dejando entre cada extracción un periodo de 

cuatro días. 

En la Figura 1 se resume el procedimiento empleado. Los tres extractos 

resultantes se combinaron, ya que demostraron una gran similitud en los 

análisis cromatográficos en capa delgada. Al término de la extracción, la 

solución resultante se concentró al vacío, obteniéndose un total de 232.80 g 

del extracto concentrado. 

G. Fraccionamiento biodlrigldo del extracto total. 

El extracto total (232.80 g) se fraccionó en una columna empacada con 1 Kg 

de gel de sílice, utilizando como eluyente inicial hexano. La polaridad del 

sistema se incrementó utilizando mezclas hexano/AcOEt, y posteriormente, 

AcOEt/Me0H. El volumen de los eluatos obtenidos fue de 1000 ml y se 

recogieron un total de 115 fracciones. La semejanza y homogeneidad de los 

constituyentes detectados mediante el análisis cromatográfico en capa fina, 

permitieron la combinación de cada uno de los eluatos en diez fracciones 

primarias. Cada una de las fracciones primarias obtenidas se ensayó 

biológicamente mediante la determinación de sus efectos larvicida sobre el 

crustáceo Artemla salina y de inhibición del crecimiento radicular sobre las 

semillas de Amaranthus hypochondtiacus y Echinochloa crusgalli. Las pruebas 

de fitotóxicidad de las fracciones primarias fueron realizadas por la Bióloga 

Clara García en el Laboratorio de Ecología Química, Instituto de Fisiología 

Celular (García, 1995). 

15 



Pan. experinestual 

MATERIAL VEGETAL DESECADO 
(2.6247 Kg) 

1) Maceración con CHCI3.MiOH (1:17 
2) Filtración 
3) Concentración In vacuo 

Extracto clorofónniconetanólico 
(232.110 g) 

Residuo vegetal 

Figura 1. Extracción de la raiz da Stieurenthus perforatus. 
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En el Cuadro 6, se resume el fraccionamiento mediante cromatografía de gel 
de sílice del extracto CHC13/Mo01-1 (1:1) de Stauranthus perforatus 

Eluyente Proporción Fracción 
colad 

Fracciones 
combinadas 

Clavo Peso 
• 

hexano 100 1-23 1-25 1* 	4 62,058 
hex/AcOEt 95:5 24-36 26 II* 	4. 2,4003 
hex/AcOEt 85:15 37-56 27-30 III* 	a. 3.9568 
hex/AcOEt 75:25 57:68 31-36 IV* 	4. 1.6578 
hex/AcOEt 65:35 69:80 37-42 V 	4. 6.4335 
hex/AcOEt 50:50 81-87 43-48 VI* 	4 2.5844 
hex/AcOEt 25-75 88-93 49-52 VII* 	4 1.7509 

AcOEt 100 94-101 53-59 VIII 	4 14.663 
AcOEt/MeOH 50:50 102-110 60-78 IX* 	4. 6.3778 

1.837 Me0H 100 111-115 79-115 X 

"fracciones fitotóxicas 
4. fracciones tóxicas para Ademia salina 

7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES 

PRESENTES EN LAS FRACCIONES ACTIVAS. 

7.1 Obtención del 4,6-epoxi-p-cariofileno (1) de la fracción primaria 

I. 

La fracción activa primaria I (62.058) [Cuadro 6] se recromatografió en una 

columna abierta sobre 620,00 g de gel de sílice. El proceso de elución se llevo 

a cabo con hexano, mezclas de hexano/AcOEt y AcOEt, Se obtuvieron un total 

de 153 fracciones de 500 ml cada una, cada fracción se analizó por 

cromatografía en capa fina, combinándose aquellas cromatográficamente 

similares. Este proceso cromatográfico se resume en el Cuadro 7. La fracción 

secundaria I-C generó un solo compuesto (149.10 mg) el cual se caracterizó 

como el 4,5-epoxi-p-cariofileno (0.00566% de rendimiento). 
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Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento secundario vía cromatografía en 
columna de la fracción activa I. 

ELUYENTE PROPORCION 
7 

FRACCIONES FRACCIONES 
COMBINADAS 

CLAVE 

hexano 100 1-53 1-66 I-A 
hexano/AcOEt 99:1 54-117 67-73 1-8 
hexano/AcOEt 97:3 118-135 74-104 I-C 
hexano/AcOEt 95:5 136-142 105-108 I-D 
hexano/AcOEt 90:10 143-147 109-120 I-E 
hexano/AcOEt 50:50 148-150 121-131 I-F 

AcOEt 100 151-153 132-147 I-G 
148-153 I-H 

7.2 Aislamiento y purificación de la 3-(1,1-dimetilalig-xantiletina (2), 

de la fracción primaria II. 

La fracción activa II (2.4003 g) se fraccionó de manera secundaria mediante 

una 'cromatografía en columna empleando como adsorbente gel de sílice 

(96,06 g); el proceso de elución se llevo a cabo con hexano, hexano/AcOEt y 

AcOEt. Se recogieron 136 fracciones y se analizaron por cromatografía en 

capa fina, para combinar aquellas que presentaron características 

cromatográficas similares. Este proceso se resume en el Cuadro 8, 

Cuadro 8. Resumen de la cromatografia en columna de la fracción activa 
primaria 

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES FRACCIONES 
COMBINADAS 

CLAVE 

hexano 100 1-111 1-25 II-A 
26-27 II-B 
28-34 II-C 
35-79 II-D 
80-83 11-E 

hexano/AcOEt 90:10 112-130 84-94 II-F 
95-103 II-G 

104-111 II-H 
112-116 11-1 
117-129 II-J 

AcOEt 100 131-136 130-136 II-K 



l'arte o'Alwrinientril 

De la fracción II-D, cristalizó un sólido amarillo el cual se purificó mediante 

cromatografias sucesivas en capa delgada de gel de sílice, utilizando como agente 

eluyente (fase móvil) hexano/AcOEt 85:15. Como resultado de este proceso se 

obtuvieron 63,163 mg, de la 3-(1,1-dimetilalip-xantiletina (2). 

7.3 Obtención de la chalepensina (3) y de cantidades adicionales de la 3-

(1,1-dimetilalil)-xantiletina (2), de la fracción primaria 

De la fracción primaria III (Cuadro 6), cristalizaron espontáneamente 1.9876 g del 

compuesto (3), p.f. 88-90°C. Este compuesto fue separado mediante filtración al vacío 

(0.0754% de rendimiento). 

Sucesivas cromatografías en capa fina utilizando como sistema de elución 

hexano/AcOEt 85:15, de la fracción III, permitieron la obtención de cantidades 

adicionales del producto (2). La cantidad total obtenida de 3-(1,1-dimetilalip-xantiletina 

(2) fue de 66.468 mg (0.00492 % rendimiento en base a planta seca). 

7.4 Aislamiento y purificación de la asarinina (4), la xantiletina (5), el 2'. 

isopropil-soraleno (6) y el 11-sitosterol (7) de la fracción primaria V. 

De la fracción primaria V (Cuadro 6), precipitó de manera espontánea un polvo 

cristalino de color blanco que después de sucesivas recristalizaciones con hexano y 

AcOEt generó 2.013 g de xantiletina (5), con un p.f.129-130 °C (0.0764 % de 

rendimiento). 

De esta fracción, también precipitó la asarinina (4) como un sólido blanco cristalino 

(96.52 mg), p.f. 120.122°C (0.00366% de rendimiento). 
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Las aguas madres de la fracción V del Cuadro 6 se recromatografiaron sobre 

una columna de gel de sílice (61.53 g). El proceso de elución, se llevo a cabo 

con hexano, mezclas de hexano/CHCI3, AcOEt y AcOEtIMeOH obteniéndose 

un total de 198 fracciones de 40 ml cada una, mismas que se cromatografiaron 

en capa fina y se unieron de acuerdo con sus características cromatográficas. 

Las condiciones de este proceso cromatográfico se resumen en el Cuadro 9. 

Cuadro 9. ,Resumen de la cromatografía en columna abierta de la fracción 
primaria V. 

In.  ELUYENTE PROPORCION 
tle=11,0 

 FRACC1511F:ACCIONES 
COMBINADAS 

CL—A7r 

hexano 100 1-39 1-8 V-A 
hexano/CHCI3 99:1 40-47 9-58 V-B 
hexano/CHCI3 95:5 48-55 59-60 V-C 
hexano/CHCI3 90:10 57-141 61-65 V-D 
hexano/CHC13 50:50 142-179 66-83 V-E 
hexano/AcOEt 50:50 180-195 84-96 V-F 

AcOEt 100 196 97-145 V-G 
AcOEt/Me0H 50:50 197-198 146-180 V-H 

181-182 V-I 
183-185 V-J 
186-192 V-K 
193-196 V-L 
197-198 V-M 

De la fracción V-G constituida por dos componentes mayoritarios, se obtuvo 

una mezcla de apariencia cristalina; los dos productos se separaron mediante 

sucesivas cromatografías en capa delgada, empleando como sistemas de 

elución benceno/AcOEt 99:1 y hexano/CHCI3. 1:1 Como resultado del proceso 

de separación se obtuvieron 14.40 mg del producto (6), (0.000546 % de 

rendimiento), como un sólido cristalino de p.f. 125-130°C y, 16.44 mg de (3-

sitosterol (7). 
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7.5 Aislamiento y purificación de la pelitorina (8) y la amirina (9) de 

la fracción primaria VI. 

La fracción VI del Cuadro 6 se sometió a un fraccionamiento secundario 

mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de sílice (330.80 g) 

utilizando como fase móvil benceno, mezclas de benceno/AcOEt, AcOEt, y 

AcOEtJMeOH en diferentes proporciones; se obtuvieron fracciones de 75 ml 

cada una combinándose aquellas que presentaron homogeneidad 

cromatográfica. El Cuadro 10 resume este proceso cromatográfico. 

El Cuadro 10. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en 
columna de la fracción VI. 

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES FRACCIONES 
COMBINADAS 

CLAVE 
.. 

benceno 100 1-46 1-30 VI-A 
benceno/Ac0 

Et 
99:1 47-75 31-62 VI-B 

bencenolAcO 
Et 

98:2 76-169 63-74 VI-C 

AcOEt 100 170-173 75-153 VI-D 
AcOEt/Me0H 50:50 174 154-167 VI-E 

168-172 VI-F 
173-174 Vl-G 

De la fracción VI-D precipitaron de manera espontánea 25,23 mg de la amirina 

(9) como un sólido blanco de p,f, 103-106 °C y [01]0=4'28.28° (1, AcOEt). 

0,000957% de rendimiento. 

La cromatografia preparativa en capa fina de la fracción secundaria VI-4 

permitió el aislamiento de 123,46 mg del compuesto (8). El sistema de elucián 

empleado fue bencenotAcOEt 9:1 (0.004686 % de rendimiento en base a 

planta seca). 
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7.6 Aislamiento y purificación del lignano fargesina (10) de la 

fracción primaria VII. 

1.7509 g de la fracción primaria VII (Cuadro 6) fueron recromatografiados 

sobre una columna abierta empacada con 73.9345 g de gel de sílice. El 

proceso de elución se llevó a cabo con benceno, benceno/AcOEt y AcOEt. 

Como resultado de este proceso cromatográfico se obtuvieron 105 fracciones 

de 25 ml cada una, combinándose aquellas que presentaron un perfil 

cromatográfico similar. 

El Cuadro 11. resume este fraccionamiento secundario. 

