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RESUMEN

La presente tesis versa sobre la busqueda, deteccién y caracterizacion de
substancias con actividad hipoglucemiante a partir de ciertos vegetales empleados en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diabetes mellitus, con el
propésito de evaluar su potencial farmacolégico, permitiendo ia generacion de nuevo
conocimiento en el area quimico biolégica. Para tal fin, fueron seleccionadas: Plumeria
obtusa, Eysenhardtia polystachya, Eysenhardtia platycarpa, Psacalium radufifolium y
Coix lachryma-jobi; a partir de las cuales, once extractos metanélicos fueron preparados
y evaluados en un modelo experimental in vivo como agentes hipogtucemiantes con
ratas normoglucémicas, utilizando administracion oral. E. platycarpa (hojas), E.
platycarpa (ramas), F. obtusa (partes aéreas) y P. radulfifolium (raices) mostraron
disminucién de |la concentracion de la glucosa en sangre estadisticamente significativa
a un valor de (p<0.05).

De las raices de P. radulfifolium se aislaron y caracterizaron veintisiete
constituyentes: éter metilico de deshidrocacalol, cacalol, neoadenostilona,
decompostina, estigmasterol, B-sitosterol, adenostina A, radulifolina A, 11-epi-
radulifolina A, radulifolina B, cacalona, 6-epi-cacalona, radulifolina C, maturinona,
acetilmaturina, triacontanol, dimaturina, radulifolina D, 11-hidroxicacalélida,11-epi-
hidroxicacaldlida, radulifolina E, 2-cetodecompostina, 3-O-8-D-glucopiranodsido de f-
sitosterol, 3-0-3-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxicacalona, 3-0-8-D-glucopiranosido de
3-8-hidroxi-6-epi-cacalona, f-D-glucopiranosa y sacarosa. De ellos, ias radulifolinas A-E,
3-0-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxicacalona y 3-O-8-D-glucopiranédsido de 3-8-
hidroxi-6-epi-cacalona corresponden a compuestos novedosos, 2-cetodecompostina fue
aislado por primera vez como producto natural.

En cuanto a las evaluaciones de toxicidad (Artemia salina) y antimicrobiana
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y
Candida albicans), cacalol presentdé mayor actividad. ElI éter metilico de
deshidrocacalol, cacalol, la mezcla epimérica de cacalona y 6-epi-cacalona y
decompostina fueron evaluados como agentes hipogiucemiantes sin mostrar actividad
significativa.

La comparacion de los resultados de la evailuacion hipoglucemiante del extracto
metandlico de las raices de Psacalium radulfifolium con los resultados de algunos
compuestos puros evaluados permite sugerir que (a) la bioactividad puede deberse a
un fendomeno de sinergismo, y (b) que la presencia de substancias eremofilanoides
correlaciona con las actividades biclégicas observadas.




SUMMARY

This thesis deals with the search, detection and characterization of substances
with hypoglycaemic activity from selected plants used in Mexican traditional medicine for
the treatment of diabetes mellitus, with the aim to evaluate their pharmacological
potential, allowing the generation of new knowledge in the chemical and biological
areas. Plumeria obtusa, Eysenhardtia polystachya, E. platycarpa, Psacalium
radulifolium and Coix lachryma-jobi were selected for this purpose, and eleven
methanolic extracts were prepared and tested in an experimental model as
hypoglycaemic agents with normoglycaemic rats using oral administration. Four of
these extracts showed statistically significant decrease in the blood glucose
concentration (p<0.05); they were E. platycarpa (leaves), E. platycarpa (branches), F.
obtusa (aerial parts) and P. radulifolium (roots).

From the roots of P. radufifolium, twenty-seven components were isolated and
characterized: Dehydrocacalol methyl ether, cacalol, necadenostylone, decompostin,
stigmasterol, g-sitosterol, adenostine A, radulifolin A, 11-epi-radulifolin A, radulifolin B,
cacalone, 6-epi-cacalone, radulifolin C, maturinone, acetate of maturine, triacontanol,
dimaturine, radulifolin D, 11-hydroxycacalolide, 11-epi-hydroxycacalolide, radulifolin E,
2-ketodecompostin, p-sitosterol-3-O-3-D-glucopyranoside, 3-8-hydroxycacalone-3-O-
D-glucopyranoside, 3-B-hydroxy-6-epi-cacalone-3-0O-3-D-glucopyranoside, B-D-
glucopyranose and saccharose. From these compounds radulifolines A-E, 3-8-
hydroxycacalone-3-O-3-D-glucopyranoside and 3-8-hydroxy-6-epi-cacalone-3-0O-3-D-
glucopyranoside represented new natural products; 2-ketodecompostin was isolated as
natural product by first time.

Regarding the toxicity (Artemia safina) and antimicrobial evaluations
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis
and Candida albicans), cacalol showed major activity. Dehydrocacalol methyi ether,
cacalol, the epimeric mixture cacalone and 6-epi-cacalone, and decompostin were
evaluated as hypoglycaemic agents without showing significant activities.

Comparison of the results of the hypoglycaemic evaluations for the methanolic
extract of P. radulifolium roots and for some pure constituents allows to suggest that (a)
the bioactivity observed may be due to a synergism phenomenon and (b) that the
presence of eremophilanoids correlates with the observed biological activities.
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1. INTRODUCCION

Durante las Ultimas décadas ha existido una revaloracion de los sistemas de
salud publica en el ambito mundial. Historicamente, el aislamiento de los principios
activos a partir de ciertos vegetales empleados para diversos propdsitos en diferentes
culturas, ha permitido el descubrimiento y desarrollo de numerosos productos
farmacéuticos que han sido incorporados al arsenal quimioterapéutico mundial. Por otro
lado, el uso tradicional con fines medicinales de los vegetales persiste practicamente en
todo el mundo, por lo que sigue constituyendo un campo fértil de investigacion
multidisciplinario.

La Organizacion Mundial de la Salud estima que aproximadamente el 80 % de
los mas de 4000 millones de habitantes de la Tierra utiliza en medicinas tradicionales
para sus principales necesidades de salud, y que gran parte de las terapias
tradicionales involucran el uso de extractos de plantas.

En México, el uso de preparaciones a partir de plantas medicinales es
ampliamente aceptado, por lo que es importante desarrollar investigacion sobre el
potencial farmacolégico de estos recursos naturales que por generaciones han sido
empleados de una forma tradicional y empirica obteniendo beneficios para diferentes
padecimientos, sin conocer la composicion quimica de dichas preparaciones asi como
su funcionamiento en el organismo.

Afortunadamente, el desarrollo reciente de diversas tecnicas de aislamiento
quimico y analisis estructural, y la implementacién de nuevos procedimientos eficientes
de evaluacién biolégica que no demandan cantidades considerables de material
vegetal, permiten el planteamiento y desarrollo de proyectos de investigacion viables,
tanto en tiempo como en recursos, en esta area del conocimiento.

Uno de los padecimientos mas difundido en nuestra sociedad mexicana. es la
diabetes mellitus tipo If; misma que por generaciones, ha sido tratada con recursos
vegetales por diferentes grupos étnicos a lo largo del pais.

Es por ello que, dentro de la seleccidn de las especies vegetales que conforman
la presente investigacidn, se incluyen especies altamente apreciadas en el ambito
etnomédico, pero que no habian sido objeto de investigacion, contribuyendo de esta

manera al conocimiento cientifico.



La presente tesis versa sobre la busqueda, deteccion y caracterizacion de
substancias con actividad hipoglucemiante a partir de ciertos vegetales apreciados en la
medicina tradicional mexicana en el tratamiento de la diabetes meliitus, incluyendo
especies relacionadas taxonémicamente, con el propdsito de evaluar su potencial

farmacoidgico.
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2. ANTECEDENTES

“ a diabetes es un mal que causa asombro... Las partes blandas y los
miembros se consumen y salen a través de la orina... Los pacientes
nunca dejan de onnar, y el flujo es incesante como si se abriera un
acueducto... Es corta la vida de estos individuos... Y dada que esta
consuncién corporal es répida, la muerte llega a corto plazo”

Areteo de Cappadocia (s. Il D. C.)."

La Organizacion Mundial de la Salud divide a la diabetes mellitus en tres grupos, el
primero de ellos y denominado diabetes mellitus tipo |, comprende a los pacientes insulino-
dependientes (DMID = Diabetes Mellitus Insulino Dependiente), nifios o adolescentes,
quienes requieren diariamente cierta dosis de insulina para prevenir una cascada catabdlica
finalizando en cetoacidosis diabética, coma o muerte. La diabetes mellitus tipo Il, agrupa a
los pacientes insulino-no dependientes (DMIND = Diabetes Mellitus Insulino No
Dependiente), manifestando una variedad de estados diabéticos que se presenta en edad
tardia; en ellos, las células beta del pancreas secretan insuficiente cantidad de insulina, o
bien, no es aprovechada adecuadamente por el organismo, requiriendo el uso de agentes
hipoglucemiantes orales, los cuales pueden ser efectivos en el control de los niveles de
glucosa en sangre, pero no eliminan todas las complicaciones de la diabetes. Por ultimo, la
diabetes mellitus relacionada a la malnutricion (DMRMN = Diabetes Mellitus Relacionada a la
Mal Nutricién), la cual, considera a jovenes diabéticos de paises tropicales en desarrollo con
una historia nutricional deficiente, estado diabético en el que los sintomas difieren de los dos

tipos de diabetes meliitus anteriores.>>




En la Republica Mexicana, la diabetes mellitus y sus complicaciones ocupan los
primeros lugares como causa de muerte (ver cuadros 1y 2).*® Por su caracter hereditario y
por ser una enfermedad que suele aparecer en muchas familias, afecta directa e

indirectamente a gran cantidad de mexicanos.

Cuadro 1. Mortalidad por causas agrupadas segun magnitud entre 1995-1997, poblacion
derechohabiente usuaria en el IMSS.

ORDEN CAUSAS DE MUERTE 1995° 1996" 1997¢
1 Diabetes Mellitus 13,988 14,271 15,111
2 Tumores Malignos 12,536 13,256 13,538

Traguea, Bronquios y Pulmén - 1,544 . 1,689 , 1,771

Cuello del Utero 1,114 1,208 1,159

Mama de la Mujer 921 950 944

Estomago 843 913 867
3 Enfermedades del Corazdn 9,193 9,588 10,283
4 Enfermedades

Cerebrovasculares 5,722 6,051 6,061
5 Afecciones Originadas en el

Periodo Perinatal 5,510 5,174 5,193
6 Cirrosis Hepatica 4793 4971 5,161
7 Enfermedades Pulmonares

Obstructivas Crénicas 3,793 4,196 4 444
8 Anomalias Congénitas 2,970 2,998 3,134
9 Nefritis, Sindrome Nefritico y

Nefrosis 2,043 2,042 2,068
10 Accidentes y Violencias 1,971 2,262 2,308

Las demas causas 16,509 16,665 16,684

Total 79,028 81,473 83,985

® Tasa por 100,000 derechohabientes usuarios (23'981 ,372); ® Tasa por 100,000 derechohabientes usuarios
(23'879,472); ° Tasa por 100,000 derechohabientes usuarios (25'812,950).

En el afio 2000, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) presentd un tota!l de
detecciones de diabetes mellitus entre los derechohabientes de 2'290,092 y durante el
periodo de enero a julio del 2001 de 1'453,640:7 cifras representativas de la magnitud de
incidencia de este padecimiento en nuestro pais. La diabetes es la causa principal de los
nuevos casos de ceguera, y quien sufre esta endocrinopatia tiene una posibilidad 25 veces
mayor de quedar ciego, que los no diabéticos. Hay una probabilidad 17 veces mayor de que
un diabético sufra una nefropatia y 5 veces mayor de que sufra gangrena; también muestran

doble probabilidad de sufrir cardiopatia y accidente vascular cerebral ®



Cuadro 2. Defunciones generales segun principales causas de muerte 1994-93.

CAUSA 1994 1995 1996 1997 1998
Enfermedades del
Corazon 60,773 63,609 65,603 68,040 68,677
Tumores Malignos 46,423 48,222 49,916 51,254 52,670
Accidentes 37,234 35,567 35,073 35876 35517
Diabetes Mellitus 30,324 33,316 34,865 36,027 41,832
Enfermedades

Cerebrovascular 22,666 23,400 24 344 24,689 25,050
Ciertas Afecciones
Originadas en el
Periodo Perinatal 20,584 20,503 19,703 19,821 19,879
Cirrosis y Otras
Enfermedades
Cronicas del Higado 20,799 21,245 21,753 22865 27211
Neumonia e Influenza 19,194 19,717 20,576 19,867 15,026
Homicidios y Lesiones

Infligidas
Intencionalmente por
otra Persona 15,840 15,616 14,508 13,558 DNPT
Deficiencias de la
Nutricion 9,585 10,162 10,269 10,257 10,492

Nefritis, Sindrome

Nefrotico y Nefrosis 9,590 10,062 10,286 10,229 7,944
Anomalias Congénitas 9,249 9,677 9,478 9592 10,120
Bronquitis Cronica y la

No Especificada,
Enfisema y Asma 8274 8,519 8,712 8,550 5,005
Otras Enfermedades
Pulmonares
Qbstructivas Cronicas 6,853 7,735 8,432 a.115 6,225
Tuberculosis Pulmonar 4,099 4,023 3,976 3,666 3,575
Anemias 4,220 4,372 4,221 3,921 3,890
Sindrome de
Inmunodeficiencia
_ Adquirida 3,515 4,029 4,369 4,200 4,100
Ulceras Gastrica y
Duodenal 3,117 3,354 3,279 3,338 DNPT
Sindrome de
Dependencia del
Alcohol 2,609 2,452 DNPT DNPT AECH
Seplicemia 2,813 2,855 DNPT DNPT 3,183
Las demas Causas 71,231 72,258 62,278 62,489 66,668
Total 419,074 430,278 436,321 440,437 444,665

Fuente: INEGI. "Estadisticas de Mortalidad”. DNPT=0Dato no proporcionado en tabla;
AECH=Agrupado con enfermedades crinicas del higado.




La diabetes mellitus todavia no tiene cura, pero se han hecho importantes progresos
en su tratamiento a partir de la aparicion de los agentes orales hipoglucemiantes
(sulfonilureas y biguanidas)® y la insulina humana sintética; esta dltima empleada en dosis
bajas, ha simplificado y mejorado el tratamiento de la cetoacidosis del diabético. La
fotocoagulacion y la cirugia especializada han sido eficaces para conservar la vision en
muchas personas con retinopatia diabética; asi como la vitrectomia en algunos pacientes con
hemorragia franca del humor vitreo. Sin embargo, quedan muchos puntos por resolver. ¢ Es
realmente provechoso el control de la glucosa sanguinea?. Los experimentos in vivo,
sugieren que el control de la hiperglucemia evita e incluso permite una reversion de la
microangiopatia diabética; si bien a veces es dificil en humanos lograr una manera uniforme
y constante de los niveles cercanos a la normoglucemia, éon el usb del tratamiento de

dietoterapia se busca lograrlo.”
2.1. Control de |a diabetes.

La definicion de "control de diabetes” varia notablemente segun los especialistas en
este trastorno metabadlico. De hecho, la definicion de diabetes o los criterios admitidos como
de anormalidad para una curva de glucemia, han sido objeto de discusion.'® Los defensores
del "buen control" creen que el objetivo de un tratamiento adecuado para la diabetes debe
incluir un esfuerzo muy intenso para obtener glucemias en ayunas y pos-prandiales, en suero
o en plasma, lo mas cercano posible de las correspondientes a individuos no diabéticos. Esta
aproximaciéon puede ser conceptualmente adecuada, pero en la practica es dificil de
implementarse.

Oakley y colaboradores,’! han definido un buen control de la diabetes como glucemias
pre-prandiales menores de 100 mg por 100 ml, sin hipoglucemia posterior. Marble,’?
considera que el control del diabético insulino-dependiente es bueno si la mayor parte de
valores de las glucemias pre-prandiales no exceden de 130 mg por 100 ml, la eliminacion
urinaria de glucosa en 24 h no es mayor del 5 % del ingreso de carbohidratos y ademas, no
hay cetonuria.

Los agentes hipoglucemiantes utilizados en el control y tratamiento de la diabetes,

como las sulfonilureas y biguanidas, con frecuencia no permiten controlar adecuadamente la



glucemia de los pacientes.” Estos productos son de origen sintético y la admi_nistracién
crénica de estos farmacos, puede ocasionar severas afecciones secundarias, relacionadas
principalmente con el sistema cardiovascular. '

La Organizacion de las Naciones Unidas, por medio de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), ha exhortado a los paises en desarrollo a utilizar alternativamente los recursos
herbolarios conocidos en las practicas médicas populares para la resolucion de los
padecimientos de salud pL':inca.15 En este sentido, es bien conocido que algunos paises
como China e India, han desarrollado e integrado la medicina moderna con la medicina
tradicional local con importantes logros, tanto desde el punto de vista clinico como
econémico.®

La disponibilidad y el empleo de medicamentos apropiados es uno de los elementos
indispensables para el éxito de la atencion primaria de la salud. Las plantas siempre han sido
una fuente comun de remedios, tanto en la forma de preparaciones tradicionales como de
principios activos puros.

La Organizacién Mundial de la Salud, estima que quiza el 80 % de los mas de 4 000
millones de habitantes de la Tierra, confian en medicinas tradicionales para cubrir sus
principales necesidades de salud, y que gran parte de las terapias tradicionales entrafan el
uso de extractos de plantas o de sus principios activos.'’

Esta practica se ha adoptado para el caso de la diabetes mellitus entre muchos otros
padecimientos; la variedad de especies vegetales empleadas para el tratamiento de los
sintomas de la diabetes mellitus alrededor del mundc es vasta. Para 1981, existian
registradas aproximadamente 1,123 especies de plantas utilizadas etnofarmacologicamente
o experimentalmente para atenuar este trastorno metabdlico. Estas plantas se encuentran
representadas por 725 géneros en 183 familias,'® de las cuales las mas citadas se presentan
en latabla 1.

Tabla 1. Familias de plantas mas frecuentemente citadas empleadas para
el tratamiento de los sintomas de la diabetes mellitus.

Familia Especies citadas Total de especies”
Fabaceae (Leguminosae) 127 18,000
Asteraceae (Compositae) 98 21,300
l.abiatae (Lamiaceae) 36 3,500
Liliaceae 35 6,460
Poaceae 30 10,000
Euphorbiaceae 30 7,000

* De acuerdo con Thorne.



Las investigaciones de las especies vegetales utilizadas como agentes antidiabéticos
en la medicina tradicional de varios paises, han permitido el aislamiento y Ia caractérizacién
estructural de algunos principics con actividad hipoglucemiante demostrada; entre ellos los
alcaloides catarantina (1), leurosina (2) y vindolina (3) aislados de Catharantus roseus G.
Don;® tecomanina (4) y tecostatina (5) de Tecoma stans (L.) H. B. K;*! ias hipoglicinas A y B
(6 y 7) de Blighia sapida Koenig;? 3-p-O-8-D-glucopirandsido de B-sitosterol (8) de especies
de Centaurea:® difenilamina (9), disulfuro de alilpropilo (10) y alicina (11) de Allium cepa

L.;%* % acido torméntico (12) de Poterium ancistroides Desf., %

y una gran cantidad de
glicanos obtenidos de diferentes especies, principalmente de Momordica charantia Linn,¥
Morus alba L® y Panax ginseng C. A, nger_; algunas de estas especies vegetales como
Allium cepa L., Panax ginseng C. A. Meyer y Centaurea aéperé L. son comercializadas como

medicamentos naturistas.®
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2.2. Seleccion de plantas apreciadas como agentes antidiabéticos.

E! punto de partida para la realizacion del presente proyecto de investigacion fue la
realizacion de una revision bibliografica que proporcionara la informacion pertinente de las
plantas empleadas en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diabetes
mellitus, identificando las contribuciones cientificas que se han realizado desde la
perspectiva etnomédica, etnobotanica, fitoquimica y farmacoldgica. En la tabla 2, se
presentan los nombres comunes y cientificos de los vegetales empleados, la familia a la cual
pertenecen y la region donde se emplean de acuerdo a la recopilacion de la informacién

disponible.
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Tabla 2. Informacién obtenida de la revision bibliografica de los vegetales apreciados como agentes antidiabéticos en la

medicina tradicional mexicana.

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Acalypha afopecuroides Jacq. EUPHORBIACEAE Yuc. xmisbil, mehenmis, cela de gato 30
Acourtia thurberi (Gray) Reveal & King RANUNCULACEAE Gto., Hgo., calzadilla, cola de zorra 31,32
(Sin. Perezia thurberi Gray) Mich., Méx.,
V. de Méx. .
Acrocormia mexicana Karw. PALMAE Gro., Oax., biga-raagl, coyol, coyol baboso, coyol redondo, cocoyol,  32-37
Sin., SLP., coyul, cocoyul, colconab, coquitc baboso, cum, guacoyul,
Tab., Ver., guacoyol, map, mocot, pi-lu, ticachitl, tuk
Yuc. :
Agave ixti Karw. Ex Salm-Dyck AMARILIDACEA Yuc. bab-ki, cafia silvestre, ch'elemki, kitam-ki, pita-ki, xix-ki 33, 38-40
Allium cepa L. LILIACEAE Mor. cebolla 41,42
Alurn sativum Linn LILIACEAE Jal., Méx., ajo, ajus, axixi, axux, axoxi, axux, aasol 18, 33, 34, 41,
Mor., Oax., 43-44,
Pue., Son.
Aloe vera (L.) Burm. F. HEMERCCALLIDACEAE Mor. sabila 41, 42
Anacardium occidentale L. ANACARDIACEAE Chis., Oax., marafion 18, 31, 33, 34,
Tab., Yuc. 43
Arisaema consanguineum Schott ARACEAE Mor. cola de caballo 41
Argemone ochrieuca Sweet PAPAVERACEAE Moar. cardo, chicalote, ttamexcaltzin 41
Arnica austriaca Hoppe ex Schur ASTERACEAE Mor. arnica 41
Arfemisfa ludoviciana Nutt. ASTERACEAE Mor., ajenjo del pals, altamiza, azumate, estafiate, iztauhyatl, 33, 41, 45
V. de Méx. :
Astianthus viminalis (H. B. K.} Baill. BIGNONIACEAE Gro., Mor., aguejote, ahuejote, axéchit, amlé, asichil, axsdchil, azuchil, 33 34, 41
QCax. flor de agua, lamlé, palo de agua, tronadora,
| .
Bauhinia divaricata L. FABACEAE Chis., Hgo., calzoncillo, chulut, may vaca, papaloctahuitl, pata de cabra, 30, 33, 34, 44,
SLP., Tab,, pata de res, pata de vaca, pie de venado, pezufia de vaca, 46, 47
Ver., Yuc. quivi-shasacaca, shipila, tatilbichim, totzitz4, tsulotok, ts'omel-
tol, tzulut'tzulut, u-ts'omel-tok, yolis-papaloxfhuit
Bernoullia lammea Oliv. BOMBACACEA Chis., Oax., amapola, cuesa, cosanté, palo de tortilla, palo de cuesa, palo 33, 38-40
Ver., Yuc. de perdiz, marquesote, vacut
Bidens leucantha (L ) Willd. ASTERACEAE V. de Méx. aceitilla, romerillo blando de cuba, rosilla, saetilla, 37, 43
Bidens pilosa L. ASTERACEAE Chis., Mor,, acahual blanco, acahualé blanco, aceitilla, aceitillo, acocotli, 32, 33, 35, 37,
SLP., Ver,, chichik-kul, k'an-mul, matsab-kitam, mozote blanco, mulito, 41, 43, 48
V. de Méx,, quelem, rosilla, saetilla, té de veracruz, zeta

Yuc,
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Continuacion de la Tabla 2.

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Bignonia unguis-cati L. BIGNONIACEAE Sin., Tamps., bejuco, cathi, cuajilote, ekkixil, mano de cachora, san pedro 32, 38-40
Yue. de guia, xkanol-ak
Bixa orellana L. BIXACEA Chis., Mich., acanguarica, aua'u, achi-ol, achiote, achiotillo, achut, achiotl, 32, 38-40, 42
Meor., Oax., achote, bia, bosh, cuypuc, chancuarica, joosh, Kiui, k'uxub,
Ver., Yuc. pamuca, uchuvia uruca
Brickefiia cavanillesii (Cass.) Gray ASTERACEAE Mor. prodigiosa 41
Bromelia karatas L. BROMELIACEAE Chis., Gro., aguama, aguama cazuela, aguara, bichicol, béthuch, cardo, 32, 34-36, 38-
Jal,, Mich., ch'am, ch'om, chuqui, gudmara, guapilla, jocuiste, jocuitle, 40
Nay., Qax., jocoitze, jucuizth, pifiuela, socoiztle, tasuchi, timbiriches,
Sin., SLP., timbirichi, tzicuitz
Yuc.
Brosimum Alicastrum Sw. MORACEAE Chis., Col., a-agl, ajash, apomo, ash, ax, capomo, haini, hairi-te, huje, 32, 33, 38-40
Dgo., Jal., huji, jauri, juan diego, juksapuo, jushapu, lan-feta, mojcuji,
Mich., Nay., mojo, mojo rechinador, mojote, moju, muju, nazareno, ojite,
Q. Roo, SLP., ojoche, cox, oxu, osh, oshté, cjosh, oxitle, oxotzin, ramaén,
Ver., Yuc. ramén blanco, ramén colorado, ramén de mico, ramén de
hoja ancha, ramén naranjille, samaritan, samarita,
samaritano, tiatlacotic, tunum-taén
Buddleia americana L. LOGANIACEAE Chis., Méx., axtlacapali, cayolinén, cayoclizan, cayoluian cayolozén, hierba  32-34, 44
Qax., SLP. de la mosca, jacté, layolizan, salvia real, teposa, tepoza,
tepozan, tzelepat, zayolizian zayolizan
Buddleia cordata H. B, K. LOGANIACEAE Gto., Cax. tepozan, tepozén blanco 33, 35, 38
Cacafia decompasita Gray ASTERACEAE Chih., hongo de los pinos, matarique, maturi, maturi 32, 33, 35, 43,
Psacalium decompisitum (Gray) Rob. & V. de Méx. 48, 49
Brett (Sin Cdentotrichum decompositum
(Gray) Rydb )
Calamintha macrostema Benth. LABIATAE V. de Méx. tabaquillo 35-37
Calea zacatechichi Schelecht ASTERACEAE Jal., Mor., ahuapatli, oaxaquefla, prodigiosa, sacachcichic, simonillo, 32, 33, 44, 46
Oax., tzikin, xikin, zacachichi, zacate amargo, zacate de perro
V. de Méx,
Yuc.
Capraria biflora L SCROPHULARIACEAE Chis., Oax., chakuil-xiu, chococuil-xiu, claudiosa, lengua de gallina, 32-37
Ver., Yuc. malvavisco, pasmoxiu, peludilla, savadilia, tasajo
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NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Carica papaya L. CARICACEA Chis., Mor., ch'ich’put, chich-put, dungue, papaya de pajaro, papayito 32, 33, 38-40,
Nay., Qax., cimarrén, papaya de monté, papayo, put, tutun-chichi, tzipi
Ver., Yuc,
Cassia occidentalis L. FABACEAE BC., Gro., bricho, ecapatli, ejotillo, frijolillo, habilla, habilla prieta, 32, 33, 38-40
Mich., Oax., hediondilla, huashihua, mezquitillo, palc  zorrillo,
Pue., SLP, shacalxilhuashtle, tlacoaca-patli, wvainillo, viche prieto,
Son., Ver. xacalxihuaxtli
Castela tortuosa Liebm SIMAROUBACEAE Mor, chaparro amargo 41
Cecropia obtusifolia Berthold MORACEAE Mich., Mor., chancarro, guarina, guarumo, guarumbo, hormiguillo, koochié, 30, 32-42, 44
Qax., Sin., kooche, jarilla, juaquequistli, palo de violin, picén,
SLP., Ver,, quiquiscuahuitl,  sarumo,  shushanguji, taga-gacho,
Yuc. tequescuahuitl, trompeta, trompetilla, zutle, xk'oochlé, yaba,
yaua, yabico :
Cinchona colisaya Wedd. RUBIACEAE Mor. quina blanca 41
Cirsium mexicanum DC. ASTERACEAE Mich., Oax., cardo, cardo blanco, cardo bronco, cardo santo comarrén, 32, 33, 45
Yuc. cardo santo, carlo santo, chacdmecua, cherémecua, espine
de sol, guia-dana, guie-tana, guie-tope, omil, quijetope
Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) Johnst. EUPHORBIACEAE Chis., Yuc. chay, chaya pica, laec, malamujer, picar, tza, tzah, ts'ink- 33, 38-40
chay, tzintzin, tziminchay, x-tsah
Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh, EUPHORBIAGEAE Mor. chaya mansa, chaya de castilla 33, 38-41, 50
Cochlospermum  vitifolium Willd. ex  BIXACEAE Mor. panicua 41
Sprengel
Coix lachryma-jobi L. POACEAE Coah., Oax, acayacotl, acayocoyotl, ishlacashtajat, lagrimas de san pedro,  32-34, 42, 44,
Ver., Yuc, lagrimas de job, suuk-paen 46
Conzattia multifiora (Robinson) Standley ~ FABACEAE Mor. guayacan, guayacan amarillo, guayacéan rojo 41
Coriamdrum sativum L. UMBELLIFERAE Qax. cilandro, cilantro, nocuana-guéza-toti-castilla 33, 3840
Coutarea latiflora Moc. et Sess. RUBIACEAE Chis., Mich., campanillo, cascara sagrada, copalche, copaichi, copaiqulm, 32, 33, 35, 37-
Mor., Oax., corteza de jojutla, falsa quina, garafiona, jutetitlo, pale 40, 41, 43, 51,
Sin., Son. amargo, guina, quina amarilla, san juan 52
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"NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Crataegus mexicana Moc. et Sess. ROSACEAE Méx., Mich., belohui, caiasa, carasu, el-pa-te-shima-lo, manzanilla, 32-34
Oax. manzanita, pedyi, pe-lohuij, tejocote, texécoti, yaga-be-lohui
Crataegus pubescens {H.B.K.) Steud. ROSACEAE Mor., chislé¢, manzanilla, manzanillo, tejocote 33, 34, 41, 46
V. de Méx.
Crotofaria incana L. FABACEAE Sin., SLP., cascabelillo, chipil, chipila, opyani, sak-pet, sonaja, tenégara, 32, 33, 38-40
Son., Yuc. tronador, zak-pet
Croton fragilis H. B. K EUPHORBIACEAE Yuc. huilocuahuitl, tanché 33, 35, 38-40,
51
Croton niveus Jacq. EUPHORBIACEAE Chis., Col., cascarilla, copalche, copalchi blance, chul chul-che', palo 33, 35, 43, 44
Tamps., Ver,, almizcle, quina, quina blanca
Yue.
Croton rzedowskii M. Johnston EUPHORBIACEAE Mor. cascara sagrada roja, quina roja 41
Cucurbita ficifolia Bouche CUCURBITACEAE Jal., Méx., cilacayote, chilacoyote, cidra caycte, cyutsii, kyutsi'i, gueeto- 33, 34, 44, 53
Mich., Mor., xiu, gueeto-xembe, guito-xembe, guitu.xembe, ka'y, ka'ya'
Qax., Pue., macua, mail, mon-a-ua, ndémi'i, ticati, ticatsa, ticatz, ticotz,
Ver. tikatsu, t'scatsu, txalacayoj, tziquilayoitli
Cynanchum schiechtendali (Decne.)  ASCLEPIADACEAE Yuc. xtum-ak’ 30
Standl. & Steyerm
Cynara scolymus Linn. ASTERACEAE Mor., Oax. alcachofa, alcachofera, guechi-balao, guechi-bi-tipi, quechi- 32, 33, 41, 45
pa-lao, quechipi-tipi
Cynodon dactylon (L.) Pers. POACEAE Chih., Oax., acacahuiztli, bermuda de la costa, gallitos gerama, guixi- 32-34, 44
Yuc. biguifti, guixi-guitoo, quixi-piguifie, grama, grama de bermuda,
grama de la costa, kan-suuk, pasto de bermuda, pata de
gallo, pata de perniz, zacate bermuda, zacate conejo, zarzuve
Cytocarpa procera Kunth ANACARDIACEAE Mor. coco, chupandilla 41
Dorstenia contrajerva Linn. MORAGEAE Camp., Chis., barbudilla, barbudillo, contrahierba, contrayerba, 32, 33, 45
Oax., Ver., contrahierba, cresta de gallo, hierba del sapo, ichacchichilikit-
Yuc. puyu, kabal-hau, kambajan, mho-hi-ki-lu, xtonkanbui
Engeron pusiius Nutt. ASTERACEAE Yuc. ahuapatli, ts'itsil-xiv, tsitzilxiu, tzilzilxiu 32, 33, 35, 36,
38-40, 54
Eriobotrya japonica (Thunb.) Lind, ROSACEAE Hgo., Mor., nispero 33, 38-40, 41,
SLP. 42
Erythnina coralloides DC FABACEAE Mor. colorin, xumpantle, zompanche 41
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NOMBRE CIENTIFICO “FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Eucalypthus citriodora MVRTAGEAE V. de Méx. eucalipto 35, 55
Eucalypthus globulus Labill, MYRTACEAE Hgo. alcanfor, eucalipto, eucalipto gigante, ocalo 32-34, 37, 43,
' 46
Eupatorium odoratum L. ASTERACEAE Yuc. tok’aban 30
(Sin Chronolaena odorata R. M. King &
H. Rob.) ,
Exostema canbaeum {Jacq) Roemer & * RUBIAGEAE Mor. cascara sagrada roja, copalche, copalchi de jojutla, quina roja 41
Schulles .
Eysenhardtia adenostylis Baill. FABACEAE Chis. ocoicul, taray 33
Eysenhardtia amorphoides H. B. K. " FABACEAE Dgo., NL., Sin. palo dulce 32, 56
i
Eysenhardlia platycarpa Pennell & Saff. FABACEAE Gro. palo dulce 57
Eysenhardtia polystachya Ort. FABACEAE Dgo., Hgo., cuate, coatillo, coatl, coatli, cohuatli, cuatle, lanaé, pale dulce, 32, 33, 37-40
I Jal., Mich., palo cuate, rosilla, taray, tlapahuaxpatli, ursa, urza, vara
NL., Oax., dulce, varaduz
! Pue., Sin.
Eysenhardtia punctata Penn. FABACEAE Agces. palo dulce 33
Eysenhardtia texana Scheele. FABACEAE Tamps. palo dulce 33
Guaiacum arborsum ZINGIBERACEAE Mor. techichilt 41
Guaiacum coufteri Gray ZINGIBERACEAE Jal., Méx., arbol  santo, chumchintoc, guayacan, huaxaxan, 32-34, 44, 53
Mich., Oax. , matlacuahuit!, nuitscuji, palo santo, yaga-gupi, yaga-naa,
Pue., Ver. yaga-na, yutnu-tandaa
Guazuma uimifolia Lam. ESTERCULIACEA Chis., Gro., acashti, ajiya, aquich, ajya, aquiche, caolote, cuahulote, 33, 38-40, 58
Mich., Oax., cuaulote, kabal-pixoy, majagua de toro, nocuana-yana, pixoy,
Sin., SLP., palote negro, parandesicua, tablote, tzuny, tzuyui, uiguie,
Son., Ver. uacima
Gyrocarpus ametinanus Jacq. HERNANDIACEA Chis., Mor., babd, cedro blanco, cuitlacictli, hediondillo, jutamo, kiis, K'iis- 33, 38-40
Nay., Cax,, te, k'f'ix, kit's, palo hediondo, palo santo, palo de zopilote, palo
Pue., Sin., de zorrillo, palomitas, papayo cimarrén, quittacotli, san felipe,
Yuc. tincut, tortugo, volador
Hamelia erecta Jacq. RUBIACEAE Chis., Cax., cacahuapaxtle, cacahuapastle, cacanapazue, cacapuate, canela 33 38-40
Pue., Sin., montés, canutillo, coralillo, cuasipinsé, chacloco, chac-loc, chochoa,
SLP.. Ver. hierba del toro, kanan, madura platano, maravilla, mastanchuluc,
Yuc ! ' pafiete, sangre de toro, suspinché, susupinché, tochimitifio, tzucloc,

vara prieta, xkand, x-kK'anan, xkanan, zipate
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NOMBRE CIENYIFICO FAMILIA REGICN NOMBRE COMUN REFERENCIA
Hamelia patens Jacq. RUBIACEAE Nay., Sin. coralillo, hierba coral, madura zapote, trompetilla, valletilla 33,45
Hibiscus rosa-sinensis L. MALVACEAE Chis., Oax. bis, pallarde, gallardete, lamparilla, obelisco, rosa china, 32, 33, 38-40
tulipan -
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. CRASULACEA Hgo. baiborin, baburio, hoja fresca, tronador 33, 35, 38-40,
58
Lepechinia caulescens (Ort.) Epi. LABIATAE Jal., Pue. beténica, salvia 34, 44,53
Loeselia mexicana (Lam.) Brand. POLEMONIACEAE Dgo., Hgo., cuachile, chuparrosa, espinosilla, guachichil, guachichile, 32, 33, 37-40
Méx., Qro. hierba de san antonio, hierba de la virgen, huachichile,
huicicillo, huitzitzilin, hoitzitzilin, huitzitziltzin, mirto
Malmea depressa (Baill.} R. E. Fr. ANNONACEAE Yuc. elemuy 30
{Sin. Guatteria leiophylla (F. D. Sm.}
Saff. Ex Standl.)
Malus communis L. ROSACEAE V. de Méx. manzano 32, 35, 38-40,
59
Marrubium vulgare L. LABIATAE Mich., Mor. manrubio, manrubio blanco, marrubio, uitzacua, uitsicua 32-34, 41, 44,
46
Momordica charantia Linn. CUCURBITACEAE Yuc. bélsamo, catajera, cundeamor, yakunahax 18, 32-34, 42-
44, 47
Nasturtium officinale R. Br, CRUCIFERAE Chih., Hgo. berro, berro redondo, berro blanco, canidejé, cresén 32, 33, 45
huanéburi
Olea suropaea Linn OLEACEAE Qax. guie'yaasé, pi-ache-castilla-nititie-zaa-niza, oliva, olivo, yaga- 33, 43
bi-che, yagapi-ache
Operculina ornithopoda (Rob.) House CONVOLVULAGEA Sin., Ver. guircte de michoacan, ishtampusni, makan, ombligo de 33, 38-40
criatura
Opuntia atropes Rose CACTACEA Mor. nopal 41
Opuntia ficus-indica (L } Mill, CACTACEA V. de Méx,, grana de nopal, nopal de castilla, nopal sin espinas, nopalli, 33, 35, 41
Mor. tenochtli, tuna de castilla
Opuntia sp CACTACEA Chih., Hgo., a'xitl, biaa-gueta, guichi-chog, ird, la-po-nécaivaléd, nacd, 33, 35, 41, 60,
Mich., Cax., nacarité, ndi-tu, nopalparé, shodo 61
Pue., Son.
Opuntia refutina A. Weber CACTACEA Mor. nopalilto silvestre 41
Opunha streptacantha Lemaire CACTACEA Mor. nopal xoconestle 41, 42
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Continuacién de la Tabla 2.

