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México ocupa· un, lugar pri~ll~gi~do en . el p~ora~a i~undi:al de. Ja diversidad 

biológica, la cual · tiené su orig~n. ert' Íma,· inte~~a histodá·goológica, qti~ •ha· dado como 

resultado un território qu~ ¡Ío¿~~· ud~'en~~~.y~i~aci' de ·~~bí'e~Í~; d'¡;~de liabitan ~~a 
amplia gama de especies vegeuÍÍ~ ~ 'imimallls, I~ 'q~e ha~ qÚ~ Mbci~'¿cupe. el cuarto 

lugar en el mundo. con 26,. 000 llspcci~~ de pl~ri~.·~~~~ri~~.~~l'..\ ~iá ·~riin riqueza 

biológica, se añade otra de igual valor, que es prod~cto ,dé Já iníeraceión de las sociedades 

humanas que habitaron este territ~rio con su medio ambi~~te., 

Los pueblos indígenas poseen todavía un conocimiento considerable de su entorno 

natural, son ellos los que siiluen preservando y acrecentando la gran variedad de especies 

cultivadas que le heredaron sus antepasados. Dichas especies adaptadas a muy diversas 

condiciones climáticas, altitudes, relieves y suelos, constituyen una importante reserva de 

genes. Se estima que más del 25% del total de especies de plantas superiores que hay en el 

país poseen algún uso, lo que las convierte en un recurso de gran valía, como fuente de 

sustancias qulmicas importantes desde diversos puntos de vista -bio/Ogicas, 

eco11ómicas,fam1aco/ógicas, qufmicas, emre otras-, 

Todos los pueblos del mundo han usado las plantas medicinales para atender sus 

problemas de salud y una gran mayoría, desarrollados y en desarrollo, siguen haciendo uso 

de ellas actualmente. En las últimas dos décadas se ha producido un enorme cambio en las 

estrategias y políticas, tanto de los gobiernos, como en los ministerios y los organismos 

multilaterales encargados de atender la salud. Los médicos tradicionales y sus plantas 

medicinales han dejado de ser calificados negativamente y comienzan a establecerse 

programas y proyectos, para la investigación, aplicación e industrialización de los 

productos. 

Los datos indican que la medicina tradicional y las plantas medicinales, serán de 

mayor importancia en los allos venideros y se realizaran esfuerzos inusitados en este siglo, 

para llevar a cabo su complementación y articulación, dentro de los sistemas nacionales de 

salúd, en decenas de paises. Las plantas medicinales son el recurso material más amplio y 
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O ' : ' ¡'. '. • " ·~ ,:, ; e'~'.•'•.! • :, • • '•' • •' •' ~' 

valioso de la medicina tradi~ionaf irÍdigerÍa. sil esfudio es un tema recurrente en la historia 

de México tarea compleJasise~i~rÍ~~·erlla ~n(}mie riqueza cultural yflorística del país. 
,.,o;·.:·,, ·.'-

··.<~;;.· .·· · .. ·':,»· 

A pesar de -~sta ~qu~i 
relativamente poca información 

~ '. : ·'": ~ ·'.: ·.:; . 
biológicá . Y. de este enorme acervo cultural, existe 

científica. ácerca del empleo, composición quimica, 

ecológica, etnobiodiversidad y evalua~ión biológica de la mayoría de las especies 

empleadas en la medicina tradicionál en México. El empleo de tales plantas es 

enormemente empirico y por lo tanto, existen muchas variables que influyen en la 

eficiencia de las preparaciones que de ellas se hacen. Es importante señalar que la mayoría 

de los prototipos farmacéuticos son sustancias de origen natural principalmente vegetal, ya 

que la búsqueda y caracterización de los constituyentes quimicos bioactivos de la flora 

medicinal, puede cristalizarse en el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos que 

superan en eficiencia a los ya conocidos, con respecto a su toxicidad, resistencia o 

mecanismos de acción. Este hecho justifica la importancia de generar conocimientos 

--botánicos, etnobotanicos, químicos, ecológicos, farmacológicos, entre otros-sobre los 

recursos vegetales con que cuenta nuestro pais, ya que esto permitirá valorar y utilizar 

racionalmente dicho recurso. 

Dentro de este recurso vegetal se encuentra la familia Compositae (Asteraceae), 

una de las más abundantes de la flora fanerogámica de México y a la cual pertenece 

Iostephane madrensis (cachana), está crece en la parte Norte, Centro y Sur de México y es 

empleada para el tratamiento de diferentes enfermedades, dentro de las que se encuentran: 

complicaciones gastrointestinales, enfermedades del higado, úlceras estomacales, 

padecimientos del riñón, la esterilidad, "mal del espanto"; además es utilizada como 

cataplasma para el tratamiento de heridas e inflamaciones. 

Por lo tanto el presente trabajo tiene como finalidad la extracción, aislamiento y 

caracterización de los metabolitos secundarios mayoritarios de /ostephane madrensis 

(cachana) y determinar la actividad microbiológica del extracto crudo y sustancias puras 

con la finalidad de convalidar su uso popular. 
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En México, al igual que en otros paises, ha permanecido el uso de las plantas 

medicinales a través de los siglos. El aprovechamiento de los recursos vegetales ha estado 

de acuerdo con las múltiples observaciones y numerosas experiencias acumuladas, por 

grupos étnicos y sociales que habitan nuestro país, enmarcados dentro de las facilidades y 

circunstancias que otorga el ecosistema, el intercambio social, las enfermedades más 

comunes de la región y por la disponibilidad práctica del recurso. De esta manera existen 

tradiciones que han contribuido a la salud y bienestar de diferentes culturas [l, 2]. 