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES FRACCIONES 
COMBINADAS 

CLAVE 

benceno 100 1-77 1-11 VII-A 
benceno/Ac0 

Et 
90:10 78-103 12-27 VII-B 

benceno/Ac0 
Et 

50:50 104 28-29 VII-C 

AcOEt 100 105 30-31 VII-D 
32-36 VII-E 
37-45 VII-F 
46-51 VII-G 
52-66 VII-H 
67-77 VII-I 
78-97 VII-J 
99-105 VII-K 

Sucesivas cromatograflas en capa fina de la fracción VII-E, utilizando como 

eluyentes hexano/AcOEt 85:15 condujeron al aislamiento de 13.273 mg de la 

fargesina (10) bajo la forma de un polvo blanco de p.f. 132-134 °C y [al= - 

67.67°. (1, AcOEt). 
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7.7 Aislamiento y purificación de cantidades adicionales de 

fargesina (10) y chalepina (11) de la fracción primaria VIII. 

El fraccionamiento secundario de la fracción VIII (Cuadro 6), 14.4170 g se 

realizó en una columna con gel de sílice (307.68 g), iniciándose la elución con 

hexano; posteriormente la polaridad se incrementó paulatinamente mediante la 

adición de AcOEt. El volumen de los eluatos fue de 125 ml aproximadamente. 

Este procedimiento permitió la obtención de las fracciones secundarias que se 

muestran en el Cuadro 12. 

Cuadro 12. Fraccionamiento mediante cromatografía en columna de la 
fracción VIII del Cuadro 6. 

ELUYENTE PROPORCION 
% 

FRACCIONES FRACCIONES 
COMBINADAS 

CLAVE 

hexano 100 1.17 1-29 VIII-A 
hexano/AcOEt 95:5 18.35 30-46 VIII-B 
hexáno/AcOEt 90:10 36-148 47-59 VIII-C 
hexano/AcOEt 80:20 149-164 60-84 VIII-D 
hexano/AcOEt 70:30 165-173 85-99 VIII-E 
hexano/AcOEt 50:50 174.175 100-101 VIII-F 

AcOEt 100 176 102-161 VIII-G 
162 VIII-H 

1 163-176 VIII-I 

De la fracción VIII-D cristalizaron cantidades adicionales de fargesina (10). La 

cantidad total de este compuesto fue de 18.273 mg. (0.0006935 %). 

Por último, sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de gel de 

sílice de la fracción secundaria VIII-G permitió el aislamiento de 2.7976 g de la 

chalepina (11). El sistema de disolventes empleado para la elución estuvo 

consiituido por una mezcla de benceno/AcOEt 65;35. 

7.8 Aislamiento de cantidades adicionales de chalepina (11) 

De la fracción IX del Cuadro 6 precipitaron cantidades adicionales de 

chalepína (20 mg) del cual se obtuvó un rendimiento total de 0,1069 % con un 

p.f.116-118°C y un [a]o= -63.46°, (1, AcOEt). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 

Para la obtención de los principios activos de S. perforatus se utilizó un procedimiento 

fitoquímico de tipo biodirigido, Esta estrategia ha demostrado ser la más eficiente para 

la obtención de compuestos bioactivos a partir de extractos naturales con propiedades 

biológicas demostradas (Hostettmann, 1991; Guisalberti, 1993). De manera general, 

este proceso incluye las siguientes etapas. 

a) Preselección del material vegetal de acuerdo a los criterios convencionales 

(quimiotaxonómico, etnobotánico, ecológico). 

b) Identificación taxónomica e investigación bibliográfica de la especie objeto de 

estudio. 

c) Operaciones preliminares a la preparación de extractos (desecación, fragmentación, 

extracción en pequeña escala). 

d) Evaluaciones biológicas preliminares para la selección de los candidatos idóneos 

para la obtención de principios activos, 

e) Extracción en gran escala de las especies activas seleccionadas mediante la 

realización de las evaluaciones biológicas preliminares, 

f) Fraccionamiento biodirigido del extracto vegetal, monitoreando la actividad biológica 

con los ensayos apropiados. 

g) Separación y purificación de los constituyentes de las fracciones activas, mediante 

métodos cromatográficos. 

h) Determinación de la estructura molecular de los compuestos activos por métodos 

químicos y fisicoquímicos. 

i) Ensayos biológicos de los compuestos activos 

j) Preparación de derivados o análogos para la investigación de las relaciones 

estructura química-actividad biológica. 

k) Otros estudios. 
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Resultados y discusión 

En el presente estudio la preselección de S. perforatus se realizó de acuerdo a 

dos de los criterios más utilizados, el quimiotaxonómico y el etnobotánico. En 

relación al primero cabe destacar que la familia de las rutáceas ha 

demostrado, en múltiples ocasiones, ser una fuente valiosa de numerosos 

principios bioactivos de interés medicinal y agroquimico (Wu, et al., 1993; 

Hosttetmann et al., 1977; Waterman, 1993; Hegnauer; 1991; Mester, 1983; 

Gerzon y Svoboda, 1983; Paulini et al., 1989; Yang et al., 1987; Pezzuto et al., 

1984; Waterrnan, 1983; Hassanali et al., 1987; Polonsky, 1983; Phillipson y 

O'Neill, 1987; Greger et a1:,1992). Por otra parte, la especie S. perforatus se 

utiliza en la medicina popular maya como agente medicinal, y en este sentido, 

vale la pena destacar, que las plantas medicinales utilizadas en la medicina 

popular de diversas regiones del mundo, han constituido el punto de partida 

para el aislamiento de un gran número de compuestos activos de importancia 

terapéutica y en la industria agroquimica (Colegate y Molyneux, 1993; Benner, 

1993; Farnsworth, 1990; Prance, 1994; Downum y Waterman, 1993). 

De manera adicional, el amplio espectro de actividades biológicas demostrado 

por los extractros totales de S. perforatus permitió la selección de este material 

vegetal para su análisis químico. En primer lugar, se determinó la 

potencialidad fitotóxica e insecticida mediante la realización de varios ensayos 

que incluyeron la determinación del potencial alelopático, utilizando como 

malezas de prueba A. hypochondriacus y E. crusgalli (Cuadros 1 y 2), y el 

efecto sobre el indice de sobrevivencia del insecto Sithophylus zeamais 

(Cuadro 3). Así mismo, en el presente estudio, se determinó el efecto tóxico 

del extracto cloroformo-metanólico contra el crustáceo Artemia. salina Leach, 

obteniéndose un valor de concentración letal media CL50  de 5,1 pg/ml. Por 

último, se determinó la actividad citotóxica midiendo el efecto del extracto 

activo contra tres líneas celulares derivadas de tumores humanos, 
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Rosulindasy discusión 

Las lineas celulares utilizadas incluyeron: carcinoma de pulmón (A-549), 

carcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de colon (HT-29); como 

control positivo para estas pruebas se utilizó la adriamicina (Anderson el al; 

1991). Los resultados derivados de estas evaluaciones se indican en el 

Cuadro 13 y se expresan en forma de dosis efectivas medias (DE50). Los 

estudios previos (Anderson el ad 991) de determinación de la potencialidad 

citotóxica contra estas tres líneas celulares, consideran como criterio de 

actividad aquellos valores de DE50  < 20 1.1g/ml. En consecuencia, el extracto 

cloroformo-metanólico de S. perforatus demostró solamente un efecto 

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

Cuadro 13. Actividad citotóxica in vitro del extracto CHCI3-MeOH (1:1) de 

Stauranthus perforatus. 

Muestra Línea celular DE50 	(µg/rnI) 

A-549 MCF-7 HT-29 

Extracto 29.48 48.98 18.77 

Adriamicina 3.22x10.2  2.04x10'' 4.2x10" 

El conjunto de las evaluaciones preliminares realizadas por García, 1995, y las 

realizadas en la presente investigación, constituyeron la base para llevar a 

cabo la investigación fitoquírnica de la especie Stauranthus perforatus, con la 

finalidad de obtener los principios activos responsables de los efectos 

biológicos demostrados y una vez realizadas las operaciones fitoquímicas 

preliminares, se preparó el extracto activo en gran escala. 
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Posteriormente, el extracto activo se fraccionó de manera preliminar mediante 

una cromatrografia en columna abierta; este procedimiento permitió la 

obtención de diez fracciones primarias, como se indicó en la parte 

experimental. Las fracciones resultantes fueron evaluadas mediante una serie 

de ensayos biológicos que incluyeron de nueva cuenta la determinación de la 

tóxicidad para A. salina y el efecto sobre el crecimiento radicular de dos 

especies de malezas: A. hypochondriacus y E. crusgalli. Los resultados de 

dichas evaluaciones se indican en los Cuadros 14 y 15, respectivamente. 

El ensayo contra A, salina se utilizó para monitorear de manera indirecta la 

actividad citotóxica, considerando que este ensayo se ha utilzado en múltiples 

ocasiones para predecir actividades biológicas más complejas, entre ellas la 

citotóxicidad (Anderson et a/,,1991; Sánchez et al., 1994). En el presente 

estudio las fracciones tóxicas para A. salina incluyeron de la I a la IX (Cuadro 

14). Todas estas fracciones presentaron una CL30  < 50 µg/ml. 

Cuadro 14 . Determinación de la toxicidad para el crustáceo Artemia salina de 

las fracciones cromatogáficas primarias del extracto CHCI3/MeOH (1:1) de 

Sfauranthus perforatus 

Fracción III IV 

y  CL50 	(pg/m1) 29.157 2.5844 7.5240 7.1530 11.496 

Fracción VI VII VIII IX X 

CL50 	(µg/m1) 2.5844 5.1817 30.4433 44.1745 >1000 

En el Cuadro 15 se presentan los resultados de los ensayos que permitieron 

evaluar la actividad inhibidora del crecimiento vegetal de las fracciones 

primarias, y en éste se puede apreciar que la germinación de ninguna de las 

malezas de prueba se ve afectada por el extracto de S. perforatus por otra 

parte las fracciones 1-1X demostraron un efecto significativo sobre el 

crecimiento radicular de A. hypochondriacus. 

1 
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En el caso de E. crusgalli el crecimiento radicular se ve afectado únicamente 

por las fracciones VI yVII, 

Cuadro 15. Efecto de las fracciones cromatográficas del extracto CHC13.-Me0H 

(1:1) de Stauranthus perforatus, sobre la germinación y el crecimiento radicular 

de A. hypochondriacus y E. crus-galli. (García, 1995). 

A. hypochondriacus E. crusgalli 

Fracciones Germinación Crecimiento Germinación Crecimiento 

(100 ppm) (%) (mm) (%) (mm) 

Control 77.5 6,7 ± 	.5 65,00 11,6± 	2,06 

I 85.0 4,22* 1,66 53.75 11.95 -11,90 

0 82.50 5,40* 1.54 77.50 12.80 1 1,0 

Control 86.25 10.50 ± ,95 68.75 14.10 -11,95 

III 93.0 7,15* 1.76 55,00 11.9512.70 

IV 72.50 3,30 *± .33 51.20 13.8712,90 

V 60.00 4,45*1 .69 49.50 9.7411.70 

VI 80,00 3,40*± .16 35.00 8,5* 12,30 

VII 66.25 3,20*± .33 37.50 8.75* 11,60 

VIII 67.00 2,30 ± .82 55.00 9,90 ± 3.20 

IX 71.25 3,90*± .62 65.00 13.1513.00 

Control 92.50 6.251 .80 57.50 13.8212.10 

X 92.50 6.03 ± .74 58,00 12,6512.04 

Valores que difieren significativamente del control (Duncan, a = 0.05). Cada cifra representa 

el promedio de cuatro repeticiones. 
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Diversos procedimientos cromatográficos de las fracciones activas I, II, III, V, 

VI, VII, VIII y IX obtenidas durante el fraccionamiento primario (Cuadro 6), 

permitieron el aislamiento de once metabolitos secundarios, quo incluyen: seis 

cumarinas: la 3-(1,1-dimetilaliI)-xantiletina 2, la chalepensina 3, la xantiletina 5, 

la amlrina 9, la chalepina 11, y el 2'-isopropil-soraleno 6; dos lignanos 

asarinina 4 y fargesina 10; una amida: la politorina 8; un sosquiterpenoide de 

tipo cariofilano: el 4,5-epoxi-j3-cariofileno 1 y el j3-sitostorol 7, 

Los rendimientos de los compuestos aislados se indican en el Cuadro 16 y las 

estructuras moleculares en la Figura 2, 

Cuadro 16. Rendimiento de los compuestos aislados de las raíces de 

Stauranthus perforatus. 