NOMBRE CIENTIFICO , FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Opuntia tomentosa Salm-Dyck I "CACTACEA Mor. nopal cimarrén 41
Opuntia vuigaris Mill. " CACTACEA V. de Méx. nopal 35
Pachira aquatica Aubl. | BOMBACACEA Chis., Mich., acamayote, apompo, cabellos de angel, clavellina blanca, 33, 38-40
Qax., Tab., guacta, kuyché, litsokni, mat-toz-man, mo-li-tan, palc de agua,
Ver., Yuc. pitdn, tura, ture, zapote bobo, xcui-ché, zapote de agua,
zapote reventado, zapote rebentén, zapotén
Pachycereus grandis Rose | CACTACEAE Mor. organo 41
Parmentiera edulis DC + BIGNONIACEAE Camp., Chis,, auue-quec, cuajilote, cuachilote cuajxilutl, cuaxilofl, cuaxiloe, 30, 33, 35-40
(Sin. P, aculeata (Kunth} Seem) . Gro., Hgo,, cuaxilot, chachi, chote, chotecuahuite, guajilote, gueto-xiga,
' Mor., Qax., kat, pepino de arbol, pepino cat, pushni, puxn’, turi, tyacua-
SLP., Tamps,, najny, zutzu, tzote
Ver., Yuc.
Parthenocissus quinquefolia L. VITACEAE SLP. guaco, guau 33, 38-40
Pavonia schiedeana Steud | MALVACEAE Son. cadillo 34, 46
Pedifanthus  tithymaloides L. ssp.  EUPHORBIACEAE Méx., Pue., acan-tele, acan-tzacan, comalpatli, chapulxéchitl, pinipiniche, 32, 33, 38-40
Tithymaloides Dressi. SLP., Tamps. tenapalitl, tzéjel-tutubcandelilla
Persea americana Mill. ~ LAURACEA Mor., Yuc. aguacate, aguacate crioyo, palo de aguacate, on 30, 41
FPhaseolus coccineus L. FABACEAE Chih., Chis., ayacote, ayacotli, ayecote; ayocote, bénju ponju, bétil, cimatl, 33, 43
Hgo., Jal., frijol ayocote, frijol bétil, limé-guibane, patoles, recomari,
Oax., SLP. yeguas
Physalis ixocarpa Brot. SOLANACEAE Jal., Sin. miltomate, taxiu-hixi, tomate, tomate verde, tomatillo, tulumisi 33, 35, 36, 38-
‘ 40
Physalis phyladeiphyca Brot. SOLANACEAE V. de Méx. tomate verde 34,46
Pistia stratiotes L. ARACELACEA Chis., iban.ha, ibam-ha, lechuga de agua, lechuguilla, verdolaga de 33, 35 36, 38-
V. de Méx., agua 40
Yue.
Pithecellobium duice {Roxb.) Benth FABACEAE Mor. coacamichalli, guamduchil, huamdchil &spero, sac-chunkima 41
Plantago australis Lam. Subsp. nirtella  PLANTAGINACEAE Mor. Itantén 41
(Kunth) Rahn ‘ .
Piantago major L. PLANTAGINACEAE Mich. lante, lantén, illantén, uitsuacua sipiati 32, 33, 3840
Plantago psyflium L. PLANTAGINACEAE V. de Méx. lantén 42 60
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Continuacion de la Tabla 2.

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Plumbago scandens L. PLUMBAGINACEAE Gro., Gto., canutillo, chab-ak, chapak, dentelaria, embeles, hierba del 32, 33, 38-40

Méx,, Mich., alacran, hierba del negro, hierba del pescado, jazmin azul,

Mor., Qax., juricua, lagafia de perro, pafiete, pafietin, pegajoso, pitillo,

Qro., Sin., tlepatli, tletalti, turicua

SLP., Tamps.

Zac,
Plumeria obtusa L. APOCYNACEAE Camp., Ver,, campechana, flor de mayo 32

Yuc.
Plumeria rubra L. var. acutifolia Bailey APOCYNACEAE Chis., Dgo., cacajoyd, cacaloslchil rojo, cacaloxéchitl, campechana, 33, 43

Mich., Oax., champaka chiquinjoyd, cunda, chak-nikté, flor de mayo, gui-

SLP., Yuc. an, guia-bigoce, guia-bixi-guil, guia-chachas, jacalos(chil

blanco, jacalosichil rojo, lengua de toro, litie, nikté, saugran,
suchitl, uculhuitz

Pouteria hypoglauca (St.} Baehn SAPOTACEAE SLP., Ver,, choh, palo de calentura, thocobte, tzocochuite, tzocohuixtli, 33, 38-40
(8in. Lucuma hypoglauca Stand) Yuce. zocohuite
Prneumum boldus Molina MINIMIACEAE Mor. boldo, boldus, hoja de purumus 41
Psacalium decompisitum (Gray) Rob. & ASTERACEAE Chih., hongo de los pinos, matarique, maturi, maturl 32, 33, 35, 43,
Brett. V. de Méx, 48, 49
(Sin. Cacafia decomposita Gray,
Odontotrichum decompositum (Gray)
Rydb.)
Psacalfium palmeri ASTERACEAE V. de Méx. matarique 3
Psacalium peltatum (H. B. K) Cass ASTERACEAE V. de Méx. matarique 18, 31, 44, 46,
{8in. Cacalia peitata H.B.K.; 49, 63
Senacio peltiferus Hemsl.)
Psacalium sinuatum (Cerv.) H. Robins.  ASTERACEAE V. de Méx. matarique 31, 46, 49
& Brett
{Sin. Cdontotrichum sinuatum (Cerv.)
Rydb.; Senecio albo-tutescens Sch.-
Bip.)
Pseudobombax ellitucum (Kunth)  BOMBACACEA Chis., Hgo., amapola, bailador, bailarina, bote, cabellos de angel, carolina,  38-40
Duganol Gro., Gto,, clavellina, clavellina roja, coquito, coquito blanco,
(Sin: Bombax ellipticum) Méx., Oax., chack'k'uyché&, chicochuchi, chospd, chucté, disciplina,

SLP., Ver., fuibinG, gi-gui, huachilol itztamatl, jiquique, lele, li-né, mdcoc,

Yuc. mocoque, ococ, pochote, shiuishi, shushgogoc, tambor,

titique, tindusa, titilamatt, xiloxochitl, xihuiexan, yaco de costa
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Continuacion de la Tabla 2.

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Psidium guajava L. MORACEAE Mor. guayaba, guayabo, huajocolot], xaxocolotl, xaxocot] 41
Psittasanthus cafyculatus (DC.) Don. LORANTHACEAE Chis., Jal., bado-cha, bati-cha, becigui, bezi-guii, cabellera, cuautzictli, 32, 33, 37-40
Mor., Cax., cuatzictli, chak-xkiu, chak-k'euel, chak-xiu, chujquén,
Sin., Tamps., chucquén, injerto, liga, mal ojo, muérdago, tapa ojo, togue,
Yuc. visco '
Rhipsalis cassutha Gaert. CACTACEA Oax,, SLP. caballero, niguilla, tzalilte 33, 38-40
Ricinus communis Linn. EUPHORBIACEAE Mor., Oax., al-pai-ue, cashilandacui, 'cashtilenque, degha, guechi-beyo, 32, 33, 43
SLP., Son., higuerilla, higuera del diablo, k'ooch, nduchidaxan, palma
Yuc. cristi, planta aceite de castor, québe'engua, ricino,
tsajtima’ant, thiquela, tzapétotl, xoxapajtzi, guechi-peyo-
castilla, xkoch, x- yaga-bilape, yaga-queze-aho, yaga-higo,
yaga-hiigo, yaga-hijeo, yuntu-nduchi-dzaha
Rubus adenotrichus Schidl. ROSACEAE Mor. cuahuiscolot], zarzamora - 41
Salpianthus arenarnius H. B. K. G. Crt. NYCTAGINACEAE Chis., Gro,, azozicar, catarinilla, catarinita, pie de paloma, sasGcar, 33, 34, 37
Mich., Sin. zaslicar
Salpianthus macrodonthus Stand. NYCTAGINACEAE Mich., Sin., catarina, catarinita, guayabilla, quelite de fraile 33, 34, 35, 38,
Son. 44
Samyda yucatanensis Standl. FLACOURTIACEAE Yuc. naranja ché 30
Scutelaria Gaumen Leonard LABIATAE Yuc. agrimonia del monte, claudiosa 32, 33, 3840
Simira rhodoclada (Staniey) Steyerm RUBIACEAE Mor. cascara sagrada roja, quina roja 41
Swestia panamensis Benth. FABACEAE Chis., Gro,, balsamo amarillo, balsamo cloroso, corteza de honduras, 32, 33, 38-40
Mich., Oax. chacté, chak-té, guayacén, huesillo
Swietenia humilis Zucc. MELIACEAE Mor. semilla de zopilote 41
Taraxacum officinale Webber ASTERACEAE Hgo., Méx., achicoria amarga, amargdn, cerraja, diente de ledn, moraja, 18, 32, 35, 36,
Qax., Pue,, nocuana-gueeta 38-41, 43, 48
Sin.
Tacoma stans (L.} H. B. K, BIGNONIACEAE Chis., Dgo., batilimi, borla de san pedro, caballito, candox, copal, corneta 18, 30, 32-35,
Gro., NL., amarilla, estoncle, fior de san pedro, gloria, guiabiche, guie-  37-38, 41, 42,
Qax., Pue,, bacana, ichcuetl, ixontli, guiebichi, hierba de san nicolds, 44, 45, 47, 48,
SLP., Son., hierba de san pedrohistoncle, hoja de bafio, huiztontle, 82
Tamps., Yuc. huiztontli, kan!6, k'an-lol, k'anlol, lipa-gundofiei, lluvia de oro,
mazorca, matilimi, miflona, nbdamalxochit!, retama,
sanguinaria, trompeta, ‘tronador, tronadora, tulasuchil, x-
kantul, xochimitl
Ternstroemia pringlei (Rose) Standley THEACEAE Mor. flor de tila, tila estrella a1
Tetramedium hispidum Nees. ACANTACEA Mich., Yuc. olotillo, sak-chi'ilib, sak-ch'ilih, xhuayumhak, x-wayon-k'aak 32, 33, 3840
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NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA REGION NOMBRE COMUN REFERENCIA
Teucnum polium L. LABIATAE V. de Méx. escordio 35, 36, 43
Trixis radialis L. Kuntze ASTERACEAE Chis., Qro., falsa arnica, hierba del aire, plumilla, tabi, tok-abal, tok-aban 32, 33, 36, 38-
Ver,, Yuc. 40
Turnera diffusa Willd. BIGNONIACEAE Gro., Qro., chak-misib, damiana, hierba del pastor, hierba de la pastora, 32, 33, 35-40
SLP., Yuc. hierba del venade, itamo real, miixkok, misib-kook, misibkok,
pastorcita, xmisibkok
Urtica dioica L. URTICACEAE Hgo., Jal., chichicastle, dominguilla, guechi-bidoo, guichi-bido, 18, 33, 34, 43,
Qax., Pue. guichibdu, ortiga, sotiman 46
Valeriana ceratophylla Kunth VALERIANACEAE Mor. valeriana 41
Valeriana edulis Nutt. ssp. procsra  VALERIANACEAE Dgo., Hgo., hierba del gato, raiz del gato 32, 33, 35-37
Meyer Meéx., Mich.,
(Sin. Valeriana procrera H. B. K.) V. de Méx,
Valeriana mexicana D. C. Meyer VALERIANACEAE Qax., Pue,, ralz del gato 32, 33, 37
V. de Méx,,
Ver.
Valeriana officinalis VALERIANACEAE Hgo., Pue., valeriana 34, 37
V. de Méx.
Veratrum californicum Dur. LILIACEAE Dgo. cabadilla 33, 43
Verbena longifolia Martens & Galeotti VERBENACEAE Mor. san juan xihuitl 41
Verbesina crocata (Cav.) Less. ASTERACEAE Gro., Méx., capitaneja, capitaneja anaranjada, chimalacatl, nahuitiput, 32, 33, 37
Mor., Nay., Zacanahuiteputz
Oax., Ver.
Verbesina persicifolia DC. ASTERACEAE Hgo., Oax., hierba del toro, huichim, huitzin 33,37
SLP., Tamps.
Zea mays L. GRAMINEA Yuc. atole, cabello de elote, mais, pinole 30
Zebrina pendula Schn. COMELINACEA Chis., Hgo., hoja de ptata, matal, moradilla, ta-npishuacacat, zebrina 33, 38-40
Méx., Ver,
Zingiber officinale Roscoe ZINGIBERACEAE Hgo., SLP., ajenjibre, ancuas, caxtilannchib, emojible, katku'ut, fab-itz, 30, 32, 33, 43
Ver., Yuc. pinicushu, ralz de jenjibre, sithi, siti

*Agcs.-—:/iéﬁascalientes, BC.=Baja California, Camp.=Campeche, Col.=Colima, Chis.=Chiapas, Chih.=Chihuahua, Coah.=Coahuila, Dgo.=Durango, Gro.=Guérrero,
Gto.=Guanajuate., Hgo.=Hidalgo, Jal.=Jalisco, Méx.=Estado de México, Mich.=Michoacan, Mor.=Morelos, Nay.=Nayarit, NL.=Nuevo Ledn, Qax.=Qaxaca,
Pue.=Ruebla, Sin.=Sinaloca, Son.=Sonora, SLP.=San Luis Potosi, Tab.=Tabasco, Tamps.=Tamaulipas, V. de Méx =Valle de México,

Yuc.=Yucatan, Zac.=Zacatecas

Ver.=Veracruz,



La recopilacion y organizacion de la informacion sobre vegetales empleados

en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diabetes meillitus,

permitid la integracién de |a tabla 2, 1a cual incluye 145 especies comprendidas en 59

familias; de éstas las mas frecuentemente citadas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Familias de plantas mas frecuentemente citadas en México empleadas para
el tratamiento de los sintomas de la diabetes mellitus.

Familia

Especies citadas*

Asteraceae (Compositae)
Fabaceae (Leguminosae)
Cactaceae
Euphorbiaceae
Rubiaceae

Bignoniaceae

Labiatae (Lamiaceae)
Rosaceae

18
14

hhoh O oo

* De acuerdo a la recopilacion de la informacion bibliografica disponibte.

El alto aprecio en el uso popular, la relacién taxondmica, ta disponibilidad

préctica, la inambigledad en la identificacién botanica, asi como la originalidad de la

contribucién cientifica llevo a la seleccion de las especies vegetales que se muestran

en la tabla 4.

Tabla 4. Plantas seleccionadas para el presente proyecto de investigacion.

Familia Nombre cientifico Nombre coman

Apocynaceae Plumeria obtusa flor de mayo, campechana

Asteraceae Psacalium radulifoliurm matarique

Fabaceae Eysenhardtia platycarpa palo azul, palo dulce
Eysenhardtia polystachya palo azul, palo dulce

Poaceae

Coix lachryma-jobi

lagrimas de San Pedro

La distancia filogenética entre este grupo selecto de familias, indica la
variedad de |la naturaleza de los constituyentes activos.

A continuacidn se describen sucintamente las caracteristicas bioldgicas,

estudios quimicos y farmacolégicos informados en la literatura de estas especies.
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2.3. Plumeria obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Grifeb.) Woodson (Apocynaceae)

Arbol de jugo lechoso de 3-9 m, de hojas oblongas o elipticas de 15-30 cm,
agudas o largamente acuminadas, con numerosas nervaduras paralelas, flores
monopétalas, blancas y aromaticas de 6-7 cm; fruto 10-25 cm de largo y 3-4 cm de
ancho de dos foliculos, crece en climas calidos.® Es conocida comunmente como
campechana, flor de mayo, chak-sabak y nikté-saban; su distribucion en México
abarca los estados de Campeche, Oaxaca y Veracruz.

De esta especie se han logrado aislar iridoides como 13-(4-hidroxi-E-cinamoil)-
6'-acetilplumiérido (13) y 13-(4-hidroxi-Z-cinamoil)-6'-acetilplumiérido (14),2 ademas,
obtusalina (15), acido betulinico (16), acido ursélico (17), &cido oleandlico (18),%
4cido obtusico {sinénimo del cido oleandlico) (18), obtusalina (15), acido obtusilinico
(19),% obtusinina (20), obtusilina (21), obtusidina (22), obtusinidina (23),%
cumarobtusano (24), acido cumarosanoico (25),% 4cido obtusilico (26) y obtusina
(27).%®

En la actualidad no se encuentran informes sobre estudios farmacolégicos de

esta especie.

obtusalina 15

acido betulinico 16
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acido ursélico 17

acido obtusilinico 19

obtusilina 21
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acido cumarobtusanoico 25 acido obtusilico 26

S

OH

obtusina 27
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2.4. Psacalium radulifolium (H. B. K.) H. Rob. & Brettell (Asteraceae).

Planta herbacea, mas o menos de un metro de aitura provista de rizoma, con
raices fibrosas; tallos lanosos en su parte inferior, hojas divididas en segmentos
agudos; flores en cabezuelas, la raiz tiene sabor picante y amargo.™ Se conoce
comunmente como matarique y se distribuye al norte del pais, principalmente en el
estado de San Luis Potosi.®

En el presente trabajo de investigacion se realizaron estudios farmacolégicos
preliminares, asi como el aislamiento quimico y caracterizacion de los constituyentes

presentes en las raices de esta especie.®
2.3. Eysenhardtia platycarpa Pennell & Safford ex Pennell (Fabaceas).

Arbol pequefio de 3 m de altura, frutos verdes, hojas pinadas, flores en racimo
blancas, crece en bosque mediano subcalido.™ Recibe los nombres comunes de
palo dulce y palo azul dentro de las comunidades del estado de Guerrero, en donde
se distribuye principalmente.5’

En la actualidad no hay estudios quimicos o farmacoldgicos sobre esta
especie.

2.6. Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. (Fabaceae).

Arbusto o arbol hasta de 8 m de altura; las hojas pinadas, con 21-51 hojuelas
oblongas u ovales de 10-20 mm; fiores blancas de 7 mm; aromaticas; y meliferas;
fruto de una vaina de 10-15 mm de largo por 3-5 mm de ancho. La madera puesta en
agua produce una coloracién azul que cambia a rojo, amarillo, verde, etc., segun las
incidencias de la luz. Recibe una gran variedad de nombres comunes como son:
cuate (Jalisco), coatillo (Matamoros, Puebla), coatl (lengua Azteca), cohuatli {ltsmo
de Tehuantepec, Oaxaca), cuatle (Istmo), landé (lengua chontal, Qaxaca), palo cuate
(Sinaloa), rosilla (Sinaloa), palo dulce (Sinaloa, México, Hidalgo, Puebla, Michoacan,

etc.}, taray (Nuevo Ledn y Durango), tlapahuaxpatli, ursa (lengua Otomi, Hidalgo),
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vara dulce (Durango), varaduz {Durango). Su distribucién principal en México radica
en el estado de Veracruz y en el valle de México.®

De la corteza se han identificado polifenoles, bajos niveles de taninos, B-
sitosterol (28) y B-amirina (29).”' Otros estudios informan: (-)-3,4-dimetoxi-8,9-
metilendioxi-pterocarpano  (30),  dehidrorotenona  (31)  B-sitosterol  (28),
agustlegorretosido (estructura desconocida),”? coatlina A (32), coatlina B (33)° 7-
hidroxi-2',4’,5'-trimetoxiisoflavona  (34), 9-metoxi-2,3-metilendioxicumestano  (35)
estigmasterol (36), (-)-3,4—dimetoxi-8,9—metilendioxipterocarpano (30), cuneatina
(37), (3S)(-)-isoduartina  (38), 9-metoxi-2,3-metilendioxicumestano  (35),”
2'.3',4' 5,7 8-hexahidroxiisoflavano (39), 3',7-dihidroxi-2',4’,5',8-tetrametoxiisoflavano
(40), 7-hidroxi-8,2’,3' 4',5'-pentametoxiisoflavano (41),75 a,2',3,4,4'-pentahidroxi-3'-
xilopiranosildihidrochalcona (42), a-2',3,3',4,4'-hexahidroxidihidrochalcona (43).

Los estudios farmacolégicos detallan la evaluacién de la contracepcion in
vivo.”” La corteza mostré una inhibicién moderada de la germinacién de maiz; buena
inhibicion de germinacién de frijol; actividad insecticida significativa y una alta
actividad molusquicida.”’ Ensayos preliminares del extracto metanélico de corteza y
madera (extraidos previamente los constituyentes solubles en CHCIzMeOH (1:1) y
en acetona) indican a prion su efecto hipoglucemiante en ratas normoglucémicas.™
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deshidrorotenona 31
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2.7. Coix fachryma-jobi L. (Poaceae).

Hierba de mas o menos un metro de altura, los invélucros son subglobosos
duros y marfilinos.® Este género tropical asiatico estd compuesto por seis especies
de hierbas anuales y perennes, la especie C. lachryma-jobi crece en sitios
pantanosos del sudeste asiatico y ha sido cultivada como ornamental desde hace
siglos. Las flores femeninas estan encerradas en una cascara dura con la forma de
lagrima; al principio es verde y se vuelve gris o gris lilacea en otofio; las flores
masculinas aparecen sobre una espiga en forma de racimos.” En los estados de
Coahuila, Oaxaca, Veracruz y Yucatdn en donde se distribuye, es conocida
comunmente como lagrimas de San Pedro.

Del extracto etandlico de las semillas se aislaron tres glicanos: coixanos A, By
C (estructuras no descritas);”™ ademas del coixendlido (44).5% De las raices se
aislaron: coixol (45),33"‘35 2-hidroxi-7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (46), 2-0O-8-D-
glucopiranésidc de  7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona  (47),%% 2-04-D-
glucopiranosil-4-hidroxi-7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (48}, 2-0-8-D-
glucopiranosil-4,7-metoxi-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (498), 2-O-3-D-glucopiranosil-7-
hidroxi-1,4(2H)-benzoxazin-3-ona (§0),% adenosina (51), 4-ceto-2,6-bis(3-metoxi-4-
hidroxifenil)3,7-dioxabiciclo [3,3,0] octano (4-cetopinoresinol) (52), (1R, 2R)-treo-
siringoilglicerol (83) y (1R, 2S)-enitro-siringoilglicerol (54), glucésido de 4-hidroxi-2,6-
dimetoxifenil (55),2’ coixindeno A (56) % y coixindeno B (57).%°

Esta especie ha sido evaluada contra la diabetes,”” como antitumoral %% y
como agente antiinflamatorio.®

9]
I
W

: (CH,)sCH;

H s C—= OOC(CH,),

H=—C—=00C(CHI~ ___ (CHCH,
CH,

coixendlido 44

28



H
|
N
O
MeQ’ : o

coixol 45
NH,
N
N7
fi \>
N = N
HOCH, l
8]
OH OH

adenosina 51

OH
MeO., i OMe

HOm~C —aH
He—C—=OH
CH,OH

(1R, 2R)-treo-siringoilglicerol 53

OMe
OGlc
HO OMe

O-glucdsido de 4-hidroxi-2,6-
dimetoxifenol 55

46 H H OMe
47Glc  H OMe
48 Glc OH OMe
49Glc OMe OMe
§0Gic H OH

4-ceto-2 6-bis(3-metoxi-4-hidroxifenil) 3,7-
dioxabiciclo[3,3,0] octano (4-cetopinoresinol) 52

MeO

OH
OMe

HOw=—C =i
HO=—C—H

CH,OH

(1R,25)-eritro-siringoilglicerol 54

O

9,

OMe

MeO

coixindeno A 56

29

HO
MeO l

OMe

coixindeno B §7

ITITT 2

COMe



ORBJETIVOS



3. HIPOTESIS

Dado el aprecio que ciertas especies vegetales poseen en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de la diabetes, puede presumirse la presencia de
metabolitos secundarios que puedan ser aislados y caracterizados estructuralmente,

cuya bioactividad pueda corretacionarse con el empieo etnomeédico de la planta.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Realizar la deteccion, aislamiento y caracterizacion estructural de substancias
con actividad hipoglucemiante a partir de ciertos vegetales empleados en la medicina

tradicional mexicana.

4.2. Objetivos particulares.

1. Recopilar la informacion bibliogréfica referente a las plantas que se usan en la
medicina tradicional para el tratamiento de fa diabetes en nuestro pais, y de acuerdo a

esta informacion, seleccionar algunas para su estudio.

2. Realizar la colecta de los materiales vegetales seleccionados con la asesoria de

botanicos.

3. Llevar a cabo la preparacion de los extractos de los materiales vegetales secos y

triturados, via maceracion con metanot.

4. Establecer el modelo in vivo para realizar la evaluacion de ia actividad
hipoglucemiante, y emplearlo para valorar cada uno de los extractos obtenidos
mediante la metodologia establecida en el objetivo 3, y asi realizar una seleccion

primaria de ellos.
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5. Aislar y purificar los metabolitos secundarios presentes en dicho(s) extracto(s),
mediante diferentes técnicas cromatograficas.

6. Caracterizar y elucidar la estructura molecular de los metabolitos secundarios
presentes en dicho(s) extracto(s), considerando sus propiedades fisicas y su analisis
espectroscopico, empleando las técnicas de infrarrojo, resonancia magnética nuclear
protonica y de carbono trece, espectrometria de masas, ademas de utilizar técnicas
espectroscopicas adicionales que sean requeridas.

7. Evaluar farmacolégicamente los metabolitos aisladoé que su abundancia lo permita,

buscando los principios activos responsables de la actividad hipoglucemiante.

8. Integrar los conocimientos generados en el presente proyecto al ambito de la

investigacion de los vegetales empleados en la medicina tradicional mexicana.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

La discusién de los resuitados se presenta en dos partes. La primera describe la
evaluacién de la actividad hipoglucemiante de los extractos metanélicos de las especies
vegetales seleccionadas (Plumeria obtusa, Eysenhardtia platycarpa, Eysenhardtia
polystachya, Coix lachryma-jobi y Psacalium radulifolium), misma que permitié ponderar
dicha bioactividad en un modelo experimental in vivo. La segunda parte se integra por
las evaluaciones bioldgicas adicionales realizadas a los extractos y substancias puras
obtenidas a partir de |as raices de P. radulifolium, su analisis quimico y la determinacion
de las estructuras moleculares, ademas de la evaluacién hipoglucemiante de los

metabolitos secundarios mayoritarios.

5.1. PRIMERA PARTE.

5.1.1. Evaluacion hipoglucemiante de los extractos.

Las plantas evaluadas como agentes hipoglucemiantes fueron: P. obfusa (partes
aéreas), E. platycarpa (hojas, ramas, madera y corteza), E. polystachya (hojas, madera
y corteza), E. polystachya (comercial), C. lachryma-jobi {tallos) y P. radulifolium (raices).
La colecta de los materiales vegetales y la preparacion de los extractos se encuentran
descritas en la parte experimental, asi como la dosificacién y el modelo experimental in
vivo empleado para la realizacion de la evaluacion.

Una vez realizada la evaiuacién biolégica, los datos experimentales obtenidos
directamente de las lecturas de |os niveles de glucosa en sangre que presentaron los
animales de experimentacion, empleando el glucémetro (One Touch Basic), fueron
procesados estadisticamente, con la finalidad de obtener los porcentajes de variacion
de glucemia con respecto al nivel inicial, empleando ia siguiente ecuacion:

Gt - Gi
% de variacion de glucemia = X 100
Gi
Donde G; es el valor de la glucemia inicial y G es el valor de la glucemia a 1.5, 3,

5, 7 y 9 horas posteriores a la administracion del extracto, respectivamente; ponderando

de esta manera la actividad hipoglucemiante de los extractos analizados. Para el
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analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba t de Dunnett (p<0.05) y la
construccion de las gréficas se utilizaron los programas computacionales: SigfnaPIot
Scientific Graph System, Jandel Versién 1.02% y SigmaStat for Windows Version 1.0.

El resultado de! anélisis estadistico, reflejo que de los once extractos metandlicos
ensayados, cuatro presentaron valores porcentuales significativos en la disminucién de
la glucemia en los animales de experimentacién para un valor de p<0.05 (ver tabla 5).
Estos extractos fueron: P. obtusa (partes aéreas), E. platycarpa (hojas), E. platycarpa
(ramas) y P. radulifolium (raices).

Los datos estadisticos de los valores porcentuales significativos de variacion de

la glucemia en los animales de experimentacion, se encuentran en el anexo 1.

Tabla 5. Porcentajes de variacion de la glucemia en el modelo experimental in vivo para

la evaluacion del efecto hipoglucemiante a partir de extractos.

Dosis unica administrada (via oral)

Especie vegetal 30 mg/kg 100 mgikg 300 mg/kg

P. obtusa (partes -18.27 (£ 3.09)* -18.75 (16.37)" -16.42 (£ 3.15)"
aéreas) (3h) (5h) (5 h)

E. platycarpa (hojas) -22.66 (£ 3.34)* -19.61 (+8.6)* -18.77 (£ 6.46)*
(7 h) (5 h) (5 h)

E. platycarpa (ramas) -22.36 (+ 7.07)* -22.6 (£3.37)* -21.08 (+ 7.14)*
(@ h) (7h) (7h

P. radulifolium (raices) 2170 (2 1.77)" -12.92 (+ 8.5) -21.66 (+ 3.09)*
(7 h) (7 h) (7 h)

Media (£ ES) (% de variacién del nivel de glucosa); * Valor significativo para (p<0.05).
(-) Valor que representa disminucion de la glucemia (hipoglucemia); (registro en horas (h) del %
de variacion del nivel de glucosa).

5.1.1.1. Plumeria obtusa (partes aéreas).

El extracto metandlico de las partes aéreas de Plumeria obtusa produjo una
disminucion significativa de la glucemia en los animales de experimentacion & las 3 h
posteriores al tratamiento para la dosis 30 mg/kg (-18.27 + 3.09 %) y a las 5 h para las
dosis de 100 y 300 mg/kg de (-18.75 + 6.37 %) y (-16.42 £ 3.15 %), respectivamente,
representando el maximo efecto registrado y recuperando posteriormente el nivel inicial
de la glucemia. Estos resultados se muestran en la grafica 1 y tabla 6. Cabe destacar

que la dosis de 30 mg/kg a partir del registro de las 3 h mantuvo una disminucién de ia
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glucemia en un 18 % en promedio por un periodo de 4 h resultando significativo, este
hecho indic6 una absorcién eficiente del extracto, aunado posiblemente a la presencia
de substancias de acci6én mimética a la que efectian las sulfonilureas, las cuales,
estimulan la liberacién de insulina de las células beta del pancreas.”

Plumerla ohtusa (partes adroas)

¥ Control ¢ Glibenclamida 10 mg/kg
P. obtusa: « 30 mg/kg = 100 mg/kg A 300 mg/kg
* p<0.05 (Andalisis de varianza seguido de la prueba {
de Dunnett para la comparacion de medias con
respecto a los niveles iniciales). ANOVA

Varigcién de la glucemia (%)
8

.m..

-40 -|

50 -

2 o 2 4 8 8 1w
Tiempo (h)

Gréafica 1. Variacién de la glucemia observada para el extracto metandlico de
Plumeria obtusa (p. aéreas).

El efecto hipoglucemiante observado cuando se administré este extracto fue
moderado en comparacion con el correspondiente efecto observado al administrar
glibenclamida,92 agente hipoglucemiante comercial empleado como referencia
farmacoldgica. El incremento de la glucemia al inicio del experimento se ha presentado
con anterioridad en estudios farmacolégicos de algunas plantas con actividad
antidiabética, este incremento se explica por la estimulacién de diferentes procesos
metabélicos y de homeostasis.® %
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5.1.1.2. Eysenhardtia platycarpa (hojas).

Para el caso de la administracién del extracto metandlico de las hojas de
Eysenhardtia platycarpa, se observé un incremento de la glucemia en los animales de
experimentacién de acuerdo al registro de la hora y media posterior a ia administracion
del tratamiento (ver grafica 2). Este fenémeno se ha observado anteriormente en
plantas con actividad antidiabética (y en particular en especies de la familia Fabaceae),
incrementando {a glucélisis anaerdbica y disminuyendo la gluconeogénesis, debido al
aumento de la velocidad de la transferencia de la glucosa circulante en tejido. > 8
Posterior a este incremento se observé una disminucién significativa a la dosis de 30
mg/kg (-22.66 + 3.34 %) manteniéndose el efecto por 4 h a partir del registro de 3 h,
(gréfica 2 y tabla 6). El maximo de hipoglucemia observado para las dosis de 100y 300
mg/kg se registré a las 5 h posteriores al tratamiento (-22.6 £+3.37 % y-21.08 £7.14 %,
respectivamente), perdiendo el efecto y recuperando el nivel de glucemia inicial al
registro de las 9 h.

Ei efecto observado al administrar el extracto metanélico de las hojas de E.
platycarpa, fue moderado con respecto al efecto obtenido por la administracion de
glibenclamida.

Eysenhardtia platycarpa (hojas)

¥ Control ¢ Glibenciamida 10 mg/kg
E. platycarpa (hojas).
¢ 30 mg/kg = 100 mg/kg & 300 mg/kg
* p<0.05 (Andlisis de varianza seguido de la prueba t
de Dunnett para la comparacién de medias con
respecto a los niveles iniciales). ANOVA

Variacidn de la glucemia (%)
a8

Grafica 2. Variacién de la glucemia observada para el extracto metandlico de
Eysenhardtia platycarpa (hojas).
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5.1.1.3. Eysenhardtia platycarpa (ramas).

Para Eysenhardtia platycarpa (ramas) {grafica 3), se observé invariable ei nivel
inicial de glucosa en sangre de los animales ensayados por espacio de 5 h desde la
administracion; el registro de las 7 h mostré un maximo de hipoglucemia significativo
para las tres dosis ensayadas: 3.1, 10.0 y 31 mg/kg (gréfica 3 y tabla 6) (-17.93 + 8.36,
-226 £ 337 y -21.08 = 7.14 %, respectivamente), posteriormente a este efecto
observado, se inicié una variacién de la glucemia al registro de las 9 h tendiente a
recuperar la glucemia inicial para las dosis de 100 y 300 mg/kg, y para la dosis de 30
mg/kg la hipoglucemia se mantuvo en un valor significativo (-22.36 + 7.07 %).

El efecto hipoglucemiante observado al emplear ef extracto de E. platycarpa
(ramas) fue diferente al observado para los demas extractos ensayados, ya que éste
vario después de transcurridas 7 h de haberse administrado el tratamiento; lo que

97, 8

sugiere la estimulacion de la gluconeogénesis,® estimulacion indirccta o bien, una

biotransformacion de alguno o algunos constituyentes presentes en el extracto; este

hecho puede ocurrir principaimente en el higado, pero también en el plasma, en el rifidn

y en otros tejidos.*"'®

Eysenhardda platycarpa (remas)

¥ Control ¢ Glibanclamidz 10 mgfkg
E. platycarpa (ramas):
o 30 mp/kg = 100 mg/kg & 300 mgrkg
* p<0.05 (Andlisis de varianza seguido de la prueba t de
Dunnett para la comparacién de medias con respecto a
{os niveles iniciates). ANOVA

10 -

Variacién de la glucemta (56}
8

Gréfica 3. Variacién de la glucemia observada para el extracto metandlico de
Eysenhardtia platycarpa (ramas).

37



5.1.1.4. Psacalium radulifolium {raices).

E1 extracto metanélico de las raices de Psacalium radulifolium presenté un efecto
significativo en la disminucién de la glucemia de acuerdo con los resultados obtenidos
mediante el modelo in vivo empleado (gréfica 4 y tabla 6). El efecto se observé a partir
de las 5 h en las tres dosis ensayadas (-12.74 + 9.97, -10.10 + 5.74, -11.8 3.43 %,
respectivamente) y continué disminuyendo de acuerdo al registro obtenido alas 7 h
posteriores a la administracién, en donde los valores para las dosis de 30 y 300 mg/kg
resuitaron significativos (-21.70 + 1.77 y -21.66 + 3.09 %, respectivamente) (graficad y
tabla 6). En este caso no se observé la tendencia hacia la recuperacion del nivel de
glucemia inicial. E} cambio del metabolismo de la glucosa después de administrado el
extracto de las ralces de P. radulifolium puede ser resuitado de mecanismos complejos
de una interpretacion iguaimente compleja.

Los resultados obtenidos para los extractos ensayados que no presentaron
valores porcentuales significativos en la disminucién de la glucemia, se muestran en la
tabla 7.

Psacalium radulifolium {raices)

10
¥ Contro! ¢ Giibenclamida 10 mg/kg
£ % P. radulifolium (raices):
8
g 0 »30 mg/kg = 100 mg/kg A 300 mgikg
3 4 p<0.05 (Andlisis de varianza seguido de la prueba t
8 de Dunnett para la comparacion de medias con
-30 -
g respecto a los niveles iniciales). ANOVA
& <0 ]
>
50

T T T ¥ T T T T T 1
1 0o t 2 3 4 5 8 7 8

Tiempo (h)

—
-2

Gréafica 4. Variacion de la glucemia observada para el extracto metandlico de
Psacalium radulifolium (raices).
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Tabla 7. Extractos que no presentaron valores porcentuales significativos en la variacion de la glucemia.

Dosis

Extractos metandlicos 1.5h 3h 5h 7h Sh
mg/kg
30 808+662 | 1504+436 | 11.18+245 | 376+663 | 2.13+4.62
E. platycarpa (madera) (EPLM) 100 146+792 | 1483+462 | 665+380 | -0.18+4.16 | 0.321+4.91
300 20.05+212 | 418+559 | 2051416 | 648+3.88 | 12.52+6.06
30 1541 +881 | 7.46+749 | -1.09+925 | 278+7.82 | 18.03 + 9.64
E. platycarpa (corteza) (EPLC) 100 1868+986 | 7.71+231| 417+6.28 | 698+2.60 | 13.57 +5.61
300 1251+1.44 | 6.05+493 | -1.14+114 | 153+397 | 563+3.39
30 187+689 | -505+427 | 1.45+468 | 4.801+3.89 | -2.59+5.58
E. polystachya (hojas) (EPH) 100 1432+262 | 458+7.01 | 439+492 | 891+359 | 14.56 +5.28
300 10.84 +4.85 | 13.29+438 | 1419+7.14 | 480+3.81 | 12.12+3.74
30 -321+463 | 863+564 | 605+2.33 | 088+452 | 9.21+3.54
E. polystachya (ramas) (EPR) 100 7361407 | 334+424 | 040+345 | 229+548 { 4801545
300 6.70+1.98 | -068+4.02 | 6.48+389 | -1.12+3.81 | -1.06 +3.93
30 205+363 | 209+220| -018+568 | -0.4014.68 | -0.02+1.48
E. polystachya (corteza) (EPC) 100 093+433| 168+577 | 257+709 | 571+328 | 4.39+8.39
300 358+245| 021+432 | 305+326 | 3.25+6.12 | 6.16 +4.94
30 4028+109 | 1450+114 | -478+468 | 2.84+4.21 | 15.29+8.76
E. polystachya (comercial) (EPCOM) 100 18.33+666 | -1.70+580 | -503+427 | 432+598 | 10.78 + 8.91
300 1413+486 | -976+158 | 802+512 | 13.56+6.11 | 7.85+3.76
30 812+611 | 1641818 | 656+487 | -436+6.38 | -7.47+6.75
C. lachryma-jobi (tallos) (CLJT) 100 210+335 | -911+278 | -6.36+3.11 | 2341440 | 666237
300 248+841 | 501+509 | 491+545 | 2013+8.84 | 17.93+4.46
Glibenclamida (G) 10 -15.68* + 3.7 |-31.56* + 7.75|-35.79" + 6.74 | -35.75" + 4.33 Nd
Control (C) 0 743+6.09{ -260+427 | -408+262 | -1.37+585 | 2.89+6.01

* = Valores porcentuales significativos p<0.05; Nd = No determinado; (+) Valor que representa incremento de la glucemia

(hiperglucemia); (-) Valor que representa disminucion de la glucemia (hipoglucemia)..




Los mecanismos de accién por los cuales la glucosa en sangre se ve disminuida
en un modelo in vivo experimental, involucran ademas de la estimulacion de la
liberacién de la insulina a partir de las células beta del pancreas como lo ejercen las

sulfonilureas, °'®

el incremento de la glucdlisis y captacion de la glucosa en
musculo,'® o la disminucion de ia gluconeogénesis en el higado y la absorcion de
glucosa en el intestino;'® existen ademas, otros procesos enziméticos y procesos que
involucran segundo mensajero, capaces de dar como resultado final la disminucion del
nivel de glucosa en sangre. Al respecto se han realizado estudios farmacologicos
experimentales que han demostrado que otras rutas de accion conllevan a un efecto
hipoglucemiante, como son la disminucion de la secrecién de glucagon, cortisol y
hormona del crecimiento,'”’ la estimulacion simpatética via nervio esplacnico™ y la
estimulacion parasimpatética via nervio vago.®

La complejidad del estudio farmacoldgico que conlleve a la determinacion
inequivoca del mecanismo de accién por el cual se obtiene el efecto hipoglucemiante a
partir de una substancia determinada queda ampliamente establecida; debido a la gran

cantidad de procesos enddgenos que se efectdan en un organismo vivo.
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5.2. SEGUNDA PARTE.
5.2.1. Evaluacion de toxicidad de las raices de Psacalium radulifolium.

Los extractos hexanico y metandlico de las raices de P. radulifolium mostraron
toxicidad frente a Artemia salina,'® DLso = 391 ppm y Dls = 342 ppm,
respectivamente. Cacalol (59) resulto la substancia con mayor toxicidad (DLgo = 12.0
ppm), seguido por neoadenostilona (62) con un valor DLsy = 21.7 ppm y radulifolina B
(65) (DLso = 52.5 ppm). (tabla 1, Publicacién 1).

Este bioensayo es considerado un indicativo de la existencia de cierta actividad

farmacolégica en los extractos y substancias obtenidas a partir de diversas fuentes.'®
5.2.2. Evaluacion Antimicrobiana.

El analisis de los resultados obtenidos de la evaluacién antimicrobiana (tabla 1,
publicacidon 1), demostré que el extracto hexanico resulté mas activo contra
Staphylococcus aureus (S. a.) (0.062 mg/ml) y Candida aibicans (C. a.) (0.062 mg/ml)
en forma significativa y el extracto metandlico se encontré en el valor limite de actividad
para S. a. y C. a. (1.0 mg/ml), de acuerdo con los valores de Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) obtenidos.

Con respecto a los constituyentes puros evaluados, cacalol (59) mostré una
actividad antimicrobiana alta, resultado que esta de acuerdo con estudios previos.'® '1°
Por otra parte, la mezcla de cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67); la mezcla radulifolina A
(63) v 11-epi-radulifolina A (64); radulifolina B (65); éter metilico de deshidrocacalol (58)
y adenostina A (60) mostraron actividad moderada frente a S. a.; decompostina (61) y
neoadenostilona (62) con valores de CMI mayores de 0.40 mg/ml, se consideran por

ello como substancias inactivas (tabla 1, Publicacién 1).*"
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5.3. ANALISIS FITOQUIMICO DE LAS RAICES DE Psacalium radulifolium.

El anélisis fitoquimico de las raices de Psacalium radulifoliurm, permitié el
aislamiento y caracterizacion de veintisiete constituyentes a partir de los tres extractos
preparados via maceracion (hexano, CH,Cl:EtOH 3:2 y MeOH), los compuestos
aislados en su mayoria correspondieron a furanoeremofilanoides; también se aislaron

esteroles, hidratos de carbono y un alcohol lipidico, como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Constituyentes aislados y caracterizados a partir de las raices de

Psacalium radulifolium.

Extracto Hexanico Extracto (CH,Cl,:EtOH 3:2) Extracto Metandlico
éter metilico de éter metilico de éter metilico de
deshidrocacalol (58) deshidrocacalol (58) deshidrocacalol (58)
cacalol (59) cacalol (59) cacalol (§9)
adenostina A (60) maturinona (69) decompostina (61)
estigmasterol (36) acetilmaturina (70) cacalona (66)
B-sitosterol (28) tiacontanol (71) 6-epi-cacalona (67)
decompostina (61) dimaturina (72) estigmasterol (36)
neoadenostilona (62) radulifolina D (73) fB-sitosteral (28)
radulifolina A (63) decompostina {(61) sacarosa (81)
11-epi-radulifolina A (64) cacalona (66) S-D-glucopiranosa (80)
radulifolina B (65) 6-epi-cacalona (67)

cacalona (66) 11-hidroxicacaldlida (74)

6-epi-cacalona (67) 11-epi-hidroxicacalélida (75)

radulifolina C {(68) radulifolina C (68)

radulifolina E (76)
2-cetodecompostina (77)
3-0-f-D-glucopirandsido de j3-
sitostero! (8)
3-0-3-D-glucopiranésido de 3-3-
hidroxicacalona (78)
3-0-B-D-glucopirandsido de 3-3-
hidroxi-6-epi-cacalona (79)
[B-D-glucopiranosa (80)
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Los constituyentes éter metilico de deshidrocacalol (58),''% ''® adenostina A

"% cacalol (59),""” cacalona (66), 6-

(60),""* neoadenostilona (62),''* decompostina (61),
epi-cacalona (67),''" maturinona (69),''® acetiimaturina (70),"'¢ triacontanal (71),'®
dimaturina (72),'*' 11-hidroxicacaldlida (74), 11-epi-hidroxicacaldlida (75)'% y 2-
cetodecompostina (77),''® han sido descritos previamente en la literatura, por lo cual se
exime la discusion de la elucidacion estructurat para estos compuestos. En el caso de
estigmasterol (36), B-sitosterol (28), 3-O-f-D-glucopiranésido de f-sitosterol (8), 8-D-
glucopiranosa (80) y sacarosa (81), la comparacién directa con muestras auténticas
disponibles en el laboratorio permitio su caracterizacion.

"~ 5.3.1. Extracto hexanico de las raices de Psacalium raddlifoﬁur;v.
5.3.1.1. Radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).

Radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64) se aislaron de la fraccion A
proveniente de la percolacion inicial del extracto hexanico como un sélide amorfo de Pf
= 117-118 °C, como una mezcla epimérica 1.2:1. Cada isbmero cuenta con la férmula
molecular C4sH1g0s de acuerdo a ia espectrometria de masas de alta resolucion; el
espectro en el UV (espectro 1) mostré bandas de absorcién en 208 y 287.5 nm de
sistema aromatico, el espectro en el IR (espectro 2) revelé la presencia de grupo
hidroxilo en 3377 cm™, de carbonilo en 1736 cm™ y enlaces muiltiples carbono-carbono
en 1624, 1595, 1470y 1444 cm™".

Las sefiales que se observaron en el espectro de RMN 'H para la mezcla
epimérica (espectro3), permitieron proponer la presencia de cuatro metilos, dos de
ellos correspondientes a metil-carbinoles (8 1.67 y 1.64) y dos metilos unidos a carbono
terciario (& 1.04 y 1.20); también ocho metilenos, dos de ellos oximetilenos (8 5.47, 5.18,
5.20 y 5.50) y dos metinos (5 2.94 y 2.79). Con el espectro de RMN "°C y experimento
DEPT (espectros 4 y 5, respectivamente), se estableci6 la presencia de cuatro metilos,
ocho metilenos, dos metinos, dos carbonos unidos a oxigeno, los cuales difieren de los

metil-carbinoles mencionados, dos carbonilos lactdnicos y doce carbonos bencenoides.
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El analisis espectroscdpico sugirié entonces, la presencia de una mezcla de
analogos al cacalol (59), en base a la similitud en la substitucion quimica de los
carbonos en los anillos A y B del esqueleto de eremofilano; los grupos carbonilo
adicionales, los oximetilenos y el fragmento de metil-carbinol son indicativos de la
presencia de una a-hidroxi-a-metil-8 lactona en C-14, de acuerdo a las consideraciones
biogenéticas y a la férmula molecular. |

Las correlaciones heteronucleares >J observadas en HMBC (espectro 8) entre H-
13 (5 1.67;1.64)y C-12 (5 175.4; 175.3) y entre H-14a (8 5.47, 5.20) y C-12 (8 175.33;

175.24) confirmaron esta propuesta (figura 1).
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Figura 1. Fragmento del espectro de correlacion 'H-'*C HMBC de radulifolina A
(63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Las resonancias para |la mayoria de los hidrogenos de cada isdmero presentaron
diferencias pequefias pero definidas. La mayor diferencia se observo para H-15 (AS =
0.16), esta diferencia puede explicarse por el efecto de proteccidn del grupo carbonilo al
metilo en C-4 en el isdmero 115 {3 1.04) (radulifolina A, (63)), considerando que el
hidroxilo en C-11 se encuentra en orientacién alfa y anti al carbonilo (C-12 pseudo-
endo, figura 2), debido a la repulsién dipolo-dipolo que existe entre el carboniio y C-OH
en disolventes no polares.'” Para el caso del isomero 11R el alcoho! terciario y el
carbonilo mantienen la relacidn anti debido al cambio de conformacidn de la 8-lactona y
por ello |a orientacion del grupo carbonilo en C-12 ahora es pseudo-exo y ya no protege
al metilo en. C-4 (& 1.20) (figura 2).

(63) (64)

Figura 2. Conformaciones de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64)

De acuerdo con estas asignaciones, H-4 (5 2.94) y H-14« (5 5.47) en el isomero
118 se encuentran desplazados a campo bajo con respecto a los hidrégenos
correspondientes en el isomero 11R (8 2.79, 5.20 respectivamente), debido al efecto

desprotector del grupo a-hidroxilo (espectro 3).
5.3.1.2. Radulifolina B (65).
Radulifolina B (65) representd uno de los constituyentes minoritarios aislados de

las raices de Psacalium radulifolium. El espectro en el IR (espectro 10) presentd bandas

correspondientes para hidroxilo en 3424 cm™, y-lactona 8,y-insaturada en 1808 cm™ y

45



enlaces insaturados carbono-carbono en 1619, 1466 y 1376 cm™. La formula molecular
fue determinada por espectrometria de masas de alta resolucion como CigH2004. LOS
datos espectroscopicos de RMN 'H (espectro 11) y RMN 3C (espectro 12) para esta
substancia (ver parte experimental) fueron muy similares a los reportados
recientemente para 11-epi-hidroxicacaldlida (75) aislada de Psacalium decompositum'*
(Los autores del articulo citado (ref. 122} iniciaron la numeracion de las estructuras
furanoeremofilanoides a partir del oxigenc del furano: 3-epi-hidroxicacalélida; en este
trabajo se inicid la numeracion a partir del anillo A del eremofilano: 11-epi-

hidroxicacalélida) y a los datos de cacaldlida (82),'%

permitiendo la determinacion
estructural para esta substancia como O-metil-11-epi-hidroxicacaldlida, confirmando la
estructura por las correlaciones heteronucleares observadas en los espectros HMQC y

HMBC (espectros 15y 16).

radulifolina B 65 11-eprhidroxicacaldlida 75 cacaldlida 82

La determinacion de la estereoquimica de C-11 en radulifolina B (65) se realizd
mediante el analisis de la curva de dicroismo circular obtenida (figura 3), la cual mostré
un efecto Cotton positivo en 281 nm, atribuible a la combinacién de la transiciéon n—n*
del grupo carbonilo y la banda B del anillo aromatico; a su vez la aplicacion de la regla

de los octantes'® indicé una orientacion B del grupo hidroxilo (figura 4).
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Figura 4. Representacion de radulifolina B (65) en el diagrama de los octantes.

Por otro lado, la caracteristica dextrorotatoria de radulifolina B esta de acuerdo

con la rotacion optica reportada para el derivado desmetilado (11-epi-hidroxicacaldlida

(75)), cuya estereoquimica se determind por el experimento ROESY.'#
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5.3.1.3. Radulifolina C (68).

Radulifolina C (68), se aisié como un solido amorfo amarillo de punto de fusion
163-165 °C, a partir de la fraccion G obtenida de la cromatografia inicial del extracto
hexanico (ver parte experimental). La espectrometria de masas de alta resolucion
permitid establecer para esta substancia la formula molecular CisH1403, presentando
nueve grados de insaturacion, concordantes con un esqueleto sesquiterpénico triciclico
aromatico. El espectro en el UV (espectro 18) mostré bandas para sistema aromatico en
Amax 206.5, 250, 285.5 y 329 nm. El espectro en el IR (espectro 19) presento bandas de
absorcion para grupo hidroxilo en 3586 cm”', bandas para cetona conjugada 1655 cm’
e insaturaciones carbono-carbono en 1578, 1466 y 1363 cm™, ademas de presentar las
bandas en 1541 y 863 cm™ atribuibles a un sistema furanoide. El espectro de RMN 'H
(espectro 20) mostrd las sefiales para tres metilos, dos hidrégenos bencenoides en
posicién orfo y la sefal correspondiente al hidrégeno a del grupo furano caracteristico
de los compuestos furanoeremifilanoides. El analisis del espectro de RMN 3C (espectro
21) y del experimento DEPT (espectro 22) mostraron sefiales que confirman la
presencia de tres metilos, cuatro metinos, unc de ellos alifatico, otro presente en el
anillo furano y los dos restantes bencenoides que guardan entre si una relacion orto; un
carbonilo de cetona, dos carbonos aromaticos unidos a oxigeno y cinco carbonos
bencenoides uno de ellos C-11 y los carbonos 5, 7, 8 y 10 que conforman las fusiones
entre los anillos A-B y B-C. La asignacion espectroscépica de los tres metilos H-13 (8
2.19), H-14 (5 1.43) y H-15 (8 2.4), asi como los dos hidrégenos bencenoides orto H-2
(8 6.92) y H-1 (6 8.18) y el hidrégeno a del anillo furano H-12 (3 7.50) se llev6 a cabo
mediante la interpretacién de las correlaciones que mostrd el espectro de HMQC
(espectro 24) entre los hidrégenos antes mencionadas con los carbonos en & 8.05,
22.04, 11.71 para C-13, C-14 y C-15, respectivamente. A su vez, los hidrogenos
bencenoides correlacionan con las sefiales en 8 127.25 y 114.14 asignadas a los
carbonos C-1 y C-2, y finalmente la sefnal del hidrégeno caracteristico de! sistema
furanoide, present6 conectividad con la sefial en § 144.98, correspondiente a C-12. En
el espectro de HMBC (espectro 25) fue posible observar las correlaciones que

confirman las asignaciones arriba mencionadas, asimismo permitié la asignacion de los
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carbonos C-3 (8 157.75), C-4 (5 121.57), C-5 (5 147.14), C-7 (5 141.49), C-8 (6 146.42)
y C-9 (173.10), como lo muestra la figura 5.
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Figura 5. Espectro de correlacién HMBC de radutifolina C (68).

La determinacion de la estereoquimica en C-6 de radulifolina C (68) se realizo
mediante la interpretacion de la curva de dicroismo circular (figura 6), misma que
mostré un efecto Cotton positivo a 302 nm, correspondiente a la transicion n—x* del

grupo carbonilo y {a banda B del anillo aromatico; la aplicacion de la regla de los

octantes indicd una orientacion 3 del grupo metilo {figura 7).
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Figura 6. Curva de dicrofsmo circuiar de radulifolina C (68).
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Figura 7. Representacion de radulifolina C (68) en el diagrama de los octantes.
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La orientacién 8 del grupo metiio (C-14), se encuentra apoyada por el analisis de
rayos X recientemente realizado al compuesto 1-hidroxi-2-metoxi-1,2,3,4-deshidro-6-

deshidroxicacalona (83), aislado a partir de Senecio madagascariensis (figura 8).'%°

radulifolina C (68) 1-hidroxi-2-metoxi-1,2,3,4-deshidro-6-
deshidroxicacalona {83)

Figura 8. Comparacion de la estructura establecida para radulifolina C (68) con la
estructura determinada por medio del analisis de rayos X del compuesto 1-hidroxi-2-
metoxi-1,2,3,4-deshidro-6-deshidroxicacalona (83).

Por otra parte, la estructura de radulifolina C (68) puede presentar varias formas
tautoméricas, ias cuales se encuentran representadas en la figura 9. El analisis
espectroscopico de este compuesto no proporciono evidencias de la presencia de otros
tautomeros. Con el fin de ponderar la estabilidad relativa de cada estructura
tautomérica, se llevd a cabo un calculo de energias, empleando el programa
computacional Gaussian 94 (G94) a nivel ab initio en nivel Becke3LYP/6-31G(d,p)."%’

51



OH
§
OO / =
HO

A : ETotal = -805.70938 Hartrees B: ETotal = -805.71037 Hartrees
ERel = 6.8 kcal/mol ERel = 6.26 kcal/mol

{68) : ETotal = -805.72034 Hartrees C : ETotal = -805.69151 Hartrees
ERei = 0.0 kcal/mol ERej = 18.09 kcal/mol

Figura 9. Energia total y relativa de las formas tautoméricas de radulifolina C (68).

De acuerdo con los resultados de éste analisis, la estabilidad de cada uno de los
4 tautémeros depende del equilibrio entre dos efectos que se contraponen, por un lado
la estabilidad que confiere la aromaticidad a una molécula isoelectrénica con el
antraceno, y por el otro, la repulsion estérica presente entre los grupos metilo contiguos
C-13, C-14 y C-15, que se origina por la planaridad demandada por e! sistema
aromatico.

Asi en el tautébmero A se mantiene el caracter aromatico del sistema anélogo al
antraceno, la distancia C,5-C,, es de 3.286 Ay |a distancia C, ,-C,5 es de 2.962 A, que
es la mas corta de entre las 4 estructuras calcuiadas (ver anexo 2). La repulsidn

estérica se pone de manifiesto en los angulos Cs-Cs-C15 y Cs-Ce-C14, que son de 129.7

y 123.8° respectivamente, mayores a los angulos de 120° del antraceno. Esta repulsién
tiene su efecto en |la geometria molecular global, pues tiende a perder la planaridad, los
angulos diedros descritos asi lo indican (ver anexo 2). A 6.26 kcal/mol se ubica el

tautomero B, un minimo en donde se mantiene la aromaticidad de un sistema de
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benzofurano y la repulsion entre los metilos C,, y C,5, Que aunque mas separados que
en el tautémero A (3.315 A) mantienen interaccion pues el angulo C,-C,,-C,, apenas

disminuye. En el caso del tautdmero C, la pérdida de la aromaticidad alivia la tension
estérica y mantiene a los dos metilos en disposicion frans, pero electrénicamente esta
molécula se ubica a 18.09 kcal/mol por arriba del minimo (ver figura 9). El tautémero 68
(radulifolina C) es el mas estable de todos, en este se alivia la repulsién estérica
sacando del plano al metilo C-14 y manteniendo las aromaticidades del furano y del
fenol aisladas, que parecen conferir mayor estabilidad a la molécula, en forma similar a
lo que sucede en las antraquinonas, en donde el anillo central que mantiene a dos
- bencenos aislados se oxida preferentemente respecto a los sistemas en donde se
mantiene un naftaleno. 7

Con el resultado del calculo teérico de energias fue posible confirmar que la
estructura de mayor estabilidad relativa encontrada para radulifolina C (68), concuerda
con la estructura establecida para el producto natural aislado, mediante el analisis

espectroscdpico realizado.
5.3.2. Extracto (CH>Cly:EtOH 3:2) de las raices de Psacalium radulifolium.
5.3.2.1. Radulifolina D (73).

Radulifolina D (73), corresponde a uno de los constituyentes minoritarios aislados
a partir de las raices de Psacalium radulifolium, mismo que se obtuvo como un sélido
rojo a partir del eluato 16F4 de la fraccion K (ver parte experimental). El espectro en el
UV (espectro 27) mostré bandas para sistema aromatico en imax 208.5, 288 y 320 nm.
En el espectro en el IR (espectro 28) presentd bandas para vibraciones carbono-
hidrogeno en 2939 cm™, una banda correspondiente a grupo éster en 1741 cm’, en
1671 cm” de carbonilo y bandas de enlaces multiples carbono-carbono (1601, 1543,
1506 y 1458 cm™). En el espectro de RMN 'H (espectro 29) se observaron sefiales para
cinco metilos, dos correspondientes a acetoximetilenos, un metoxilo y dos metilos
unidos a anillo aromatico, dos metilenos unidos a oxigeno, ademas de sefales

correspondientes a hidroégenos aromaticos y senal de hidrégeno de aldehido. En el

53



espectro de RMN °C (espectro 30) se observaron sefiales concordantes con 10s grupos
funcionales propuestos, dos metilos unidos a carbonito en § 20.82 y § 21.20, dos mas
unidos a carbono aromatico en § 23.10 y 26.60 y un metilo unido a oxigeno (8 61.12),
dos metilenos unidos a carbono aromético y base de oxigeno (8§ 56.43 y 58.47). A
campo bajo, la sefial de carbonilo de éster en & 170.60, y en & 193.46 se observo la
sefial de carbonilo de aldehido, ésta Ultima se confirma por la banda en 1671 cm™ en el
espectro en el IR y por la sefal simple en & 11.03 en el espectro de RMN 'H. Las
asignaciones antes mencionadas fueron apoyadas por el andlisis de las conectividades
encontradas en el espectro de correlacion heteronuclear 'H-">C a una ligadura (HSQC,
espectro 33) y por las correlaciones heteronucleares a distancia 3J que presentd el
experimento HMBC (espectro 34). Las sefiales en el espectro de RMN H y en el
espectro de RMN "3C, permitieron sugerir, que esta substancia esta integrada por dos
unidades sesquiterpénicas, de acuerdo a la similitud de las caracteristicas

espectroscopicas con los furo-sesquiterpenos anteriormente descritos;''® 12" 12

19

en
particular con los datos informados para acetilmaturina (70)' = (ver parte experimental y
figura 10a). En la figura 10b se observan a campo alto, para el caso de radulifolina D
(73), cuatro sefales simples en § 2.09, 2.14, 2.81 y 2.82, dos de ellas correspondientes
a metilos unidos a carbonilo y dos a metilos aromaticos, respectivamente; se observo
ademas una sefial simple para metoxilo en § 4.46 y dos sefiales dobles en § 5.35y 5.38
asignables a metilenos base de oxigeno; en la regidn de aromaticos, aparecen las
seflaies correspondientes a los hidrégenos H-1 (8 8.32), H-1' (3 8.18), H-2 (& 7.42), H-2’
(6 7.61), H-3 (3 7.44), H-3' (§ 7.55), H-12 (8 7.85) y H-12' (§ 7.77) atribuibles a dos
unidades furanoeremofilancides; a campo bajo se observo ia sefa! simple en § 11.03
que integra para un hidrégeno correspondiente a hidrégeno de aldehido (IR: 1671 em’,

RMN 'H: § 193.46).
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Figura 10a. Espectro de RMN 'H de acetilmaturina (70).
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Figura 10b. Espectro de RMN 'H de radulifolina D (73).

La posicién de los acetoxi-metilenos en C-11 y C-11" se establecié de acuerdo g
las conectividades que se observaron en el experimento HMBC (espectro 34, figura 11)
entre H-13 (3 5.35) y los carbonos C-12 (8 148.98), C-7 (8 129.4), C-11 (8 116.6) y el
carbonilo de éster (§ 170.60); y entre H-13’ (5 5.38) con los carbonos C-12' (3 147.11),
C-7’ (5 128.96), C-11’ (3 121.48) y el carbonilo de éster (8 170.60).
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Figura 11. Espectro de correlacién HMBC de radulifolina D (73).

Continuando con el analisis del experimentc HMBC, fue posible observar las
correlaciones entre H-1 (8 8.32) con C-3 (§ 130.27), H-2 (& 7.42) con C-1 (8 121.09), H-
17 (6 8.18) con C-3' (5 138.50) y H-3' (8 7.55) con C-1’' (& 126.00) figura 12.
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Figura 12. Espectro de correlacién HMBC de radulifolina D (73).

El experimento gCOSY (espectro 31) permitid establecer las correlaciones entre

los hidrégenos antes mencionadas (figura 13).
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Figura 13. Espectro de correlacion 'H-'H gCOSY de radulifotina D (73).

Por otra parte la correlacion a °J entre la sefal del hidrégeno de aldehido en §
11.03 con C-5' (6 122.0) observada en el espectro de HMBC (espectro 34), permiti¢
confirmar la ubicacion del grupo aldehido en C-6'. Esta propuesta se apoya en las
correlaciones observadas en el experimento NOESY (figura 14 y espectro 32) entre H-
13' (8 5.38) con H-12' (6 7.85) y H-14' (5 11.03), esta ultima sefial a su vez correlaciona
con H-15" (8§ 2.82); asimismo, se observo ia correlacion entre H-15 (8 2.82) y H-3' (3

7.55), ésta ultima correlaciona con H-2' (8 7.61), y este con H-1' (8 8.18).
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Figura 14. Experimento NOESY de radulifolina D (73).

Complementariamente, se observaron las correlaciones entre H-12 (8 7.85) con

H-13 (5 5.35) y H-1 (8 8.32) con H-2 (§ 7.42) y esta ultima, con H-3 (5 7.44) en el

experimento NOESY (espectro 32, figura

15)
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Figura 15. Experimento NOESY de radulifolina D (73).

La conexidn entre las unidades sesquiterpénicas se propone mediante un enlace
o carbono-carbono entre los carbonos C-9 y C-9, ya que todas las evidencia
espectroscopicas expuestas arriba asi lo sugieren. La conformacién de este compuesto
tiende a colocar ambas entidades sesquiterpénicas en planos inclinados (¢ = 119 °)
debido a las fuerzas de repulsion'®y tension estérica'™ de la molécula, de forma similar
al bifenilo y derivados.'® Los calculos de mecanica molecular (PCModel) preliminares

de! conformero preferido (de menor energia), coinciden con esta afirmacion (figura 16).
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Figura 16. Representacion computacional de la estructural de raduiifolina D (73)
(PCModel for Windows, versién 1.0, Serena Software).

5.3.2.2. Radulifolina E (76).

Radulifolina E (76), fue aislada como un sélido amarillo, con férmula molecular
CsH1404 establecida por espectrometria de masas de alta resolucion. El espectro en el
UV (espectro 36) mostro bandas de sistema aromatico en Amax 207, 245.5, 2775y 336
nm; el espectro en el IR (espectro 37) reveld la presencia de hidroxilo (3584 y 3269
cm™), de carbonilo (1763 cm™) y enlaces mdltiples carbono-carbono en 1664, 1585 y
1463 cm™. El espectro de RMN 'H (espectro 38) mostré la sefal caracteristica de!
hidrogeno de anillo furanc H-12 (8 7.43), ademas de sefiales para hidroégenos orfo-
bencenoides H-1 (5 8.05) y H-2 (8 6.95); tres metilos H-13 (6§ 2.31), H-14 (5 1.85) y H-15
(6 2.65), senales similares a las descritas para radulifolina C (68), cabe mencionar que

la sefial simple en § 1.85 asignable a los hidrégenos en C-14, difiere de la sefal para
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los hidrégenos en C-14 correspondiente para radulifolina C (68), la cual se observé
como una senal doble en & 1.43 por et acoplamiento con H-6 (8 4.25). Esta diferencia en
desplazamiento quimico y muitiplicidad se explica con la presencia de un grupo
hidroxilo en C-6 para radulifolina E (76). La presencia de la sefal en 8§ 71.22
correspondiente a un carbono base de oxigeno en el espectro de RMN *C vy
experimento DEPT (espectros 38 y 40) confirmaron el metilo carbindlico. La correlacién
que se observd en el espectro HMBC (espectro 44) entre la senal simple en & 1.85

asignada a H-14 y la sefal en & 71.22 de C-6 apoyaron la propuesta anterior (figura 17).
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Figura 17. Espectro de correlacidon HMBC de radulifolina E (76).
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La comparacion de los datos espectroscopicos de RMN 'H y RMN 3C de
radulifolina E (76) con los obtenidos para radulifolina C (68), permitieron establecer al
compuesto 76 como el derivado 6-z-hidroxilado de radulifolina C, por otro lado, la
orientacién «a del hidroxilo en C-6 para radulifolina E (76), se encuentra apoyada, por la

similitud en los desplazamientos informados para cacalona (66).'% '!

15 14 13
radulifolina E 76 radulifolina C 68 cacalona 66

5.3.2.3. 3-O-8-D-glucopirandsido de 3--hidroxicacalona (78).

El 3-O8-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxicacalona (78) fue aislado como un
liquido viscoso amarillo, con formula molecular C21Hz09 (EM AR), [alo = -2.428 (¢ 0.14,
MeOH);el espectro en el UV presenté bandas de absorcion en 207.8 y 319; el espectro
en el IR (espectro 47) presentd bandas que sugieren la presencia de grupo hidroxilo
(3401 cm™), de carbonilo «, B insaturado en 1660 cm™ y en 1535 cm™ de sistema
furanoide. El espectro de RMN 'H (espectro 48) mostr6 sefiales correspondientes a una
entidad glicosidica, con la presencia de la sefal del proton anomérico observada en &
4.42 como una senal doble (8.0 Hz) y las sefales en & 3.01 (H-2'), 3.17 (H-4'), 3.31 (K-
39, 3.32 (H-5'), 3.52 (H-6'a) y 3.78 (H-6’b) de los metinos correspondientes (ver parte
experimental). Las sefales adicionales observadas en el espectro de RMN 'H
asignables a tres metilos, dos metilenos, dos metinos y un hidrégeno aroméatico, definen
como aglicona al derivado 3-8-hidroxilado de cacalona, ya que mostré similitud con los
datos de RMN *H reportados para cacalona (66).'% '®' La aglicona se confirmé con el
analisis de las modalidades HMQC y HMBC; en particular, la ubicacion de la g-D-
glucopiranosa se establecié mediante la interpretacion del experimento HMBC (espectro
54), el cual mostrd correlaciones entre H-3 (8 4.03) y H-2' (8 3.01) con C-1" (5 102.71),

respectivamente (figura 18). El espectro de RMN 3C (espectro 49) confirmé la
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presencia del fragmento 3-D-glucopiranosa (C-1', § 102.71; C-2', § 74.78; C-3’, § 77.65;
C4,87164,C-5, 7768y C-6, §62.97).
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Figura 18. Espectro de correlacion HMBC del 3-O-8-D-glucopiranésido de
3--hidroxicacalona (78).

La orientacién 8 del enlace glicosidico se establecié de acuerdo a ia constante de
acoplamiento de 8.0 Hz entre H-1' (5 4.42) y H-2' (§ 3.01) que se observd en el espectro
de RMN 'H y por el experimento NOESY (espectro 52), al observarse la correlacion
entre H-1' (8 4.42) y H-3 (§ 4.03) y esta ultima sefal correlacionar con H-4 (& 3.37),
figura 19.
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Figura 19. Experimento NOESY de 3-O-8-D-glucopirandsido de
3-B-hidroxicacalona (78).
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Las constantes de acoplamiento Jee ¥ Jea de |la sefial doble de doble de dobles
centrada en & 4.03 (J = 3, 3, 3) correspondiente a H-3, definen su orientacién a como se

ilustra en la figura 20.

Figura 20. Déscripcic':h de la orientacién « de H-3 para el compuesto 3-O--D-

glucopirandsido de 3-8-hidroxicacalona (78).

La conformacidn de media silla que adopta el anillo A del compuesto 78, coincide
con la obtenida mediante la optimizacién de energia y mecanica molecular de la
molécula empleando los programas computacionales PCModel, ACD/Chem Sketch y
ACD/3D viewer, observando al metilo (C-14) en una orientacién pseudo-axial y al metilo
(C-15) en orientacion pseudo-ecuatorial, debido a la repulsion estérica que impide
mantener ambos grupos metilo synperiplanares.

5.3.2.4. 3-O-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79).

El 3-O-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79), se obtuvo como
un liquido viscoso amarillo a partir de la fraccion 24 C (ver parte experimental), la
formula molecular C21H20g fue determinada por espectrometria de masas, [u]p=+0.571
(c 0.14, MeOH); el espectro en el UV (espectro 56) mostrd bandas de absorcion en Amax
208, 250 y 319 nm; en el espectro en el IR (espectro 57) se observaron bandas para
grupo hidroxilo 3411 cm™, para carbonilo «, 3 insaturado en 1654 cm™” y en 1536 cm’

de sistema furanoide,
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La comparacion de los datos de RMN 'H y RMN '3C (tablas 9 y 10), de este
compuesto y los correspondientes datos para el compuesto 3-O-3-D-glucopirandsido de
3-8-hidroxicacalona (78) descrito anteriormente, permitid suponer que el compuesto 79
corresponde al epimero del compuesto 78. Posteriormente, al realizar el analisis
detallado de estos datos, se determind al compuesto 79 como el 3-0-8-D-

glucopirandsido de 3-3-hidroxi-6-epi-cacalona.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos en Tabla 10. Desplazamientos quimicos en
RMN H para las substancias 78 y 79. RMN "*C para las substancias 78 y 79.
Posicién 78" 79° Posicién 78° 79¢
(3=ppm;mult:J=Hz}  (§=ppm;mult;J=Hz) (8 =ppm; mult.) (&= ppm; mult.)

H-1 2389 m 2.38m 1 18.36 (1) 18.44 ()
H-20. ~ 1.99m 2.0m C-2 20.88 (t) 20.40 ()
H-2p 1.87m 1.79 m C-3 79.15 (d) 77.34 (d)
H-3 403ddd (3,3,3) 4.03ddd (3,3, 3) C-4 33.88 (d) 36.00 (d)
H-4 3.37¢cd (7, 3) 3.02cd (7, 3} C-5 158.81 (s) 161.18 (s)
H-12 7.52c (1) 7.50 c (1) C-6 70.70 (s) 72.43 (s)
H-13 2.21d (1) 2.21 (1) c-7 142.34 (s) 142.53 (s)
H-14 163s 1.60s c-8 146.09 (s) 146.07 (s)
H-15 1.21d (7) 1.22d () c-9 174.88 (s) 175.05 (s)
H-1' 4.424d (8) 4.44d (8) c-10 131.02 (s) 129.94 (s)
H-2' 3.014dd (8, 8) 3.07 dd (9, 8) c-11 121.52 (s) 121.40 (5)
H-3' 3.31 dd (9, 8) 3.37dd (9, 9) c-12 145.14 (d) 144 .83 (d)
H-4' 3.17 dd (9, 9) 3.29dd (9, 9) C-13 9.01 (c) 8.86 (C)
H-§' 3.32m 331 m C-14 27.39 (c) 28.15(c)
H-6'a 3.52m 3.65m C-15 20.32 (c) 20.89 (c)
H-6'b 3.78m 3.84 da (10.5) c-1' 102.71 (d) 102.24 (d)
-OH 413 sa 418 sa c-2 74.78 (d) 74.91 (d)
4.39s 4.26 sa c-3' 77.65 (d) 77.87 (d)

4,51 sa c-4' 71.64 (d) 71.83 (d)

2 500 MHz, CDsCOCDs C-5' 77.65 (d) 77.40 (d)

C-6' 62.97 (1) 63.08 (1)

cd 125 MHZ, CDaCOCDa
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De acuerdo entonces, a la comparacion de los datos de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno de ambos isémeros (78) y (79), se observé una
variacion en el desplazamiento quimico de las sefiales presentes, |la variacién de
mayor reievancia correspondio a la observada para H-4 (Aé 0.35 ppm). La sefal
correspondiente a H-4 de 3-O-B-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxicacalona (78)
presentd un desplazamiento quimico en § 3.37; desplazamiento 0.35 ppm menor
al observado para la sefial anéloga de H-4 de! 3-O-3-D-glucopirandsido de 3-8-
hidroxi-6-ep/-cacalona (79) (& 3.02). En el caso de 78 los metilos H-14 y H-15 se
encuentran el primero de ellos pseudo-ecuatorial y el segundo pseudo-axial,
ambos orientados befa, lo que permite al grupo hidroxilo unido a C-6 éjefcei un
efecto desprotector sobre el hidrogeno H-4, desplazando la sefial de este
hidrégeno a campo bajo (8 3.37) con respecto a su analogo H-4 del compuesto 79
(6 3.02), en el cual, el grupo hidroxilo en C-6 se encuentra orientado beta, y ahora
no protege a H-4, hecho que explica la variacion en el desplazamiento quimico al
comparar ambos espectros de RMN 'H (espectros 48 y 58). Después del analisis
espectroscopico se establecié que el compuesto 79 corresponde al epimero del
compuesto 78 (figura 21).

4 HC
3-O-3-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79)

Figura 21, Estructuras establecidas para los compuestos 78 y 79.
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5.3.3. Extracto metanodlico de las raices de Psacalium radulifolium.