FRACCION 

PRIMARIA 

COMPUESTO RENDIMIENTO (% 

EN PESO SECO) 

I 4,5-epoxi-p-cariofileno (1) 0.00566 

II, 	III 3-(1',11-dimetilali1)-xantiletina (2) 0.00492 

III chalepensina (3) 0,07540 

V asarinina (4) 0,00366 

V xantiletina (5) 0,07640 

V 2P-Isopropil-soraleno (6) 0.000546 

V p-sitosterol (7) 0.000623 

VI pelitorina (8) 0.004686 

VI amirina (9) 0,00957 

VII fargesIna (10) 0,000693 

VIII, IX chalépina (11) 0,1062 

29 



i<V5111,1111M y discusión 

Figura 2. Estructuras moleculares de los compuestos aislados de 
Stauranthus perforatus. 

/ 

xantiletina 5 
	 3-(1,1-dimetilali1)-xantiletina 2 

chalepensina 3 
	

2'-isopropil-soraleno 6 

amirina 9 
	 chalepina 11 
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Figura 2. Estructuras moleculares do los compuestos aislados de Stauranthus 
perforatus. 
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La elucidación estructural de los compuestos aislados so realizó mediante la 

aplicación de técnicas espectroscópicas y ospectrométricas. A continuación se 

discutirá de manera breve el análisis de los datos ospectroscópicos y 

espectrométricos que permitieron proponer las estructuras de los compuestos 

aislados. Para facilitar el seguimiento de la discusión y la interpretación de las 

evidencias espectroscópicas, estas se realizarán por categoría de compuestos. 

Identificación del 4,5-epoxi-(i•cariofileno (1): 

La caracterización de este compuesto so realizó por comparación con una 

muestra auténtica aislada previamente de la especie medicinal Conyza 

filaginoides (Acevedo y Estrada, 1995). Las constantes físicas y 

espectroscópicas resultaron idénticas a las de la muestra auténtica. 

Caracterización de las piranocuniarinas xantiletina (5) y' 

dimetilaiii)-xantiletina (2): 

La xantiletina 5 y la 3-(1,1-dimetilalip-xantiletina 2, presentaron el núcleo 

estructural de una piranocumarina. Sus espectros de U.V. registraron 

absorciones intensas en Xr„,, 223, 347 y 304, 267 nm, respectivamente. 

(Cuadro17). Los espectros de IR de las dos cumarinas presentaron como 

característica relevante, la absorción para el carbonilo de la porción cc-pirona 

entre 1717-1730 cm-1  (Cuadro 17, Espectros 1 y 2). 

La fórmula molecular de los productos se determinó por espectrometria de 

masas: el producto 5 presentó un ion molecular de 228 unidades de masas el 

cual permitió establecer una fórmula molecular de C141-11203. La segunda 

piranocumarina 2 presento un ion molecular de 296 u.m.a. y su fórmula se 

calculó como C19H2003. 

Los espectros de RMN (Cuadros 18 y 19. Espectros 5, 6, 7 y 8) de las 

cumarinas 5 y 2 presentaron el perfil típico de una piranocumarina lineal 

(Brown, 1981). 
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Cuadro 17. Constantes espectroscópicas y espectrométricas de la xantiletina (5) y de la 
3- 1,1-dirnetilalil -xantiletina(2).   

. 
4. 4' 

5. 
110 

 

I. O O 
8 

r 
6' 

3-(1,1-dimetilaliI)-xantiletina 2 xantiletina 5 

E.M. I.E., rniz (int. rel.): (Espectro 4) 296 [M4- (37.60)], 281 (Espectro 3) 229 (4.016), 228 [M+ 
(100), 282 (26.49), 253(5.98), 238 (24.89)1 213 [M+ -15 (100)], 185 

(8.55), 237 (6.84). (20.08), 128 (6.83), 93(5.62), 69 
(5.22), 57 (4.812), 43 (4.74), 41 
(4.82). 

IR vn,„ (película) cm 1: (Espectro 2) (KBr) cm-1: (Espectro 1) 3054, 
3082, 3048, 1724, 1624, 1570. 2966, 1720, 1622, 1560, 1132 

U.V. X, 	nm: Me0H 304, 267. IVIe0H 347, 223 
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Cuadro 18 . Valores para los desplazamientos químicos* (6) en la 'H-RMN de 

las piranocumarinas aisladas de S. perforaturs. " 

Protones Xantiletina 5 

(Espectro 5) 

3-(1,1-dimetilalip-xantiletina 2 

(Espectro 7) 

H-3 6.21' " 

H-4 7.57 7,46h  

H-5 7,03" 7.02 --11 

H-8 6.71" -----1 6.69 

H-3'  5.68 5.66d  

H-4'  6.34c  6.33d  

H-5'  1.47" 1.46" 

H-6'  1.47" 1.46" 

H-2"  - 6.16° 

H-3"  - 5.10 

H-3A" - 5.09 

H-4"  - 1.45 

H-5"  - 1.45 

*desplazamientos quimicos en ppm 
CDCI3, 300 MHz 

Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se indican entre parentesis, 
a: d, (J=9.514); b: dd, (J=9.514, 0.6;) c: d, (J=9.513); d: d, (J=9.75); e: dd, (J=10.57, 17.47); f: 
d, (J=10.57); g: d, (J=17,47); h: s. 
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Cuadro 19. Valores para los desplazamientos químicos* (6) obtenidos de la 

"C-RMN de las piranocumarinas aisladas de S. perforaturs. ** 

Carbono Xantiletina 5 

(Espectro 6) 

3-(1 ,1-dimetilalip-xantiletina 2 

(Espectro 8) 

C-2 161.10 159.92 

C-3 112.95 131.73 

C-4 143.26 137.59 

C-4a 118.48 113.14 

C-5 124.73 124.61 

C-5 120.72 118.30 

C-7 156.80 155.70 

C-8 104.32 103.85 

C-8a 155.39 154.60 

C-2'  76,57 77.31 

C-3'  131.16 130.95 

C-4'  120.72 121.01 

C-5'  28.53 28.22 

C-6'  28.53 28.22 

C-1"  - 40.38 

C-2"  - 145.59 

C-3"  - 112.06 

C-4"  - 26.12 

C-5"  - 26,12 

"desplazamientos químicos en ppm 

"TMS, CDCI3, 75 MHz 
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En ambos casos, los espectros de RMN-'H contenían un singulete en 8it  1.45 

correspondiente a los grupos metilos geminates en C-2' del núcleo pirano, el 

sistema AB característico de los hidrógenos H-3' ( 6y{ 5.68, d J=9.51 Hz en 5 y 

6H  5.66, d, J=9.75 Hz en 2), y H-4' (S„ 6.34, d, J=9.51 Hz en 5 y 814 6.33, d, 

J=9.75 Hz en 2), así como las resonancias correspondientes a los hidrógenos 

H-5 ( 8 7.0) y H-8 ( 8 p.. 6.7) del núcleo cumarinico (Cuadro 18). 

Las principales diferencias observadas entre los espectros de RMN-1H de las 

dos piranocumarinas fueron las siguientes: 

1. La xantiletina 5 presentó, además de las señales antes indicadas el sistema 

AB típico de los hidrógenos H-3 y H-4 de una cumarina en 811  6,21, (d, J= 9.51 

Hz) y 814 7.57, (dd, J= 0.6, 9.51 Hz), respectivamente. 

2. En el caso de la 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, en lugar del sistema AB se 

observaron las señales para un grupo 1,1-dimetilatilo. La porción olefinica de 

este grupo se presentaba como un sistema ABC [814  6.164 dd, J= 10.5, 17,4 Hz 

(H-2"); 8H  5,103, d, J= 10.65 Hz (H-3"); 81, 5.056, d, J= 17.55 Hz (H-3")], en 

tanto que los dos metilos sobre carbono cuaternario se observaron como dos 

singuletes en 8 1.46 y 1.45. La presencia de esta unidad en la molécula se 

confirmó mediante las resonancias en Sc  40.38 (C-1"), 145.59 (C-2"), 112.06 

(C-31, 26.12 (C-4" y C-5"), en el espectro de 13C-RMN (Cuadro 19, Espectro 

7). 

Las asignaciones de 1  C-RMN de las dos piranocumarinas se realizaron 

mediante el análisis de los espectros DEPT y HETCOR (Espectros 9, 10 y 11). 

Con base en las evidencias espectroscópicas las piranocumarinas se 

identificaron como la xantiletina 5 y la 3-(1,1-dimetilali1)-xantiletina 2. 

En el caso de la xantiletina, la estructura se confirmó mediante el análisis de 

difracción de Rayos X. La molécula esta constituida por tres anillos de seis 

miembros A B y C. Los anillos A y B son planos, y el anillo C presenta una 

conformación de bote torcido. En la Figura 3 se ilustra una representación 

estereoscópica del compuesto. 
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Figura 3. Proyección estereoscópica generada por rayos X 

de la xantiletina (5). 
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La xantiletina (Manzini, 1987) y la 3-(1,1-dimetilali1)-xantiletina (Macías, et al., 

1989) se han aislado previamente de otras rutáceas, y sus constantes físicas 

y espectroscópicas se encontraban en perfecta armonía con las descritas en la 

literatura. Por otra parte ambas curnarinas se han obtenido también por medio 

de síntesis ( Waykole, 1979; Massanet 1988). 

Caracterización de la chalepensina (3) y el 2'-isopropil-soraleno (6). 

La fórmula molecular del compuesto 3 se determinó por espectrometría de 

masas como C10111403. Los espectros de UV revelaron la presencia de un 

núcleo furanocumarina linear (Brown, 1987 ), mostrando cuatro zonas de 

absorción 205-255 (log & 4.0), 240-255 (log E 4.06-4.45), 260-270 (log e 4.18-

4.26) y 290-328 nm (log e 3.85-4.13). [Cuadro 20]. Su espectro de IR presentó, 

además de las bandas correspondientes a la porción u-pirona, absorciones 

características para el anillo de furano en el rango de 1613-1639 cm'', (Cuadro 

20). 

Sus espectros de RMN (Cuadros 21 y 22 Espectros 16 y 17) eran congruentes 

con el de una furanocumarina linear sustituida con un grupo 1,1-dimetilalillo en 

C-3; las señales diagnósticas para el núcleo furano se observaron como un par 

de dobletes (J2.3.,-- 2.5 Hz) en 8H  7.66 (H-2') y 8H  6.81 (H-3') en el espectro de 

RMN-1H, mismos que correlacionaban en el espectro HETCOR (Espectro 18) 

con las señales en 8c  138.26 y 8, 106.28, respectivamente. La interacción de 

tipo W observada en el espectro de correlación bidimensional COSY (Figura 4) 

entre H-3' y H-8, confirmó de manera adicional la naturaleza de 

furanocumarina de este compuesto. Las restantes señales observadas en los 

espectros de RMN fueron muy similares a los de la 3-(1,1-dimetilaliI)-xantiletina 

(2), y consistentes con la presencia del grupo 1,1-dimetilalilio en C-3. De 

acuerdo a estas evidencias espectroscópicas, este compuesto fue 

caracterizado como la chalepensina, y de nueva cuenta las características 

espectroscópicas se encontraban en armonía con las previamente descritas en 

la literatura fitoquímica. (Brooker, et al., 1967; Kumar, et a/.,1995). 
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Cuadro 20. Constantes espectroscópicas y espectrométricas de la chalepensina (3) y del 2'-isopropil-soraleno (6). 
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chalepensina 3 2'-isopropil-soraleno (6). 

E.M.1.Q., m/z (int. rel.) (Espectro 14) 255 (84.37), 254 [M+ I E.M.I.E. (Espectro 15) 227 (100), 228 
1 (100)j, 239 (26.56), 211 (10.15), [M+ (93)j, 213 (11.20), 185 (6), 43 (7). 