El extracto metanolico y el extracto CHyCIl;:EtOH 3:2, presentaron
constituyentes quimicos en comun, estos fueron: éter metilico de deshidrocacalol
(58), cacalol (59), estigmasterol (36), B-sitosterol (28), decompostina (61),
cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67); adicionalmente se aislaron 3-D-glucopiranosa
(80) y sacarosa (81) (ver parte experimental). Estas dos uitimas substancias
fueron identificadas por comparacién directa con muestras auténticas disponibles

en el laboratorio.

54. EVALUACION HIPOGLUCEMIANTE DE SUBSTANCIAS PURAS
AISLADAS A PARTIR DE LAS RAICES DE P. radulifolium.

Los constituyentes puros evaluados como agentes hipoglucemiantes en el
modelo experimental in vivo utilizado (ver parte experimental) fueron: eter metilico
de deshidrocacalol (58), cacalol (59), decompostina (61) y la mezcla de cacalona
(66) y B-epi-cacalona (67) en las dosis de 3.1, 10.0y 31.0 mg/kg.

5.4.1. Eter metilico de deshidrocacalol (58).

En base al resultado obtenido durante el tratamiento con éter metilico de
deshidrocacalol (68}, fue posible observar efecto en la disminucion de la glucemia
de los animales ensayados; sin embargo, este efecto no fue significativo (grafica
9); sugiriendo que las dosis ensayadas de 3.1, 10 y 31 mg/kg no son suficientes
como para disminuir el nivel de giucosa en sangre en ratas normoglucémicas, es
por ello que un incremento de la dosis permite suponer un efecto hipoglucemiante

considerable.
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Eter metilico de deshidrocacalol

Variacién de la glucemia (%)

Tiempo (h)

Eter metflico de deshidrocacalol (58): ¢ 3.1 mg/kg =10 mo/kg A 31 mg/kg
¥ Control ¢ Glibenclamida 10 mg/fig; * p<0.05 (Andlisis de varianza seguido de ta prueba t de
Dunnett para la comparacién de medias con respecto a los niveles iniciales). ANOVA

Gréfica 5. Variaciéon de la glucemia observada para éter metilico de
deshidrocacalol (58).

5.4.2. Cacalol (59).

El resultado de !a evaluacién hipoglucemiante al tratar a los animales de
experimentacién con cacalol (59, grafica 6), en el modelo in vivo empleado, sugirié
a esta substancia como inactiva, ya que el promedio de variacion de la glucemia,
se mantuvo sin cambio a lo largo del experimento para las tres dosis ensayadas.
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El incremento observado al registro de 1.5 h para la dosis de 3.1 mg/kg, es debido
probablemente a la variabilidad biolégica o bien, al estado inicial de los animales
de experimentacién de ese grupo en particular, descartando que el procedimiento
experimental fuera un factor de variabilidad, ya que éste fue empleado para todos
los experimentos efectuados.

Cacalol

Variacién de la glucemia (%)

Tiempo (h)

Cacalol {§9): ¢ 3.1 mg/kg & 1O mg/kg A 31 mg'kg
¥ Control ¢ Glibenclamida 10 mg/kg; * p<0.05 (Analisis de varianza seguido de la prueba { de
Dunnett para la comparacién de medias con respecto a los niveles iniciales). ANOVA

Grafica 6. Variacion de la glucemia observada para cacalol (59).
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5.4.3. Decompostina (61).

Para el caso de decompostina (61) (grafica 7) el resuitado obtenido sugirid
a esta substancia como inactiva, ya que los valores de la giucemia en los animales
de experimentacién se mantuvo sin cambio significativo, permaneciendo en el
orden de la glucemia inicial.

Decompaostina

Variacién de la glucemia (%)

Tiempo (h)

Decompostina (61); ¢ 3.1 mo/g » 10 mg/kg 4 31 mglkg
¥ Control ¢ Glibenclamida 10 mg/hg; * p<0.05 (Andlisis de varianza seguido de la prueba { de
Dunnett para la comparacion de medias con respecio a los niveles iniciales). ANOVA

Gréfica 7. Variacién de la glucemia observada para decompostina (61).
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5.4.4. Mezcla epimérica de cacalona (68) y 6-epi-cacalona (67).

El resultado obtenido al administrar la mezcia epimérica de cacalona (66) y
6-epi-cacalona (67); permitié construir la grafica 8, en donde se observa una
disminucion de la glucemia insuficiente como para considerarla significativa; sin
embargo, este resultado sugiere un efecto hipoglucemiante considerable si la
dosis se incrementara.

Cacalona y 6-epi-cacalona

Varlacién de la glucemia (%)

Tiempo (h)

Cacalona (86) y 6-epi-cacalona (67). « 3.1 mg/fkg = 10mp/kg A 31 mg/kg
¥ Control ¢ Glibenclamida 10 mo/kg; * p<0.05 (Analisis de varianza seguido de la prueba { de
Dunnett para la comparacion de medias con respecto a los niveles iniciales). ANOVA

Gréafica 8. Variacién de la glucemia observada para cacalona (66) y 6-epi
cacalona (67).
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Un estudio previo sobre el efecto hipoglucemiante de cacalol (59) y de la

mezcla cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67),'2

coincide con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, en ambas investigaciones, el modelo
experimental in vivo empled animales normoglucemicos (animales sanos). En
contraste, otro estudio realizado sobre ef efecto antihiperglucemiante de la mezcla
de 11-hidroxicacaldtida (74) y 11-epi-hidroxicacaldlida (75), cacalol (59) y la
mezcia de cacatona (66) y 6-epi-cacalona ((-37),122 empled animaies diabéticos
obesos (ob/ob) genéticamente alterados, describiendo a la mezcla de 11-
hidroxicacali6lida (74) y 11-epi-hidroxicacaldlida (75) y al cacalel (59) como
agentes antihiperglucemiantes activos y a la mezcla cacalona (66) y 6-epi-
cacalona (67) como inactivos, sin determinarse el mecanismo de accion.

Se sabe que una cantidad considerable de metaboiitos secundarios actuan
de una forma mas eficaz en conjunto con otros metabolitos que en forma aislada
(fendbmeno de sinergismo), obteniendo de esta manera una respuesta
significativa,'® fenémeno que explica los resultados obtenidos para el extracto
metandlico de las raices de Psacalium radulifolium y los metabolitos secundarios

aislados de ellas evaluados como agentes hipoglucemiantes.
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6. PARTE EXPERIMENTAL.
6.1. PRIMERA PARTE.

6.1.1. Consideraciones generales

La evaluacién farmacologica de las plantas medicinales se puede realizar de
varias formas y a varios niveles, dependiendo de la finalidad del estudio, el sitio en el
que se realice y la infraestructura con la que se cuente. Puede realizarse a través de un
rastreo farmacoldgico en sistema in vivo en animales normales o en aquellos a los que
se les ha inducido experimentalmente un padecimiento determinado, o bien, en
sistemas in vifro. Todos ellos siguiendo procedimientos generales y la rigurosidad
experimental empleados en la investigacion farmacoldgica y toxicolégica, con la
diferencia de que en la evaluacion de las plantas medicinales se prueban tanto
substancias puras como extractos de plantas. '

El bioensayo de toxicidad frente a Artemia salina representa una alternativa para
la deteccion de compuestos con posible actividad biolc'?gica y provee informacién
preliminar para la realizacidn de pruebas posteriores. Es muy utilizado para realizar
fraccionamientos dirigidos de extractos crudos, debido a que la técnica que se emplea
es sencilla y produce resultados rapidos y reproducibles. Si bien, no se ha logrado
comprobar que la toxicidad para A. salina correlacione directamente con la actividad
citotoxica o antimicrobiana, un resultado positivo puede ser indicativo de estas
propiedades. '® 13

La evaluacidn antimicrobiana de extractos y substancias puras a partir de plantas
medicinales permite establecer cierta concordancia con el uso etnomédico. Una vez
evaluado su potencial antimicrobiano y éste resulta significativo es posible considerar
evaluaciones posteriores especificas como la evaluacién citotoxica, antiinflamatoria o
antifungica.

La seleccién primaria o rastreo farmacoldgico es un procedimiento selectivo que
exige probar un gran numero de plantas con objeto de determinar si tienen o no una
actividad farmacolégica aprovechable como es el caso especifico de |a busqueda de

plantas con actividad hipoglucemiante.
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Este procedimiento selectivo, idealmente debe ser tal que, en un corto tiempo se
pruebe un gran numero de plantas y que requiera de cantidades pequefnas de extracto
0 substancia pura, asi como tambien debe ser lo suficientemente sensible como para
detectar principios activos a bajas concentraciones. '™

Para evaluar el efecto hipoglucemiante de una planta es necesario someterla a
ensayos en animales normales y en animales con diabetes mellitus inducida
experimentalmente para evaluar el efecto antidiabético.'™®

LLa via de administracion seleccionada para el presente proyecto fue la oral con
incubacion intragastrica, siendo esta, la via que mejor representa la forma de empleo
por el hombre para la ingestidon de las preparaciones medicinales.

Las dosis establecidas para evaluar los extractos fueron de 30, 100 y 300 mg/kg,

considerando datos de la literatura;“® 4 137 1%

considerando no exceder las dosis
terapéuticas convencionales. >

En la actualidad las personas con diabetes mellitus tienen la oportunidad de
realizar un seguimiento constante de sus niveles de glucosa en sangre, gracias al
avance tecnologico, el cual, pueden realizar con la ayuda de los denominados
Medidores de glucosa en sangre (BGMs: Bloog glucose meters)'®'® los cuales son
equipos portatiles de operacion sencilla. De acuerdo con estudios realizados sobre la
exactitud de estos medidores, se ha comprobado que el sistema de control de glucosa
en sangre One Touch Il tiene un coeficiente de correlacion de 0.91 y un porcentaje de
exactitud en medicidn del 99.2 % de los valores de referencia ensayados.

El sistema de contro! de glucosa en sangre One Touch® Basic™ ha sido
disefiado para el uso en diagnéstico in vitro. Esto significa que el sistema sdlo debe
utilizarse para realizar analisis fuera del cuerpo humano. El medidor One Touch Basicy
ias tiras reactivas se utilizan para el control de la glucosa en sangre total, por aquelias
personas que han sido diagnosticadas de diabetes mellitus. Este sistema no debe
utilizarse para el diagnédstico de diabetes.

Las tiras One Touch™

se utilizan para cuantificar la glucosa en sangre total.
Estas tiras se han disefado para su uso con los medidores One Touch, One Touch Il y

One Touch Basic. Esta prueba cuenta con una tecnoiogia que emplea reactivo seco
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basada en un método de glucosa-oxidasa y es de uso especifico para D-glucosa. La
pequena almohadilla que contiene el reactivo va adherida a una tira de plastico.

Las tiras One Touch se mantienen invariables hasta la fecha de caducidad que
se indica y pueden ser usadas en cuanto se extrae del paquete. Al colocar una gota de
sangre sobre el area de andlisis, la glucosa-oxidasa provoca la oxidacion de la glucosa
presente en la sangre con el oxigeno de ia atmdsfera y el de la sangre misma. Como
resultado de esta oxidacidn se producen acido glucdnico, peréxido de hidrégeno y ios
colorantes al oxidarse, producen un compuesto de color azul. La intensidad del color
azul que presenta corresponde a la concentracion de glucosa en la muestra de sangre.
REACTIVOS: Tira: La pequefia almohadilla de la tira contiene reactivos quimicos y

biologicos en las siguientes concentraciones aproximadas:

Glucosa-oxidasa 14 U. I.lcm?
Peroxidasa 11 U. Liem?
Clorhidrato de Hidrazona 3 metil-2-benzotiazofinona 0.06 mg/cm?®

Acido 3-dimetilaminobenzoico 0.12 mglcm?

En el campo de la investigacion de |a diabetes mellitus, estos sistemas de control
y monitoreo de glucosa se han incorporado paulatinamente a las evaluaciones
farmacoldgicas en ensayos in vivo, es asi, que los modelos de experimentacion
propuestos en este proyecto incorporan como equipo de analisis de los niveles de
glucosa en sangre al medidor One Touch® Basic™.

El procedimiento para la preparacion de los extractos vegetales se llevé a cabo
utilizando metanol como disolvente de extraccidon. Se sabe que existen ciertos
componentes de mayor polaridad que no forman parte del extracto obtenido,
empleando este disolvente; sin embargo, de acuerdo a los antecedentes bibliograficos,
la mayoria de los principios activos recuperados de los materiales vegetales son

extraidos eficientemente con esta metodologia.
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6.1.2. Colecta de las especies.

PLANTA LUGAR DE COLECTA FECHA VOUCHER

P. obtusa Calakmul, Campeche Abril, 1997  Martinez 27824-A"

P. radulifolium San Luis Potosi, SLP Julio, 1995  Bye & Linares 20028*
E. platycarpa Tetipac, Guerrero Junio, 1988 Ramiro Cruz 1325°

E. polystachya Plan del Rio, Veracruz Julio, 1998 Clara Ramos CHR 738
E. polystachya (Comercial) Plan del Rio, Veracruz Julio, 1998  Identificacion in situ®

C. lachryma-jobi Plan del Rio, Veracruz Julio, 1998  Identificacion in situ’

® Herbario Nacional, Instituto de Biologia, MEXU, UNAM; ® Herbario de la Facultad de Ciencias FC_ME, UNAM;
) ’ " °Ejemplar no depositado en herbario.

6.1.3. Preparacion de extractos.

Los materiales vegetales frescos se separaron (hojas, ramas, madera, corteza y
raices), se dejaron secar al medio ambiente; una vez secos, se trituraron y se pesaron,
macerandoios por 24 h (en dos ocasiones) en metanoi por separado, preparando asi los
extractos correspondientes, (tabla 11).

Tabla 11. Preparacion de los extractos.

Peso del material

Planta Parte de la vegetal seco y Peso del
planta triturado (g) extracto (g)

APOCYNACEAE

Plumeria oblusa p. aéreas 1,250.0 74.8

ASTERACEAE

Psacalium radulifolium raices 974.0 36.0

FABACEAE

Eysenhardtia platycarpa hojas 300.0 49.9
ramas 2,500.0 153.4
rmadera 1,417.7 60.4
corteza 500.0 38.5

Eysenhardtia polystachya hojas 1,400.0 854

{Veracruz) ramas 250.0 13.8
corteza 448 6 50.8

Eysenhardtia polystachya madera

(Comercial) y corteza 2235 24.4

POACEAE

Coix lachryma-jobi L, tallos 250.0 13.8

e ¥ o
ESTA TESIS NO SALFE

DE LA BIBLIOTECA "



6.1.4. Evaluaciones biol6gicas.

6.1.4.1. Evaluacién de toxicidad.

Se prepararon 250 mi de agua de mar (38 g de sal de mar por 1 | de agua). Esta
solucidn se calenté a 28 °C, bajo estas condiciones se colocaron los huevecillos de A.
salina y se dejaron incubar por 48 h permitiendo su maduracion.

Las muestras a ensayar (20 mg) se disoivieron en 2 m! de acetcna. De esta
solucién se tomaron tres alicuotas de 1000 pl, tres de 100 pul y tres de 10 il para el caso
de extractos y para substancias puras tres alicuotas de 500 i, tres de 50 pl y tres de 5
ul; se colocaron en los viales correspondientes, preparando adicionalmente tres viales
con acetona correspondientes al control. El disolvente se evaporo en atmosfera de
nitrégeno y se colocaron al aito vacio los viales aproximadamente 30 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo para el crecimiento de la A. salina (48 h), se
colocaron 5 ml de agua de mar en cada vial, incorporando 10 ejemplares de A. salina
en cada ensayo, dejando en reposo por 24 h. Concluido este periodo se procedid a la
cuenta de los ejemplares sobrevivientes de A. salina en cada vial. Los datos
experimentales obtenidos se analizaron estadisticamente empleando el programa
computacional Finney para determinar el valor de concentracidén letal media (Clso)

misma que se expresa en pgiml.'®

6.1.4.2. Evaluacion antimicrobiana.

Para la evaluacion de los extractos y los productos puros, se utilizd el modelo de
dilucién en agar. 10 mg de cada compuesto puro se disuelven en 1 ml de DMSO; se
prepararon 5 ml de medio de cultivo liquido de Agar Tripticasa de Soya (TSA) para las
bacterias y de Agar Dextrosa de Sabouraud (SDA) para la levadura (previamente
esterilizados y en caliente) en cajas petri con 50, 100 ¢ 200 ul de la solucion de
compuesto puro en ensayo, para obtener una concentracién de 100, 200 6 400 pg por
ml de agar. Las cajas petri de control se prepararon la primera con agar unicamente
(control 1) y la segunda con agar y 50, 100 é 200 uyl de DMSO (control 2). Una vez

solidificado el agar, se prepard el indculo para cada microorganismo colocando en un
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punto de la superficie 2 pl de una suspension del microorganismo de ensayo (C =
1x10% bacterias por ml de solucién salina) dispersandoc en forma de circulo de
aproximadamente 5-8 mm de diametro conteniendo 10* Unidades Formadoras de
colonias (UFC). Las cepas de microorganismos empleadas en el presente proyecto
fueron: Staphylococcus aureus ATCC* 6358, Escherichia coli ATCC 8937,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 12453 y Candida
albicans ATCC 10231. (*ATCC=American Type Culture Collection). Las cajas petri se
incubaron por 24 h a 37 °C y como estandares de referencia se utilizaron gentamicina y
nistatina (5-120 ug/ml). Las pruebas se realizaron por duplicado y los resultados se
expresaron como la menor concentracion de extracto de la planta o producto puro, que

produjo la inhibicidn total del crecimiento bacteriano (CM1). "4 14

6.1.4.3. Evaluacion de la actividad hipoglucemiante en animales normoglucémicos.

6.1.4.3.1. Evaluacién hipoglucemiante de extractos.

Se utilizdé una pobiacién homogénea de roedores especie Rattus norvegicus cepa
Wistar albinos machos de un peso aproximado a 225-250 g, criados en bioterio bajo
alimentacion controlada y de 60 dias de edad,'® formando cinco grupos con cinco
animales cada uno. Se preparan con 18 h de ayuno y agua ad libifum en jaulas
individuales. E! tratamiento a cada grupo se asigné en forma aieatoria y l0s extractos
fueron administrados por via oral en las dosis Gnicas por grupo de 30, 100 y 300 mg/kg,
respectivamente por incubacion intragastrica mediante una sonda nasogastrica infantil
de latex FR8. Como vehiculo de administracion se empled solucion salina 0.1% de
tween 80 y como testigo el hipoglucemiante oral empleado comercialmente
glibenciamida (dosis unica: 10 mgfkg suspendida en el mismo vehiculo). La
determinacion de glucosa sanguinea se realizé empleando un medidor de glucosa en
sangre portatil One Touch Basic midiendo previamente al tratamiento con los diferentes

extractos y a 1.5, 3, 5, 7 y 9 h posteriores al tratamiento, como muestra el diagrama 1.

81



Animales en ayuno
por 18 h

d N\

| Grupo1 | | Grupo2 | [ Grypo3 | [ Grupo4 | [ Grupo5 |

Determinacion del nivel glucosa en sangre a las O h

Administracidn del extracto Adm. del
Cgmégg dosis establecida por via oral testigo
Control Extracto Extracto Extracto Glibenclamida
(vehiculo) 30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/k 10 mg/kg

/

Determinacion del nivel de glucosa en
sangrea 1.5 3,5 7ySh

Diagrama 1. Modelo experimenta! in vivo empleado para la evaluacion del efecto
hipoglucemiante de extractos en animales normoglucémicos.
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6.1.4.3.2. Evaluacion hipoglucemiante de metabolitos secundarios aislados a partir de
las raices de Psacalium radulifolium.

Se utilizd una poblacion homogénea de roedores especie Rattus norvegicus cepa
Wistar albinos machos, normoglucémicos de la misma edad y peso (60 dias y 225-250
g) formando 5 grupos con cinco animales de experimentaciéon cada uno. El primer grupo

_'correspondié al control con la adminisiracién del vehiculo (solucidn salina 0.1% de
tween 80); los siguientes tres grupos correspondieron a los grupos con tratamiento del
metabolito secundario aislado. Los cuales fueron éter metilico de deshidrocacalol (58),
cacalol (59), decompostina (61) y la mezcla cacaiona (66) y 6-epi-cacalona (67),
constituyentes mayoritarios aislados a partir de las raices de P. radulifolium, |las dosis
unicas ensayadas por grupo fueron: 3.1, 10 y 31 mg/kg, respectivamente. El quinto
grupo correspondié al grupo testigo empleando glibenclamida en una dosis tnica de 10
mg/kg. Para este modelo in vivo, los animales de experimentacion se prepararon con 18
h de ayuno con y agua ad fibitum en jaulas individuales. La administracién del vehiculo,
el tratamiento con las diferentes dosis y la glibenclamida se realizd via oral mediante
incubacién intragastrica empleando una sonda nasogastrica infantil de latex FR8. La
determinacion de giucosa sanguinea se realizé previa a la administracion de los
constituyentes puros, vehiculo y testigo, y subsecuentemente a 15, 3, 5, 7y 9 h
posteriores a la administracién, empleando el medidor de glucosa en sangre portatil
One Touch Basic, (diagrama 2).
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Animales en ayuno
por 18 h

| Gupo1 | [ Grupo2 | [ Grupo3 | [ Grupo4 | [ Grupo5 |

Determinacién del nivel glucosa en sangre a las 0 h

Adm. del Administracion del metabolito ) Adm. del
vehiculo secundario puro dosis establecida por via oral testigo
Control Compuesto Compuesto Compuesto | | Glibenciamida

(vehiculo) 3.1 mg/k 10 mg/kg 31 mg/k 10 mg/kg

AN

Determinacién del nivel de glucosa en
sangrea 1.5 3,5 7y9h

Diagrama 2. Modelo experimental in vivo empleado para la evaluacion del efecto

hipoglucemiante de metabolitos secundarios aislados en animales normoglucémicos,
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Las muestras de sangre requeridas en ambos experimentos para la evaluaciéon
hipoglucemiante (extractos y substancias puras), se tomaron del extremo de la cola de!

animal de experimentacion, como se describe en el diagrama 3.

1. Se asea la cola del
animal de experimentacidén

2. Se realiza un corte en el
extremo de la misma a una
distancia de 5 mm con bisturi

3. Se aobtiene la cantidad de sangre necesaria
mediante la presion de la vena caudal en direccidon
a la incisién y se coloca sobre la tira reactiva One

Touch ya insertada gn el medidor portatil

4. Se toma la lectura del medidor One Touch®
Basic™ del nivel de glucosa en sangre

Diagrama 3. Descripcion de la toma de muestra de sangre
para el andlisis del nivel de glucosa.
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6.2. SEGUNDA PARTE.
6.2.1. Analisis fitoquimico de las raices de Psacalium radulifolium.
6.2.1.1. Consideraciones técnicas generales.

Los puntos de fusién (Pf) se determinaron en un aparato Fischer-Johns y no
estan corregidos. Los espectros en el infrarrojo (IR) se determinaron en un
espectrofotdbmetro con transformadas de Fourier Nicolet TF-802 o en un equipo Perkin-
Elmer 283-B en cloroformo (CHCl3), ¢ bien, en pastilla de KBr. Los espectros en el UV
se determinaron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 552 en metanol (MeOH). Las
determinaciones de rotacidn optica se realizaron en un polarimetro Perkin-Elmer
modelo 241. Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN H),
fueron obtenidos a 200, 300 y 500 MHz utilizando los equipos JEOL Eclipse 300,
Varian-Gemini 200A, Varian XR-200, Varian XR-300 y/o Varian Plus-500 y como
disolventes. cloroformo deuterado (CDCls), dimetil sulféxido deuterado (DMSO-d),
acetona deuterada (CD3sCOCD3) segun el caso y como referencia interna tetrametil
silano (TMS). Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono trece (RMN
13C), se determinaron en los equipos analiticos JEOL Eclipse 300, Varian-Gemini 200A
Varian XR-200, Varian XR-300 y Varian Plus — 500 a 50, 75 y/o 125 MHz. Los
desplazamientos quimicos se expresan en partes por milléon (8). En algunos casos
especiales se utilizaron en la técnica de resonancia magnética nuclear los
experimentos bidimensionales COSY, gCOSY, HMQC, HMBC, NOESY, HSQC, HSBC,
HETCOR y COLOC, y en el caso de RMN "*C el experimento DEPT. Los espectros de
masas se obtuvieron en un equipo Hewlett Pakard 5985-B mediante la introduccidn
directa a 70 eV utilizando la técnica de impacto electrénico (IE) a 70 eV y en la
modalidad FAB®. Los espectros de alta resolucion fueron registrados en un equipo
JEOQL — AX 505 HA, utilizando técnicas de ion positivo.
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Las cromatografias en columna a presién reducida (CCPR)'™ se realizaron
utilizando silica Merck Kieselgel 60 (0.040-0.863 mm). Las cromatografias en capa fina
preparativa (CCFP) se realizaron en placas Merck HF 4 de 2 mm de espesor y en
algunos casos se emplearon cromatofolios ALUGRAM® SIL G/UV 254 silica gel. Las
cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron en cromatofolios ALUGRAM® SIL
G/UV 254 silica gel, para realizar el seguimiento del fraccionamiento obtenido de las
diferentes cromatografias. Los métodos de visualizacidon empleados fueron luz
ultravioleta de una lampara portatii SPECTROLINE Modelo ENF-240C, UV-254/366
nm, 115 Volts, 60 Hz, 0.20 Amps., y como reactivo cromogénico se utilizd una solucion
de 12 g de sulfato cérico amoniacal y 22 mi de acido sulfurico concentrado en 350 g de

hieto. '™

6.2.1.2. Métodos computacionaies.

Para los calculos de la geometria molecular y energia se efectud la optimizacion
completa de geometria (sin considerar simetria) de cuatro estructuras tautoméricas del
compuesto radulifolina C (68) en diferentes rearreglos de O-H y C-H, se realizd con el
programa Gaussian 94 (G94) a nivel ab initio en nivel Becke3LYP/6-31G(d,p).'”’ La
funcion hibrida Becke3LYP define el cambio funcional como una combinacion linear de
Hartree-Fock, local, y cambios de términos de gradiente corregidos.' La funcional de
cambio es combinada con la funcién de correlacidén con una correlacion local y una
correlacién de gradiente corregido. La funcion de correlacion utilizada es actualmente
C'EcLYP + (1-C)"ECYWN, en donde LYP es la funcion de correlacion de Lee, Yang y
Parr, ' ia cual incluye ambos términos el local y el no-local, y VWN es la funcién de
correlacion Vosko, Wilk y Nusair 1980, la solucién RPA apropiada para gas uniforme,
con frecuencia es considerado como correlacién de Densidad de Spin Local (LSD).'™
VWN es utilizado provisto de la correlacion del exceso local requerido, desde LYP
contiene un término local esencialmente equivalente a VWN.'® Todos los isomeros
estan en la superficie potencial electrén minima con eigenvalores no negativos o
frecuencias imaginarias. El equipo basico orbital utilizado fue 6-31G(d,p) el cual

incorpora funciones de polarizacion a atomos pesados e hidrégenos.
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Los porcentajes de variacion de glucemia y la actividad hipoglucemiante de los
extractos analizados, dentro de los niveles de confianza con valor p<0.05, se estimo
por el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba t de Dunnett utilizando los
programas computacionales estadisticos: SigmaPlot Scientific Graph Systemn, Jandel
Version 1.022 y SigmaStat for Windows Version 1.0.

La optimizacién de energia de las moléculas se realizdé empleando los programas
computacionales PCModel para Windows, version 1.0, Serena Software y Advanced
Chemistry Development inc. ACD/Chem Sketch version 4.01 y ACD/3D viewer version
4.0.

6.2.1.3. Psacalium radulifolium (H. B. K.) H. Rob. & Brettell (Asteraceae).

Las raices de Psacalfium radulifolium (matarique) fueron colectadas en San Luis
Potosi; se dejaron secar a temperatura ambiente y se trituraron (peso = 974 ), se
macero por tres ocasiones con hexano, posteriormente el residuo vegetal fue tratado
con mezcla cloruro de metileno:etanol 3.2 por tres ocasiones y finalmente el residuo

vegetal se sometid a maceracion con metanol, tres veces.
6.2.1.3.1. Extracto hexanico de las raices de P. radufifolium.

El extracto hexanico (50.4 g) fue fraccionado por cromatografia en columna a
presion reducida (CCPR) figura 22. La columna fue eluida utilizando primeramente
hexano (Hex) e incrementando la polaridad gradualmente con acetato de etilo (AcOE),
obteniendo eluatos de un litro. La tabla 12 muestra la agrupacion de las fracciones
obtenidas de esta cromatografia y los metabolitos secundarios aislados a partir de las

mismas.
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Tabla 12. Fracciones obtenidas de la CCPR del extracto hexanico de las raices de

Psacalium radulifolium.

No.de Fracciéon Peso % Rend. Sistema de elucién Substancia
eluato (a) Plpi (Hex: AcOEt)
1-16 A 2.61 517 (100:0) éter metilico de
deshidrocacalol (58)
17-20 B 17.76 3524 - (95:5) cacalol (59)
adenostina A (60)

estigmasterol (36)
B-sitosterol (28)

21-26 C 5.49 10.9 (9:1) decompostina (61)
neoadenostilona (62)
27-32 D 2.00 3.97 (85:15) radulifolina A (63)

11-epi-radulifolina A (64)
radulifolina B (65)

33-37 E 1.58 3.15 (8:2) cacalona (66)
6-epi-cacalona (67)

38-44 F 1.49 2.95 (75:25) cacalona (66)
6-epi-cacalona (67)

45-50 G 0.73 1.44 (7:3) radulifolina C (68)

(g) gramos, (p) peso, (pi) peso inicial, (AcOEt) acetato de etilo
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Raices de Psacalium radulifolium
(HBK. H. Robins & Brett.) (974 g)

Maceracion con n-hexano

Extracto hexanico {(50.4 g) " Residuo vegetal

Maceracidon con
CH2C|2:EtOH (32)

A B Cc D E F G
AN / Extracto CH,Cl,:EtOH 3.2 Residuo vegetal
(59.8q)
éter metilico de cacaiol (89) cacalona (66)

deshidrocacalol (58) adenostina A (60)  B-epi-cacalona (67)
estigmasterol (36)
B-sitosterol (28) radulifolina C (68)
decompostina (61)

Maceracién con metanol

neoadenostilona (62)
radulifolina A (63)
11-epi-radulifolina A (64)

(36 g)

Extracto metandlico " Residuo vegetal

radulifolina B (65)

Figura 22. Procedimiento general de la extraccion de las raices de Psacalium radulifolium.




6.2.1.3.1.1. Eter metilico del deshidrocacalol (58), ''*'"®

50 mg Agujas incoloras

Rf = 0.87 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf = 79-82 °C; [lit. 79.5-81 °C}'"?

IR: (KBr, cm™); 3231, 3056, 1636, 1610, 1566, 1475, 1452.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, 6 (ppm), J (Hz)); 1.07, d (7.2), 3H, His; 2.22, ddd (17, 6, 3),
1H, Hap, 2.38, d (1.2), 3H, Hiz; 2.42, s, 3H, Hyg, 2.52, m, 1H, Haq; 3.25, cd (7, 1), 1H, Ha
404, s 3H, OCHs 5.90, ddd (9.6, 6, 3), 1H, Hy; ; 6.90, dd (9.6, 3) 1H, Hy; 7.29, ¢ (1.2),
1H, Hya.

RMN '3C (75 MHz, CDCls, & (ppm)) 11.27, (c), Cia ; 16.99, (c), C14 21.52, (c), Cis;
30.71, 31.01, (t), Cs, (d), C; 60.02, (c), OCHg; 116.86, (s), C11; 121.01, (8), C1o; 121.35,
(s), Cs; 122.03, (d), Cy; 124.58, (d), C; 128.36, (s), C7; 134.11, (s), Ce138.91, (8), Cs;
141.58, (s), Co; 145.83, (d), Ci2.

EM IE: CeHisO2 m/z 242 [M'] (100), 227 (85), 212 (44), 197 (19), 165 (3), 152 (5), 141
(8), 128 (5), 115 (8), 106 (5), 77 (3), 51 (2), 39 (2), 27 (1), 15 (1).

éter metilico de deshidrocacaiol 58
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6.2.1.3.1.2. Cacalol (5§9). '"”

4.42 g Cristales naranja

Rf = 0.67 {(Hex:AcOEt 75:25)

Pf = 89-92 °C; [lit. 92-94 °C]'"’

IR (KBr, cm™); 3552, 3109, 1637, 1600, 1575, 1471, 1448,

RMN *H (500 MHz, CDCla, & (ppm), J (Hz)); 1.19, d (7.0), 3H, His; 1.8, m, 2H, H3; 1.85,
m, 2H, Hy; 2.37, d (1.5), 3H, Hiz; 2.52, s, 3H, Hi4 2.62 ddd (17, 11.5, 7.0) 1H, Hiy; 2.98,
ddd (17, 6, 1), TH, Hyp; 3.23, m, 1H, Hg; 5.0, s, 1H, -OH; 7.24, ¢ (1.5), 1H, Hy..

RMN 3C (125 MHz, CDCls, & (ppm)); 11.2, (c), C13; 13.8, (), C1a; 16.7, (1), C2; 21.3, (),
Cis; 22.89, (t), C1; 28.9, (d), Ca; 30.1, (1), Cs; 117.3, (8), C11; 118.7, (s), C1o; 120.2, (8),
Cs; 126.1, (s), C7 135.8, (s), Ce; 136.3, (s), Cg; 140.8, (d), C12; 142.2, (s), Cs.

EM IE: CisH1sO2 m/z 230 [M'] (69), 215 (100), 200 (11), 187 (7), 185 (5), 159 (3), 141
(2), 128 (3), 115 (3), 108 (2), 100 (2), 91 (2), 77 (2), 43 (4), 28 (4).

OH

0]

/
{

Cacalol 569
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6.2.1.3.1.3. Adenostina A (60). '**

60.7 mg Solido naranja

Rf = 0.36 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf = 185-188 °C; [lit. 186-188 °C] '**

IR; (KBr, cm™) 3403, 2930, 2868, 1654, 1616, 1444, 1413, 1222, 1108.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 1.16, d (7), 3H, His; 1.19, d, (7), 3H, His,
. 1.77, m, 8H, Hz, Hz, Hs, Hi; 2.25, s, 3H, Hyz; 2.28, d, (12), 3H, Hy3; 2.5, s, 3H, Higq, 2.6-
2,99, m, 2H, Hy, Hy; 3.2-3.3, m, 2H, Hy, Hy;, 4.37,s, 2H, Hig, 7.27, ¢, (1.2), TH, Hy2.

RMN '3C (75 MHz, CDCls, & (ppm)) 10.6, (c), Cia; 11.1, (c), Ci3; 13.8, (1), C14, 16.3, (1),
Cz 16.7, (1), Cz;, 21.4, (¢), Cis; 21.9, (¢), C1s; 22.5, (1), C4; 22.9, (1), Cr; 25.4, (1), Cua;
28.7, (d), C4 29.0, (d), C4; 30.2, (1), C3; 30.9, (1), C3; 110.9, (s), Ci1; 117.0, (s), Ciy]
118.1, (s), Cio; 118.7, (s), Cio; 118.9, (s), C7; 119.4, (s), C7; 127.0, (s), Cs; 127.4, (s),
Cs: 135.4, (s), Ce; 135.8, (s), Cs, 136.8, (s), Cs; 137.4, (s), Cs; 140.4, (s), Co; 141.3, (d),
Ci2; 142.4, (s8), Co; 151.1, (8), Cy2.

15 12

adenostina A 80
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6.2.1.3.1.4. Estigmasterol (36).

20 mg

Rf = 0.29 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf=171-174°C

RMN 'H (300 MHz, CDClg, & (ppm), J (Hz)) 2.3-0.6, m, 45H; 3.55 m, 1H, Hs; 5.02, dd,
(14.7, 8.1), 1H, Hx; 5,16, dd, (15.0, 8.1}, 1H, Ha; 5.35, d, (5.2), 1H, Hs.

CxH4s0

estigmasterol 36

6.2.1.3.1.5. B-Sitosterol (28).

38 mg

Rf = 0.4 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf=130-133°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, § (ppm), J (Hz)) 0.68-1.3, m, 47H; 3.55, m, 1H, H5,.5.35, 4,
(5.2), 1H, He.

C2oHs00

B-sitosterol 28
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6.2.1.3.1.6. Decompostina (61). ''®

1.911 g Cristales incoloros

Rf = 0.36 (Hex:AcOE!t 75:25)
Pf=184-185 °C: [lit. 183-184 °C] "'®
IR (KBr, cm™) 3129, 3009, 2981, 2967, 2944, 2883, 2826, 1742, 1666, 1625, 1593,
- 1523, 1462, 1407, 1369.

RMN 'H (500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)); 0.97, d, (7), 3H, His; 1.08, s, 3H, Hi4; 1.46,
m. 1H, Hs 1.55, m, 1H, Hy: 1.93, d (1), 3H, Hi3; 1.94, m, 1H, Ha 2.22, s, 3H, OCOCHS3;
6.32, s, 1H Hg 7.01,td (4.2, 1), 1H, Hy; 7.4, ¢ (1), 1H, Hy2.

RMN '3C (125 MHz, CDCls, & (ppm)) 8.3, (c), Ci3; 15.3, (), C14, 17.4, (), C15, 21.3, (c),
CHs (OCOCHSa); 25.0, (), Cz; 27.8, {t), Cs; 37.7, (d), C4 46.5, (s), Cs; 74.8, (d), Cs;
121.0, (s), C7, 135.7, (s), C1y; 138.3, (d), Cy; 141.4, (s), Cio; 146.0, (d), Cyz; 146.9, (s),
Cg, 170.76, (s), CO (OCOCHa), 176.6, (s), Co.

EM IE: C17H2004 m/z 288 [M*] (3), 246 (18), 228 (100), 213 (61), 199 (14), 177 (16), 161
(7), 137 (18), 105 (4), 91 (7), 77 (5), 53 (5), 43 (20), 18 (4), 15 (1).