199(21.87). 

IR v,,,(KBr) cm-i  (Espectro 12) 3050, 2968, 1722, (Espectrol3) 2970, 1720. 
1630. 

U.V. 1"t,,,,, Me0H, am 327, 291, 246, 241, 209 (log E 3.98, N.D. 
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Figura 4. Espectro de RMN-1H 2D-COSY de la chalepensina 3 

40 



10Y:4hr/in y diannión 

Cuadro 21 Valores para los desplazamientos químicos* (S) en la 'H-RMN de 

las furanocumarinas aisladas de S. perforaturs. ** 

Protones Chalepensina 3 

(Espectro 16) 

2'-isopropil-soraleno 6 

(Espectro 19) 

H-3 - 6.35° 

H-4 7.67' 7.77° 

H-5 7.64' 7.53' 

H-8 7.42" 7.39h  

H-2'  7.66b  - 

H-3'  181' 6.39' 

H-4'  - 3.091  

H-5'  - 1.36k  

H-6'  - 1.36k  

H-2" 6.21d  - 

.H-3" 5.14' - 

H-3A" 5,09f  - 

H-4"  1.51' - 

H-5"  1.51' - 

*desplazamientos químicos en ppm 
**TMS, CDCI3, 300 MHz 
Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se indican entre parentesis. 
a: s; 	d, (J=2.40); c: dd, (J=0.9, 2.40); d: dd, (J=6.15, 14.09); e: d, (J=14.09); f: dd, (J=1.05, 
6.15); g: d, (J=9.6); h:sa; dd, (J=0.9, 1,2); j:m, (J=1.2, 6.9); k: d, (J=6.9). 
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Cuadro 22. Valores para los desplazamientos químicos*  (5) en 13C-RMN de las 

furanocumarinas aisladas de S. perforaturs. ** 

Carbono Chalepensina 3 

(Espectro 17) 

_ 
2'-isopropil-soraleno 6 

(Espectro 20) 

C-2 159.83 161.32 

C-3 133.09 114.22 

C-4 146.54 144.24 

C-4a 115.87 114.99 

C-5 119.47 118.61 

C-6 124.55 126.50 

C-7 155.79 156.37 

C-8 98.89 99.39 

C-8a 151.28 151.57 

C-2'  138.20 167.39 

C-3'  106.28 99.39 

C-4'  - 28.31 

C-5'  - 20.71 

C-6'  - 20.71 

.C-1" 40.49 - 

C-2"  145.53 - 

C-3"  112.27 - 

C-4"  26.09 - 

C-5"  26.09 - 

*desplazamientos químicos en ppm 

"1"MS, CDCI3, 75 MHz 
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Figura 5. Experimento de doble resonancia del 2'-isopropil-soraleno 6 
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Al igual que la chalepensina los datos de RMN del producto 6 (Espectros 19 y 20) eran 

congruentes con el de una furanocumarina lineal (Cuadros 21 y 22), Sin embargo, a 

diferencia de la chalepensina las señales para el grupo 1,1-dimetilalilo y las 

correspondientes al sistema AB del anillo furano se encontraban ausentes, En lugar de 

estas los espectros presentaron las señales diagnósticas para los protones 11-3 y H-4 

de la porción a-pirona de una cumarina [8„ 6.35 (d, J=9.6), Sc 114,18 y 	7.77 (d, 

1=9.6), 8, 144.23 respectivamente] y para un grupo isopropilo. 

La ausencia de las señales del sistema AB del anillo furano y la presencia de una señal 

en 8H  6.398 (J=0.9, 1.2) para H-3' que presentaba un acoplamiento de tipo W con el 

protón H-8 (8H  7.39 sa) permitieron inferir que el grupo isopropilo se encontraba ubicado 

en la posición C-2' del núcleo furano. La interacción a larga distancia de tipo W entre 

los protones H-3' y H-8 se comprobó por experimentos de doble resonancia (Figura 5): 

al irradiar el protón en 8H  7.39 (H-8) el doblete de doblete en 8H  6.39 (H-3') se simplifico 

a un doblete. Asi mismo al irradiar H-3' el singulete ancho correspondiente a H-8 se 

afino considerablemente. 

Las señales de los metilos del isopropilo se observaron en 8N  1,36 como un doblete 

(J=6.9) que integraba para seis hidrógenos, ésta señal mostró una correlación con la 

absorción en 8, 20.7 en el espectro HETCOR (Espectro 21). Por otro lado, la señal del 

metino del isopropilo se observó como un multiplete (J= 0.9 6.9) en SH  3,09 mismo que 

correlacionaba en el espectro HETCOR (Espectro 21) con la señal Sc  28,312 (C-4'). 

Con base en la evidencias presentadas el compuesto 6 se caracterizó como el 2'-

isopropil-soraleno. Cabe destacar que éste metabolito secundario no se ha descrito 

previamente como producto natural, sin embargo, la deshidratación del producto natural 

marmesina ha permitido la obtención del producto 6 por un proceso de semisIntesis 

(Abu-Mustafa y Fayez, 1961; Chatterjee y Mitra, 1949), 
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Resultados y discusión 

Las características previamente descritas se encuentran en perfecta armonía 

con las encontradas en el presente trabajo. Las evidencias físicas y 

espéctroscópicas del producto 6 permitieron proponer su estructura como la 

del 2'-isopropil-soraleno o anhidromarmesina. 

Identificación de la amirina (9) y la chalepina (11). 

La segunda serie de cumarinas aisladas de S. perforatus, fueron de tipo 

dihidrofuranocumarinas. Las dos dihidrofuranocumarinas se obtuvieron como 

sólidos cristalinos ópticamente activos (Cuadro 23). 

Sus espectros de U.V. indicaron la presencia de anillos cumarínicos al 

observarse absorciones en los rangos de Xmax: 216-226 (log E 3.98-4.56), 243-

251 (log e 3.41-3.87),255-261 (log E 3.45-3.87) y 322-335 nm (log e 4.14-4.19). 

(Brown, 1981 ). 

En los espectros de IR la frecuencia de vibración del grupo a-pirona se 

encontraba de nueva cuenta en la región de 1700-1750 cm'' (Cuadro 23 

Espectros 22 y 23). 

La fórmula molecular del producto 9, se determinó por espectrometría de 

masas como C14111203. En el caso del compuesto 11 su fórmula molecular se 

establecio como Cl9H2204. (Cuadro 23). 

Los espectros de RMN (Cuadros 24 y 25 Espectros 26, 27, 28 y 29) 

establecieron de manera inequívoca la naturaleza de dihidrofuranocumarina 

lineal de ambos compuestos (Brown, 1981). La evidencia más importante fue 

la presencia en los espectros de RMN-'H del sistema ABX que conforman los 

hidrógenos H-2' y H-3' de una dihidrofuranocumarina sustituida en C-2' (Figura 

6). 
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Cuadro 23. Constantes espectroscópicas y espectrométricas de la amirina (10) y de la chalepina (12) 

1 

2 

5 

• 
g 

4 

o 

2 

0 

5 	4 
. 

5" 

“ 	.. 

2 
\ 
0 o 

. 	2' 	1• 

4' 	0 	8 	0 

HO 
6 

amirina 9 chalepina 11 

E.M.I.E., m/z (int. rel.) (Espectro 24) 228 [M+  (84.48)], 229 E.M. FAB m/z (int. rel.):(Espectro 25 ), 
(15.52), 213 (100), 200 (10.34), 315 [M++1(100)], 314[114*(85)], 299 

185(35.34), 128 (1293). (15), 255 (13). 

IR v 	-1 (película), (Espectro 22) IR vm.,(KBr) cm-1  
3076, 2920, 1736, 1626. (Espectro 23) 3380, 3084, 1714, 1626. 

U.V. A.,,,,„ nm Me0H, 248, 260, 302 (log e = 3.55, Et0H, 270, 334 (log c = 3.27, 4.25) 
3.65,4.17} 
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Figura 6. Espectro COSY 1H-1H de la amirina 9 
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Revaliadat y diveuvirin 

En el caso de la cumarina 9 las señales correspondientes se observaron como 

un doblete de doblete (J= 8.4, 8.7 Hz) en 8H  5.305, y dos dobletes de dobletes 

de dobletes en 6H  3.07, (J = 1.2, 7.8, 15.9 Hz, 11-3a) y 6, 3.397, (J = 0.825, 

9.525, 15.825 Hz, H-311), mismas que correlacionaban en el espectro 

HETCOR con el metino en 8, 87.50 y el metileno en 8, 33.45, respectivamente 

(Espectro 30). 

Para la cumarina 11 las resonancias de los hidrógenos del dihidrofurano se 

observaron en 6 4.71 [dd, J43.7, 9.0, (H-2')] y en 6 3.19 (m, H-31a, H-313); 

estas señales correlacionaban el HETCOR (Espectro 31) con las resonancias 

en 6 90.87 y 8, 29.57, respectivamente. 

Los espectros de RMN también evidenciaron la naturaleza del sustituyente en 

C-2'. Así, en el caso del producto 9 la presencia en el espectro de RMN-1H 

(Espectro 26) del doblete de doblete (J= 0.9, 1.2 Hz) en 6H 1.77, asignable a un 

metilo sobre doble ligadura, y de dos señales vinílicas en 6H 5.1035, (dd, J= 

0.6, 1.2 Hz, H-6') y 64.96, (dd, J = 0.6, 1.2 Hz, H-6'), eran compatibles con un 

grupo isopropilideno como sustituyente en C-2'. La presencia en el espectro de 

RMN-13C de las señales en 8c  17.05 (C-6'), 8c  112.87 (C-5') y 8c 145.59 

confirmaron de manera adicional la naturaleza de este sustituyente. 

En lugar de las resonancias antes mencionadas, los espectros del compuesto 

11 mostraron señales para una función carbinólica terciaria (6c 71.64) y para 

dos metilos sobre un centro cuaternario (8c 24.12; 6H 1.22 y 1.35), consistentes 

con un grupo isopropanol en C-2'. 

Las señales de los núcleos aromáticos en C-5 y C-8 fueron similares en 

ambos compuestos (Cuadro 25). 

Por último, el espectro del producto 9, al igual que la xantiletina 5 presentó el 

sistema AB típico de los hidrógenos H-3 (6 6.21, d, J=9.45) y H-4 (6 7.59, d, 

J=9.45) del núcleo cumarina. 

aH 



lieVldhithli 1' diSCIIVii111 

En el caso de la cumarina 11 las resonancias observadas para la porción c.t-

pirona fueron muy similares a las de la 3-(1,1-dimetilaii1)-xantiletina, sugiriendo 

que este compuesto presentaba también un sustituyente 1,1-dimetilalilo en C-3 

[en 6H 5.05 (H-3"), 5.09 (H-3") y 6.16 (H-2") y 8H 1.46 (H-4") y (H-5"); estas 

señales correlacionáron en el espectro HETCOR (Espectro 31) con las señales 

en 8c 137.99 (C-2"), 112 (C-3"), 25.97 (C-4"), 26.07 (C-5"), respectivamente]. 

El H-4 del producto 11 también correlacionó con H-5 en el espectro COSY 

(Figura 7) demostrando inequívocamente la disposición en C-3 del sustituyente 

de origen mevalónico. 

Con base en estas evidencias, las dihidrofuranocumarinas 9 y 11 se 

caracterizaron como la Hamirina (Bohlmann, 1975; Abu-Mustafa, 1975; Ishii, 

e Ishikawa, 1978) y la (-)chalepina (Brooker, et al., 1967; Pozzi, 1967; Kumar, 

et al., 1995;) respectivamente. Las propiedades físicas, y las constantes 

espectroscópicas y espectrométricas correspondieron con las previamente 

descritas. 
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Figura 7. Espectro de RMN-'11 bidimensionál de la chalepina 11 
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Ifestiliaglor y diveusitin 

Cuadro 24. Valores para los desplazamientos químicos* (8) obtenidos en la 

RMN-1H para los protones con núcleo estructural de dihidrofuranocumarina 

aisladas de S. perforaturs. " 

Protones Amirina 9 

(Espectro 26) 

Chalepina 11 

(Espectro 28) 

H-3 6.21' - 

H-4 7.59' 7.47' 

H-5 7,22 7.18' 

H-8 --

H-2' 

6.76' 6,68r 

5.30" 4,71g  

H-3' 3,07d  3,191  

H-3A' 3,40' 3,195  

H-5'  1,77b  1.22' 

H-6'  5,10', 4.96' 1.35' 

H-2"  - 6,161  

H-3"  - 5.05I 

H-3A" - 5.09k  

H-4"  - 1.46' 

H-5"  - 1.46' 

OH - 1.93 

*desplazamientos químicos en ppm 
"TMS, CDCI3, 300 MHz 
Las constantes de acoplamiento se expresan en Hz y se indican entre parentesis, 
a: d, (J:29.45); b: dd, (J=1.2, 0.9); c; dd, (J=8.4, 8.7); d: ddd, (J=1,2, 7.8, 15.9); e: ddd, (J=0.82, 
9.52, 15.82); 1: dd, (J=0.8, 1.2); g: dd, (J=8.7, 9.0); h: m; I; d, (J=1.20); j: d, (J=17.55); k: d, 
(J=10.95); I: s. 
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Rematados y di: ojón 

Cuadro 25. Valores para los desplazamientos químicos* (5) en "C-RMN de las 
dihidrofuranocumarinas aisladas de S. perforaturs. •" 

Carbono Amirina 9 

(Espectro 27) 

Chalepina 11 

(Espectro 29) 

C-2 161.45 162,20 

C-3 112.18 130,85 

C-4 143.66 145.59 

C-4a 142.94 113.11 

C-5 123:45 123,20 

C-6 124.50 .124.52 

C-7 163.33 160.10 

C-8 97.96 97.05 
C-8a 155.82 154,60 

C-2'  87.50 90.87 

C-3'  33,45 29.57 

C-4'  145.59 71.65 

C-5'  17.07 24.19 
C-6'  112,87 24.19 
C-1"  - 40,25 

C-2"  - 137,98 
C-3"  - 112.00 

C-4"  - 25,98 
C-5"  - 26,07 

•deiplezemlentos químicos en ppm 
"TMS, CDCI3, 75 MHz 
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Remirado y disco ian 

Caracterización de la pelitorina (8). 

Sucesivas cromatografías en columna y en capa delgada de las fracciones 

primarias VI (Cuadro 6), condujeron al aislamiento de la amida 8 como un 

aceite químicamente inestable. Sus constantes físicas, espectroscópicas y 

espectrométricas se resumen en el Cuadro 26. 

Su espectro de masas permitió establecer la fórmula molecular de CI4H25NO, e 

inferir por la relación de masa-carga impar del ion molecular (M4  223) que la 

molécula contenía nitrógeno (Espectro 33). 

El espectro IR presentó absorciones en 3300, 1658, 1628 cm' (Crombie 1955) 

asociadas con la presencia de una amida conjugada, Por otro lado, el máximo 

de absorción observado en el espectro de UV (?.mm  259 nm) indico la 

existencia de un dieno conjugado a una función amida, (Cuadro 26). 

Los espectros de RMN (Cuadro 26) confirmaron que el producto natural era 

una amida alifática conjugada. Así el espectro de RMN-13C (Espectro 34), 

evidenció la presencia de 13 resonancias, una de los cuales correspondía al 

grupo carbonilo de una amida conjugada en Sc  166.39 ppm. De acuerdo al 

análisis del espectro DEPT (Espectro 36), las 12 señales restantes se 

asignaron a cuatro carbonos olefínicos conjugados (8c 121.84, 141.00, 128.18 

y 142.90), cinco metilenos (8c 32.88, 28,47, 31.30, 22.45 y 46.90), un metino 

alifático (&c 28.61) y a tres metilos (Sc 13.99 y 20.13). A fin de satisfacer el 

número de carbonos requeridos por la fórmula molecular, dos de estas señales 

debían ser coincidentes ya que en el espectro de RMN-1H (Espectro 35), se 

evidenciaron claramente señales para tres grupos metilos en 8H  0.94, 0.91 y 

0.89, las dos primeras señales aparecian como doblete (J=6.6 Hz), en tanto 

que la última resonancia se observaba como un triplete (J= 6.6 Hz) y era 

consistente con la presencia de un grupo metilo terminal en la molécula. 

El espectro de RMN-'H (Espectro 35), presentó resonancias para cuatro 

hidrógenos olefínicos en .5H  5.75 (d, J=14.77, H-2), SH  7.18 (dd, J=14,85 H-3), 

811 6.09 (m, H-4 y H-5); un multiplete para un metino centrado en 8H  1.8 y 

señales para varios grupos metilenos. 
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Re„ donde„ y disesoiein 

Caracterización de la pelitorina (8). 

Sucesivas cromatografías en columna y en capa delgada de las fracciones 

primarias VI (Cuadro 6), condujeron al aislamiento de la amida 8 como un 

aceite químicamente inestable. Sus constantes físicas, espectroscópicas y 

espectrométricas se resumen en el Cuadro 26. 

Su espectro de masas permitió establecer la fórmula molecular de Cl4H25N0, e 

inferir por la relación de masa-carga impar del ion molecular (M+  223) que la 

molécula contenía nitrógeno (Espectro 33). 

El espectro IR presentó absorciones en 3300, 1658, 1628 cm'' (Crombie 1955) 

asociadas con la presencia de una amida conjugada. Por otro lado, el máximo 

de absorción observado en el espectro de UV (1,.„«  259 nm) indico la 

existencia de un dieno conjugado a una función amida. (Cuadro 26). 

Los espectros de RMN (Cuadro 26) confirmaron que el producto natural era 

una amida alifática conjugada. Así el espectro de RMN-13C (Espectro 34), 

evidenció la presencia de 13 resonancias, una de los cuales correspondía al 

grupo carbonilo de una amida conjugada en Sc  166.39 ppm. De acuerdo al 

análisis del espectro DEPT (Espectro 36), las 12 señales restantes se 

asignaron a cuatro carbonos olefínicos conjugados (Sc 121.84, 141.00, 128.18 

y 142.90), cinco metilenos (8c 32.88, 28,47, 31.30, 22.45 y 46.90), un metino 

alifático (8c 28.61) y a tres metilos (Sc 13.99 y 20.13). A fin de satisfacer el 

número de carbonos requeridos por la fórmula molecular, dos de estas señales 

debían ser coincidentes ya que en el espectro de RMN-1H (Espectro 35), se 

evidenciaron claramente señales para tres grupos metilos en SH 0.94, 0.91 y 

0.89, las dos primeras señales aparecian como doblete (J=6.6 Hz), en tanto 

que la última resonancia se observaba como un triplete (J= 6.6 Hz) y era 

consistente con la presencia de un grupo metilo terminal en la molécula. 

El espectro de RMN-1H (Espectro 35), presentó resonancias para cuatro 

hidrógenos olefínicos en SH  5.75 (d, J=14.77, H-2), SH  7.18 (dd, J=14.85 H-3), 

814 6.09 (m, H-4 y H-5); un multiplete para un metino centrado en SH  1.8 y 

señales para varios grupos metilenos. 
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Ifemilladay y ililemirin 

Cuadro 26. Constantes espectroscópicas y espectrométricas de la Pelitorina 8. 

7 7 

O 

E.M.FAB, m/z (int. rel.): (Espectro 33) 
224[114* +1(100)], 156 (19.56), 74 (16.30), 57 (61.95), 43 (29.34), 41 (33.69), 29 
(20.65) 

IR vnwx  (película) cm-1: (Espectro 32) 
3300, 3080, 2954, 2928, 1658, 1628, 996. 

UV 41,,x  Et0H, nm : 259 (c = 22500) 

RMN-13C, 8 (CDCI3): (Espectro 34) 
166.39 (C-1), 121.84 (C-2), 141.00 (C-3), 128.18 (C-4), 142.90 (C-5), 32.88 (C- 
6), 28.47 (C-7), 31.30 (C-8), 22.45 (C-9), 13.99 (C-10), 46.90 (C-1'), 28.61 (C- 
2'), 20.13 ( C-3'). 

RMN-1H; 8 (CDCI3): (Espectro 35) 
5.75, d, J= 14.775, (H-2); 7.188 , dd, J= 14.775, 9.75, (H-3); 6.021-6.173, m, 
(H-4); 6.021-6.173, m, (H-5); 2.14, dt, J= 7.2, 13.5, (H-6); 1.2-1.4, m, (H-7, H-8, 
H-9); 3.165, t, J= 6.45 (H-1');1.845-1.75, m J=6.75, (H-2'); 0.92, d, J= 6.6, (H- 
3') ; 0.886, s, (H-10), 5.863 (N-H). 
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Resobados y discusión 

De las resonancias correspondientes a los grupos metilenos, el triplete en 316 

era facilmente asignable al metileno vecinal al nitrógeno del grupo amida. 

El estudio detallado del espectro bidimensional homonuclear COSY, permitió 

evidenciar a través de los cuadros de conectividades, los fragmentos que se 

ilustran en la figura 8. 

Mediante la integración de las estructuras parciales indicadas (Figura 8) se 

logró determinar la estructura total del compuesto. El conjunto de propiedades 

físicas y espectroscópicas para este constituyente correspondieron con los 

datos descritos en la literatura para la pelitorina (Yasuda ef al., 1981, Mizutani, 

et al., 1980), 

o 

? / 

O 

O 

Figura S. Espectro de RMN-'H 2D-COSY de la pelitorina 8 
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lterultadas y diwtahírt 

Caracterización de la asarinina. (4) 

De la fracción V, obtenida durante el fraccionamiento primario, cristalizó un 

compuesto que fue caracterizado como la asarinina 4. Este producto se obtuvo 

como un polvo blanco cristalino y ópticamente activo. Sus espectros de IR y 

UV (236, 286 nm) (Cuadro 27) indicaron el carácter aromático del compuesto. 

Su fórmula molecular se estableció por espectrometria de masas como 

C201-11808 (Espectro 38, Cuadro 27) y permitió calcular doce grados de 

insaturación. 

El análisis detallado de los espectros de RMN (Cuadros 29 y 30), así como 

consideraciones de tipo quimiotaxónomico (Ayres y Loike, 1990), permitieron 

establecer que el producto natural era un lignano de tipo furofurano 

asimétricamente sustituido con dos grupos piperonilos en 7 y 7' (Ayres y Loike, 

1990). Las observaciones más importantes que condujeron a esta conclusión 

se resumen a continuación. 

El espectro de RMN-13C (Espectro 39), presentó señales para veinte carbonos 

en armonía con la fórmula molecular calculada. Dos de estas señales eran 

fácilmente asignables a grupos metilendioxi, doce a carbonos aromáticos y 

seis a los carbonos de la porción furofurano. Para determinar la naturaleza de 

los carbonos en general se registró el espectro DEPT (Espectro 40) el cual 

presentó las resonancias típicas para los metinos 7, 8, 7' y 8' (&c  87.57, 54.61, 

81.98, 50.12,) y los metilenos 9, 9' (t5c 70.88, 69.62) de la porción furofurano. 