Rayos X: (ver anexo 4)

0

W,

OAc
decompostina 61
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6.2.1.3.1.7. Neoadenostilona (62). '*S

15 mg sélido blanco
Rf = 0.49 (Hex:AcOEt 75:25)
Pf = 98-100 °C; [lit. 104-109 °C] '"®

IR: (KBr, cm™) 3443, 2969, 2939, 1720, 1669, 1644, 1628, 1602, 1527, 1463, 1418,
1385, 1357, 1259, 1228, 1178, 1145, 1086, 1047, 988, 938, 899, 860, 798, 776, 734,
6089,

RMN *H (500 MHz, CDCls, § (ppm), J (Hz)) 0.97, d, (6.5), 3H, His 1.16, s, 3H, Hi4 1.46,
m, 1H, Hz; 1.55, m, 1H, Hz,; 1.88, d, (1.2), 3H, Hys; 1.99, dc, (1.5, 1.5), 3H, Ha: 2.1, 3H,
dc, (7.5, 1.5), Ha; ; 2.25, 2H, m, Ha,, Hay; 6.3, cc, (7.5, 1.5), 1H, Hx; 6.44, s, 1H, He; 7.02,
ddd, (4.5, 3.5, 1), 1H, Hy: 7.4, ¢, (1.2), 1H, Hy.

RMN '3C (125 MHz, CDCls, § (ppm)) 8.4, (¢), C13; 15.8, (c), C14 16.0, (c), Ca: 17.4, (c),
Cis; 20.5, (), Cz; 25.1, (), Cz; 27.9, (1), Cs; 37.9, (d), Ca; 46.6, (s), Cs: 73.9, (d), Cs
121.2, (s), Cy; 127.02, (s), C2; 136.0, (s), C11; 138.2, (d), Cy; 141.4, (s), Cio; 1416, (d),
Cs; 145.9, (d), Ciz; 146.9, (s), Cs; 167.07, (s), Cy; 176.6, (s), Ce.

EM IE: CoH2404 m/z 328 [M'] (3), 310 (1), 284 (0.5), 256 (0.5), 245 (7), 228 (54), 213
(12), 199 (5), 185 (3), 1569 (2), 137 (8), 115 (3), 91 (4), 83 (100), 55 (34), 43 (4), 41 (4).

o
0
/
O. z
1\3.
0

neoadenostilona 62
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6.2.1.3.1.8. Radulifolina A (63). ®

45 mg (mezcla epimérica) poivo blanco amorfo

Rf = 0.2 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf=117-119°C ‘

[a)o® = + 18.45 (¢ 0.206, MeOH)

UV Amax (l0g €), (espectro 1): 208 (4.48), 287.5 (3.53) nm.

IR (CHCl3, cm™, espectro 2): 3377, 3026, 2933, 2878, 1736, 1663, 1624, 1595, 1470,
1444, 1406.

RMN 'H (500 MHz, CDCls, 8 (ppm), J (Hz), espectro 3): 1.04, d (7), 3H, His, 1.67, s, 3H,
Hiz; 1.71, m, 1H, Hag; 1.71, m, 1H, Hzp; 1.74, m, 2H, Haup; 2.53, m, 1H, Hyg; 2.84, 1H,
m, Hia; 2.94, 1H, ddc (7, 4, 3), Hs, 5.19, 1H, d (14.5), Hysp; 5.47, d (14.5), 1H, Hiac.

RMN '3C (125 MHz, CDCls, § (ppm), espectro 4): 16.55, (1), C; 22.24, (c), Cis; 23.31,
(1), Cia 24.92, (c), Ci3 28.48, (d), C4 30.02, (1), Cs; 67.18, (c), Cy; 72.46, (s), Ciy;
116.77, (s), Cs, 117.93, (s), C7; 123.81, (s), C1o; 130.37, (s), Cs; 138.70, (s), Cs; 143.15,
(s), Ce; 175.33, (s) C12.

EM IE, espectro 9: m/z 278 [M*] (35). 260 (100), 245 (80), 227 (11), 217 (11), 187 (15),
176 (20), 161 (5), 128 (8), 115 (8), 91 (7), 77 (5), 55 (6), 43 (22), 41 (6).

EM AR m/z [M'] 278.1163 (calc. para CisH1s05 278.1154),

radulifolina A 63
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6.2.1.3.1.9. 11-epi-Radulifolina A (64). ®

45 mg (mezcla epimérica)

Rf = 0.2 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf=117-119 °C

[a]o® = + 18.45 (c 0.206, MeOH)

UV dmax (lOg €), espectro 1: 208 (4.48), 287.5 (3.53) nm

IR (CHCls, cm™, espectro 2): 3377, 3026, 2933, 2878, 1736, 1663, 1624, 1595, 1470,
1444, 1406.

RMN 'H (500 MHz, CDCls, § (ppm), J (H2), espectro 3). 1.20, d, (7), 3H, Hys; 1.64, s,
1H, Hiz; 169, m, 1H, H3a; 169, m, 1H, Hag,; 1.77, m, 2H, Hza;]}; 249, m, 1H, H1|3; 2.79,
ddc (7, 4, 3), TH, Hg, 2.87, m, 1H, Hi4; 5.20, d (14.5), 1H, Hy4; 5.50, d (14.5), 1H, Hq4.

RMN *3C (125 MHz, CDCls, & {ppm), espectro 4): 16.05, (t), Ca; 21.60, (¢), Cis5, 22.24,
(1), Ci4, 24.94, (c), Ci3; 27.81, (d), C4, 28.97, (t), C3, 67.73, (c), Cy;, 72.22, (s), Cyy;
117.37, (s), Ce, 118.09, (s), C7, 123.47, (s), C1o; 129.86, (s), Cs; 138.71, (s), Cg;, 143.07,
(s), Co; 175.24, (s), Cr2.

EM IE, espectro 9: m/z 278 [M"] (35), 260 (100), 245 (80), 227 (11), 217 (11), 187 (15),
176 (20), 161 (5), 128 (6), 115 (8), 91 (7), 77 (5), 55 (6), 43 (22), 41 (6).

EM AR m/z [M*] 278.1163 (calc. para CisH1s0s 278.1154).

OH

OH

0" ¢
11-epi -radulifolina A 64
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6.2.1.3.1.10. Radulifolina B (65). ®

8 mg Liquido amarillo

Rf = 0.41 (Hex:AcOEt 75:25)

[«]o® = + 10.6 (c 0.235, MeOH)

UV Amax (fog £): 206 (3.86), 286 (3.05) nm

DC (¢ 0.3525, MeOH): [®]a14 57.1, [@lass O, [loas —17.7, {®@]oso O, [Dlaor 2.23

IR: (CHCla, cm™, espectro 10): 3424, 2970, 2870, 1808, 1619, 1466, 1376, 1325.

" RMN 'H: (500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz), espectro 11) 1.15 d (7) His, 1.69 dddd (14,
10, 5, 4) Haa; 1.74 dddd (14, 5, 5, 4) H3[3; 1.78 s H13; 1.79 m (W1f2 24) qu_q;; 238s H14;
2.48 ddd (15, 10, 4) Hy,; 2.89 ddd (15, 4, 4) Hyp; 3.06 ddc (7, 5, 4) Ha; 3.94 s OCH.

RMN *3C: (125 MHz, CDCls, & (ppm), espectro 12): 12.86, (c) C14; 16.49, (t) C2, 20.80,
(¢) Cis; 23.79, (1) Cy; 24.62, (c) Cy3; 28.76, (d) C4; 29.62, (t) C3; 60.17, (c) OCHg; 73.42,
(s) C11; 125.62, (s) C7. 127.94, (s) Cs, 131.39, (s) Cio; 138.66, (s) Cs; 139.47, (s) Cs;
140.54, (s) Cs; 177.74, (s) Cy2.

EM IE, espectro 17: m/z 276 [M*] (35), 272 (12), 248 (66), 233 (100), 229 (21) 203 (7),
189 (6), 176 (B), 159 (8), 157 (7), 129 (8), 115 (9), 91 (8), 84 (14), 43 (35).

EM AR m/z [M*] 276.1369 (calc. para CisHoO4 276.1362).

radulifclina B 65
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6.2.1.3.1.11. Cacalona (66). '"7

168.3 mg (mezcla epimérica)

Rf = 0.15 (Hex: AcOEt 75:25)

Pf=115-118 °C; [lit. 120-121 °C} "7

IR (CHCl3, cm™) 3402, 2935, 2873, 1770, 1655, 1614, 1573, 1460.

RMN "H (500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 1.27, d, (6.5), 3H, His; 1.55, m, 2H, H3; 1.69,
s, 3H, Hyg; 1.75, m, 2H, Hz 2.24, d, (1), 3H, Hiz, 2.3-2.5, m, 2H, Hy; 3.13, m, 1H, Hg;
7.34, ¢, (1), 1H, Hyy;

RMN '3C (125 MHz, CDCls, & (ppm)) 8.9, (c), C1a; 16.0, (t), Cz; 20.7, (c), Cs; 21.6, (t),
Cy; 25.8, (c), Ci4 27.3, (d), C4; 30.25, (1), C3; 72.3, (s), Cs; 120.2, (s), Cy1; 1307, (s),
Cio; 140.2, (s), Cy; 144.39, (d), Cy2; 145.2, (s), Ce; 161.5, (s), Cs; 175.0, (s), Ce.

EM IE: m/z C1sH1s03 246 [M+] (3), 231 (82), 229 (17), 204 (25), 191 (100), 161 (9), 151
(6), 137 (6), 115 (6), 109 (6), 91 (6), 77 (8), 65 (4), 43 815), 18 (4).

cacalona 66
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6.2.1.3.1.12. 6-epi-Cacalona {67).'"7

168.3 mg (mezcla epimerica)

Rf = 0.15 (Hex:AcOEt 75:25)

Pf=115-118 °C; [lit. 120-121 °C] """

IR (CHCl5, cm') 3402, 2935, 2873, 1770, 1655, 1614, 1573, 1460.

RMN "H (500 MHz, CDCls, 5 (ppm), J (Hz)) 1.3, d, (7.0), 3H, His; 1.58, m, 2H, Hs: 1.64,
s, 3H, Hy4; 1.75, m, 2H, Hz; 2.23, d, (1.0), 3H, Hi3 2.3-2.5, m, 2H, Hy; : 2.87, m, 1H, Ha
7.34, ¢, (1.0), 1H, Hyz

RMN '3C (125 MHz, CDCls, & (ppm)) 8.8, (c), Cia: 15.6, (1), Cz; 20.7, (¢}, Css; 21.2, (1),
Ci; 25.78, (c ), C14 28.5, (d), C4; 30.23, (), Ca; 70.6, (s), Ce; 120.2, (s), C11; 130.7, (s),
Cio; 140.4, (s), C7; 144.3, (d), C12; 145.2, (s), Cs; 161.3, (s), Cs; 175.0, (s), Ce.

EM IE: C1sH1a0s m/z 246 [M+] (3), 231 (82), 229 (17), 204 (25), 191 (100), 161 (9), 151
(6), 137 (6), 115 (6), 109 (6), 91 (6), 77 (6), 65 (4), 43 815), 18 (4).

B-epi-cacalona 67
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6.2.1.3.1.13. Radulifolina C (68). ®

8.4 mg polvo amorfo amarilio

Rf = 0.309 (Hex:AcOEt 70:30)

Pf = 163-165 °C

[0]o® = - 24.21 (c 0.190, MeOH)

UV Amax (log €), @spectro 18; 206.5 (3.75), 250 (3.63), 285.5 (3.42), 329 (3.75) nm.

IR (CHCIs cm™, espectro 19) 3586, 3270, 1655, 1578, 1541, 1466, 1427, 1363, 1275,
1169, 1125, 1005, 992, 932, 900, 863, 836.

RMN 'H (500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz), espectro 20) 1.43, d, (7), 3H, Hi4 2.19, d,
(1), 3H, His; 2.4, s, 3H, His, 4.25, ¢, (7), 1H, He; 5.87, sa, 1H, OH; 6.92, d, (8.5), 1H, Hy;
7.50, ¢, (1), 1H, Hy2; 8.18, d, (8.5), 1H, H,.

RMN '°C (125 MHz, CDCl,, & (ppm), espectro 21) 8.05, (c), C1s; 11.71, (c), Cis; 22.04,
(c), C14; 31.35, (d), Cg; 114.14, (d), Cz; 120.13, (d), C; 121.57, (d), C«; 126.39, (8), C1o;
127.25, (d), Cy; 141.49, (s), C7; 144.98, (d), Ci2; 146.42, (s), Cg; 147.14, (s), Cs, 157.75,
(s), Cz; 173.10, (s), Co.

EM IE, espectro 26: m/z 242 [M'] (48), 227 (100), 214 (4), 199 (8), 171 (5), 141 (5), 128
(5), 115 (4), 107 (3), 57 (4), EM AR IE m/z [M’] 242.0937 (calc. para CisHi4Os
242.0943),

radulifolina C 68
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6.2.1.3.2. Extracto de cloruro de metileno:etanol (3:2) de las raices de P. radulifolium.

Del total del extracto cloruro de metileno:etanol (3:2) (59.8 g), 10 g se aplicaron
a una columna cromatografica (¢ = 5 cm x 45 cm) empacada con 200 g de silica gel
HF 254 y desarrollando la cromatografia con mezclas de hexano-acetato de etilo-metanol,
colectando fracciones de 200 ml. Los constituyentes aislados de esta cromatografia se
muestran el la tabla 13 y la figura 23. El éter metilico de deshidrocacalol (58), cacalol
(59), decompostina (61), cacalona (66) y 8-epi-cacalona (67), fueron aislados a partir
del extracto hexanico y se identificaron por comparacidn con muestras auténticas
~disponibles en el laboratoric empleando cromatografia en capa fina (CCF) como
constituyentes del extracto de clorurc de metileno:etano! 3.2

Tabla 13. Fracciones obtenidas de la CCPR del extracto cloruro de metileno:etanol 3:2

de las raices de Psacalium radufifolium.

No. de eluato Fraccién Sistema de elucion Substancia
(Hex:AcQEt:MeOH)
11F-11F, H (100:00.00) = e
11F311F+ ] (99:01:00) éter metilico de
deshidrocacalol (68)
cacalol (59)

maturinona (69)
acetilmaturina (70)
triacontanol (71)

11Fg J (98:02:00) dimaturina (72)
11Fe11F 44 K (95:05:00) radulifolina D (73)
T1F2-11F 43 L (93:07:00) decompostina (61)
11F14-11F2, M (90:10:00 - 00:100:00) cacalona (66)

6-epi-cacalona (67)
11-hidroxicacalélida (74)
11-epi-hidroxicacaldlida (75)
radulifolina C (68)
radulifolina & (76)
2-cetodecompostina (77)
3-0-8-D-glucopirandsido de
-sitosterol (8)
11F2 N (00:00:100) 3-0-B-D-glucopiranésido de 3-f-

hidroxicacalona (78)
3-0--D-glucopirandsido de 3-3-
hidroxi-6-epi-caoalona (79)
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Extracto CH,Cly:EtOH (3:2) (10 g) ||

CCPR
(Hex:AcOEt:MeOH)

H | J K L M N
(100:00:00) (99:01:00) (98:02:00) {95:05:00) (93.07:00) (80:10:00) - (00:100:00) (00:00:100)
11F-11F, 11F3-11F; 11Fg 11Fg-11F4; 11F2-11F 43 11F 14-11F;, 11F 5,

o Eter metllico de 3-0-8-p-gl iranésido de 3-
i deshidrocacalol {58) radulifolina D (73) ghci)d?ol::i:g:g;ro‘z: ((738)e ?
cacalol (59) cacalona (66) ) X
maturinona (69) 6-epi-cacalona (67) 3‘O‘ﬂ‘DQ|UC°P'ra"65'd° de 3-
acetil-maturina (70) 11-hidrocacalélida (74) f-hidroxi-6-epi-cacalona (79)
triacontanol (71) decompostina (61) 11-epi-hidrocacalélida (75)
, , radulifolina C (68)
dimaturina (72) radulifolina E (76)

2-cetodecompostina (77)
3-0-p-D-glucopiranésido de
f-sitosterol (8)

Figura 23. Fraccionamiento del extracto de cloruro de metileno:etanol (3:2) de las raices de Psacalium radulifolium.




La reunion de los eluatos 11Fs-11F7 conformaron la fraccion | (31.2 mg), la cual
fue aplicada a una placa cromatografica misma que fue eluida con Hexano:AcOE!
95.05, y posteriormente fueron extraidos tres compuestos por el procedimiento
convencional: GD-MLG-Psr-13A (2.8 mg), GD-MLG-Psr-13B (5.6 mg), GD-MLG-Psr-
13C (1.7 mg). De los cuales GD-MLG-Psr-13B y GD-MLG-Psr-13C fueron
caracterizados como maturinona (69)''® y acetilmaturina (70)'"® respectivamente, de
acuerdo con el andlisis de sus datos espectroscopicos. No fue posible la caracterizacion

de GD-MLG-Psr-13A, ya que estaba constituido por una mezcla.
6.2.1.3.2.1. Maturinona (69). "¢

5.6 mg Liquido viscoso amarillo

Rf = 0.38 (Hex:AcOEt 95:05)

IR (CHCl3, cm™) 2929, 2855, 1668, 1589, 1534, 1460, 1412, 1391, 1376, 1151, 1109,
1028, 997, 264, 885, 838.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 2.38, d, (1), 3H, His; 2.82, s, 3H, Hys; 7.52,
dc, (8, 01), 1H, Ha; 7.52, ¢, (1), 1H, Hiz; 7.59, dd, (8, 8), 1H, Hy; 8.16, dd, (8, 1), 1H, H.

RMN *°C (75 MHz, CDCls, & {(ppm)) 8.84, (c), Cia. 23.14, (c), Cis; 121.87, (d), Cq1;
125.81, (d), Cy; 130.0, (d), Cz; 132.66, (d), Ca; 134.26, (s), C7, 138.28, (s), Cs; 141.98,
(s), Cio; 145.84 (s), Cy2, 173.67, (s), Co, 184.51, (s), Ce.

EM IE: C14H1003 m/z 226 [M*] (100), 197 (16), 169 (8), 141 (25), 115 (14), 113 (6), 87
(7), 83 (5), 18 (7).

I
0
LTy
0

maturinona 69
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6.2.1.3.2.2. Acetilmaturina (70). "'°

1.7 mg

Rf = 0.415 (Hex:AcOEt 95:05)

Pf = 86 - 87 °C; [lit. 89 °C] '"°

IR (CHCIs, cm™) 3693, 3608, 2929, 2854, 1728, 1668, 1601, 1534, 1464, 1412, 1375,
1261, 1107, 997, 964, 885, 839.

RMN "H (300 MHz, CDCls, § (ppm), J (Hz)) 2.09, s, 3H, OCOCHSs; 2.81, s, 3H, Hys; 4.46,
s, 3H, OMe; 5.35, d, (1), 2H, Hys; 7.42, dd, (7, 7), 1H, Hz; 7.44, dd, (7, 1). 1H, Hs; 7.85, 1,
(1), 1H, Hiz; 8.31, dd, (7, 1), 1H, Hy; 11.03, s, 1H, CHO.

RMN °C (75 MHz, CDCls, § (ppm)) 21.02, (c), C15; 26.64, (c), C14, 58.48, (1), Ci3; 61.14,
(c), OCHs, 121.07, (8), C1, Cy1; 122.11, (s), Cs; 124.81, (d), C2; 125.48, (s), Cr; 129.43
(s), Cio; 130.26, (d), C3; 130.40 (s), Ca; 133.49, (s), Ce; 142.46, (s), Cq; 148.98, (d), Ci2;
170.59, (s), OC (OCOCHz; 193.49, (d), CHO.

EM IE: C1eH160s, m/z 312 [M*] (100), 297 (5), 284 (4), 269 (27), 252 (91), 237 (60), 224

(57), 210 (35), 196 (20), 181 (30), 165 (28), 152 (51), 139 (32), 115 (21), 89 (5), 76 (6),
63 (8), 43 (46), 28 (10), 18 (9).

CHO OAC

acetilmaturina 70
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El eluato 11F; fue sometido a recristalizacion, permitiendo la purificacion de un
compuesto sélido btanco, GD-MLG-Psr-14, 9 mg, mismo que fue filtrado y lavado con

acetona. Esta substancia fue caracterizada como triacontanol (figura 23).'%
6.2.1.3.2.3. Triacontano! (71). '

9 mg soélido blanco
Rf=0.411 (Hex:AcOEt 9:1) |

Pf=77-79° C: [lit. 76-78 °C] '®
IR (CHCls, cm™) 3624, 3004, 2928, 2854, 1464, 1373, 1048,

RMN 'H (200 MHz, CDCls, § (ppm), J (Hz)) 0.88, t, (6.6), 3H, CHa; 1.34, sa, 54H, -CHo-;
3.64, t, (6.6), 2H, CH,-OH.

CH3(CHz2)290H
triacontanol 71

La fraccidon J (350 mg, 11Fs, (Hex:AcOEt 98:02)) fue sujeta nuevamente a
cromatografia en columna empacada con 10.5 g de silica gel, eluyendo inicialmente con
hexano e incrementando la polaridad con acetato de etilo, se colectaron eluatos de 50
ml {figura 24 y tabla 14). Mediante recristalizacion del eluato 15F; se obtuvieron 2.6 mg

de un sélido amarillo soluble en hexano GD-MLG-Psr-15, mismo que fue caracterizado
como dimaturina (72). ¥
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6.2.1.3.2.4. Dimaturina (72). '*'

2.6 mg sélido amarillo
Rf = 0.511 {(Hex:AcOEt 75:25)

IR (CHCIs, cm™) 3693, 3606, 2929, 2860, 1748, 1674, 1604, 1504, 1458, 1373, 1357,
1132, 1106, 1090, 1062, 1031, 919.

RMN 'H (CDCla, 300 MHz, & (ppm)) 2.71, s, 3H, His 0 His, 2.89, s, 3H, His 0 His; 4.43,
s, 3H, OCHg; 4.46, s, 3H, OCHa; 5.05, m, 4H; 521, m, 2H; 6.82, s, 1H, Hy4, 7.37, m, 5H,
Hz, Haz, Ha, Hz, Hiz; 7.82, s, 1H, Hiz; 8.29, da, (9), 2H, Hy, Hy; 10.97, s, 1H, CHO.

OCH;,

0
999
ol O

o

CH

40®
0

OCH,8

dimaturina 72
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Fraccién J

{11Fg)
CCPR
{Hex:AcOEt:MeOH)
15A 158 15C 15D 15E 15F - 158G 15H 151 154
(100:00:00)  (99:01:00) (98:02:00) (95:05:00) (75.25:00) {00:100:00) (00:00:100)

recristalizacion

dimaturina (72)

(90:10:00)  (85:15:00)  (80:20:00)

Figura 24. Fracciones obtenidas de la CCPR de la fraccion J.



Tabla 14. Fracciones obtenidas de la CCPR de la de la fraccion J (11Fs).

No. De eluato Clave Fraccion Sistema de elucidn Substancia
{(Hex:AcOEt:MeOH)
1-4 15F, 15A (100:00:00) e
5 15F,
6 15F;
7-10 15F,
11-16 15Fs
17-19 15F¢ 15B (99:01:00) dimaturina (72)
20-24 15F;
25-35 15F :
36-40 15F, 15C (98:02:00) e
41-50 15F 0 15D LN X010) J————
51-57 15F 4
58-60 15F 2
61-65 15F 3
66-71 15F 4 15E (90:10:00)
72-82 15F 45 15F (85:15:00) ——————
83-86 15F 6 15G (80:20:00) S
87
88-89
90-92 15F 47 15H (75:25:00) S
93-95 15F 18 151 (00:100:00) e
96 15F ¢ 15J (00:00:100)

El eluato 16Fq4 (15 mg) obtenido de la recromatografia realizada a la fraccién K,
en un sistema (97:03 n-Hex:AcOEt) como se observa en la figura 25 y tabla 15, se
aplicd en un cromatofolio de 20 x 20 cm, eluyendo con un sistema (4:1 Hex: AcOEt);
purificandose de esta forma un compuesto sélido de color rojo intenso GD-MLG-Psr-
16XIV (73) (5 mg), el cual se nombro radulifolina D.
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6.2.1.3.2.5. Radulifolina D (73).

5.0 mg solido rojo intenso

Rf = 0.511 (4:1 HexAcOEY)

Pf=47-49°C

[o]o® = -25.71 (¢ 0.07, MeOH)

UV Amax (lOg €), espectro 27: 208.5 (4.58), 288 (3.94), 320 (4.16) nm.

IR: (CHCI3, cm™, espectro 28) 3693, 3604, 2962, 2939, 2870, 1741, 1671, 1601, 1543,
1506, 1458, 1385, 1360, 1138, 1027, 964, 819.

RMN 'H: (500 MHz, CDCls, & (ppm), espectro 29) 2.09, s, 3H, OCOCHs5, 2.14, s, 3H,
OCOCHs3; 2.81, s, 3H, His; 2.82, s, 3H, His; 4.46, s, 3H, OCHg, 5.35, d (1), 2H, Hia;
5.38, d (1), 2H, Hyz; 7.42, dd (8, 8), 2H, Hx; 7.44, dd (7, 1), 1H, H3, 7.55, dc (7, 1), 1H,
Hs: 7.61, dd, (8, 8), 1H, Hy; 7.77, t, (1.0), 1H, Hi2; 7.85, t, (1.0), 1H, H2; 8.18,dd (8, 1),
1H, Hy; 8.32, dd (8, 2), 1H, Hy; 11.03, s, 1H, CHO.

RMN '3C: (125 MHz, CDCis, & (ppm), espectro 30) 20.82 (c), (OCOCHzs), 21.2 (c),
OCOCH;: 23.10, (c), Cis; 26.60 (), Cis; 56.43 (1), Ci3; 58.47 (t), Cy3, 61.12 (c), (OCHa);
116.6 (s), C11; 121.09 (d) C2; 121.48 (s), C11; 122.0 (s), Cs; 124.82 (d), Cz; 126.00 (d),
Cy: 128.96 (s), Cr, 129.4 (s), C7;. 130.27 (d), Cs; 132.95 (d), Cz; 134.03 (s), Cs; 138.50
(d), Cs; 141.4 (s), Cg, 142.3 (s), Ce; 145.61, (s), Co; 147.11 (d), Ci2; 148.98 (d), Ciz;
170.60 (s), OCOCHSa); 193.46 (s), C (CHO).
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radulifolina D 73

Tabla 15. Fracciones obtenidas de la CCPR de la de la fraccion K (11Fs-11F ).

No. De eluato Clave Fraccién Sistema de elucién Substancia
{Hex:AcOEt.MeOH) identificada
1-8 16F, 16A (100:00:00) e
9-14 16F, 168 (99:01:00) memmemmmnnnes
15-21 16F;
22-29 16F, 16C (98:02:00) e
30-35 16F s
36-41 16Fs
42-46 16F, 16D (97:03.00) radulifolina D (73)
47-52 16F,
53-57 16F,
58-64 16F 40
65-72 16F 44
73-77 16F
78-82 16F 43
83-87 16F 4
88-94 16F s
95-100 16F,; 16E (96:04:00) / (95:05:00) .
101-108 16F 47 16F (90:10:00) e
109-113 16F 16G (85:15:00) e
114-120 16F 19
121-124 16F
125-127 16F,,
128-137 16F 5,
138-139 16F 23 16H (00:100:00) e
140-141 16F 24 16l (00:00:100)  eeememeeeee
142 16F 5
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£l

Fraccion K
(11Fe-11F o)

CCPR
{Hex:AcOEt:MeCH)
16A 16B 16C 16D 16E 16F 16G 16H 161
(100:00:00) (99:01:00) (98:02:00) (97.03:00) (96:04:00)  (90:10:00) (85:15:00) (00:100:00) (00:00:100)
(95:05:00)
|
CCPR

{41 Hex:AcOEt)

radulifolina D (73)

Figura 25. Fracciones obtenidas de la CCPR de la de la fraccion K.



Por recristalizacion de la fraccion L (11F2-11F3) de peso 1.3 g, se obtuvieron
360.5 mg de una substancia cristalina incolora; las aguas madres se sometieron a
cromatografia a presion reducida, usando como soporte 40 g de silica gel HF 4. El
sistema de elucidon se conformé de la mezcla de hexano y acetato de etilo,
incrementando |la polaridad gradualmente; de los eluatos 22-45 se logro la purificaciéon
de 536 mg adicionales de decompostina (61) (ver figura 26 y tabla 16). Su estructura

fue confirmada mediante el andlisis de difraccion de rayos X (anexo 3).

Tabla 16. Fracciones obtenidas de |la CCPR de la fraccion L (11F12-11F3).

No. de eluato Clave Fraccién Sistema de elucién Substancia
(Hex:AcOEt:MeOH)

1-5 17F;4 17A (100:00:00) s
6-13 17F; 178 (98:02.00
14-21 17F;

22-23 17F, 17C (96:04:00) decompostina (61)
24-28 17Fs

29 17Fs

30 17F;
31-33 17F¢

34 17Fs
35-39 17F 10
40-42 17F 44
43-45 17F 2
46-48 17F 3 17D (94:06:.000 = —————- —
49-51 17F 14 17E (90:10:00) e

52-53 17F s 17F (00:00:100) -
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Fraccion L
{(11F1-11F 13)

CCPR
(Hex:AcOEt:MeOH)

17A 178
(100:00:00) (98:02:00)
17F, 17F-17F

17¢
(96:04:00)
17F-17F,;

17D
(94:06:00)
17F 3

decompostina (61)

17E 17F
(90:10:00) (00:00:100)
17F 14 17F 5

Figura 26. Fracciones obtenidas de la CCPR de la fraccion L (11F42-11F43).

La fraccion M (11F4 — 11F3) (3.135 g) se adsorbid en silica gel HFx4 en

proporcion 1:1 y se aplicé en una columna empacada con 92 g de la misma silica,

empleando un sistema de hexano y acetato de etilo, colectando eluatos de 500 ml. La

reunién de los eluatos se realizé de acuerdo al contenido de metabolitos presentes

como lo muestra la figura 27 y tabla 17.

Tabla 17. Fracciones obtenidas de ta CCPR de la fraccion M (11F4-11F2¢).

No. de eluato Clave Fraccién Sistema de elucién Substancia
(Hex:AcOEt:MeOH)
1-7 20F, 20A (100:00:000 e
8-17 20F; 20B (99:01:00) = —eeeeeeeeeeee
18-31 20F, 20C (98:02:00) / (97:03:00)
32-44 20F, 20D (95:05:00) = cceeveemmemeee-
45-59 20F4 20E (92:08:00) 11-hidroxicacalélida (74)
60-75 20F; 1 1-ep#hid{ox:§:ga|éﬁlda s
76-99 20F; {CCFP)
100-114 20F, 20F (90:10:00)  eeeeemeenee-
115-149 20Fg 20G (88:12:00) (Cromatografia en
150-173 20F 5 20H (80:20:00) columna)
174-184 20F;, 201 (70:30:00) / (60:40:00) (Cromatografia en
185-191 20F ., 20J (50:50:00) columna)
192-199 20F ;5 20K (40:60:00)
200 20F,4
201-202 20F 5 20L (00:100:00)
203-204 20F ;5
205 20F .7 20M (00:00:100)
206 20F ;g
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g1

“Fraccion (M)
(1F14-11F )

CCPR
(Hex:AcOEt:MeOH)
20A 208 20C 20D 20E 20F 206G 20H 201 20J 20K 201 20M
(100:00:00)  (99:01:00) (88:02:00) (8505000 (9208:.00) (90:10:00) (B88:12:00) (80:20:00} (70:30:00)  (50:50:00) (40:60:00) (00:00:100) (00:00:100)
{97:03:00) (60:40:00)
CCFP
(75:25 Hex:AcOEt)
Cromatografia en Cromatografia en
columna columna

11-hidroxicacalélida (74)
1 t-epi-hidroxicacaldlida (75)

Figura 27. Fracciones obtenidas de la CCPR de la fraccion M (11F,4-11F ).



De dicha cromatografia, se lograron identificar cacalona (66) y 6-epi-cacalona
(67); de la fraccion 20E (100 mg) (Hex AcOEt:MeOR 92:08:00) se obtuvo la mezcla
epimérica de 3-hidroxicacaldlida (74) y 3-epi-hidroxicacaldlida (75) GD-MLG-Psr-21B,
por CCFP eluida con un sistema Hex:AcOEt 75:25. Los compuestos 74 y 75 han sido

aislados anteriormente a partir de Psacalium decompositum. '#
6.2.1.3.2.6. 11-Hidroxicacalétida (74). %

33 mg de la mezcla. Liquido viscoso amarillo

Rf = 0.511 (Hex:AcOEt 75:25). o o

IR (pelicula, cm™): 3397, 2932, 2871, 1800, 1713, 1636, 1446, 1420, 1371, 1305, 12186,
1186, 1163, 1098, 1047, 1023, 974, 931.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 1.13, d, (3), 3H, His; 1.7, m, 2H, H, 1.74, s,
3H, Hys; 1.78, m, 2H, Hy; 2.33, s, 3H, His 2.44, m, 1H, Hie 2.85, m, TH, Hyp; 3.61, m,
1H, Ha.

RMN 3C (75 MHz, CDCls, & (ppm)) 12.65, (c), C1a: 16.16, (1), Ca: 20.76, (), C1s, 23.02,
(t), Cy;, 24.73, (c), Ci3, 28.68, (d), C4 29.44, (t), Cs 74.60, (s), Ciy, 124.53, (s), C7,
124.94, (s), Cs 126.58, (s), C1q: 135.46, (s), Ce; 136.83, (s), Ce; 138.57, (s), Cs, 177.76,
(S)s C12-

EM IE: m/z 262 [M'] (36), 234 (73), 219 (100), 201 (9), 177 (8), 159 (B), 129 (6), 115 (7),
102 (5), 86 (13), 84 (20), 77 (5), 55 (4), 43 (38), 28 (12).

11-hidroxicacaloiida 74
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sistema de elucion mezcias de hexano-acetato de etilo; de esta cromatografia se logrd
la purificacién de radulifolina C (68) y radulifolina E (76) (ver figura 28, tabla 18).

El eluato 22F, de la fraccion 22E, fue sometido a recristalizacion con CH.Cl, y
hexano. El precipitado formado se filtré y se obtuvieron 2.7 mg de radulifolina C (68).

El eluato 22F4 (101.5 mg) fue aplicado en una cromatografia en capa fina
preparativa, eluyendo en un sistema Hex: AcOEt 65:25. La extraccién usual con acetona

permitié la obtencidon de radulifolina E (76).

Tabla 18. Fracciones obtenidas de la CCPR de las fracciones 20G-20H (Eluatos 20F-20F 5).

No. de eluato Clave Fraccién Sistema de elucién Substancia
(Hex:AcOEt:MeOH)
1-4 22F, 22A (100:00:00) eeeeeeee-
5-7 22F, 22B (95:05:00)
8-16 22F;
17-24 22F, 22¢ (92:08:00)
25-32 22Fs
33-35 22F¢ 220 (90:10:00) N
36-45 22F,
46-52 22F4
53-59 22F4 22 (88:12:00) radulifolina C (68)
60-64 22F 0 (recristalizacion)
65-69 22F 44
70-94 22F, radulifolina E (76)
95-102 22F 43 (CCFP)
103-133 22F 14
134-156 22F;s 22F (85:15:00) / (80:20:00) SRR
157-165 22F 4 22G (70:30:00)
166-167 22F; 22H (00:100:00)
168 22F 8 22| (00:00:100) S —

169 22F 22J (00:00:100)
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6.2.1.3.2.7. 11-epi-Hidroxicacaldlida (75). ‘%

33 mg de la mezcia. Liquido viscoso amarilio
Rf=0.511 (Hex;AcOEt 75:25)

IR: (pelicula, cm™') 3397, 2932, 2871, 1800, 1713, 1636, 1446, 1420, 1371, 1305, 1216,
1186, 1163, 1098, 1047, 1023, 974, 931.

RMN "H (300 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 1.15, d, (3), 3H, His: 1.7, m, 2H, Hx; 1.74, s,
3H, His; 1.78, m, 2H, Hz 2.33, s, 3H, Hig 2.4, m, 1H, Hyy 2.85, m, TH, Hyg; 3.61, m,
1H, Ha. |

RMN '3C (75 MHz, CDCls, & (ppm)) 12.65, (c), Ci4; 16.26, (t), Co: 20.76, (c), Cys, 23.22,
(t), C1; 24.34, (c), Cq3; 28.74, (d), Cq; 29.63, (t), Ca; 74.43, (s), Ciy; 124.61, (s), Cr:
125.10, (s), Cs; 126.69, (s), C1o; 135.27, (s), Co; 137.02, (s), Cs: 138.48, (s), Cs; 177.94,
(s), Cr2.

EM IE: m/z 262 [M"] (36), 234 (73), 219 (100), 201 (9), 177 (8), 159 (8), 129 (8), 115 (7),
102 (5), 86 (13), 84 (20), 77 (5), 55 (4), 43 (38), 28 (12).

11-ep~hidroxicacaldlida 75

Las fracciones 20G - 20H (671.3 mg) obtenidas de la cromatografia de la
fraccion M (figura 26) se reunieron y adsorbieron en 700 mg de silica gel HF 4, v se

aplicaron en una cromatografia en columna a presién reducida, empleando como
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" Fracciones
(20G - 20H)

CCPR
(Hex:AcOEt:MeOH)

| | | | | | | | | |

22A 228 22C 22D 22F 22F 22G 22H 221 22)
(100:00:00) (95:05:00) {92.08:00) (90:10:00) (88:12:00) (85:15:00) (70:30:00) (00:100:00y  (00:00:100)  (00:00:100)
(80:20:00)
22F, 22F 4 22F 44 22F4; 22F 3 22F 4,
recristalizacion CCFP
(65:35 Hex:AcOEL)
radulifolina C (68) radulifolina E (76)

Figura 28. Fracciones obtenidas de la CCPR de las fracciones 20G-20H (Eluatos 20Fg-20F ).



6.2.1.3.2.8. Radulifolina E (76).

7.1 mg Solido amarillo

Rf = 0.226 (70:30 Hex:AcOEt)

Pf=122-124°C

[a]o® = +30.0 (¢ 0.05, MeOH)

UV Amax (l0g £) espectro 36: 207 (4.5), 245.5 (4.17), 277.5 (4.0), 336 (4.01).

_IR: (CHCIs, cm™, espectro 37) 3584, 3269, 2928, 2854, 1763, 1664, 1585, 1463, 1420,
1355, 1289, 1156, 1113, 996, 996, 919, '

RMN 'H (500 MHz, CDCls+DMSO-ds, & (ppm). J (Hz), espectro 38) 1.85, s, 3H, Hia
2.31, d, (1), 3H, Hy3; 2.65, s, 3H, His. 6.95d, (8), 1H, Hz 7.43, ¢, (1), 1R, Hq2: 8.05, dd,
(9, 1), 1H, Hs.