Las señales de los grupos metilendioxi se observaron en 80  100.908 y 100.97; 

por último, se observaron señales para seis metinos aromáticos (8, 106.33, 

146,48, 118.61, 106.49, 147.11, 119.50). La asignación de las señales 

anteriores eran consistentes con la presencia de seis carbonos aromáticos 

cuaternarios, cuatro de los cuales (80  147.55, 108,73, 147,86) se encontraban 

unidos a los dos grupos metilendioxi. 
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Resultalks y diroisión 

Cuadro 27. Constantes físicas, 
Asarinina 4 

O 
i .• . 

espectroscópicas 

o 

O r 
o 

* 

: 

, 

y espectrométricas de la 

o 
4  

Asarinina 

$ 	r 
r 

...4 	o 	ir  

' 

4 

Formula molecular: C201-1„0s  
halo = -86°  
p.f. 121-122 °C 

E.M.I.E. m/z (int. rel): 354 [M+ (98)1 , 135 (48), 150 (32), 149 (100), 161 (38), 
122 (20). [Espectro 38] 

IR y ino, KBr,(cm4),: 3100, 2866, 1858, 1722, 1620, 1488, 1370. (Espectro 37) 

UV X 	Me0H, nm: 236, 286 
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Resultados y discusión 

El espectro RMN-'H (Espectro 41, Cuadro 30), también presentó similitud con 

los previamente descritos para los lignanos del tipo furofurano (Ayres y Loike, 

1990) y confirmó la presencia de los dos grupos metilendioxi OH  5.94, 5,95), 

seis hidrógenos aromáticos (8116.76-6.87) y las señales del núcleo furofurano 

(Figura 9). Con base en el análisis anterior la estructura del producto natural 

debía corresponder a cualquiera de los enantiómeros del isómero B [(+)-

asarinina o (-).asarinina] de la Figura 9. Las posibilidades A y C se descartaron 

con base en la no equivalencia de las señales de la porción furofurano, es 

decir entre 8 y 8' y 7 y 7'. En la Figura 9 se indican de manera comparativa los 

deplazamientos químicos observados en los espectros de RMN para el 

producto natural (posibilidad D) y los previamente descritos en la literatura 

para cualquiera de los enantiómeros de los compuestos A, B y C. 

El valor negativo de la rotación óptica del producto natural permitió 

identificarlo como la (-)-asarinina. Este producto ha sido obtenido previamente 

de otras fuentes naturales. (Pelter y Ward, 1976), La determinación inequívoca 

de la estructura del producto 4, se realizó mediante un análisis de difracción de 

rayos X. En la figura 10 se muestra una proyección estereoscópica del 

producto natural. En la molécula, los sustituyentes en 7 y 7' se encuentran en 

una posición pseudo-ecuatorial y los anillos de cinco miembros de oxolano 

presehtan una conformación de sobre ligeramente torcido. 
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Resultados y olimusión 

Figura 9, Datos de desplazamientos químicos de RMN-13C y RMN-1 H de 

furofuranos del tipo sesamina . (Pelter y Ward, 1976). 

Ar = piperonil 

H-7 4.75 (85.77) 4,45 (87.53) 4.90 (83,96) 4.39 (87,57) 

H-7' 4,85 (81.96) 4.82 (81.98) 

H-8 3,15 (54,31) 2,90 (54.44) 3,15 (49.49) 2.85 (54.61) 

H-8' 3,30 (50.11) 3,30 (50,12) 

H-9'f3 3.8-4.0 (71,72) 335(70.92) 3.3-3.65(68.75) 3,30 (69.62) 

H-911 3,85 (69.64) 4,09 (70.89) 

H-9'a 4,2-4.4 (71.72) 3,85 (70,92) 3.65-4.0 (68.75) 3.80 (69.62) 

H-9a 4.13(69.64) 3.80 (70.89) 

58 



Figura 10. Proyección estereoscópica generada por 

rayos X de la asarinina (4). 



ROJoiliados y dircusión 

Caracterización de la fargesino (10). 

El siguiente compuesto, temblón un humus) do tipo ((inhumo, su obtuvo como un 

sólido cristalino Ópticamente activo, Su fórmula inolusular srr 011tablOCÍO COMO C211.1 - 61 

(Cuadro 28, Espectro 42), os dock, prouontaha 	unidades do masas más que el 

anterior. 

El espectro de IR (Cuadro 28, Espectro 43) presentó bandas de absorción 

características para compuestos aromáticos, y la presencia do este núcleo aromático 

se corroboró también en los espectros de UV (282, 232, nm), (Cuadro 28). 

Los espectros de RMN (Cuadros 29 y 30) fueron muy similares a los de la asarinina 4, y 

a continuación se describen las diferencias principales: el espectro de RMN-1H 

(Espectro 44) presentaba una sola señal para un grupo metilendioxi (814  5.95) y, en 

lugar de la señal para el segundo metilendioxi de la (-)-asarinina se observó una señal 

para dos metoxilos en SH  3.88. Estas observaciones sugerlan que el segundo lignano 

era de tipo furofurano sustituido asimétricamente por un grupo piperonil y otro veratril. 

De nueva cuenta, la sustitución asimétrica era evidente por la falta de equivalencia de 

los hidrógenos H-7 y H-7'(8H  4.43, 4.83) y, H-8 y H-8' (814  3.33, 2.87). En este caso; la 

diferencia estructural de los sustituyentes en 7 y 7', incrementaba el número de 

isómeros posibles de tres a cuatro. Los posibles isómeros se indican en la Figura 11. 

La comparación de los datos físicos y espectroscópicos con los previamente descritos 

en la literatura indicaron que el producto natural era la (-)-fargesina, (Pelter y Ward, et 

al., 1976; Kakisawa, et al., 1970; Kamikado, et al., 1975; cuya estructura habla sido 

previamente corroborada por rayos X, (Goswami et al., 1991). 



fiesidindav y direuvión 

Cuadro 28. Constantes físicas, espectróscopicas y espectrométricas de la 
Fargesina 11. 

• 
O 

O 	01111 . 

e si 

CH3O 	' 	' 
0 

2' 
CH3O 

Fargesina 11 

Formula molecular: C211-1220e 
[ah)  = +121° 
p.f. 133-134 °C 

E.M.I.E. m/z (Int. rel): 370 [M+ (100)] ,135 (33), 150 (20), 149 (57), 177 (35) 
[Espectro 42] 

IR V max K8r,(cm1),: 3100, 1590, 1505. (Espectro 43) 

UV X rnix Et0H, nm: 282 (e/1000), 232 (e/1000) 
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Figura 11. Valores de los desplazamientos químicos (S) en RMN-13C de C-1 y 

C-1' de los isómeros de la fargesina (Pelter y Ward 1976) 

Valores experimentales de los desplazamientos químicos (8) de la fargesina 11 



HeNsdiadus y diseuvidln 

Cuadro 29. Valores de los desplazamientos quimicos" (8) en la 13C-RMN de los lignanos 

aislados de S, perforatus. (ppm)." 

Carbono Asarinina 4 

(Espectro 34) 

Fargesina 11 

(Espectro 39) 

C-7 87.57  6V.68.-  ------ 

C-7' 81.98 82.06 

C-8 54.61 54.62 

C-8' 50.12 50,18 

C-9 70.89 71.04 

C-91  69.62 69.74 

C-1 132.18 135.23 

C-11  135.06 131.00 

C-2 106.34 106.55 

C-2' 106.49 108.15 

C-3 146.48 147.23 

C-31  147.11 147.99 

C-4 147.55 148,11 

C-4' 147.86 148,94 

C-5 108.73 109.09 

C-5' 108.73 111-15 

C-6 118.60 117.76 

C-6' 119.50 119,55 

OCH2O 100.97 101.04 

OCH2O 100.90 - 

OCH3 - 55.94 

OCH3  55.94 

'desplazamientos químicos en ppm 
"TMS, CDCI3, 75 MHz 

(>3 



Resultados y discusión 

Cuadro 30. Valores para los desplazamientos obtenidos en la RMN-1 H de los lignanos 

del tipo de la sesamina aislados de S. perforatus. (ppm)." 

Protón Asarinina 4 (Espectro 36) 
300.MHz 

Fargesina 11 (Espectro 40) 
500 MHz 

H-7 4.39" 4.436  

H-7' 4.82' 4.874  

H-8 2.85' 2.881  

H-8' 3,301  3.321  

H-9'p 3.301  3.321  

H-9p 3,801  3.87h  

H-9'a 3,801  3.871  

H-9a 4,091  4.12°  

Aromaticos 6,76-6.88 6.77-6.93 

0-CH2-0 5,94r  5.951  

0-CH2-0 5.95r  - 

OCH3 3.88' 

*desplazamientos quimicos en ppm 

"TMS, COCI3  
d, J=7,2 Hz; 	d, J=7.0 Hz; 	d, J=5.4 Hz; d: d, J=5,5 Hz; e: dd, 7.5, 6.9 Hz; 1: d. J'-'9.3 	dd, J19.5, 

1.0 Hz; 	m; 1; s 
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Actividad biológica de ha compuestas aislador 

V. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE 
Stauranthus perforatus. 

De acuerdo con el diseño experimental planteado en esta investigación, se 

realizaron una serie de ensayos biológicos, cuya finalidad fue la determinación 

del potencial herbicida y citotóxico de los compuestos aislados de S. 

perforatus. 

V.1. Determinación del efecto fitotóxico de las cumarinas aisladas, 

sobre Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. 

En el presente inciso se describe la actividad fitotóxica de las cumarinas 2, 3, 

5, 9 y 11, en un rango de concentraciones de 5 a 100 pig/m1 (104a10'5  M) 

(Cuadro 31), Las cumarinas 5 y 3 fueron evaluadas por García (1995). Los 

resultados del efecto de las cumarinas sobre el crecimiento radicular de A. 

hypochondriacus y E. crusgalli, se ilustran en las gráficas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 y 

como se puede apreciar en estas, la chalepensina 3, la xantiletina 5, la amirina 

9 y la chalepina 11, inhibieron de manera significativa el crecimiento de A. 

hypochondriacus a 100 lig/ml, A la concentración de 50 1.1g/ml, solo la 

chalepina demostró una actividad inhibidora significativa. Por último, a la 

concentración de 5 ppm ninguna de las cumarinas demostró actividad. En las 

gráficas 2, 3, 4, y 5, se puede observar que la actividad fitoinhibidora fue 

proporcional a las concentraciones de prueba utilizadas en el bioensayo. En 

general, las cumarinas ensayadas no presentaron efectos inhibidores 

significativos sobre el crecimiento radicular de E crusgalli, sin embargo, la 

amirina, 9 y la chalepina, 11, estimularon el crecimiento radicular de esta 

maleza a una concentración de 50 1.1g/ml. Con estos resultados se puede 

establecer el orden decreciente de actividad fitotóxica de las cumarinas 

evaluadas en este ensayo: xantiletina > chalepensina > chalepina > amirina > 

3-(1 ,1-dimetilalil)-xantiletina. 
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Cuadro 31. Efecto de los compuestos aislados de S. perforatus sobre el crecimiento radicular 
de Amaranthus hypochorndriacus v E cru 

I 	 4. hypochondriacus E crusgalli 

crecimiento (mm) crecimiento (mm) 

5  11g/mi 50 pg/ml 100 pg/mI 5 µg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 
Control 7.8 3-0.61 7.8 +0.61 7.8 +161 15_2+1.8 15.2±1.8 15.211.8 

xantiletina 5 5.8I±0.98 4.511.56 010.09* - - 10.612.1 
Control 13.311.3 13.311.3 13.311.3 13.312.1 13.3/2.1 13.3±2.1 

asarinina 4 - - 12.4+1.9 - - 11.9+0_6 
chalepeasina 3 - - 2.92+0.55* - - 14.4+1.97 

pelitorina 9 - - 2.730.7* - - 7.4+2.2* 
Control 3.67+1.9 3.67*1.9 3.67+19 30.02+2.2 30.02+2.2 30.01+2.2 

3-(1,1-dimetilafil)- 
xantiletina 2 

3.61+1.7 3.90±1.86 275+1.52 28.7+2.13 31.0+1.84 25_13+19 

fargesina 11 4.03112 3.60±1.86 3.3811.81 23.2512.3 27.8512.2 25.13+-2.2 
Control 9.8212.8 9.8212.8 9.8212.8 23.35+2.7 23.3512.7 23.3512.7 

amirina 10 8.8211.65 7.4711.5 6.011.7* 20±2.42 29.5±1.89 14.3811.9 
chalepina 12 8.55+2.1 5.88±1.57* 4.43+1.34* 21.63+2.1 27.7+1.97 20.67+1.8 