RMN '3C (125 MHz, CDCls, espectro 38). 8.96, (c), Ci3, 13.44, (c), Cis; 27.46, (c), Cig;
71.22, (s), Ce 114.3, (d), C2; 120.90, (s), C1; 123.66, (s), Cio; 124.28, (s), C4; 126.45,
(d), Cy; 142.83, (s), Cy, 144.35 (s), Cg; 145.09, (d), Cyz; 148.15, (s), Cs, 161.03, (s), Cs;
172.99, (s), Co.

EM IE, espectro 45: CisH1404, m/z 258 [M'] (26), 243 (100), 240 (7), 215 (10), 201 (3),
187 (3), 85 (3), 157 (3), 135 (6), 128 (6), 115 (8), 109 (11), 91 (3), 77 (), 55 (3), 43 (6).

radulifolina E 76
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Las fracciones 20F4-20F5 (1.5574 g) se reunieron y adsorbieron en silica gel
HF2s4 en proporcion equivalente peso a peso y el residuo se aplicd en una columna
empacada con 45 g de la misma silica, la elucién de la columna se inicid con 100 %
hexano y se incrementd la polaridad con acetato de etilo gradualmente, como lo muesta
la tabla 19, logrando el aislamiento de un sélido amarillo a partir de ia fraccion 23Fg
como se observa en la figura 29. Este compuesto se identific6 como 2-
cetodecompostina (77) compuesto reportado previamente como derivado de

116

decompostina (61), " y en esta ocasién fue aislado como producto natural por primera

vezZ.

Tabla 19. Fracciones obtenidas de la CCPR de |as fracciones 201-20M (20F 14-20F 15)."

No. de eluato Clave Fraccién Sistemna de elucién Substancia
{Hex:AcOEt:MeOH)
1-6 23F, 23A (100:00:00) / (98:02:00) S
7-8 23F; 23B (96:04:00) 0000 e
9-10 23F;
11-23 23F,
24-30 23F5 23C (94:08:00) 0 e
31-36 23F¢ 23D (92:08:00) —
37-39 23F; 23E (90:10:00) S—
40-46 23F, 23F (80:20:00) 2-cetodecompostina (77)
47-48 23F, (recristalizacion)
49-57 23F 23G (75:25:00) —
58-63 23F4,
64-69 23F,;
70-76 23F 3
77-81 23F 14
86-88 23F 5 23H (70:30:00)
89-100 23F e
101-112 23F
113-116 23F 15 231 (60:40:00) P
117-125 23F g 23J (50:50:00)
126-128 23Fx 23K (00:00:100)
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€cl

Fracciones

{201 - 20M)
CCPR
(Hex:AcOEt:MeOH)
23A 23B 23C 23D 23E 23F 23G - 23H 231 23J 23K

(100:00:00) (96:04:00)
(98:02:00)

(92:08:00)  (92:08:00)  (90:10:00)  (80:20:00) (75:25:00)  (70:30:00)  (60:40:00)

recristalizacion

2-cetodecompostina (77)

Figura 29. Fracciones obtenidas de la CCPR de las fracciones 201-20M (20F 1,-20F 15).

{50:50:00) (00:00:1C0)



6.2.1.3.2.9. 2-Cetodecompostina (77). ''®

4.4 mg Soélido amarillo

Rf = 0.413 (Hex:AcOEt 60:40)

Pf. 222-225 °C; [lit. 220-221 °C] ''®

UV Amax (log €): 319.5 (3.95); 280.5 (3.58); 257 (3.71); 240.5 (3.65); 232 (3.66): 224.5
(3.65); 205.5 (3.72).

IR (CHCl5, cm™) 3037, 2972, 2941, 1748, 1673, 1607, 1531, 1463, 1416, 1372, 1315,
1176, 1050, 1031, 983, 929.

RMN 'H (300 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)) 1.08, d, (7), 3H, His; 1.31, s, 3H, His 1.97,
d, (1), 3H, Hia; 2.25, s, 3H, OCOCH3; 2.38, dd, (11, 6), 1H, Has 2.41, dd, (11, 0), 1H,
Hao 2.54, m, 1H, Hq; 6.83, s, 1H, Hy: 7.53, ¢, (1), 1H, Hi2.

RMN '3C (75 MHz, CDCls, 5 (ppm)) 8.45, (c), Ca. 14.38, (c), Ci4; 16.90, (c), C1s: 21.27,
(c), OCOCH3; 38.43, (d), C4, 43.26, (t), Ca; 47.54, (s), Cs; 72.63, (d), Cs; 121.60, (d), C11:
129.72, (d), Cy; 137.07, (s), Cr; 146.42 (s), Cg;, 147.77, (s), C12; 156.35, (s), Cro; 170.37,
(s), OCOCHg; 173.45, (s), Co; 198.12, (s), Ca.

EM IE: 302 [M'] (10), 274 (0.5), 260 (64), 242 (100), 227 (15), 214 (9), 199 (14), 191
(24), 163 (5), 161 (5), 137 (20), 123 810), 115 (9), 109 (8), 91 (7), 77 (7). 65 (4), 53 (8),
43 (32), 41 (5).

O

QAc

2-cetodecompostina 77
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La fraccion N (11Fx) (2.56 g) fue adsorbida en silica gel HF x4 ¥ se colocd en
una columna empacada con 73.6 g de la misma silica. La elucidon de esta columna se
realizé con mezclas de cloruro de metileno-acetona-metanol, colectando eluatos de 100
ml (ver tabla 20 y figura 30). De la fraccién 24 B obtenida de esta cromatografia se
obtuvo por recristalizacion un sélido cristalino de punto de fusidén 274-276 °C (8.6 mg),
correspondiente a 3-O-8-D-glucopirandsido de f-sitosterol (8), identificado por
comparacion de los datos espectroscopicos y por comparacion directa con muestra

auténtica.

'Tabla 20. Fracciones obtenidas de la CCPR de la fraccion N (11F2).

No. de eluato Clave Fraccion Sistema de elucién Substancia

(CH:Cl1:MeOH)
1 24F, 24A (100:00:00) /  —omemeer

2-40 24F, (98:02:00)

5-8 24F;
9-10 R24F, 24B (95:05:00) 3.0-8-D-glucopirandsido de
1117 24F; B-sitosterol (8)
18-27 24F

28 24F; (recristalizacion)

29 24F,

30 24Fg

N 24F

32 24F

33 24F 1,

34 24F 5
35-38 24F 14

39 24F 15
40-42 24F g
43-47 24F 47 24C (90:10) 3-0-f-D-glucopirandsido de 3-3-
48-53 24F 5 hidroxicacalona (78)
54-56 24F g (CCFP)
57-61 24F 3-O-ﬁ-D—g!ucop1ran651do de 3-4-
62-65 24F 5, hidroxi-6-epi-cacalona (79}
66-70 24F 5, (CCFP)
71-75 24Fn 24D (85:15) -D-glucopiranosa (80)

(recristalizacion)

76-77 24F >, 24E (80:20)
78-79 24F 3
80-82 24F 24F (70:30)
83-85 24F,; 24G (60:40) 00 e

86 24F 5
87-88 24F 5 24H (00:100)

89 24F 5

290 24F 3
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gl

(11F2)

CCPR
(CH:Cl:MeOH)

" Fraccién (N)

24A 24B 24C 24D 24E 24F
(100:00) (95:05) (90:10) (85:15) (80:20) (70:30)
recristalizacién recristalizacién
3-0-B-D-glucopiranésido de B-D-glucopirancsa (80)
sitosterc! (8)
CCFP CCFP
{85:15 CH2Cl2:MeOH) (80:20 CH,Cl:MeOH)

3-0-p-D-glucopiranésido de
34i-hidroxicacalona (78}

3-0-p-D-glucopirandsido de 3-8-
hidroxi-6-api-cacalona (79)

Figura 30. Fracciones obtenidas de la CCPR de la fraccion N (11F ).

24G
(60:40)

24H
(00:100)




6.2.1.3.2.10. 3-0O-B-D-Glucopirandsido de B-sitosterol (8).

8.6 mg sélido blanco
Rf = 0.477 (CH:ClzMeQOH 9:1)
Pf=274-276 °C.

3-O-p-D-glucopiranésido
de B-sitosterol 8

De fraccion 24 C (ver tabla 20 y figura 30) se obtuvo el eluato 24F g (31 mg), el
cual fue sometido a cromatografia en capa fina preparativa en una placa 20 x 20 cm x
0.2 mm, eluida con un sistema CH,Clx:MeOH 85:15; permitiendo la purificacion de 13.2
mg de 78 (3-O-8-D-glucopiranéside de 3-8-hidroxicacalona).

6.2.1.3.2.11. 3-O-B-D-Glucopiranosido de 3-hidroxicacalona (78).
13.2 mg Liquido viscoso amarillo

Rf = 0.295 (Hex:AcOEt 85:15)

[a]o™ = - 2.428 (¢ 0.14, MeOH)

UV Amax (lOg €) espectro 46: 208 (4.17), 287 (3.52), 319 (3.76).

IR (CHCls, cm™, espectro 47) 3401, 2936, 1757, 1711, 1660, 1619, 1603, 1535, 1460,
1446, 1422, 1364, 1162, 1080, 1035, 924, 887.
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RMN 'H (500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz), espectro 48) 1.21, d, (7) 3H, His; 1.63, s,
3H, Hia, 1.87, m, 1H, Hap; 1.99, m, 1H, Hao 2.21, d, (1), 3H, Hiz 2.39, m, 2H, H;; 3.01,
dd, (8, 8), 1H, Hz; 3.17, dd, (9, 9), 1H, He; 3.31, dd, (9, 8), 1H, Ha; 3.32, m, 1H, Hs;
3.37, cd, (7, 3), 1H, Hy, 3.52, m, 1H, Hsa, 3.78, m, 1H, Hep, 4.03, ddd, (3, 3, 3), 1H, Hs;
4.13, sa, 1H, OH; 4.39, s, 1H, OH; 4.42, d, (8), 1H, Hy; 7.52, c, (1), 1H, Hy2.

RMN "3C (75 MHz, CDCly, § (ppm), espectro 49) 9.01, (c), Cra, 18.36, (1), Cy; 20.32, (c),
Css; 20.88, (1), Co; 27.39, (¢), C14 33.88, (d), C4; 62.97, (1), Ce; 70.70, (s), Ce; 71.64, (d),
C4; 74.78, (d), C2; 77.65, (d), Cs, 77.65, (d), Cs; 79.15, (d), Cx; 102.71, (d), Cy; 121.52,
(s), Cui; 131.02, (s), C1o; 142.34, (s), C7, 145.14, (d), C12; 146.09, (s), Cs; 158.81, (s), Cs,
174.88, (s), Co. ‘

EM FAB® 447 [M* + Na] espectro 55, (58), 407 (20), 263 (48), 245 (100), 227 (72), 191
(24), 154 (31), 136 (28), 91 (20), 77 (19), 44 (17).

3-0-8-D-glucopirandsido de 3-8-
hidroxicacalona 78

Del eluato 24Fx (44.5 mg) de la fracciéon 24 C se aislo y purificd el compuesto
(79) (26.3 mg) mediante una cromatografia en capa fina preparativa (20 x 20 cm x 0.2
mmj} eluida con un sistema CHyCl;:MeOH 80:20; después de realizar la recuperacion
del compuesto de la forma convencional. Este nuevo compuesto corresponde al
epimero del compuesto (78).
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6.2.1.3.2.12. 3-O-p-D-Giucopirandsido de 3-3-hidroxi-6-epi-cacalona (79).

26.3 mg Liquido viscoso amarillo

Rf = 0.295 (Hex:AcOEt 85:15)

[@]o®®= + 0.571 (¢ 0.14, MeOH)

UV Amax (l0g £) espectro 56: 208 (4.10), 250 (4.04), 319.5 (3.86).

IR (KBr, cm™ espectro 57) 3411, 2930, 1737, 1694, 1654, 1614, 1536, 1451, 1422,
1370, 1256, 1224, 1202, 1164, 1079, 1039, 936, 888, 814, 623, 596, 5632.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, § (ppm), J (Hz), espectro 58) 1.22, d, (7), 3H, His; 1.60, s,
3H, Hig, 1.79, m, 1H, Hyp; 2.0, m, 1H, Hz,; 2.21, d, (1), 3H, Hi3; 2.38, m, 2H, H,; 3.02,
cd, (7, 3), 1H, Hg; 3.07, dd, (9, 8), 1H, Hz; 3.29, dd, (9, 9), 1H, Hg; 3.31, m, 1H, Hs; 3.37,
dd, (9,9), 1H, Ha: 3.65, m, 1H, Hga; 3.84, da, (10.5), 1H, Hey, 4.03, ddd, (3, 3, 3), 1H, H3;
4.18, sa, 1H, OH; 4.26, sa, 1H, OH; 4.44, d, (8), 1H, Hy; 4.51, sa, 1H, OH; 7.51, ¢, (1),
1H, Hi2.

RMN 3C (75 MHz, CDCls, 5 (ppm), espectro 59) 8.86, (c), Cia; 18.44, (1), Cy; 20.40, (1),
C2;, 20.89, (c), Cis; 28.15, (c), Ci4; 36.00, (d), C4, 63.08, (t), Ce; 71.83, (d), C4; 72.43,
(s), Ce; 74.91, (d), Cy; 77.34, (d), Ca; 77.40, (d), Cs; 77.87, (d), Cz; 102.24, (d), Cy-,
121.40, (s), C1; 129.94 (s), C1g; 142.53, (s), C7; 144.83, (d), C12; 146.07, (s), Cs; 161.18,
(s), Cs; 175.05, (s), Co.

EM FAB™: m/z 447 [M” + Na] espectro 65, (100), 425 (17), 399 (8), 371 (38), 263 (49),

245 (44), 227 (26), 191 (21), 177 (35), 154 (59), 136 (51), 91 (26), 77 (25), 55 (24), 41
(25), 23 (58).
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3-0O-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxi-6-epi-
cacalona 79

De la fraccion 24 D (ver tabla 20 y figura 30) se obtuvo por recristalizacion, un
solido cristalino que comparado por cromatografia en capa fina con muestra auténtica

disponible en el laboratorio fue posible identificarla como 8-D-giucopiranosa (80).

OH

0
HO
HO OH
HO

B-D-glucopiranosa 80
6.2.1.3.3. Extracto metandlico de las raices de P. radulifolium.
10 g del extracto metandlico fueron adsorbidos en la misma cantidad de silica gel
HF x4 vy aplicados en una columna cromatografica empacada con 320 de silica

suspendida en CH2Cl,, la polaridad de! eluyente se incrementd con metanol (Tabla 21y

figura 31). Y se colectaron eluatos de 250 mt.
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Tabla 21. Fracciones obtenidas de la CCPR del extracto metandiico de las raices de

Psacalium radulifolium.

No. de eluato Fraccién Sistema de elucion Substancia
{CH2Cl2:MeCH)
6F-6F 5 N (100:00) eter metilico de
deshidrocacalol (568)
cacalol (59)
decompostina (61)
cacalona (66)
B-epi-cacalona {67)

6F ,-6F, 0 (90:10) estigmasterol (36)
6F3-6F 5 P (80:20) B-sitosterol (28} - -

6F 5 Q (70:30) sacarosa (81)

6F; R (60:40) B-D-glucopiranosa (80)

6F s -] {00:100) e

|| Extracto metanolico (10 g)
CCPR
{CH.Cl>:MeOH)
| |
N o P Q R S
(100:0) (9:1) (8:2) (7:3) (6:4) (0:100)
6F,-6F; 6F 4-6F; 6Fg-6F 5 6F 5 6Fi7 6F 5

éter metilico de
deshidrocacalo! (58)
cacalol (59)*
decompostina (61)*
cacalona (66)"
6-epi-cacalona (67)*

*= |dentificado por CCF

estigmasterol (36)*

p-sitosterol (28)" sacarosa (81)

B-D-glucopiranosa (80)

Figura 31. Fraccionamiento del extracto metandlico de las raices de

Psacalium radulifolium
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De la fraccion N de ésta cromatografia, se identificaron las siguientes
substancias: éter metilico de deshidrocacalol (58), cacalol (59), decompostina (61),
cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67).

De la fraccion O se obtuvo estigmasterol (36); de la fraccion P fue posibie aislar
B-sitosterol (28); de la fraccidn Q se obtuvo sacarosa (81) por recristalizacion y de la

fraccion mas polar R, cristalizé la 8-D-glucopiranosa (80).

sacarosa 81
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7. CONCLUSIONES

La evaluacién biolégica en un modelo in vivo de once extractos obtenidos a
partir de cinco especies vegetales seleccionadas empleadas tradicionalmente en
el tratamiento de la diabetes, permitié ponderar su actividad como agentes
hipoglucemiantes y como resultado cuatro extractos presentaron valores
hipoglucemiantes significativos (p<0.05); estos extractos fueron: partes aéreas de
Plumeria obtusa, hojas Eysenhardtia platycarpa, ramas de Eysenhardtia
platycarpa y las raices de Psacalium radulifolium;, mostrando mayor potencial
hipoglucemiante a las dosis ensayadas (30, 100 y 300 mg/kg) los extractos de las
raices de P. radulifolium y las ramas de E. platycarpa; o cual correlaciona -

directamente con su uso tradicional como plantas antidiabéticas.

De ias raices de P. radulifolium se aislaron y caracterizaron veintisiete
substancias. En su mayoria eremofilanoides; éter metilico de deshidrocacalol (58),
cacalol (59), adenostina A (60), decompostina (61), neoadenostilona (62),
radulifolina A (63), 11-epi-radulifolina A (64), radulifolina B (65), la mezcla
epimérica cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67), radulifolina C (68), maturinona (69),
acetilmaturina (70), dimaturina (72), radulifolina D (73), 11-hidroxicacaldlida (74),
11-epi-hidroxicacaldlida (75), radulifolina E (76), 2-cetodecompostina (77), 3-0-8-
D-glucopiranésido de 3-8-hidroxicacalona (78) y 3-0-8-D-glucopiranésido de 3-8-
hidroxi-6-epi-cacalona (79); adicionalmente se aislaron esteroles: estigmasterol
(28), B-sitosterol (36} y 3-0-8-D-glucopiranésido de B sitosterol (8); azlcares: 8-D-

glucopiranosa (80) y sacarosa (81), y un alcohol lipidico: triacontanol (71).

Radulifolina A (63), 11-epi-radulifolina A (64), radulifolina B (65), radulifolina
C (68), radulifolina D (73), radulifolina E (76), 3-0-B-D-glucopiranésido de 3-8-
hidroxicacalona (78) y 3-O-8-D-glucopiranésido de 3-B-hidroxi-6-epi-cacalona (79)
corresponden a productos naturales novedosos; 2-cetodecompostina (77) se aisld

por primera vez como producto natural.
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La evaluacién de la toxicidad frente a Arfemia salfina y la actividad frente a
diversos microorganismos tanto de los extractos de las raices de P. radufifolium
como de algunas substancias puras, estan de acuerdo con ciertos usos

antisépticos de esta especie en la medicina tradicional.

Los constituyentes mayoritarios obtenidos a partir de las raices de F.
radufifolium (éter metilico de deshidrocacalol (68), cacalol (§9), decompostina (61)
y la mezcla cacalona (66) y 6-epi-cacalona (67)), ensayados como agentes
hipoglucemiantes, no mostraron un efecto hipogiucemiante significativo a las dosis
ensayadas (3.1, 10y 31 mg/kg).

Los resultados obtenidos de las evaluaciones de la actividad
hipoglucemiante sugieren la existencia de un fenomeno de sinergismo entre los
compuestos presentes en las raices de Psacalium radulifolium, de acuerdo a la
comparacion entre el efecto observado para el extracto metandlico de las raices y
el efecto observado para los constituyentes mayoritarios evaluados. Puede
considerarse que la presencia de los eremofilanoides correlaciona con la
bioactividad observada.
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8. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos del presente proyecto de investigacion permiten

formular algunas propuestas para investigaciones futuras:

* Evaluar como agentes hipoglucemiantes al éter metilico de deshidrocacalol (58)
y a la mezcla de cacalona {66) y 6-epi-cacalona (67) en e modelo in vivo

empleado en el presente trabajo en las dosis de 50, 100 y 150 mg/kg.

* Evaluar como agentes hipoglucemiantes mezclas cuantificadas del éter metilico
de deshidrocacalol (58), cacalol (5§9), decompostina {61) y la mezcla cacalona (66)
y 6-epicacalona (67) con la finalidad de establecer si existe fenomeno de

sinergismo entre estas substancias.

* Ponderar la actividad antidiabética de los cuatro extractos vegetales que
presentarcn actividad hipoglucemiante significativa en el modelo in vivo empleado
en el presente trabajo, empleando animales de experimentacion (ratas Wistar) con
diabetes inducida por estreptozotocina (STZ).

* Realizar estudios farmacolégicos in vitro de los constituyentes de Psacalium
radulifolium que  permitan determinar el mecanismo de accion de estas

substancias.
* Realizar evaluaciones biologicas adicionales de los constituyentes de las raices
de Psacalium radulifolium (citotdxica, antiinfecciosa, antioxidante, antiinflamatoria

y antifungica).

* Realizar el estudio quimico-biologico de los extractos obtenidos a partir de

Eysenhardtia platycarpa.
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10. ANEXOS

10.1. ANEXO 1.

Porcentajes de varianza y datos estadisticos correspondientes a ta evaluacion del
efecto hipoglucemiante de los extractos obtenidos.

10.1.1. Extracto metandlico de Psacalium radulifolium (raices).

30 mg/kg to tis t3 ts t7 to
Ny 0.00 8.30 18.375 -8.33 -22.91 Nd

N, 0.00 -20.40 -22.44 -12.24 -24 48 Nd

N3 0.00 0.00 £.81 -18.18 -25.00 Nd

N4 0.00 13.63 -4.54 4,54 -15.21 Nd

Ns 0.00 -4.34 -4.34 -20.45 -20.91 Nd
Media (x) 0.00 -0.56 -3.95 -12.74 -21.70 Nd
Desv. Std. (S) 0.00 13.12 14.57 6.63 3.96 Nd
Error Std_ (1n)| _ 0.00 5.87 6.5 297 177 Nd
85 % Conf. 0.00 16.28 18.09 8.24 4,92 Nd
100 mg/kg to tis ta 15 ty to
N, 0.00 4.54 -15.90 -18.18 2272 Nd

N> 0.00 -17.85 -10.71 -21.42 -33.92 Nd

N3 0.00 -2.38 7.14 -9.52 -4.76 Nd

N4 0.00 2.22 24 44 11.11 15.55 Nd

Ns 0.00 -2.08 416 -12.50 -18.75 Nd
Media (x) 0.00 -3.11 0.16 -10.102 -12.92 Nd
Desv. Std. (S) 0.00 874 16.07 12.74 19.02 Nd
Error Std. (5)| _ 0.00 3.01 7.19 570 8.51 Nd
95 % Conf. 0.00 10.86 19.95 15.82 23.63 Nd
300 mg/kg to tis ts ts tz to
N, 0.00 -5.66 -16.09 -16.98 -33.96 Nd

N2 0.00 -2.43 4.87 0.00 -19.61 Nd

N3 0.00 17.50 5.00 -20.00 -17.50 Nd

N4 0.00 -2.08 £.25 -10.41 -18.75 Nd

Ns 0.00 -9.30 11.62 -11.62 -18.60 Nd
Media (x) 0.00 -0.39 0.03 -11.80 -21.66 Nd
Desv. Std. (8) 0.00 10.42 10.61 7.67 6.91 Nd
Error Std. ()| 000 | 466 | 475 | 343 | 309 Nd
95 % Conf. 0.00 12.94 13.18 Q.52 8.58 Nd

Nd=No Determinado
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10.1.2. Extracto metandlico de Eysenhardtia polystachya (hojas).

30 mglkg to f1s ta ts t7 to
Ny 0.00 571 2.85 14.28 11.42 2.85
N> 0.00 12.50 5.00 5.00 12.5 7.50
N3 0.00 -2.56 -15.38 2.56 -5.12 -7.69
N4 0.00 15.62 -3.125 0.00 9.37 -3.125
Ns 0.00 -22.91 -14.58 -14.58 416 -12.50
Media (x) 0.00 167 -5.05 1.45 - 4.80 -2.59
Desv. Std. (S) 0.00 15.41 955 10.46 8.70 8.00
Error Std. () 0.00 6.89 427 4.68 3.89 3.58
95 % Conf. 0.00 19.14 11.86 12.99 10.80 9.93
100 mg/kg to tis t ts t7 to
N4 0.00 7.69 -7.69 -5.12 0 -512
N> 0.00 9.09 -9.09 3.03 9.09 18.18
N3 0.00 14.70 -2.94 -5.88 11.76 17.64
N4 0.00 20.58 17.64 20.58 20.58 26.47
Ns 0.00 19.53 25 9.37 3.125 15.62
Media (x) 0.00 14.32 4.58 4,39 8.91 14.56
Desv. Std. (S) 0.00 587 15.66 11.01 8.02 11.76
Error Std. (1) 0.00 262 7.01 4.92 3.59 528
95 % Conf. 0.00 7.29 19.45 13.68 9.96 14.60
300 mg/kg to tys ts ts ty tg
N, 0.00 18.42 13.15 0 2.63 7.89
N> 0.00 14.70 17.64 35.29 11.76 26.47
N3 0.00 15.15 27.27 27.27 15.15 12.12
N4 0.00 -8.33 5.55 5.55 -5.55 5.55
Ns 0.00 14.28 2.85 2.85 0.00 8.57
Media (x) 0.00 10.84 13.29 14.19 4.80 12.12
Desv. Std. (S) 0.00 10.84 9.79 15.98 8.52 8.36
Error Std. () 0.00 4.85 4.38 7.14 3.81 374
95 % Conf, 0.00 13.46 12.15 19.84 10.58 10.38-3
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10.1.3. Extracto metandlico de Eysenhardtia polystachya (ramas).

30 mglkg To ti5 ta ts t7 to
N 0.00 13.15 23.68 13.15 15.78 15.78
N 0.00 -13.63 11.36 9.09 4.54 11.36
N3 0.00 0.00 13.51 5.40 -10.81 16.21
N4 0.00 -7.69 5.12 0.00 -5.12 -2.56
Ns 0.00 -7.89 -10.52 2.63 0.00 5.26
Media (x) 0.00 -3.21 8.63 6.05 0.88 9.21
Desv. Std. (S) 0.00 10.35 12.62 5.21 10.11 7.92
Error Std. (1) 0.00 463 564 2.33 452 3.54
95 % Conf. 0.00 12.85 15.67 6.46 12.55 9.83
100 mglkg To tis 3 ts t7 to
N1 0.00 -13.95 6.97 -5.97 -2.32 11.62
N2 0.00 -14.58 -2.08 -4.16 -4.16 4.16
N3 0.00 -13.15 18.42 13.15 21.05 21.05
N4 0.00 0.00 -4.16 0.00 -10.41 -10.41
Ns 0.00 4.87 -2.43 0.00 7.31 -2.43
Media (x) 0.00 -7.36 3.34 0.40 2.29 4.80
Desv. Std. (S) 0.00 9.12 9.48 7.71 12.26 12.19
Error Std. (u)| 0.00 4.07 4.24 3.45 5.48 5.45
95 % Conf. 0.00 11.33 11.77 9.58 15.22 15.14
300 mglkg To ti s ts ts t7 to
Ny 0.00 13.63 2.27 -18.18 0.00 2.27
N 0.00 5.26 7.89 5.26 -7.89 -2.63
Na 0.00 8.10 -2.70 -10.81 13.15 8.10
N4 0.00 2.17 -15.21 -4.34 6.52 -15.21
Ns 0.00 4.34 4.34 -4.34 -4.34 217
Media (x) 0.00 6.70 0.68 5.48 112 1.06
Desv. Std. (S) 0.00 4.42 8.98 8.70 8.52 8.78
Error Std. (ux)| 0.00 1.98 4.02 3.89 3.81 3.93
95 % Conf. 0.00 5.49 11.15 10.80 10.58 10.80
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10.1.4. Extracto metandlico de Eysenhardtia polystachya (corteza).

30 mg/kg To tis ta ts t7 to
N, 0.00 0.00 222 -15.55 -17.77 -2.22
P 0.00 -10.00 0.00 -12.50 -2.50 2.50
N3 0.00 7.14 -4.76 9.52 7.14 476
N4 0.00 9.30 4.65 9.30 6.97 2.32
Ns 0.00 8.33 8.33 8.33 4.16 2.08
| Media{x) | 0.00 295 2.09 -0.18 -0.04 -0.02
Desv. Std. (S) 0.00 8.11 492 12.69 10.47 3.30
Error Std. (u,}| 0.00 3.63 2.20 568 468 1.48
95 % Conf. 0.00 10.07 6.11 15.76 12.99 4.10
100 mg/kg To tis s ts tz o
N 0.00 -2.12 0.00 10.63 10.63 10.63
P 0.00 -9.09 -4.54 0.00 0.00 0.00
N3 0.00 12.12 21.21 21.21 15.16 30.30
N4 0.00 -10.81 -13.51 -21.62 5.40 -21.62
Ns 0.00 5.26 5.26 263 -2.63 263
Media (x) 0.00 -0.93 1.68 2.57 5.71 4.39
Desv. Std. (S) 0.00 9.67 12.91 15.84 7.34 18.77
Error Std. ()| ©0.00 433 577 7.09 3.28 8.39
95 % Conf, 0.00 12.01 16.03 19.67 9.12 23.30
300 mg/kg To tis t3 ts tz to
N, 0.00 -2.56 -2.56 -2.56 10.25 512
N2 0.00 7.89 2.63 0.00 -5.26 13.15
N3 0.00 10.52 15.78 15.78 23.68 21.05
Na 0.00 2.04 -8.16 2.04 -10.20 -4.08
Ns 0.00 0.00 -6.66 0.00 -2.22 4.44
Media (x) 0.00 3.58 0.21 3.05 3.25 6.16
Desv. Std. (S) 0.00 5.47 9.66 7.30 13.69 11.06
Error Std. (u)| 0.00 2.45 432 3.26 6.12 4.94
95 % Conf. 0.00 6.79 11.99 9.06 17.00 13.73
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10.1.5. Extracto metanadlico de Eysenhardtia polystachya (comercial).

30 mg/kg To tis t ts tz ts
N 0.00 52.77 13.88 -5.65 2.77 22.22
N> 0.00 35.48 967 -16.12 0.00 22.58
N3 0.00 51.61 35.48 0.00 6.45 3548
N4 0.00 61.53 38.46 10.25 15.38 12.82
Ns .00 0.00 -25.00 -12.50 -10.41 -16.66
Media (x) 0.00 40.28 14.50 4.78 2.84 15.29
Desv. Std. (S} 0.00 24.40 2549 10.46 9.41 19.59
Error Std. ()] 0.00 1081 | 1140 | 468 421 876
95 % Conf. 0.00 30.30 31.64 12.99 11.68 24.33
100 mg/kg To tis i3 ts t7 tg
N; 0.00 13.15 -7.89 -10.52 0.00 -2.63
N 0.00 26.82 -2.43 -7.31 0.00 0.00
N3 0.00 38.88 19.44 11.11 25 41.66
N4 0.00 12.82 -15.38 -512 7.69 -5.12
Ns 0.00 0.00 -2.22 -13.33 -11.11 20.0
Media (x) 0.00 18.33 -1.70 -5.03 432 10.78
Desv. Std. (S) 0.00 1490 12.97 9.55 13.36 19.92
Error Std. (11| _ 0.00 6.66 5.80 427 598 8.91
95 % Conf. 0.00 18.50 16.11 11.86 16.59 2474
300 mg/kg To tis ts ts tz to
N 0.00 6.97 -11.62 -2.32 .00 11.62
N2 0.00 7.50 -5.00 27.50 35.00 15.00
N3 0.00 22.50 -10.00 2.50 17.50 15.00
Ns 0.00 476 -14.28 7.14 476 -2.38
Ns 0.00 28.94 -7.89 526 10.52 0.00
Media (x) 0.00 14.13 -9.76 8.02 13.56 7.85
Desv. Std. (S) 0.00 10.87 3.54 11.48 13.65 8.41
Error Std. ()] 0.00 4.86 158 5.12 6.11 3.76
95 % Conf. 0.00 13.49 4.39 14.23 16.95 10.44
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10.1.6. Extracto metandlico de Eysenhardtia platycarpa (ramas).

30 mglkg To tis t3 {5 t7 fg
Ny 0.00 -23.60 -18.18 -16.36 -41.81 -27.27
N2 0.00 -12.00 -18.00 2.00 -22.00 -24.00
Na 0.00 8.33 5.556 -2.77 -8.33 -30.55
N, 0.00 7.50 15.00 7.50 -30.00 -35.00
Ns 0.00 0.00 5.00 10.0 12.50 5.00
Media (x) 0.00 -3.95 -2.13 0.07 -17.93 -22.36
Desv. Std. (8) 0.00 13.68 15.11 10.43 20.92 1583
Error Std. (ux) 0.00 6.12 6.76 4.67 9.36 7.08
95 % Conf. 0.00 16.98 18.76 12.96 25.98 19.65
100 mg/kg To tis ta ts t7 to
N, 0.00 15.38 0.00 10.25 -20.51 -23.07
N- 0.00 -12.00 -6.00 -6.00 -22.00 -30.00
N3 0.00 -4.00 10.00 -2.00 -14.00 0.00
N4 0.00 -13.04 -156.21 . -4.34 -34.78 -23.90
Ns 0.00 -10.86 13.04 0.00 -21.73 -15.21
Media (x) 0.00 -4.90 0.37 -0.42 -22.60 -18.44
Desv. Std. (S) 0.00 11.88 11.58 6.38 7.55 11.57
Error Std. (ug)|  0.00 5.31 518 2.86 3.37 513
95 % Conf. 0.00 14,75 14.38 7.93 9.37 14.36
300 mglkg To t1s ta is t7 to
N1 0.00 217 434 0 -10.86 434
N2 0.00 11.62 4.65 6.97 -6.97 0
N3 0.00 -18.86 -18.86 -18.86 -35.84 -43.39
N4 0.00 10.81 2162 21.62 -10.81 2.70
Ns 0.00 -2.27 2.27 -15.90 -40.90 -11.36
Media (x) 0.00 -0.17 1.07 -4.02 -21.08 -9.54
Desv. Std. (S) 0.00 12.42 14.67 16.15 15.97 19.89
Error Std. (i)  0.00 5.56 B8.57 7.22 7.14 8.90
95 % Contf. 0.00 15.42 18.24 20.06 19.82 24,70
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10.1.7. Extracto metandlico de Eysenhardtia platycarpa (hojas).

30 mg/kg To t1s ta ts - ty to
N 0.00 34.37 -25.0 -18.7 -12.60 18.75
N, 0.00 14.28 -21.42 -23.80 -23.80 -9.52
N3 0.00 13.95 6.97 -11.62 -23.25 -13.90
N4 0.00 17.94 -20.50 -23.07 -33.33 15.38
Ns 0.00 20.45 -20.45 -29.54 -20.45 13.63
Media (x) 0.00 20.20 -16.08 -21.36 -22.67 487
Desv. Std. (8S) 0.00 8.37 13.02 6.66 7.48 15.32
Error Std. (uy) 0.00 3.74 5.85 2.98 3.34 6.85
95 % Conf. 0.00 10.39 16.17 8.27 .28 19.03
100 mglkg To tis ts ts t7 to
Ny 0.00 25.0 0 4.54 -65.81 4.54
N> 0.00 30.30 3.03 -9.09 36.36 15.15
N3 0.00 11.36 -11.36 -45.45 -9.09 -4.54
Na 0.00 -1.96 -5.88 -17.64 -7.84 3.92
Ns 0.00 217 -23.91 -30.43 0 -8.69
Media (x) 0.00 13.37 -7.62 -19.61 2.52 2.08
Desv. Std. (S) 0.00 14.02 10.65 19.25 19.24 9.22
Error Std. (p) 0.00 6.27 476 8.61 8.60 412
95 % Conf. 0.00 17.41 13.23 23.90 23.89 11.45
300 mg/kg To t1s t ts t7 te
N, 0.00 -8.88 -11.11 -24.44 -2.22 -31.11
N> 0.00 7.5 10.0 -2.50 17.5 27.0
N3 0.00 16.66 2.30 -9.52 4,76 0
N4 0.00 -4.34 -26.08 -17.39 -26.08 £.52
Ns 0.00 -15.55 -26.66 -40.0 -17.77 -6.66
Media (x) 0.00 -3.92 -10.31 -18.77 476 -3.46
Desv. Std. (S) 0.00 12.21 16.49 14.45 17.44 20.76
Error Std. (uy)| 0.00 5.46 7.38 6.46 7.80 9.28
95 % Conf. 0.00 15.16 20.48 17.94 21.65 25.78
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10.1.8. Extracto metandlico de Eysenhardtia platycarpa {corteza).

30 mg/kg To tis tz ts ty to
N4 0.00 25.00 2.50 -5.00 2.50 37.50
N2 0.00 -10.63 -8.51 -23.40 -12.76 -4.25
N3 0.00 20.00 8.57 2.85 -2.85 8.57
N4 0.00 27.27 27.27 21.21 24.24 30.30
Media (x) 0.00 15.41 7.46 -1.09 2.78 18.03
Desv. Std. (S) 0.00 17.62 14.98 18.49 15.64 19.28
Error Std. (1] _ 0.00 8.81 7.49 925 | 7.82 9.64
95 % Conf. 0.00 28.04 23.83 29.42 24.88 30.68
100 mglkg To t1s ta is t7 tg
N, 0.00 47 05 8.82 5.88 8.82 20.58
N2 0.00 8.82 5.88 -2.94 2.94 1470
N3 0.00 263 263 -7.89 2.63 -2.63
Na 0.00 16.21 13.51 21.62 13.51 21.62
Media (x) 0.00 18.68 7.71 417 6.98 13.57
Desv. Std. (S) 0.00 19.71 4 62 12.95 520 11.22
Error Std. (px) 0.00 9.86 2.31 6.28 2.60 561
95 % Conf. 0.00 31.36 7.35 20.61 828 17.85
300 mg/kg To t1s t ts ty t
Ny 0.00 13.15 13.15 0 -7.89 0
No 0.00 8.88 2.22 0 0 8.88
N3 0.00 15.78 -2.63 0 263 0
Na 0.00 13.63 15.90 -4.54 11.36 13.63
Media (x) 0.00 12.86 6.05 -1.14 1.53 563
Desv. Std. (S} 0.00 2.89 9.85 2.27 7.94 6.78
Error Std. (ju | 0.00 144 4.93 114 3.97 3.39
95 % Conf, 0.00 4.60 15.67 3.61 12.62 10.79
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10.1.9. Extracto metandlico de Eysenhardtia platycarpa (madera).