Control = AcOEt 
*Valores que difieren significativamente del control (Duncan la = 0.05). Cada cifra representa 
el promedio de cuatro repeticiones. 
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Gráfica 2 

Efecto de la 3-(1',11-dimetilaíd)-xantSotina (2) sobro el crecimiento radicular 

de A. hypochondriacus y E. crusgalli. 
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Gráfica 3 

Efecto de la chalepensina (3), la pelitorina (8), y la asarinina (4) sobre el crecimiento 

radicular de A. hypochonddacus a 100 Igiml (García, 1995), 

67 



100 
90 
eo 
70 
eo 
so 
40 

30 

20 

10 

o 

1 
1 

 

■ 50 
O loo 

 

2,4-O 
	

A. hypochonctlacus 

Actividad biológica de lov compueltow Halado% 

Gráfica 4 

Efecto de le chalepensina (3), la pelitorina (8) y la asarinina (4) sobre el crecimiento 
radicular de E. crusgalll a 100µg/ml. (García, 1995). 
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Gráfica 5 

Efecto de la xantIletina (5) sobre el crecimiento radicular de A. 
hypochondrlacus 
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Gráfica 6 

Efecto de la amirina (10) sobre el crecimiento radicular de A. 
hypochondrlacus y E. crusgalll 
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Gráfica 7 

Efecto de la chalepha (12) sobre el crecimiento radlcular de A. 
hypochondriacus y E. crusgalll 
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Actividad biológica de los compuestos aislados 

Varias cumarinas han sido objeto de estudios previos en relación con algunas 

actividades biológicas de interés ecológico tales como la alelopática, el potencial 

insecticida y molusquicida (Rodighiero, 1954; Berenbaum, 1991, Zobel y Brown, 1995; 

Monache, 1989); la toxicidad para mamíferos (Soine, 1964; Feuer, '1974); la actividad 

antimicrobiana (Jurd, et al., 1971; Martin et al., 1966; Wu, et al., 1972; Johnson, et al., 

1973; Beier y Oertli, 1983; Heath-Pagliuso, et al., 1992; Ben-Yehoshua, et al., 1992; 

Gottstein et al., 1990), entre otras. 

La actividad que presentan estos compuestos sobre la germinación y el crecimento 

vegetal se ha investigado sobre diversas especies de plantas cultivadas y malezas. 

Varias cumarinas han demostrado un efecto estimulante o inhibidor sobre la 

germinación de semillas y el subsequente desarrollo de la planta (Bennet y Bonner, 

1953; Baskin et al., 1967; Williams y Hoagland, 1982; Shimomura et al., 1982; Bose, 

1958; Brown, 1981; Macias, et al., 1993). Así Macias y colaboradores (1993), 

demostraron el efecto de diez cumarinas en soluciones acuosas a concentraciones de 

10-4-10-9  M sobre la germinación de semillas y el crecimiento radicular de Lactuca 

sativa. Los ensayos se realizaron con: piranocumarinas (xantiletina, xantoxiletina, 

luvangetina, donatina y alloxantoxiletol), furanocumarinas (bergapteno, xanthotoxina e 

imperatorina) y cumarinas simples (5,7-dihidroxicumarina y 7,8-dihidroxicumarina). Con 

base en los resultados obtenidos, se realizó un estudio de relación estructura-actividad 

y se observó que la presencia de una función oxigenada en C-8 disminuye el efecto 

sobre la germinación en las furano- y piranocumarinas, mientras que los sustituyentes 

en C-5 no producen cambios significativos en la actividad. 

El efecto de la inhibición de las furanocumarinas, sobre la germinación, a una' 

concentración de 10.4  M es más pronunciado que el de las piranocumarinas y 

cumarinas simples. 
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Sin embargo, la actividad de las piranocumarinas xantiletina y luvangetina (-

78% y -67%, respectivamente) es comparable al demostrado por el bergapteno 

y la xantotoxina (-87% y  .
DIZ p
"* 01 

 

)(Macías, et al., 1993). 

En la presente investigación, la xantiletina 5 a una concentación de 100 µg/ml 

(4x10' M) inhibió en un 100% el crecimiento radicular de A. hypochondriacus, 

siendo éste el compuesto de prueba que desarrolló el mayor potencial 

inhibitorio en este bioensayo. 

También, las cumarinas han demostrado efectos promotores del crecimiento 

vegetal principalmente a bajas concentraciones. Así la escopoletina y la 4-

hidroxicumarina, estimulan la germinación de Striga asiática (Brown, 1981). La 

imperatorina demostró una estimulación sobre el crecimiento radicular de L. 

sativa (Macias, et al., 1993). De manera análoga, la amirina 9 y la chalepina 11 

aisladas de S. perforatus, estimularon el crecimiento radicular de E. crusgalli a 

50 µg/ml. 

Por último, cabe mencionar que algunas cumarinas simples, furanocumarinas y 

piranocumarinas ejercen su actividad fitotóxica por inhibición del metabolismo 

en mitocondrias y/o en cloroplastos (Moreland, 1980). Recientemente; se 

demostró 	que 	la 	5-0-13-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4- 

fenilcumarina, actúa como un inhibidor de la transferencia de energía en 

cloroplastos aislados de espinaca (Calera et al., 1995). 

V.1.1. Efecto fitotóxico de la amida pelitorina (8) y los lignanos 

asarinina (4) y fargesina (10). 

El efecto regulador del crecimiento vegetal de la amida pelitorina 8 y el lignano 

asarinina 4 fueron investigados por García (1995). Los resultados se ilustran 

en las gráficas 3 y 4 (Cuadro 31); y como se puede observar el compuesto 8 

fue activo contra las dos malezas de prueba a una concentración de 100 Itglml; 

siendo la especie más sensible A. hypochondriacus, La asarinina 4 no afecto 

de manera singnificativa el crecimiento radicular de ninguna de las malezas de 

prueba. 
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Actividad biológico do los compuestos aislados 

En el presente estudio se evalúo el efecto fitotóxico de la fargesina 10 (gráfica 

8) (Cuadro 31) sobre A. hypochondriacus y E. crusgalli, y al igual que la 

asarinina éste lignano no afecto significativamente el crecimiento de dichas 

malezas a las concentraciones ensayadas. 

Se ha visto que los lignanos juegan un papel importante en la regulación del 

crecimiento vegetal. En común con otros compuestos fenólicos, incluyendo al 

ácidó cinámico y los ácidos orto y para-cumarínicos, la inhibición que ellos 

ejercen sobre la germinación de semillas, es el resultado de la interferencia 

que causan en el transporte de aminoácidos y la síntesis de proteínas (Van 

Sumere et al., 1972). 

Venkata y colaboradores(1979) estudiaron el efecto de furofuranos sobre la 

germinación de tres especies de semillas y encontraron que la fargesina (50-

200 µg/m1) y la sesamina (50-200 1.1g/m1) retardan considerablemente la 

germinación del cacahuate y del pepino. La fargesina a 200 ppm reduce la 

germinación del cacahuate a 2% y a 50 ppm estimula en un 80% la 

germinación del arroz. 

V.2 Determinación de la toxicidad de los compuestos obtenidos de 

S. perforatus contra el crustáceo A. salina. 

Los resultados de la evaluación contra A. salina se presentan en el Cuadro 32. 

Como se puede observar en éste todos los compuesto fueron tóxicos contra el 

crustáceo con excepción de la cumarina xantiletina 5 (C1.50 =510.64 ppm) y los 

lignanos asarinina 4 (CL50  > 1000 ppm) y fargesina 11 (CL50  =315.49 ppm), 

Cuadro 32. Efecto de los compuestos aislados de S. perforatus sobre A. salina. 

COMPUESTO 3-(1',1'- 
dimetilaliI)- 

xantiletina 2 

Chalepensina 
3 

Asarinina 
4 

Xantiletina 5 

CL50 itg/m1 2.58 36.52 >1000 510.64 

COMPUESTO Pelitorina 8 	Amirina 9 	Fargesina 10 i  Chalepina 11 
CL501.1g/m1 
	

129.86 
	

33.46 
	

315.49 
	

52.07 
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Gráfica 8 

Efecto do b fargesina (11) sobre el crecimiento radicular de A 
hypochondriacus y E, crusgalll 
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Actividad biológica de los compuestos aislados 

Por otra parte, se determinó la actividad citotóxica in vitro de algunos de los 

compuestos aislados en el presente estudio (Cuadro 33). En el caso de las 

cumarinas ensayadas, únicamente la chalepensina presentó una actividad 

citotóxica apreciable en contra de la línea celular HT-29; ya que el valor de la 

DE50 obtenido (3.47 µg/m1) fue menor de 4 µg/ml. 

Ninguna de las cumarinas obtenidas en el estudio ha sido evaluada en contra 

de la líneas celulares indicadas en el Cuadro 33. 

Previamente, Gónzalez, y colaboradores (1977) describieron la actividad 

citostática de dieciséis cumarinas aisladas de varias especies de rutáceas, y 

realizaron un estudio acerca del mecanismo de acción y la relación estructura-

actividad biológica de los compuestos ensayados. 

Asi mismo, Uwaifo (1984) realizó una serie de investigaciones relacionadas 

con la mutagenicidad de algunas cumarinas sobre seis cepas de Salmonella 

typhimurium (TA92, TA94, TA97, TA98, TA100, TA102). En este ensayo se 

evaluaron siete cumarinas: la imperatorina, la heraclenina, la xantotoxina, la 

marmesina, la chalepina, la oxipeucedanina y la esculina. De acuerdo con los 

resultados obtenidos en el ensayo cualitativo con las cepas de S. typhimurium, 

la imperatorina y la marmesina fueron las únicas cumarinas mutagénicas en 

todas las cepas probada con la exepción de TA94 y TA102. La chalepina 

mostró una actividad moderada sobre las cepas TA98 y TA100. 

Se observó también que para la actividad mutagénica era importante la 

presencia de los dobles enlaces á 2',3' en el anillo de furano y á 4,3-en el 

anillo a-pirona, ya que estos enlaces estan involucrados en la formación de 

enlaces covalentes con el ADN en la presencia de luz UV (Cote , 1971; 

Rodighiero et al., 1970; Scott et al., 1976; Song y Gordon, 1970 y Song, et al., 

1971). 
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Actividad biológica de los compuestos aislados 

La amida pelitorina 8 demostró también un efecto citotóxico moderado contra 

las lineas celulares HT-29, A-498 y PACA-2 (Cuadro 31). 

Cabe hacer notar que este constituye el primer trabajo acerca de las 

propiedades fitotóxicas y citotóxicas del compuesto 8. 

En relación a la actividad citotóxica de los lignanos (Cuadro 33), la asarinina 4 

no presentó una actividad citotóxica significativa en las líneas celulares 

utilizadas en este estudio. 

Cuadro 33. Actividad citotóxica in vitro de algunos compuestos aislados de S. 
perforatus. 

COMPUESTO LINEA CELULAR CES, (1.19/m1) 
A-549  MCF-7 HT-29 

chalepensina 3 7.71 5.67 3,47 
- 	asarinina 4 21.17 71.00 70.83 

xantiletina 5 79.75 18.36 47.41 
pelitorina 8 16.27 9.29 3.53 
amirina 9 27.48 46.86 34.79 

3-(1',1'-dimetilali1)-
xantiletina 2 
fárgesina 10 * * * 
chalepina 11 * * * 
Adriamicina 3.22x10'2  2.04x10't  4.21x10'2  

COMPUESTO LINEA CELULAR Cho  (1.19/m1) 
A-498 PC-3 PACA 2 

Chalepensina 3 9.47 17.78 5.20 
Asarinina 4 50.85 11.42 8.73 
Xantiletina 5 64.78 45.19 5.15 
Pelitorina 8 3.88 4.81 2.21 
Amirina 9 34.11 37.88 37.01 
3-(11,1'-dimetilali1)-
xantiletina 2 
fargesina 10 * * * 

chalépina 11 * a * 
Adriamicina 3.48x10'2  2.41x10'1  1.20x10" J 

* en proceso de evaluación 
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Actividad biológica de los compuestos aislados.  