30 mg/kg To tis ts ts tz o
N, 0.00 0 2.70 5.40 -5.40 0
N2 0.00 -5.0 17.5 12.50 -5.0 -10.0
Ns 0.00 20.0 22.85 11.42 8.57 14.28
N4 0.00 -2.38 7.14 7.14 -7.14 -4.76
Ns 0.00 2777 25.0 19.44 27.77 11.11
Media (x) 0.00 8.08 15.04 11.18 3.76 213
Desv. Std. (S) 0.00 14.80 9.76 5.47 14.82 10.34
Error Std. (u)| 0.00 6.62 4.36 2.45 6.63 4.62
95 % Conf. 0.00 18.37 12.12 6.79 18.41 12.83
100 mg/kg to t1s t3 5] t7 to
N 0.00 17.64 23.52 11.76 0 -2.94
N2 0.00 15.78 18.42 15.78 5.26 10.52
N3 0.00 2.50 12.50 -2.50 -12.50 -7.50
N4 0.00 -26.31 21.05 10.52 -5.26 13.15
Ns 0.00 -2.32 -2.32 -2.32 11.62 -11.62
Media (x) 0.00 1.46 14.63 6.65 -0.18 0.32
Desv. Std. (S) 0.00 17.70 13.33 8.49 9.31 10.99
Error Std. ()| 0.00 7.92 462 3.80 4.16 4.91
95 % Conf. 0.00 21.98 12.82 10.55 11.56 13.64
300 mg/kg to tis t3 ts ty to
N, 0.00 23.25 -13.95 -4.65 -4.65 -4.65
N 0.00 19.44 5.55 11.11 8.33 13.88
N3 0.00 15.00 20.00 5.00 12.50 27.50
N4 0.00 16.27 9.30 9.30 16.22 23.25
Ns 0.00 26.31 0.00 -10.52 0.00 2.63
Media (x) 0.00 20.05 4.18 2.05 6.48 12.52
Desv. Std. (S) 0.00 4.73 12.50 9.30 8.67 13.55
Error Std. (u,)| 0.00 2.12 559 416 3.88 6.06
95 % Conf. 0.00 5.88 15.51 11.55 10.76 16.82
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10.1.10. Extracto metandlico de Coix fachryma-jobi L. (tallos).

30 mg/kg To t1 s ta ts ty to
Ny 0.00 29.41 26.47 8.82 8.82 0.00
Ny 0.00 2.43 4.87 -4.87 -14.63 -2.43
N3 0.00 -4.76 9.52 1666 | -1428 | -26.19
Na 0.00 0.00 2173 | 1739 | 1521 | -19.56
Ns 0.00 13.51 8.10 2.70 13.51 10.81
__Media (x) 0.00 8.12 1.64 6.56 4.36 -7.47
Desv. Std. (S) | 0.00 13.66 18.30 10.88 1427 | 1510 |
Error Std. (1| 0.00 6.11 8.18 4.87 6.38 6.75
95 % Conf. 0.00 16.96 22.72 13.51 17.72 18.75
100 mg/kg To tis 1< ts ty to
ny 0.00 5.55 -16.66 -8.33 13.88 11.11
Ny 0.00 2.22 -8.88 -13.33 -4.44 0.00
N 0.00 -7.50 -7.50 -10.0 2.50 2.50
Ns 0.00 2.50 -12.50 -5.0 -10.0 7.50
Ns 0.00 12.19 0.00 4.87 9.75 12.19
Media (x) 0.00 2.10 9.11 -6.36 2.34 6.66
Desv. Std. (S) | 0.00 7.49 6.21 6.96 9.83 5.31
Error Std. (u,) | 0.00 3.35 2.78 3.11 4.40 2.37
95 % Conf. 0.00 9.31 7.71 8.64 12.20 6.59
300 mg/kg To tis ta ts tz to
n; 0.00 26.47 14.70 14.70 52.94 29.41
n; 0.00 11.11 19.44 16.66 19.44 16.66
N 0.00 -11.11 5.66 -8.88 222 2.22
N4 0.00 -19.51 -2.43 -7.31 7.31 19.51
Ns 0.00 -9.37 0.00 9.37 18.75 21.87
Media (x) 0.00 -0.48 5.10 4.91 2013 17.93
Desv. Std. (§) | 0.00 18.81 11.39 12.18 19.77 9.98
Error Std. (1) | 0.00 8.41 5.09 545 8.84 4.46
95 % Conf. 0.00 23.35 14.14 15.12 24.55 12.39
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10.1.11. Extracto metanélico de Plumeria obtusa L. (partes aéreas).

30 mg/kg To tis t3 ts t7 to
Ny 0.00 -4.44 -8.88 -17.77 -22.22 -2.22
Ny 0.00 0.00 -17.77 -31.11 -24 44 -8.88
N3 0.00 -22.72 -25.0 -18.18 -31.81 -15.90
Ny 0.00 2.94 -14.70 8.82 0.00 20.58
Ns 0.00 -5.12 -25.64 -12.82 -7.69 -17.94
Media (x) 0.00 -5.87 -18.40 -14.21 -17.23 -4.87
Desv. Std. (S) 0.00 9.98 7.08 14.56 13.01 15.52
Error Std. (u)| ©0.00 4.46 3.17 6.51 5.82 6.94
35 % Conf. 0.00 12.39 8.79 18.06 16.16 19.27
100 mg/kg to tis t3 s t7 to
N 0.00 9.52 0 -19.04 0 -9.52
N2 0.00 10.52 526 -34.21 -7.89 0
Na 0.00 13.15 -13.15 -31.57 -15.78 -2.63
N4 0.00 21.05 13.15 -5.26 18.42 -5.26
Ns 0.00 21.42 7.14 -3.57 14.28 32.14
Media (x) 0.00 15.13 2.48 -18.73 1.81 2.95
Desv. Std. (S) 0.00 573 9.92 14.28 14.48 16.69
Error Std. (pu) 0.00 2.56 4.44 6.39 6.47 7.47
95 % Conf. 0.00 7.11 12.32 17.73 17.97 20.73
300 mg/kg to tis ta ts tz7 to
Ny 0.00 17.64 -5.88 -23.52 -2.94 -8.82
N2 0.00 5.88 0.00 -14.70 0.00 0.00
Na 0.00 17.64 -5.88 -5.88 0.00 8.82
N4 0.00 -5.55 0.00 -22.22 0.00 13.88
Ns 0.00 2.63 -2.63 -15.78 15.78 263
Media (x) 0.00 7.65 -2.88 -16.42 2.57 3.30
Desv. Std. (S) 0.00 10.03 294 7.04 7.49 8.67
Error Std. (i) 0.00 4.48 1.32 3.15 3.35 3.88
95 % Conf. 0.00 12.45 3.65 8.75 9.31 10.76
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10.1.12. Glibenclamida (Control Testigo).

10 mg/kg to tis ta ts t; to
Ny 0.00 -22.50 -40.0 -25.0 -47.50 Nd
Ny 0.00 -15.90 -50.0 43.18 -29.54 Nd
N3 0.00 -7.50 -20.0 -17.50 -25.0 Nd
N4 0.00 -7.50 -7.50 -37.50 -32.50 Nd
Ns 0.00 -25.0 -40.30 -55.76 -44.23 Nd
Media (x) 0.00 . -15.68 -31.56 -35.79 -35.75 0.00
Desv. Std. (S) 0.00 8.17 17.32 15.06 9.68 0.00
Error Std. {(uy) 0.00 3.66 7.75 6.74 433 0.00
95 % Conf. 0.00 10.15 21.51 18.70 12.02 0.00
10.1.13. Control (Vehiculo).
vehiculo to ti1s ta ts t7 to
Ny 0.00 7.89 2.63 5.26 21.05 23.68
N2 0.00 -5.26 -7.89 -2.63 -10.52 -5.26
N3 0.00 -2.38 -9.52 -7.14 -2.38 -11.90
N4 0.00 29.41 11.76 -5.88 -8.82 2.94
Ns 0.00 7.50 -10.0 -10.0 7.50 5.0
Media (x) 0.00 7.43 -2.60 -4.08 1.37 2.89
Desv. Std. (S) 0.00 13.61 9.54 585 13.08 13.43
Error Std. (1)} 0.00 6.09 4.27 2.62 5.85 6.01
95 % Conf. 0.00 16.90 11.85 7.27 16.24 16.68
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10.2. ANEXO 2.

Relacion de los calcuios de energia y geometria molecular de las estructuras

tautoméricas de radulifolina C (68).
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Tautdbmero-A  Tautémero-B  RadulifolinaC  Tautomero-C
(68)
C1-C2 1.367 1.352 1.384 1.350
Co2-C3 1.414 1.461 1.398 1.464
C3-C4 1.388 1.538 1.408 1.837
C4-Cs 1.448 1.523 1.408 1.511
Cs5-Cs 1.441 1.402 1.631 1.521
Ce-C7 1.400 1.419 1.500 1.500
C7-C11 1.468 1.458 1.437 1.437
C11-C12 1.355 1.359 1.369 1.370
C12-08 1.375 1.375 1.358 1.358
Og-Csg 1.377 1.370 1.364 1.363
Cs-Cg 1.369 1.388 1.453 1.452
Cg-C10 1.418 1.404 1.497 1.500
C10-Cs 1.455 1.431 1.419 1.363
C7-Cs 1.412 1.398 1.368 1.369
Ce-C14 1.516 1.513 1.554 1.556
C4-C15 1.516 1.654 1.512 1.558
C11-C13 1.501 1.501 1.500 1.500
Cg-Og 1.367 1.363 1.228 1.227
C3-03 1.376 1.535 1.367 1.225
C10-C1 1.718 1.453 1.399 1.460
C13-C14 3.286 3.315 3.671 3.636
C14-C15 2.962 3.396 3.340 4120




C15-018 2704 3.017 2.709 3.006

017-H1 2.383 2.403 2.420 2.396
C1-C2-C3 119.4 120.8 119.2 120.5
C2-C3-Cq 122.7 117.6 1219 117.2
C3-C4-Cs 119.2 116.5 118.6 116.1
C4-C5-C6 124.0 120.8 119.7 117.2
C5-Cs-C7 117.7 117.3 112.2 112.0
Cs-C7-Cs 120.7 119.6 122.4 121.9
C7-Cg-Ca 123.8 1242 _ 126.0 126.0
Cg8-Cg9-C10 117.2 116.8 112.9 1127
C9-C10-C1 118.3 118.8 116.3 115.8
Co-C10-Cs 120.9 120.4 1234 123.1
C1-C10-Cs 120.8 118.8 120.2 121.1
C4-C5-C10 116.8 117.4 119.5 1196
Cs-C5-C10 119.2 121.7 120.8 123.2
C3-C4-C15 116.0 116.5 117.0 106.4
C5-C4-C15 129.7 110.8 124.4 110.4
Cs5-Cs-C14 123.8 123.0 110.2 110.3
C7-Cs-C14 118.3 1196 109.5 110.3
Cs-C7-C11 135.4 135.8 131.1 131.7

C7-C11-C12 105.8 1056 104.7 104.7
C12-C11-C13 12.8 1248 126.8 126.7
C11-C12-0 113.6 113.0 1121 112.2
C7-C11-C13 130.3 1296 128.5 128.7
C12-0-Csg 107.7 105.0 105.8 106.8

0-Cg-Co 124.2 124.0 123.0 123.0

0-Cg-C7 111.9 111.8 110.9 110.9

Cg-Cg-C7 123.8 124.2 126.0 126.0
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C2-C3-0 119.4 122.6 121.6 123.1
C4-C3-0 117.9 119.7 116.6 119.7
C10-Cg-0 119.8 120.9 123.0 122.5
Cg-Cg-0O 123.0 122.4 124.1 1247
C1-C2-C3-C4 1.8 11.5 1.0 10.1
C2-C3-C4-Cs 3.8 215 0.3 18.0
C3-C4-C5-Cs 172.2 163.3 175.5 164.0
C4-C5-C6-C7 172.8 1756 166.2 167.5
Cs5-Cs-C7-Cs 33 0.1 15.4 10.8
‘Ce-C7-Cs-Cg 25 1.2 50 37
C7-Cs-Cg9-C10 4.0 0.8 51 3.1
Cg-Cg-C10-C1 179.1 176.5 173.5 177.8
Cg-C10-C1-C2 179.5 173.8 176.4 177.6
C10-C1-C2-C3 3.1 1.2 0.9 0.5
C2-C3-C4-C15 171.6 21.5 179.2 105.2
C10-C5-C4-C15 167.3 102.3 177.8 104.8
Cs-C5-C4-C15 12.8 752 50 74.9
C4-C5-Ca-C14 12.4 3.7 71.4 69.2
C10-C5-Ce6-C14 167.4 179.0 105.8 111.1
Cg-C7-Cs-C14 171.7 179.4 107.4 112.5
C11-C7-Ce-C14 777 0.2 69.8 65.2
Cg-C7-C11-C13 178.3 178.9 179.2 179.2
Cs-C7-C11-C13 22 0.5 4.0 2.8
0-C12-C11-C13 178.7 179.9 179.3 179.3
C11-C7-Cg-0 0.1 0.1 0.1 0.0
Cs-C7-Cs-0 179.5 1796 177.2 178.3
Cg-Cg-0-C12 177.3 179.3 177.7 178.0
C7-C11-C12-0 0.5 0.1 0.3 0.3
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0-Cg-Co9-C10 179.4 179.9 54 174.7
Ce-C7-C8-0O 179.5 1796 177.2 178.3
0-C3-C2-C1 176.5 172.3 179.0 1731
0-C3-C4-Cs 177.9 162.3 179.6 165.1
0-C3-C4-C15 6.7 737 0.8 716
0-Cg-Cg-0 0.5 0.6 54 3.6
0-Cg-Cs-C7 176.1 178.6 177.0 178.6
0-Cg-C10-C1 1.0 2.9 4.5 0.6
| O-Cg9-C10-C5 179.6 179.87 _178.7 179.9
C1-C10-C5-C4 6.4 7.4 1.9 6:2
Cg-C10-C5-Ce 54 2.0 8.0 6.3
C1-C10-C5-Cs 173.4 1752 175.4 1741
C9-C10-C5-C4 174.2 175.4 174.8 173.1
0-Cg-C7-C11 0.1 01 0.1 0.0
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10.3. ANEXO 3.

Porcentaje de varianza y datos estadisticos correspondiente a la evaluacion de!
efecto hipoglucemiante de los compuestos puros obtenidos de las raices de P.
radulifolium.

10.3.1. Cacalol (59).

3.1 mgikg to tis ta ts t7 tg
ny 0.00 250 15.0 17.50 12.30 7.50
N2 0.00 37.20 16.27 27.90 6.97 16.27
N3 0.00 11.11 15.55 13.33 -11.11 -8.88
Ng 0.00 37.50 15.0 22.50 -5.0 7.50
Ns 0.00 2.27. 4.54 2.27 -4.54 9.09

Media (x) 000 | 2262 | 1327 | 16.70 | -0.28 | 6.30
Desv. Std. (S)| 0.00 | 1570 | 491 9.74 960 923
Error Std. (1) | 0.00 7.02 2.20 435 429 413

95% Conf. | 0.00 | 1950 | 610 | 1209 | 11.92 | 11.46-

10 mg/kg to tis ts ts ty ig
Ny 0.00 11.36 -4.54 20.45 -13.63 -11.36
Ny 0.00 2.50 17.50 -2.50 -7.50 7.50
N3 0.00 -6.81 4 54 4.54 -13.63 2.27
N4 0.00 20.51 2564 25.64 15.38 15.38
Nsg 0.00 27.27 13.63 27.27 13.63 6.81

Media (x} 0.00 10.97 11.35 15.08 -1.15 4.12
Desv. Std. (S)|{ 0.00 13.64 11.68 13.31 14.52 9.86
Error Std. (u,) | 0.00 6.10 523 5.95 6.49 4.41

85 % Conf. 0.00 16.94 14.51 16.53 18.03 12.24

31 mg/kg to tis ts ts t7 tg
Ny 0.00 23.52 17.64 32.35 8.82 55.88
n; 0.00 21.05 15.78 13.15 2.63 15.78
N3 0.00 -2.27 2.27 -9.09 -18.18 6.8
Ny 0.00 -8.69 -2.17 -156.21 -8.69 0
Ng 0.00 0 9.09 15.90 -4.54 4.54

Media (x) 0.00 6.72 B.52 7.42 -3.99 13.88

Desv. Std_(S)| 000 | 1459 | 851 1944 | 1039 | 24.88
Error Std. (1) | 0.00 6.52 3.80 869 465 | 1112
95% Conf. | 000 | 1811 | 1056 | 2413 | 1290 | 3089
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10.3.2. Cacalona (66) y 6-epi-Cacaiona (67).

3.1 mglkg to tis T3 {s t7 tg
Ny 0.00 -2.30 4.65 9.30 6.97 2.32
N2 0.00 2.04 10.20 -2.04 £.12 8.16
N3 0.00 14.89 17.02 0 6.38 -4 25
N4 0.00 2.61 9.52 476 2.38 21.42
Ns 0.00 24.39 14.63 -17.07 975 -12.19
Media (x) 0.00 8.33 11.20 -1.01 -2.82 3.09
Desv. Std. (S) 0.00 11.03 4,81 9.99 6.85 1274
Error Std, () | 0.00 | 493 | 215 | 447 | 306 | 570
95 % Conf. 0.00 13.69 597 12.41 B8.51 15.82
10 mg/kg to tis Ta ts t to
Ny 0.00 -8.51 -4.25 212 -12.76 -6.38
N> 0.00 2.04 14.28 -12.24 -6.12 -10.20
N3 0.00 2.04 6.12 £.12 -2.04 -2.04
Ny 0.00 11.53 3.84 577 577 -11.53
Ns 0.00 8.69 2.17 217 2.17 -4 34
Media (x) 0.00 3.16 4.43 -3.97 -4.90 -6.90
Desv. Std. (S) 0.00 7.74 6.72 6.14 553 3.96
Error Std. (1) | 000 | 3.46 | 301 | 2.75 | 247 | 1.77
95 % Conf. 0.00 9.60 8.34 7.63 6.86 492
31 mg/kg to tis T3 ts ty te
Ny 0.00 925 -22.22 -11.11 -11.11 -12.96
N2 0.00 0.00 -11.76 -11.76 -15.68 -23.52
Na 0.00 -5.88 0 -11.76 -11.76 -7.84
N4 0.00 0.00 6.52 6.52 4.34 -2.17
Ns 0.00 13.33 15.55 -20.0 -2.22 -2.22
Media (x) 0.00 -0.36 -2.38 962 -7.29 -9.74
Desv. Std. (8) 0.00 862 14.90 974 815 8.91
Error Std. ()| 000 | 3.85 | 666 | 436 | 365 | 399
95 % Conf. 0.00 10.70 18.50 12.10 10.12 11.07
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10.3.3. Decompostina (61).

3.1 mg/kg to ts t3 ts ty to
Ny 0.00 36.36 18.18 0 45 45 38.63
N2 0.00 10.63 12.76 0 212 425
N3 0.00 -7.40 7.40 5.65 -7.40 -11.11
N4 0.00 18.60 16.27 11.62 16.27 6.97
Ns 0.00 12.0 4.0 -0.04 -0.04 -16.0

Media (x) 0.00 14.04 11.72 3.43 11.28 4.55

Desv. Std. (S)| 0.00 15.77 5.95 5.18 20.94 21.42

Error Std. (1) | 0.00 705 | 266 2.31 9.36 9.58

95 % Conf. 0.00 19.58 7.39 6.43 26.00 26.59-

10 mg/kg to tis ts ts t7 to
Ny 0.00 12.19 975 -12.19 -12.19 975
no 0.00 48.57 22.85 2571 14.28 17.14
Nna 0.00 10.41 0 -12.50 416 -12.5
N4 0.00 25.58 16.27 11.62 16.27 11.62
Ns 0.00 21.42 714 16.66 30.95 28.57

Media (x) 0.00 | 2363 | 7.30 586 | 1069 | 7.02

Desv. Std. (§)[ 0.00 156.30 12.91 17.37 15.97 17.68

Error Std. () | 0.00 6.84 577 7.77 714 7.91

95 % Conf. 0.00 19.00 16.02 21.57 19.83 21.95

31 mg/kg to tis t3 ts tz to
Ny 0.00 15.0 7.50 10.0 -5.0 0
N2 0.00 0 0 6.12 -16.32 8.16
Nns 0.00 18.42 7.89 18.42 0 13.15
Na 0.00 22.50 15.0 525 25.0 37.50
Ns 0.00 40 -16.0 6.0 -14.0 -8.0

Media (x) 0.00 10.38 2.88 16.16 -2.06 10.16

Desv. Std. (§) | 0.00 11.70 11.81 2215 16.52 17.27

Error Std. (py) | 0.00 5.23 5.28 9.91 7.39 7.72

95 % Conf. 0.00 14.53 14.67 27.51 20.51 21.45
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10.3.4. Eter metilico de deshidrocacalol (58).

3.1 mg/kg to ts t3 ts tz to
Ny 0.00 11.62 6.97 27.90 9.30 23.25
Nz 0.00 48.64 21.62 45.94 13.15 -8.10
N3 0.00 14.28 -9.52 7.14 -2.38 0
N4 0.00 13.15 13.15 18.42 34.21 7.89
Ns 0.00 5.88 1.96 -27.45 5.88 11.76
Media (x) 0.00 18.71 6.84 14.39 12.03 6.96
Desv. Std. (S)} 0.00 17.04 11.72 27.37 13.66 11.88
Error Std. () | 0.00 7.62 524 | 1224 | 6.11 5.31
95 % Conf. 0.00 21.16 14.56 33.99 16.96 14.75
10 mg/kg to tis ts ts t7 to
N 0.00 10.0 -5.0 0 15.0 7.50
Ny 0.00 4.54 -13.63 -2.27 -9.09 9.09
N3 0.00 -2.04 -4.08 6.12 2.04 10.20
Ns 0.00 23.52 29.41 2.94 11.76 20.58
Ns 0.00 0 -12.82 -5.12 17.94 -2.56
Media (x) 0.00 7.20 -1.22 0.33 7.53 8.96
Desv. Std. (§) | 0.00 10.23 17.67 4.38 11.05 8.24
Error Std. (u,) |  0.00 4.57 7.90 1.96 4.94 3.68
95 % Conf. 0.00 12.70 21.94 5.44 13.72 10.23
31 mg/kg to tis tz ts tz ts
ol 0.00 6.66 -2.22 2.22 4.44 -6.66
N2 0.00 -11.76 | 1372 | -33.33 -7.84 -19.60
N3 0.00 2.0 -4.0 6.0 -16.0 -10.0
N4 0.00 13.72 -13.72 -1.96 7.84 -9.80
Ns 0.00 14.0 -2.0 -2.0 6.0 20
Media (x) 0.00 4.92 -7.13 -8.21 -3.51 -8.81
Desv. Std. (8) | 0.00 10.60 6.06 14.34 9.66 7.75
Error Std. () [ 0.00 4.74 2.71 6.41 4.32 3.47
95 % Conf. 0.00 13.16 7.53 17.80 11.99 9.62-
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10.3.5. Glibenclamida (Control testigo)

10 mg/kg to tis ts ts t7 tg
ny 0.00 2.63 -28.94 -26.31 -21.05 -26.31
N2 0.00 10.0 -27.50 -40.0 -15.0 -30.0
N3 0.00 -2.44 -53.65 -39.02 -41.46 -58.53
N4 0.00 -8.82 -62.94 -50.0 -47.05 -41.17
Ns 0.00 -12.76 61.70 -42.55 -36.17 -44 68
Media (x) 0.00 -2.278 -44.94 -39.57 -32.146 | -46.138
Desv. Std. (S) 0.00 9.04 156.65 8.57 13.62 12.78

10.3.6. Control (Vehiculo).

Vehiculo to t1s tz ts t tg
ny 0.00 6.66 11.11 0 -15.53 -24 .44
No 0.00 0 -13.46 0 -7.69 1.92
N3 0.00 18.36 -2.04 -8.16 8.16 12.24
N4 0.00 -9.80 -5.88 -17.64 -17.64 -17.64
Ns 0.00 10.52 -5.26 -15.78 -5.26 -5.26
Media (x) 0.00 5.148 -3.106 -8.31 -7.59 -6.636
Desv. Std. (8)} 0.00 10.67 8.98 8.38 10.21 14.74
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10.4. ANEXO 4,

Dibujo computarizado del analisis de rayos X de decompostina (61) y tablas de los
datos cristalograficos.
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Toble 1.

Cryatal data

and structure refipement

9-0x0-3,4a, 5-trimethyl-4,5, 6, 7-tetrabydronaphto[2,3-b) furan.

Identification code
Empirical formula
Fortla weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Abscrption coefficient
F(000)

Crystasl size

8 range for data collecticn
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on FZ

Final R indices [I>20(I1))

R indices (all date)
Absplute Structure parameter

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

49975 (Solved by: R. A. Toscano)

C17H2004

288.33

293(2} %

0.71073 A

Crthorhombic

pzlzlzl

a = 90°
g = 90°
v = 90°

a = 7.652(1) A
b= 12,7132} A
c = 15.6%1{2} A

1526.2(4) A°
[}

1.255 Mg/m]
0.089 mn *

€16

0.64 x 0.40 x 0.40 mm colorless-block
1.50 to 25.00°

-1 s he9, -1c«ksx15 =13 ¢ s 18
2100

1936 (Rint = 0.0501)

Rone

Full-matrix least-squares on F2
1936 f 0 / 191

1.025

Rl = 0,0460, wR2 = 0,1131

Rl = 0.0636, wR2Z = 0.1245

1{2)

0,047 {4)

0.144 and -0.147 eh?
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Table 2. Atomic coordinates [ =x 104] and equivalent isotropice

displacement

parameters

(A2

x

’103]

9_0Oxc-3,48,5-trimethyl-4,5, 6, 7-tetrahydronaphto[2,3-b] furan.

for

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized

o tensor.

15

X y z Uleq)
0(1) -99{4) 6169(3) 12173(2) 781(1)
0(2) 687(3) 4070(2) 9804 (1) 50(1)
0(3) -1156 (4) 7935(2) 11148(2) 80(1)
0(4) 31576 (4) 4069(2) 9533(2) 86{1)
c(2) 587(6) 5219 (4) 12367(2) 78(1)
C(3) - 1038 (5) 4643(3) 11671(2) 641{1)
C(3A) 550(5) 5287(3) 10968 (2) 51(1)
C{4) 732(5) 5181(2) 10015 (2) 43(1)
C(4A) -743(4) 5771 (2) 9534 (2) 43(1)
c(5) -308(5) 5798 (3) 8556 (2) 53(1)
c(6) -1287(8) €682(3) B107(2) 70(1)
cn -757(7) 7746 (3) 8434 (3) 75(1)
C(8) -749(5) 7765(3) 9385(3) 59(1)
C{8A) -754 {4) €917 (2) 9874 (2) 47(1)
c{(9) -730(5S) 7098 (3) 10821 (2) 57(1)
C(9A) -132(5) 6198 (3) 11301(2) 58 (1)
caln 1844 (7} 3571{4) 11675(3) 86 (2)
Cc(11) -2535(4) 5265(3) 9705(2) 56 (1)
c(12) -633(8) 4772(3) 8070(2) 80(1)
C(13) 2212(5) 3615(3) 9560(2) 55(1)
C(14) 1964 (7) 2482(3) 9346 (3) 86(2)
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0(4)-C(13)-C(14)

.8(4)

0(2) ~-C{13)-c{14)

Table 3. Bond lengths- [A) and angles [ for
9-0xc-3,4a,5-tr1methy1-4.s,6,1-tetruhydronaphtc[2.3-b]fu{an.
(1) -C(2) 1.351(6) 0(1)-C(SA) 1.369(4)
0(2)-C(13) 1.357(4) 0(2)-C{4) 1.451(4)
O(3}-C(3) 1.225(4) 0{4)-C(13) 1.193(5)
Cc(2)-C(3) 1.359(6) C{3) -C{3A) 1.432(5)
C(3)-C(10} 1.496(6) C{3A)-C(3A) 1.362(5}
C(3A)-C(4) 1.509(4) C(4)-C(4A) 1.551(4)

. C(4A)-C(11) 1.538(5) C(4A) -C(BA) 1.552(4)
C(4A)-C(5) 1.570(4) C{s)-C(e) 1.523(5)

~ €i{s)-Cc(12) 1.531(5) C(6)-C(7) 1.503(6}
c(7)-C(8) 1.452(5) C(&)-C(BA) 1.326(5)
C(8A) -C(9) 1.505(5) C(9}-C(9An) 1.444(5)
c{13)-C{19) 1.491(5)
C(2)-0(1)-C(9A) 104.8(3) C{13)-0(2)-C(4) 117.3(3)
0(1)-C({2)-C(3) 113.6(3) C(2)-C{3)-C(3A) 103.81(4)
c(2)-Cc(3)-c{10) 126.4(4) C(3A)-C{3}-C(10) 129.8(4)
C{9h) -C{3A)-C(3) 107.0(3) C(9A)-C{3A)-C(4) 119.91(3)
C{3}-C(3Aa)-C(4) 133.0{(3) 0O(2)-C(4}-C(3A) 108.6(2)
O(2)-C(4)-C(4A} 110.0(3) C{3A)-C{(4)}-C(4A) 111.6(3)
C(11)-C{4a)-Cl4) 111.2{(2) C({11)-C(4A}-C(BA) 109.1(3)
C(4)-C{4A)-C(BA) 106.9{(3) C(11)-C(4A)-C(5) 111.7(3)
C({4)-C(4A)-C(5) 109.4{(3) C{8A)-C{4A)-C(5) 108.4(3)
C(6}-C(5}-C(12) 108.6(3) C{6)-C(5)-C(4A) 111.3(3)
C{12)-C({5)-C(4A) 115.6(3) C(7)-C(6)-C(5) 111.9(3)
C{8)-C(7)-C(#) 111.1(3) C(BA)-C(B)-C(7) 124.2(4)
C(8)-C{8A)-C(9) 116.5(3) C(8)-C(8A}-C(4A) 124.6(3)
C(9)-C(8A)-C(4A) 118.9(3) 0(3)-C(9)-C(9A) 123.7(3)
O(3)-C(9)-C(BA) 122.9(4) C(9A)-C{9}-C(BA) 113.5(3)
C(3A)-C(9A)-0(1) 110.8(3) C(3A)-C(SA)-C(9) 125.9(3}
©(1)-C{9A)-C{3%) 123.2(3) 0(4)-C(13)-0(2) 123.8(3)

124 111.4{4)
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Table 4. Anisotropic displacement paraneters [A2 103] for
9-0:0-3,43.S-trimethyl-i.s,6,7-tetrahydronaphto[2,3-b]fnran.
The anisotropic displacement factor exponent takes the form:
—212 [ tha }2U11 + ..+ 2hka-b-012

011 v22 033 U23 Ul3 ui2
0(1) 74 (2) 115(2) 44 {1) -10{2) 7(1) -21(2)
0(2) 45(1) 44 (1) €2(1) 3(1) -5(1) 2(1)
0{3) 81(2) 73(2) 85(2) -33(2) 61{2) 8(2)
0(4) 54 (2) 72{2) 133(3) -2(2) 18 (2) 4(2)
c{2) 70(3) 120(4) 43(2} 14(2) -1(2) -161(3)
Ci{3) 56{2) 85(3) s0(2) 15(2) -2(2) -7(2)
C(3A) . 44(2) 64 (2) 45(2) 5(2) -2(2) -10{2)
c{4) 41(2) 43(2) 45(2) T 1(1) 1(2) -5(2)
C({4A) 18(2) 44 (2) 461(2) " 2(1) -2(2) 0(1)
c(5) 54 (2) 58(2) 48(2) 3 () -3(2) B(2)
C(€) 81(3) 77(3) 83(2) 15(2) -14{2) 17(2)
Cn 70(3) 65(2) BB (3) 28(2) 12(2} 14(2}
c(8) 48 (2) 48(2) §3(2) 2{2) 6(2) 4(2)
C(8A) 36(2) 47(2) 58{2) «1(1) 1{2) -2{2}
ci{9) 48(2) 61(2) 631(2) -13(2) g(2) -3{(2)
C(9A) 50(2) 79(2) 44(2) -7(2} 2(2) -4(2)
c(10) $0(3) 101(3) 6€6(2) 33(3) -17(3) 3(3)
C(11) 42(2) 52(2) 75(2) 1(2) -4(2) -5(2)
c(12) 106 (4) 78(2) 57(2) -13(2) -19(2) 15(3}
c{13) 53 (2} 50(2) 62(2) 5{2) -2(2) 9{2)
C{14) 100(4) 55(2) 101(3). -5(2) -16(3) 17(2)
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Table 5. Hydrogen coordinates

digplacement

parameters

(A?

x

10%)

and

10%)

isctropic

9—030-3,4a,5-trinathy1-4,5.6.7-tetrahydxonaphto{2,3-b]furan.

for

x Y z Uleq)
H(2) 759 4978 12940 93
H({4) 18490 8466 9845 B2
H(5) N3 55859 8503 64
B{6A) -1093 6633 7504 B4
H(6B) -2514 €589 8210 B4
H(7A) i 7905 8224 90
H(7B) -1549 8270 8222 S0
H(8) -730 843% 9667 71
H{10A) 2973 3557 11425 103
H(10B} 1099 3083 11370 103
H{10C) 1528 3325 12252 103
H{11A} -2519 4488 9550 €8
H{11B) -3417 £619 9378 €8
H(11Q) 2820 5343 10288 68
H{12A) 559 4233 8127 96
H(12B) -859 4921 7481 96
H(12C) =1641 4427 8303 13
H{14A) 1343 2429 BB26 103
H(14B) 1330 2130 9791 103
H({14C) 3085 2150 5291 103
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New Modified Eremophilanes from the Roots of Psacalium radulifolium
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The investigation of the chemical constituents from the roots of Psacalium radulifolivm, a member of
the matarique complex of medicinal plants, which includes several members of the Asteraceae, resuited
in the isolation of four new modified eremophilanes: radulifolin A (4). epi-radulifolin A (5), radulifolin B
(6). and radulifolin C (7). together with the known natural substances cacalol. cacalone, epi-cacalone.
O-methyl-1,2-dehydrocacalel, adenostin A, decompostin, and neoadenostylone. Antimicrobial evaluation
of the extracts and the isolated compounds indicated that cacalol was the major active compound.

Matarique is a medicinal plant complex of Mexico which
includes perennial herbs with thin, fascicled roots extend-
ing from a pubescent root crown, the concoction of which
is drunk, alone or in combination with other herbs, for
treating diabetes, kidney paln. and rheumatism: it can also
be applied as a wash or cataplasm to treat wounds and
skin ulcers.!? The matarique complex includes Acourtia
thurberi, Psacalium decompositum, P. palmeri, P. peltarum,
P. sinuaturn, and P. radulifolium, a common substitute in
the region of San Luis Potosi for the preferred £ decom-
positurn, which grows in the pine-oak woodlands of the
mountains from western Mexico (Sinaloa and Durango)
across central Mexico {Guanajuato and San Luis Potosi}
to eastern Mexico (Nuevo Leon and Tamaulipas). The
genus Psacalium (Asteraceae. Senecioneae, Tussilagininae)
includes 40 Mexican species with a few extending into the
southwestern United States and Guatemala.3* Antimicro-
bial assays were conducted given that the decoction and
the crushed roots are used to heal skin sores, abrasions,
and wounds.

Previous studies on P. decompositum have led to the
isolation and structural studies of several eremophilanes
and rearranged eremophilanes.® The structures of cacalol
(1}. cacalone {2}, and related compounds®’ were the subject
of several structural revisions. and the final structures
were confirmed by chemical synthesis®™'?2 and crystal-
lographic analysis.’? A root decoction of P. decornpositurn,
P. peleatum. and A. thurberihas been shown to lower the
glucnse fevels in mice.! The modified eremophilane cacalol
(1) possesses antimicrobial activity. inhibits the germina-
tion of Amaranthus hypocondriacus (Amaranthaceae) and
Echinocioa crusgalli (Poaceae), and is also active against
sume phytopathogenic fungi.'® Recently. in vivo bioassay-
directed fractionation of an extract of the roots of A
decompositum led to the isolation of modified eremaphil-
anolides, which exhibited antihyperglycemic activity in
mice.'® Cacalol (1) was also found as an active constituent.
but cacalone (2) and epicacalone {3) were inactive. As a
continuation of our systematic survey on the species

* T whum correspondence should be agdressed. Tel: (52)-3622-4446
Fax (52)-5616-2217. E-mail: delgado@servidor.unam.mx.

" [nstituto de Quimica de la UNAM.

*Centro de lavestigaciones Quimicas de la UAEMor.

' Unidad de Investigacion Biomedica del [MS5.

= Jurdin Butanico de la UNAM.

10.1021/np0003852 CCC: $20.00

included in the complexes of Mexican medicinal plants,'’
we now report the isolation of four new maodified eremo-
philanes—radulifolin A (4), gpi-radulifolin A (5}, radulifolin
B (6), and radulifolin C (7)—and seven related com-
pounds: 1-3, O-methyl-1,2-dehydrocacalol.!® adenostin
A.'? decompostin.?? and neoadenostylone.*! from the roots
of P. radulifolium.

. OH
o]
7
7
13
15 14
1
OH
OH
Ry
11{"R,
[ #
A, Ry
4 CHy OM 6
§ OH CHy
Q
O
| ?
HO

Results and Discussion

The n-hexane and methanolic extracts of the routs of £
radulifeliuin were tested against S. aureus. E. culi, P
aeruginosa, Proteus micranthus. and C. albicans (see Tanle
1}. The n-hexane extract displayed antimicrobial activ iy
against S. aureus and C. albicans. From this extract were
isolated cacalol (1).'¥ C-methyl-1.2-dehydrocacatol ether
(syr cacalohastin).!® adenostin A.!% decompostin.® nenad-
enostylone.?! the 1:1 mixture of cacalone (2) ar
cacalone (3).3'3 and four new substances whose structures
were determined as follows.

Radulifolin A (4) and epi-radulifolin A {3} were iselaivd
as a solid that appeared as one spot on TLC and by HRMS

eI
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Table 1. Antimicrobial Evaluation and Toxicity toward
Artemia satina of Extracts of P. radulifolium and Isolated

Compounds

MIC {mg/mL) LD {(ppm)
cormpound Sa' Ec* Pa* Pm+ ( a+ A 54
hexaric extract  0.062 >1.0 >1.0 »>1.0 0.062 39.1
methanolic 1.0 L0 >0 =10 10 34.2
extract
1 0012 0.025 >04 0012 0012 120
213 0.25 =1 =1 =1 =1 269.0
45 020 =040 =040 nef >0.40 230.0
6 016 =040 =010 ne¢ >0.40 52.5
ri nt 411 nt nt nt nt
O-methyl-1.2- 040 >040 =040 >0.40 =040 > 1000
dehvdrocacalol
adenostin A 005 =040 040 nt” >0.10 230.0
decompnstin *0.40 »0.40 >040 >040 >0.40 > 1000

acoadenostylone  >0.40 >0.40 >040 m? =040 217

* Microoganisms tested: 5. & Spahylococcus aureus. E. .
Escherichia colf: P. a.. Pseudomenas aeruginosa: P. m.: Proteus
nucranthus. C.a.. Candida albicans. A.s. Artemia salina. ® |1
mixcure of natural epimers. € 1.2:1 mixture of nawral epimers.
“Not tested.

and gave the motecular formula Cy5H 305, The IR spectrum

revealed the presence of a hydroxy! group (3377 cm-Y), .

carbonyl (1736 cm~'). and multiple carbon—carbon bonds
(1624, 1595. 1470. 1444 cm™!). 'H and 3C NMR spectra
tuken at different temperatures {from —5 to 70 °C) showed
constant duplicate resonances for protons and carbons,
establishing that this sample was a neacly 1.2:1 mixture
ol closely related compounds. YC NMR (see Experimental
Section) and DEPT experiments exhibited four methyl
carbons (two corresponding to methyl carbinols, according
to HMBC experiments). eight methylenes (two correspond-
ing to oxymethylenes). two methines (bonded ta methyls,
in agreement with HMBC experiments), two tertiary
carbons bonded to oxygen (which belonged to the above-
mentioned methyl carbinols), two lactonic carbenyls, and
twelve benzenoid carbans, a pattern that suggests a
mixture of cacalol analogues due to the similarities of the
chemical shifts of the carbons for the A- and B-rings. The
additional carbonyl groups. the extra oxymethylenes, and
the methyl carbinol fragments were indicative for the
jresence ol an a-hydroxyv-a-methyl-8-lactone closed at C-14.
in agreement with biogenetic considerations and the mo-
lecular formula, Therefore, the mixture consists of modified
eremophilanolides epimeric at C-11 {4 and 5). The observed
{IMBC correlations between H-13 (0 1.66; 1.69) and C-12
0 175.2: 175.3) and between H-14 (6 1.07: 1.21) and C-12
vanfirmed the proposed structures, Resonances for most
bavdreagens, in pacticular. H-14 and H-13. for both isomers
had small, hud clear dilferences (A0 = 0.01-0.03). The
major dilference was observed for H-15 (8 1.04 for the major
ssomer () and A 1.20 for the minor (5) (Ad = 0.16) and can
e explained by the shielding effect of the carbonvl group
tu the methyl ac C-4 in the 115 isomer {4. radulifolin A,
considering that the hydroxyl is a-oriented and anei with
the carbonyl (C-12 pseudo-endo. see Figure 1). due to the
dipole~dipole repulsion that exists between the carbonyi
- and the C—=0OH w-bond in nonpolar solvents, The tertiary
aleohol and the carbonyl maintained their antirelationship
inthe 11 R-isomer (5. epi-radulifolin A). due to the confor-
matiunal change of the ¢-lactone, and therefore. the
srientation of the C-12 carbunyl is pseudo-exo and no longer
shields the methyl at C-4 {see Figure 1). In agreement with
these assignments. the chemical shifts of H-4 (0 2.94) and
H Ulee (9 53 47) in che 11 Sisomer {4} are shifted downtivk]
with respect to same hydrogens in the 11 Aisomer (5
27%.5.20. respectively). due to the deshielding effect of 11
-hydroxyl group. The assigned configurations for 4 (113
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Ho 3z o o HO- OH
P =0
) 147 9N H \CH
4 OH U H A 3

4 5
Figure 1. Selected NOESY interactions for 4 and 5.

and 5 (11/) were confirmed by NOESY experiments. and
relevant correlations are shown in Figure 1.

Radulifolin B (6) represented a new minor constituent
from this species. The IR spectrumn of 6 revealed the
presence of a hydroxyl (3424 cm~!), A.y-unsaturated-y-
lactone (1808 ¢m~!). and carben—carbon unsaturations
(1619, 1466, 1376 crn™"). and the molegular formula CgHz00,
was determined by HRMS. The structure of 6 was deter-
mined through the close similarities of the '3C and 'H NMR
data with those reported recently for epi-hydroxycacalolide.
isolated as an antihyperglycemic constituent from 2. de-
compositun,'® and with those of cacalelide?® and was
determined as (rmethyl-epi-hydroxycacalolide (6). The
stereachemistry at C-11 was determined by analysis of its
CD curve, which showed a positive Cotton effect at 291 nm.
which may be attributed to the combination of the n—p*
transition of the carbonyl group and the B-band of the
aromatic ring. Application of the octant rule?* indicated a
p-orientation of the hydroxyl group. In addition. the dex-
trorotatory characteristic of 6 was in agreement with the
reported optical rotation of its demethy! derivative, whose
stereochemistry was determined by ROESY experiments. '

HREIMS of radulifolin € (7} established the molecular
formula C,5H,40;, and the degree of unsaturation (nine)
could be accounted by an aromatic tricyclic sesquiterpene
ol a modified furanoeremophilane skeleton according to its
UV spectrum, which showed a conjugated ketone and
aromatic bands at Ama 204, 250, 285, and 329 nm. Three
methyls, two ortho-benzenoid proton signals, and the
characteristic furane proton were observed in its 'H N\IR
spectrum, and the assignments were confirmed by HMQC
experiments. The HMBC spectrum showed correlations
between H-1 (6 8.18), H-14 {6 1.43). and H-15 {3 2.40) with
C-5 (0 147.14). and the hydrogen of the aliphatic meth:ie
(H-6. 6 4.25) showed correlations with C-7 (& 141.49
which. in turn, also correlated with H-13 (¢ 1.43). estab-
lishing the carbonyl at C-9 and the phenol at C-3 fur the
structure 7. The methyl at C-6 is pseudo-axial. to avoid
steric interactions with the methyls C-13 and C-15. and
therefore, the linear tricyclic system is twisted n the
direction opposite the methyl at C-6. as a consequence of
the molecular strain. The B-ring is a relatively rigid
pseudo-boat. and the CD curve of 7 showed a strong
positive ellipticity in the region of 240-300 nm.? The
application of the octant rule showed that the furanic
oxvgen is located in a negative octant. that the hvdroxsi
at C-2 is almost coplanar with the horizontal plane. and
that C-1, C-2. and C-13 contribute significantly tw the
pusitive octants for the 65 sterecisomer. establishing this
vonfiguration for the natural product. in agreement «wult
hiogenetic cansiderations.

I'he extracts and most of the isolated ¢compounds were
tested for their antimicrobial activities against Seapsi -
coneus curens, Escherichia coli, Pseudormonas aerugies, s
Proteus mirabilis. and Candida albicans (Table 1) The
results showed antimicrobial activity in the rrhevane
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extract and a broad activity for 1. as previously noted.!?
The mixture of cacalone (2) and epicacalone (3), the
mixture of radulifolin A (4) and epiradulifolin A (5),
radulifolin B (6), O'methyl-1.2-dehydrocacalol. and adenos-
tin A displayed selective but moderare activities against
S. aureus. In addition, the toxicities toward brine shrimp
were tested, 1 being the most active substance. These
resylts are in agreement with the general uses in tradi-
tional medicine of some preparations of 1.:2 title plant as
an antiseptic agent.

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting points were
obtained in a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected. The
'‘H and ¥C NMR spectra were recorded on a Varian Unity
Plus-300 instrument, and the chemical shifts are expressed
in parts per million (3) relative to tetramethylsilane. Infrared
spectra were recorded with Nicolet Magna IR TM 750 and
Perkin-Elmer 283B instruments. MS data were recorded with
a JEOL JMS-AX 505 HA mass spectrometer. EIMS were
obtained at 70 eV ionization energy. Vacuum chromatography
was perfarmed on Merck Kieselgel 60 {0.040-0.863 mm). The

-eluent is specified in each experiment. TLC analyses were
performed on ALUGRAM SIL G/UV,s, silica gel plates. TLC
visualization was accomplished with either a UV lamp or 2
charring solution (12 g of ceric ammonium sulfate dihydrate,
22.2 mL of concentrated HzS0;, and 350 g of ice).

Plant Material. The roots of Psacafium radulifolium
(HBK.} H. Rob. & Brettell were obtained in San Luis Potosi.
and the corroborative specimen was collected in Sierra Madre
Oriental of San Luis Potosi in July 1995 {voucher specimen
Bve & Linares 20028 and corroborative specimen Bye &
Linares 20149 are deposited in the Ethnobotanical Collection
and National Herbarium. respectively, of the Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México).

Extraction and Isolation. Air-dried roots of F. radulifo-
liurn (974 g) were powdered and extracted consecutively three
times (each for 48 h) with n-hexane. CH Cl~EtOH (3:2). and
MeQOH at room temperature. The solvents were removed under
reduced pressure to give the corresponding residues {50.4, 59.8,
and 36.0 g, respectively). The n-hexane exiract, which dis-
played the major antimicrobial activity, was subjected to
column chromatography under reduced pressure with a gradi-
ent of nhexanes—E1QAc to afford seven main fractions (A—
G). Fraction A (2.5 g) was rechromatographed using nhexane
as constant eluent to obtain O-methyl-1,2-dehydrocacalot (50
mg). Mp: 79-82 °C [lir. 79.5—81 °C].'® From the rechromatog-
raphy of fractions B (34 g} and C (11 g). eluted with nhex-
anes—Et(QAc gradient. and subsequent rechromatographies of
tlte residues. were isolated cacalol (1. 4.4 g). mp 90—-92 °C (lit.
92-94 °Cl.'"" neoadenostylone (15 mg). mp 98-100 °C.2
decompostin (1.9 g). mp 184-185 *C [lit. 183-184 *C].% and
adenostin A {60 mg), mp 185~188 °C [lic. 186—188 °C|.**
Column rechromatography of fraction D {2 g) using mhex-
anes—ElOAc as gradient elution system yielded radulifolin B
(6. 8 mg) and the 1.2:1 mixwure of radulifotin A (4) and epi-
radulifelin A (5) {45 mg). Fractions E (1.5g). F (1.4 g.and G
(0.7 g} were shown to contain one major spot and were pooled.
The residue was then separated by column chromatography
over silica gel using mhexanes—EtOAc gradient. and the
residue obtained from some fractions was subjected to pre-
parative TLC with nhexanes—EtQAc (65:35) as developing
solvent (two developments), affording 168 mg of the 1:1
mixture of 2 and 3. mp 115118 [lit, 120—121 °C|.% From the
polar fractions of the column rechromatography of the E-G
subfractions. a residue was obtained (157 mg). which was
purified by TLC (r+-hexanes—EtOAc, 88:12) to obtain raduli-
folin C (7. 8.4 mg).

Radulifolin A and epi-radulifolin A (4 and 5): white
amorphous powder. mp 117-118 °C: £,0.440 (hex—AcOEL. 75
23): |ajp +18.45 (¢ 0.206. MeOH): UV iy {log €) 208 (1.48).
287 (3.33) nm: [R (CHCl3) 3337, 3026, 2933, 2878. 1736. 1663,
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1624, 1595, 1470, 1444, I406 cm™; 'H NMR for 4 (Cl;-
CDCDClp, 500 MHz) & 547 (1H. d, /= 14.5, H-14a), 5.19 {1H,
d, /=145 H-148), 2.94 (LH, ddq. /= 7.4.3, H-4), 2.84 (I1H,
m, H-1a), 2.53 (1H, m. H-1b). 1.74 (2H, m, H-2a,b}, 1.71 (2H.
m, H-3a.b}, 1.67 (3H. s, H-13). 1.04 (3H. d, J =17, H-i5): 'H
NMR for 5 (C1;CDCDCl;. 500 MHz)} 4 5.50 (1H. d, J= 145,
H-145), 5.20 (1H, d, /= 14.5, H-14a)}, 2.79 (IH, ddq, /=743,
H-4), 2.87 (1M, m, H-1a). 2.49 (tH. m, H-1b), 1.77 (2H. m,
H-2ab), 1.69 (2H, m, H-3a.b). 1.64 (3H. s, H-13), 1.20 (3H, d.
J =17, H-15); C NMR for 4 {CDCl3. 125 MHz) 6 175.33 (s,
C-12). 143.15 {s. C-9), 138.70 (C-8). 130.37 (s. C-5), 123.81 (s,
C-10}. 11793 (5. C-7), 116.77 (5. C-6), 72.46 (s. C-11}. 67.18 (¢,
C-14), 30.02 (t. C-3). 28.48 {d. C-4), 24.92 (q, C-13). 23.31 (r.
C-1). 22.24 (g, C-15). 16.35 (t. C-2): *C NMR for 5 {CDCl,.
125 MHz) 4 175.24 (s, C-12}, 143.07 {s, C-9). 138.71 (C-8).
129.86 (s, C-5), 123.47 (s. C-10), 118.09 (s, C-7). 117.37 (s. C-6),
72.22 (s, C-11). 67.73 (t. C-14), 28.97 (t. C-3), 27.81 {d. C-4).
24.94 (q. C-13), 22.23 {t. C-1). 21.60 (g, C-13), 16.05 {t. C-2):
EIMS avz 278 [MT| 835}, 260 (100), 245 (80). 227 (11). 217
(L1). 187 {15). 176 (20). 161 {5), 128 (6). 115 {8). 91 (7}, 77 (3},
55 (6). 43 {22). 41 (B): HREIMS mrz [M*} 278.1163 (calcd for
Ci:HwOs5 278.1154).

Radulifolin B (6): yellow oil, £,0.714 (hex—AcOEt. 75:25}:
|aln 10.6 (¢0.235. MeOH): UV 4., (log €} 206 (3.86). 286 (3.03)
nm: CD {¢0.003525, MeOH) (#214 5708, 18]35 0. 168245 1777,
{#] 290 0. 18200 +227: [R (CHCI3) 3424, 2970. 2870, 1808, 1619,
1466. 1376. 1325 em™!; 'H NMR (CDCly, 500 MHz) ¢ 3.94 (3H.
s. OCH3). 3.06 (1H. ddq. /= 7.5.4. H-4). 2.89 (1H. ddd. / =
15. 4, 4. H-1b). 2.48 (1H. ddd, J = 15, 10, 4. H-1a}, 2.38 {JH.
s. H-14). 1.79 2H, m, H-2a b}, 1.78 {3H, s, H-13}, 1.74 {1H.
dddd, /=14, 3, 5, 4, H-3a}, 1.69 (IH. dddd. /= {4. 10. 3. 4.
H.3hl. 1.15 (3H. d. /= 7. H-15); BC NMR (CDCly, 125 MFas)
A 17774 (s, C-12). 140.54 (s. C-8), 139.47 {C-9). 138.66 (5. C-3!.
131.39 45, C-10). 127.94'(s. C-6). 125.62 (s. C-7). 7342 (s. C-111.
GO.17 {q, OCHy). 29.62 (t. C-3}, 28.76 {d. C-4). 24.62 {q. C-13).
23.79 (. C-1), 20.80 (q. C-15). 16.49 {t, C-2). 12.86 (g. C-1 4.
EIMS #2276 [M*] (35). 272 (12). 248 (66). 233 (100). 2291211
203 (7). 189 (6). 176 (6). 159 (B), 157 {7), 129 (8), 113 (N oI
{8). 84 (14). 43 {35} HREIMS m¥'z [M*] 276.1369 (calcd 1o
CisHaO, 276.1362).

Radulifolin C (7): yellow amorphous powder. mp 163~ 1113
°C: Ry 0.32 (hex—AcOEL. 7:3); [alp —24.21 {c 0.190. MeOH:
UV 4., (log ¢} 204 (3.75). 250 {3.63}. 285 (3.42). 329 (3 7%
nm: CD (¢ 0.0019, MeOH) [8loc ~2037, [6]217 0, 10}z20 =221
[8)2n Q. [#]210 — 569. [Blz63 0. [Fla02 + 724, [Bla19 0. [H] 121 -~ 1124
IR (CHCl3) 3586. 3270, 1655, 1578, 15341. 1466, 1427 130}
1273, 1169, 1125, 1005, 992, 932, 900. 863, 836 cm ~*: 71! *a
(CDCl3. 500 MHz) 6 8.18B {IH. d. /= 8.5. H-1}. 7.50 (1H. 4
=1.H-12).692(1H, d. /=85.H-2). 425 (IH. q. /= 7. 1i -
240 3H, s, H-13). 219 (3H. d. J=1. H-13}), 1. 43 (3H. d
7. H-14); “C NMR (CDCls, 125 MH2) 0 173.10{d. C-9). 157 77
(s.C-3). 147.14 (5. C-5). 146.00 (5. C-8). 144.98 (d. C-12}. L 4} 1+
{s.C-7). 127.25(d, C-1}. 126.39 (s, C-10). 121.57 {s. C-4i, 120 14
(s.C-11), 11414 (d. C-2). 31.35 (d. C-6). 22.04 {q. C- 1.1} 1| 7!
(q.C-13). 8.05{q. C-13): EIMS ¥z 242 [M"] 242 (48}. 227+l
204 (4). 199 (6). 171 (5). 141 (3). 128 {5}, 115 (4). 107 (3. 57
{(4}: HREIMS mfz [M~} 242.0937 (caled for CisH1.0; 242 094 1

Biological Activities. Antimicrobial Activity. The b«
teria S5 aureus (ATCCB338), £. coli (A\TCCBI37). £ aeruyiinnt
(ATCC27833). and £. mirabilis (ATCC12453) were maintained
in Trypticase soya agar, and C. afbicans (ATCCI02313 wa~
inaintained on Sabourand’s dextrose agar. The method used
was based on the standard described procedures for the studs
of natural products. Each natural product was suspended in
10% DMSO and added at various concentrations to the nieited
agar in Petri dishes. The plates were incubated for 24 h .1 37
*C. Gentamicin and nystatin were used as reference standarii~
and the experiments were performed in duplicate -» |
birassays of toxicities toward brine shrimp were perfarn o
as described in the literature.?’
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Abstract

Eleven methanol extracts obtained from five selected plants used in Mexican
traditional medicine for the treatment of diabetes mellitus (Psé;:aﬁum 7radu!ifo!r‘um,
Eysenhardtia platycarpa, Eysenhardtia polystachya, Plumeria obtusa and Coix
lachryma Jobi) were evaluated at 30, 100 and 300 mg/k, p. 0. as hypoglycaemic
agents in normoglycaemic Wistar rats. The extracts obtained from the roots of P.
radulifolium, the leaves of E. platycarpa, the branches of E. platycarpa and the
aerial parts of P. obtusa, showed statistically significant decrease in the blood

glucose levels (p<0.05).

Key Words: Psacalium, Plumeria, Eysenhardtia, Coix, hypoglycaemic plants.
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Introduction

Several dozens of different species are used in Mexican traditional medicine for the
preparation of antidiabetic remedies; and the activities of the extract of some plants
have been evaluated (Alarcon-Aguilar et al., 2000; Alarcon-Aguilar et al., 1997,
Roman-Ramos et al.,, 1992a; Roman-Ramos et al., 1992b; Pérez et al, 1984),
included Eysenhardtia polystachya (Aivarez, L et al., 1997). In this work we report
the hypoglycaemic activities of five medicinal plants for the treatment of non -
insulin-dependent NIDDM diabetes mellitus: Psacalium radulifofium (H. B. K) H.
Rob. & Brettell (Asteraceae), considered as a substitute for Psacalium
decompositum in the medicinal plant complex known as "matarique” (Linares and
Bye, 1987, Garduno-Ramirez et al., 2001; McVaugh 1987a), Eysenhardfia
platycarpa Pennell & Safford ex Pennell (Leguminosae), Eysenhardtia polystachya
(Ortega) Sarg. (Leguminosae) the last two known as "palo dulce” or "palo azul"
(McVaugh 1987b; Alvarez et al., 1998; Martinez 1979); Plumeria obtusa L. (var.
sericifolia) (C. Wright Ex Grifeb.) Woodson (Apocynaceae), known as
"campechana" or "flor de mayo" (Martinez, 1979) and Coix lachryma-jobi L.

(Poaceae) known as "Lagrimas de San Pedro (McVaugh, 1987¢).

Materials and Methods

Plant material
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E. platycarpa was collected in Tetipac, Guerrero, México in June 1998 (Voucher:
Ramiro Cruz 1325, Herbarium Facultad de Ciencias FCME, UNAM). E.
polystachya was collected in Plan del Rio, Xalapa, Veracruz, México, in July 1998.
(Voucher CHR 739). The branches of E. polystachya and stems of C. lachryma
Jobi were bought at herbal regional market; in Plan del Rio, both species were
identified by Prof. Clara H. Ramos; P. obtusa L. (aerial parts) was collected in
VCaIakmuI Campeche Mex;co in Aprll 1997 and |dent|f|ed by Prof. Esteban M.
Martinez (Voucher Martinez 27824-A, National Herbarium, Instltuto de Blologia

UNAM) and P. radulifolium was collected in San Luis Potosi in July 1985 (voucher

Bye & Linares 20028 and National Herbarium, Instituto de Biologia, UNAM).

Preparation of the plant extracts

The plant material was dried, powdered, and extracted by maceration at room
temperature with methanol (1 L per each 100 g) for 48 h two times. The plant
residues were removed by filtration and after evaporation of the solvent under

reduced pressure, it was possible to obtain the extracts (Table 1).

Animals

Male Wistar normoglycaemic rats of 60-65 days old, generally weighing 200 - 250
9, were used. The animals were housed under standard laboratory conditions and
maintained on standard peilet diet and water ad /ibitum. Rats were placed in single

cages with wire-net floors and deprived of food for 18 h before experimentation but
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allowed free access to tap water throughout. All experiments were carried out

using 5 animal per group.

Preparation of extract plants and dosage

Extracts were suspended in 0.05 % of Tween 80 in saline solution. Glibenclamide
(10 mg/k) was used as a hypoglycaemic model drug (Niki ef a/., 1990). All extracts
were prepared freshly immediately before experimentation and administrated by
intragastrical route at 30, 100 and 300 mg/k. Control rats received the vehicle
(0.05% Tween 80 in saline solution) in the same volume (0.5 mL/100 g) by the
same route. Blood samples were collected from caudal vein by means of a little
incision in the end of the tail at 0, +1.5, +3, +5 +7 and +9 h after drug
administration. Blood glucose concentration was estimated by enzymatic glucose
oxidase method using a commercial giucometer (One Touch Basic |, Jonhsons-
Johnsons) Percentage variation of glycaemia for each group was calculated with

respect to initial (O h) level according to:

Gt -G
% variation of glycaemia =—G— X 100
[

Where G; was initial glycaemia values and G, was the hypoglycemia value at

+1.5, +3, +5, +7 and +9 h, respectively (Sharma et al., 1997).
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Statistical analysis
Statistical significance was estimated by analysis of variance (ANOVA) followed by

Dunnett's ¢ test p<0.05 implies significance.
Results and discussion

I;Ieven extracts (Table 1) were obtained from five medicinal plants used as
antidiabetics and they were evaluatéd as hypoglycaerﬁic agéhts separately in |
normogiycaemic rats, four of them showed significant decrease of blood giucose
concentration, (p<0.05): P. radulifolium (roots) PRR, E. platycarpa (leaves) EPLL,
E. platycarpa (branches) EPLBR and P. obtusa (aerial parts) POAP (Figures 1-4).
The other extracts did not show significant decrease of blood glucose
concentration (Table 2).

PRR showed significant hypoglycaemic effect at +5 and +7 h without returned
basal blood glucose level (fig. 1). EPLL increased the peak value of blood glucose
level at +1.5 after treatment, however this value decreased and continued
underneath basal blood glucose level during 4 h and returned to basal glycaemia
at +9 h, showing a significant effect at +3, +5, and +7 h at 30 mg/k (figure 2). All
doses of EPLBR decreased the blood glucose levels at +7 h. The POAP extract
showed significant effect at all doses at +5 h (30 mg/k), this extract showed a
prolonged glycaemia from +3 h to +7 h, returned it to basal blood glucose level at

+9 h (figure 4).
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PRR has shown different behavior, by its decrease without returning to basal blood
glucose level. The observed effect of EPLBR allowed to suppose a mechanism
ithat nhibits gluconeogenesis at liver (Nakashima et al, 1993), because the
hypoglycaemic effect was observed at 5 h of treatment. £. platycarpa (leaves) and
Plumeria obtusa (aerial parts) extracts showed moderated increase glycaemia at
+1.5 h and decreased later. (Figs. 2 and 4). This observations of hyperglycaemia
immediately after administration of crude extracts have been reported previously
with other plants. Hyperglycaemia may be ekplained by different processes such
as homeostasis and intermediate metabolism. Some constituents of Leguminosae
increase the anaerobic glycolysis and decrease gluconeogenesis, therefore,
increasing the rate of transfer of glucose from blood to tissue (El-Shabrawy and
Nada 1996; Enigbokan et al., 1996).

P. radulifolium (roots), Eysenhardtia platycarpa (leaves and branches) and P.
obtusa (aerial parts) extracts possessed significant hypoglycaemic activities in
normal rats, which are in agreement with the popular use of these species in

traditional medicine as antidiabetic plants.

Legends of figures

Figure 1. Effects of methanolic extract of P. radulifolium (root) ¥ Control (vehicle),
¢ Glibenclamide (10 mg/k), @ 30 mg/k, m 100 mg/k, A 300 mg/k dosage tests, *

Value significative p< 0.05 Variance analysis followed Dunnett's t test for

comparison of means with respect to initial levels.
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Figure 2. Effects of methanolic extract of £ platycarpa (leaves) ¥ Control
(vehicle), ® Glibenclamide (10 mg/k), ® 30 mg/k, m 100 mg/k, A 300 mgik dosage

tests, * Value significative p< 0.05 Variance analysis followed Dunnett's t test for

comparison of means with respect to initial levels.

Figure 3. Effects of methanolic extract of E. platycarpa (branches) ¥ Control . .

(vehicle), ¢ Glibenclamide (10 mg/k), ® 30 mg/k, m 100 mg/k, A 300 mg/k dosage

tests, * Value significative p< 0.05 Variance analysis followed Dunnett’s ¢ test for

comparison of means with respect to initial levels.

Figure 4. Effects of methanolic extract of P. obtusa (aereal parts) ¥ Control

(vehicle), # Glibenclamide (10 mg/k), ® 30 mg/k, m 100 mg/k, A 300 mg/k dosage

tests, * Value significative p< 0.05 Variance analysis followed Dunnett's t test for

comparison of means with respect to initial levels
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Table 1. Extracts obtained from selected Mexican medicinal plants

Specie Part of the Key Plant material | Extract (g)
plant dried (g)
E. platycarpa leaves EPLL 300 49.9
E. platycarpa branches EPLBR 2500 153.4
E. platycarpa bark EPLB 500 38.5
E. platycarpa wood EPLW 1417.7 60.4
E. polystachya leaves EPL 1400 85.4
E. polystachya branches EPBR 250 13.8
E. polystachya bark EPB 448.6 50.8
E. polystachya commercial | EPCBR 2235 244
branches
C. lachryma Jobi commercial CLJ 250 13.8
- - - - - - stems - - - - - :
P. radulifoluim * roots PRR 974 36
P. obtusa * aerial parts | POAP 1250 74.8

* Degreased previously with n - hexane
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Table 2. Extracts without significant hypoglucaemia variation

Dose

Methanolic Extracts m 9."&9 1.5h 3h 5h 7h 9h
30 8.08+662 {1504+436 | 11.18+2.45 | 3.76+663 | 2.13+462
E. platycarpa (wood) (EPLW) 100 146+7.92 | 1463+462 | 6.65+380 | -018+4.16 | 0.32 +4.91
300 2005+212 | 418+559 | 205+4.16 | 648+3.88 | 12.52 +6.06
30 1641+881 | 7462749 | -1.09+925 | 278+7.82 | 18.03+ 964
E. platycarpa (bark) (EPLB) 100 18.68+9.86 | 7.71+2.31 | 417+628 | 6.98+260 | 13.57 +561 |
300 1251+144 | 6.05+493 | -1.14+1.14 | 1.563+3.97 | 563 +3.39
30 1671689 | -505+427 | 1.45+468 | 480+3.89 | -259+558
E. polystachya (leaves) (EPL) 100 1432+262 | 458+701 | 4391492 | 891+359 | 14.56+5.28
300 10.84 +4.85 | 13.29+4.38 | 14.19+7.14 | 480+381 | 1212+3.74
30 -321+463 | 863+564 | 605+233 | 0.88+452 | 921+354
E. polystachya (branches) (EPBR) 100 -7.36+4.07 | 334+424 | 040+345 | 2290+548 | 480+545
300 6.70+1.98 | -068+402 | -6.48+389 | -1.12+3.81 | -1.06 + 3.93
30 295+363 | 209+220 | -018+568 | -0.40+ 468 | -0.02 + 1.48
E. polystachya (bark) (EPB) 100 -093+433 | 168+577 | 257+7.09 | 571+328 | 4.39+839
300 3.58+245 | 021+432 | 3.05+326 | 325+6.12 | 6.16+4.94
30 40.28 £ 10.91|1450+£11.40| -478+468 | 284+4.21 | 1529876
E. polystachya (commercial) (EPC} 100 18.33+666 | -1.70+580 | -503+427 | 432+598 | 10.78 + 8.91
300 14.13+4.86 | -976+1.58 | 8.02+512 | 13.56+6.11 | 7.85+3.76
30 812+611 | 1641818 | 656+487 | -436+638 | -747 +6.75
C. lachryma Jobi (stems) (CLJ ) 100 210+335 | -911+£278 | 6361311 | 234+440 | 666+ 237
300 -248+841 | 501+509 | 491+545 | 20.13+884 | 17.93+4.46
Glibenclamide (G) 10 -15.68" + 3.66 [ -31.56" + 7.75 | -35.79* + 6.74 | -35.75* + 4.33 Nd
Controf (C) 0 743+609 | -260+427 | -408+262 | -1.37+585 | 2.89+6.01

* Value significative p<0.05; Nd = not determinate; (+) value represent increase glycaemia (hyperglycaemia);

(-} Value represents decrease glycaemia (hypoglycaemia).
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Variation of glycaemia (%)
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Variation of glycasmia (%)
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Espectro 1. Espectro en el UV {(MeOH) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 2. Espectro en el IR (pelicula) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 3. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64)
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Espectro 5. Experimento DEPT (CDCla, 125 MHz) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 6. Espectro de correlacién 'H-"H COSY (CDCls, 500 MHz) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 7. Espectro de correlacion 'H-""C HMQC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 8. Espectro de correlacion 'H-C HMBC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A {64).
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Espectro 9. Espectro de masas (IE, 70 eV) de radulifolina A (63) y 11-epi-radulifolina A (64).
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Espectro 10. Espectro en el IR (CHCI3) de radulifolina B (65).
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Espectro 11. Espectro de RMN "H (CDCl3, 500 MHz) de radulifolina B (65).
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Espectro 12. Espectro de RMN '°C (CDCls, 125 MHz) de radulifolina B (65).
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Espectro 13. Experimento DEPT (CDCls, 125 MHz) de radulifolina B (65).
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Espectro 14. Espectro de correlacion 'H-'H COSY (CDCls, 500 MHz) de radulifolina B (65).
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Espectro 15. Espectro de correlacion 'H-">C HMQC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina B (65),
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Espectro 16. Espectro de correlacion 'H-"*C HMBC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina B (65).
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Espectro 17. Espectro de masas (IE, 70 eV) de radulifolina B (65).
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Espectro 18. Espectro en el UV (MeQH) de raduiifolina C (68).
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Espectro 19. Espectro en el IR (CHCls) de radulifolina C (68).
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Espectro 20. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de radulifolina C (68),
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Espectro 21. Espectro de RMN '>C (CDCla, 125 MHz) de radulifolina C (68).
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Espectro 22. Experimento DEPT (CDCls, 125 MHz) de radulifolina C (68).
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Espectro 23, Espectro de correlacion 'H-"H COSY (CDCla, 500 MHz) de radulifolina C (68).
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Espectro 24. Espectro de correlacion 'H-*C HMQC (CDCi3, 500 MHz) de raauiifolina C (68).
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Espectro 25. Espectro de correlacion 'H-">C HMBC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina C (68).
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Espectro 26. Espectro de masas (IE, 70 eV) de radulifolina C (68).
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Espectro 27. Espectro en el UV (MeOH) de radulifolina D (73).
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Espectro 28. Espectro en el IR (CHCI3) de radulifolina D (73).
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Espectro 29. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de radulifolina D (73).
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Espectro 30. Espectro de RMN °C (CDCl3, 125 MHz) de radulifolina D (73).
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Espectro 31. Espectro de correlacion 'H-'"H gCOSY (CDCls, 500 MHz) de radulifolina D (73).
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Espectro 32. Experimento NOESY (CDCls, 500 MHz) de radulifolina D (73).
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Espectro 33. Espectro de correlacion 'H-'>C HSQC (CDCls, 500 MHz) de raduiifolina D (73).
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Espectro 34. Espectro de correlacién 'H->C HMBC (CDCls, 500 MHz) de radulifolina D (73).
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Espectro 35. Espectro de masas (FAB', 70 eV) de radulifolina D (73).
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Espectro 36. Espectro en el UV (MeOH) de radulifolina E (76).
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Espectro 37. Espectro en el IR{CHCI) de radulifolina E (76).
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Espectro 38. Espectro de RMN 'H (CDCl; + DMSO, 500 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 39. Espectro de RMN '°C (CDCl5 + DMSO, 125 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 40. Experimento DEPT (CDCls + DMSO, 125 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 41.

Espectro de correlacion '"H-'"H COSY (CDCl3 + DMSO, 500 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 42. Experimento NOESY (CDCls + DMSO, 500 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 43. Espectro de correlacion 'H-">C HMQC (CDCl; + DMSO, 500 MHz) de radulifolina E (76),
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Espectro 44. Espectro de correlacion 'H-"°C HMBC (CDCl; + DMSO, 500 MHz) de radulifolina E (76).
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Espectro 45. Espectro de masas {IE, 70 eV) de radulifolina E (76).
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Espectro 46. Espectro en el UV (MeOH) de 3-O--D-glucopiranésido de 3-3-hidroxicacalona (78)
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Espectro 47. Espectro en el IR (CHCls) de 3-O-8-D-glucopirandsido de 3-§-hidroxicacalona (78).
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Espectro 48. Espectro de RMN 'H (CD3COCDs, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopiranosido de 3-3-hidroxicacaiona (78).



i¥e

—-145.145
102.714
=
[e]
wox
o
w
\O
et

158,813
N—142.347
121.525

—~ . 17a.885
131.026

©

brs

=

b

—146.092

|

R WWNWM ‘MMWWMMM
A ] T— 7T T T I T T 1T 1 1 1.1 T 1 T T T 1T 1 T I T T T 1 I T 1 T 71 I T T 1 1
180 170 1:1,0 151,0 1;0 130 120 110 ppm

' !
| , -
| ; { ’im. o
PR Rt e e L S

Espectro 49. Espectro de RMN °C (CDsCOCD3, 125 MHz) 3-0-8-D-glucopirandsido de 3-3-hidroxicacalona (78).
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Espectro 50. Experimento DEPT (CD3sCOCDs3, 125 MHz) de 3-O-ﬂ-D—qucopirapésido de 3-3-hidroxicacalona (78).
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Espectro 51. Espectro de correlacién 'H-'H COSY (CD;COCDs, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxicacalona (78).
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Espectro 53. Espectro de correlacién 'H-">C HMQC (CDsCOCD;, 500 MHz) de 3-0O--D-glucopiranésido de 3--hidroxicacalona (78).
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Espectro de correlacion 'H-"*C HMBC (CD,COCD;, 500 MHz) de 3—O-ﬁ-D-qucopifanéS|do de 3-B-hidroxicacalona (78).
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Espectro 55. Espectro de masas (FAB®, 70 eV) de 3-0-8-D-glucopiranosido de 3-8-hidroxicacalona (78).
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Espectro 56 Espectro en ¢f YV (MeOH) de 3-O—ﬂ-D-glucopiranc§sido de S-ﬁ-hidroxi~6~epi—cacaiona (79).
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Espectro 57. Espectro en el IR (KBr) de 3-O-8-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79).
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Espectro 58. Espectro de RMN *H (CD,COCDs, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxi-6-gpi-cacalona (79).
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Espectro 59. Espectro de RMN "°C (CD;COCD;, 125 MHz) de 33-O--D-glucopiranésido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79).




86c

'1_T_'—1_]_T“_rt‘l\lli‘i\'llllII|l$lllIllI|l\‘l

140 120 100 50 40 20 0 ppm

Espectro 60. Experimento DEPT (CD3COCDs, 125 MHz) de 3-0O-8-D-glucopirandsido de 3-3-hidroxi-6-epi-cacalona (79).
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Espectro 61.
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Espectro de correlacion 'H-"H COSY (CD;COCD;, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopiranésido de 3--hidroxi-6-epi-cacalona (79).




09¢

P2 ] / ]
{(ppm)] S - . '
|
|
i

N : .1
AN .
- om °
1 < -
§ 10
[ I = ~3 CFD e &
1]

F1 (ppm)

Espectro 62. Experimento NOESY (CDzCOCDs, 500 MHz) de 3-0O--D-glucopirandsido de 3-3-hidroxi-6-epji-cacalona (79).
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Espectro 63. Espectro de correlacion 'H-°C HsQC {CD3COCD;3, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopirandsido de 3-B-hidroxi-6-epi-cacalona {79).




¢9e

J p2 . N
{ppm)] . | |
) oo o ~ 7 L
4 ——
,‘ja 2 - - - = - |
"-“—-——-—_—:-j ] - - - —-tl——---;’—-ﬁ- —Q - _= -

I
] - i
5— 1
67
!
i |
7j ' : i
y TN - : |
1 N ‘ !
1 { _ !
8 { o a
] N " . - . I
—ITVIKIIX!;||6I||Illl|lr\£‘ﬁ{]l'[lIAil,llI/ilA\lJiiST'I'lr'l'ill|(IilIi}li]Ilf1]l||I|lll|l|l..'!l.‘| T T T T
1890 160 1407 . "120 100 80 . 60 40 20 0
F1 (ppm}

Espectro 84. Espectro de correlacion 'H->C HMBC (CDsCOGCD;, 500 MHz) de 3-0-8-D-glucopiranésido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79).
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Espectro 65. Espectro de masas (FAB®, 70 eV) de 3-O-8-D-glucopirandsido de 3-8-hidroxi-6-epi-cacalona (79).