De acuerdo a los estudios biológicos realizados por García (1995), las raíces 

de S. perforatus demostraron un efecto insecticida potencial al afectar el índice 

de sobrevivencia del insecto Sitophylus zeamais. Este efecto podría estar 

relacionado con la presencia de las cumarinas y de la pelitorina, aisladas en el 

presente estudio. El efecto insecticida de la pelitorina (Cremlyn 1991; Kubo et 

al., 1984; Candy et al., 1993) y el efecto inhibidor del crecimiento de insectos 

de numerosas furanocumarinas (Klocke, et al., 1989) se encuentra bien 

documentado en la literatura También, se ha descrito que los lignanos de tipo 

furofurano con grupos metilendioxi pueden provocar un efecto sinérgico sobre 

ciertos insecticidas (Haller et al., 1942). La coexistencia de estos compuestos 

en S. perforatus podría explicar las propiedades insecticidas del polvo de la 

raíz. 

La pelitorina y otras isobutilamidas han sido aisladas en múltiples ocasiones 

de plantas de la familia Compositae y Rutacea (Jacobson, et a/., 1971; Oriowo, 

1982). Entre las actividades biológicas demostradas por este tipo de 

compuestos destacan las propiedades anestésicas locales. Algunas de las 

isobutilamidas incluyendo la pelitorina presentan actividad tóxica y provocan la 

parálisis de insectos, especialmente cuando son aplicadas tópicamente a 

varias especies de coleópteros y dípteros (Su y Horvart, 1981; Miyakado, et al., 

1979). Kubo y colaboradores (1984) investigaron el efecto de isobutilamidas 

naturales y sintéticas sobre insectos y caracoles. De los compuestos puros se 

obtuvo el valor de la dosis efectiva DE50. Los compuestos fueron evaluados 

sobre cuatro especies de larvas de importancia agrícola Pectinophora 

gossypiella, Heliothis virescens, H. zea y Spodoptora frugiperda (Chan et al., 

1978; Kubo y Klocke, 1983). 
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Adividad biológica de los compuestos aislados. 

La amida pelitorina fue el compuesto más activo de las amidas aisladas 

especialmente en contra de Peclinophora gossypiella, mientras que el 

compuesto sintético más activo fue el isómero cis de la fagaramida. Kubo y 

colaboradores (1984) probaron también el efecto de las isobutilamidas en 

contra del mosquito Culex pipiens y el caracol Biomphalaria glabratus, La 

amida más tóxica en el bioensayo con el insecto Culex pipiens fue la pelitorina 

con un valor de Clioo = 5 µg/ml. 

La pelitorina es además tóxica para Tenebrio molitor (Sandam y Boger, 1982). 

Trabajos previos con extractos de varias especies de plantas que contenian 

isobutilamidas, demostraron que los extractos fueron activos contra las larvas 

del mosquito (Jacobson y Crosby: 1971; Srivastava et a/.,1982). En otras 

investigaciones, algunas isobutilamidas alifáticas insaturadas han demostrado 

una actividad molusquicida en contra de Physa occidentalis (Johns et al., 

1982). 

Los éfectos insecticidas de las amidas indican que estos compuestos podrian 

tener una acción neurotóxica (Hatakoshi et al., 1984; Hatakoshi et al., 1985). 

Los potenciales espontáneos de 1 mV o menos se conocen como MEPSPs 

(potenciales postsinápticos ecxitadores) y se producen a través de las fibras 

inervadas multiterminales de los insectos. Las amidas del tipo de la pelitorina 

frecuentemente afectan la frecuencia de descarga y la amplitud de tales 

potenciales (Piek, 1985; Blade et al., 1985). 

Con relación a las cumarinas, las investigaciones de Zangerl y Berenbaum 

(1993), han demostrado inequívocamente la relevancia de ciertas cumarinas 

en el sistema de defensa de las plantas, En dicho trabajo, se describe que la 

mayoría de los individuos de la especie Pastinaca sativa que sufrieron de un 

ataque fuerte de larvas del insecto Depressaria pastinacella contenían 

concentraciones bajas de furanocumarinas en comparación con las plantas 

que no fueron atacadas. 
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.4 tu, ida d biológico do los compuestos aislados 

De manera adicional, numerosos estudios han permitido demostrar el efecto 

fagoinhibidor y tóxico de varias furanocumarinas, piranocumarinas y cumarinas 

simples para diversos insectos (incluyendo la xantotoxina, la isopimpinelina y 

el bergapteno) (Berenbaum, 1978, Escoubas et al., 1992; Gebreyesus y 

Chapya, 1983; Klocke et 1,1989; Luthria et aL, 1989; Muckensturm et al., 

1981; Yajima et al., 1977; Yajima y Munakata, 1979; Johnson, et al., 1973; 

Hadacek, el al., 1994). 

Las cumarinas presentan un amplio rango de actividades biológicas y 

farmacológicas debido al hecho de que estos compuestos son parte importante 

del sistema de defensa en las plantas. El estudio de las cumarinas lineales, 

que son moléculas triciclicas planas, ha sido de especial interés debido a su 

capacidad para intercalarse en las moléculas de ADN. Posteriormente, por un 

proceso de irradiación con luz UV, reaccionan con las bases pirimídicas para 

formar mono o biaductos, dependiendo del tipo de molécula (Towers, 1984). 

Las furanocumarinas tienen además la capacidad de reaccionar con proteínas 

(Cadet et al., 1990). Los efectos tóxicos que se presentan después de la 

ingestión y el tratamiento con luz UV de furanocumarinas, tales como la 

xantotoxina están bien documentados (Arnason et al., 1992). En relación a 

estas aseveraciones, existen especies de insectos adaptados a las plantas 

que contienen furanocumarinas, ya que han desarrollado diversas estrategias 

tanto fisiológicas como de comportamiento contra fitoquímicos fotoactivos 

(Amasan et 1, 1992). 
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Concluvionev 

VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

1. El estudio fitoquimico biodirigido del extracto clorofórmico-metanólico de 

Stauranthus perforatus, utilizando como bioensayos la determinación de la 

toxicidad para Artemia salina y el efecto sobre el crecimiento radicular de las 

malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli, permitió el 

aislamiento y caracterización de seis cumarinas (xantiletina 5, 2'-isopropil-

soraleno 6, chalepensina 3, 3-(1,1-dimetilalil)-xantiletina 2, amirina 9 y 

chalepina 11), dos lignanos (asarinina 4 y fargesina 10), una amida (pelitorina 

8) y de un sesquiterpeno (4,5-epoxi-(3-cariofileno 1). 

2. Las cumarinas amirina y chalepina evaluadas en el presente estudio 

demostraron una actividad inhibidora significativa a 100 µg/ml sobre el 

crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus. En un estudio paralelo 

al presente, García (1995) demostró que la pelitorina, la xantiletina, y la 

chalepensina inhibieron el crecimiento radicular de Amaranthus 

hypochondriacus. La pelitorina demostró una actividad inhibidora del 

crecimiento vegetal también en contra de Echinochloa crusgalli. 

3. La chalepensina y la pelitorina demostraron un efecto citotóxico sobre la 

línea celular HT-29, la pelitorina presentó también un efecto citotóxico 

moderado sobre las lineas celulares A-498 y PACA-2. 

4. La presencia de la amida pelitorina en la planta podría estar asociada con el 

efecto anestésico local que se le atribuye a las raíces de S. perforatus en la 

medicina popular. 

5. La presencia de la pelitorina y la asarinina podría estar correlacionada con el 

efecto insecticida demostrado por las raíces de S. perforatus. 

6. La especie Stauranthus perforatus es una fuer:de potencial de compuestos 

con propiedades insecticidas y reguladoras del crecimiento vegetal. 

79 



Espectro 1. Espectro de IR de la xantiletina 5_ 
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Espectro 2. Espectro de IR de la 3-(1,1-dimetilali1)-xeritiletina 2. 
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Espectro 3. Espectro de masas de la xantiletina 5_ 
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r•  

7.60 7.58 7.56 ppm 

Espectro 5. 5. Espectro de RMN-1 H de la xantiletina 5. 



" 
	

I., 	.,-,.=i.,=z, 	 w--rariirarr 

160 	 140 	 120 	 100 	 80 	 60 	 40 	 20 	 ppm 

Espectro 6. Espectro de RMN-13C de la xantiletina 5. 
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Espectro 7. Espectro de RMN-1H de la 3-(1,1-dimetilaliI)-xantiletina 2. 
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Espectro 8. Espectro de RMN-13C de la 3-(1,1-dimetilaliI)->tantiletina 2. 
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Espectro 10. Espectro de RMN "C-DEPT de la 3-(1,1-dimetitalii)-xantiletina 2. 
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Espectro 12. Espectro de IR de la chalepensina 3. 
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Espectro 13. Espectro de IR del 2t-isopropil-soraleno 6. 
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Espectro 14. Espectro de masas de la chalepensina 3. 
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Espectro 16. Espectro de RMN-11-1 de la chalepensina 3. 
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Espectro 17. Espectro de RMN-13C de la chalepensina 3. 
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Espectro 18. Espectro de RMN-HETCOR de la chalepensina 3. 
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Espectro 19. Espectro de RMN-1H del 2'-isopropil-soraleno 6. 
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Espectro 20. Espectro de RMN-13C del 2'-isopropil-soraleno 6. 



F1 

(PPm) _  

2-) 

— 

7— 

	

1 	1 

	

1 	1 

	

1 	1 
1 

1 

	

1 	1 

	

4 	_ 	— o 

	

-o 
	 --o 

- 

.4.1r,v194,11twf 

1 	 1 	 1 	
1 1 1 1 1 	1 1. . 1 1 1 11 1 f 	 [11 	11-7 3 	7 1 te 111 

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 

F2 (ppm) 

Espectro 21. Espectro de RMN-HETCOR del 2'-isopropil-soraleno 6. 
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Espectro 23. Espectro de IR de la chalepina 11. 
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Espectro 26. Espectro de RMN-1H de la de la amirina 9. 
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Espectro 29. Espectro de RMN- 3C de la chalepina 11. 
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Espectro 32. Espectro de IR de la pelitorina 8. 

16 



o 

Ion Mode : FOB+ 

40 - 

130 - 

120 - 

i10 - 

!00- 

90 - 

80 - 

713 	 57 

60 • 

50-

40 - 

30 - 

20 -

10- 

I, 	1._ L 
1 	14 15 

r 
0 1.0 20 30 40 50  

156 
67 74 

99 	 151 

	

I il . 	1111111111 .111:11111111..lillillifirdlitlillifil.111111111111111111teltiiilli Iiiitibíliefilni1111111ridliti 

	

l 	 10? 	128 	 l 	166 	180 , . 

70 80 90 102 110 120 130 140 150 160 170 180 190  

224 

200 210 220 230 
rryz 

1. 	.11 

60 

41 

29 

27 

Espectro 33. Espectro de masas de la pelitorina 8. 
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Espectro 35. Espectro de RMN-1H de la pelitorina 8. 
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Espectro 36. Espectro de RMN C-DEPT de la pelitorina 8. 
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Espectro 37. Espectro de IR de la asarinina 4. 
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Espectro 38. Espectro de masas de la asarinina 4. 
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Espectro 41. Espectro de RMN-1H de la asarinina 4. 
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Espectro 42. Espectro de masas de la fargesina 10. 
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Espectro 43. Espectro de IR de la fargesina 10. 
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Espectro 44. Espectro de RMN-1H de la fargesina 10. 
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