Aunque no existen datos precisos que aseguran el valor y extensión del uso de las 

plantas medicinales. La OMS ha calculado que aproximadamente el 80% de la población 

del mundo hace uso en alguna medida de este recurso para resolver sus necesidades de 

atención primaria de salud; ya sea como único medio de curación o como un medio 

alternativo. Por lo que en los últimos años, se ha logrado revalorar los recursos vegetales 

de nuestro país, el cual debido a su situación geográfica permiten tener una gran riqueza 

floristica, donde se incluyen a las plantas medicinales, las cuales pertenecen a una gran 

variedad de familias y especies distribuidas en diferentes regiones. 

La investigación de los constituyentes químicos aislados de las plantas medicinales, 

representa solo un pequeño porcentaje (48,000) de las 250,000 especies existentes, 

mientras que la fracción sometida a un rastreo biológico o funnacológico es aún más 

pequeña (15,000) [3,4]. Cabe mencionar que el proceso que conduce a obtener de las 

plantas constituyentes puros y activos farmacológicamente es muy largo y minucioso. 

Además requiere de u11a colaboración multidisciplinaria de botánicos, químicos, 

farmacólogos y toxicólogos. 

De esta manera, al conjugar los resultados de las diversas investigaciones se 

contribuye al conocimiento de nuevas alternativas de agentes terapéuticos más eficaces, los 

cuales pueden formar estructuras conocidas o novedosas. 
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Cabe séñalar, qu~'íci~;'p~oductos bioactivos de la5 plantas pueden ser utilizados 

como prototipo~'~n "si~i~si~;é(~ÍiÜlcias' [4, S]. Sin embargo, es pertinente sei1alar que 

actualmente hay Ün/iir~/~~~~iácibn ~~r ;os fitofürmacos, a los cuales se les atribuyen 

menos efectos s~~nJ;~~;} .·' 
. :. ·~/¿· .. .-·, :· ',\~·:, 

Por lo antefio~: ·~ri el presente trabajo se describe el estudio químico de/. 111adro11sis 

(cachan~) 'planta:mecÚci~~I empleada por los Tarahumaras para el tratamiento del 

reumatismo y de las úlceras digestivas. Esta planta, junto con la arnica, yerba mora y 

siricua, ·son los ingredientes del té ulcero, el cual es muy popular en Ja ciudad de 

Chihuahua para el tratamiento de las úlceras estomacales (6]. 

!------------------·-----~---------·----------
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l. PROPIEDADES DE LA FAMILIA Cfl11tpflsit11e 

1.1 Características morfológicas de la familia Cmnpo.fitae (A.,·teraceae) 

Existen en el mundo una gran cantidad de familias de plantas, distribuidas 

conforme a su habita! natural. La familia Compo.l'itae (Asteraceae) es Ja más vasta dentro 

de las fanerógamas y la mejor distribuida en el mundo. Dicha familia esta constituida por 

hierbas, arbustos y árboles, con hojas alternadas y opuestas, las flores son hennafroditas, 

unisexuales o estériles, actinomorfas o cigomoñas, con caliz ausente o sustituido por el 

papus o vilano, que sirve para la diseminación de los frutos, las flores se encuentran 

agrupadas en cabezuelas o capítulos. Estas poseen un involucro fonnado de brácteas, en 

receptáculo plano, cóncavo, convexo o globoso sobre el que se encuentran implantadas las 

flores, protegidas por brácteas, llamadas páleas. Las cabezuelas que tienen flores del 

mismo sexo se llaman homógamas, si son de diferente sexo se llaman heterógamas [7-8]. 

t.2 llabitat 

Se conocen 316 géneros en Ja familia Composilae, distribuidos en 13 tribus, estas 

son; Heliamheae, Helenieae, Astereae, l!.l1patorieae, /1111/cae, A111he111ideae, Cale11d11/eae, 

Cardueae, Mitisieae, Cichorieae, Se11ecio11eae, Vemonieae y Arctoteae. Donde en México, 

Ja He/iamheae, He/e11ieae, Astereae y Eupatorieae son las más importantes y abundantes, 

que en conjunto dan a estas plantas mexicanas un matiz fuertemente americano; las demás 

tribus tienen una importancia cuantitativa secundaria, pues son grupos cuyos centros 

principales de diversificación se encuentran en otras partes del mundo. La participación de 

estas plantas en la flora fanerogámica de México a nivel de géneros alcanza un 13.2% del 

número total, aumentando la familia del Sureste a Noroeste. Los valores máximos 

encontrados (19.9%) se localizan en Ja parte altiplana correspondientes a Durango y en el 

Sur de California, el mínimo (4.4%) en Ja región de Tuxtepec (Oaxaca), sobre la planicie 

costera del Golfo de México [8). 
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El bosque tropical perennifolio, característico de clima cálido y húmedo, representa 

el habitat menos propicio para los miembros de la familia, en cambio los matorrales 

xerófilos, los pastizales y los bosques de pino y encino los favorecen particulam1ente. Los 

valores mínimos (O.O y 0.9%) corresponden al bosque tropical en Campeche y la región de 

Tuxtepec (Oaxaca) respectivamente, los valores máximos, al matorral desértico en el norte 

de Chihuahua (23.5%) y al pinar en el sur de Sonora (22.7%). Asimismo se registran 

porcentajes altos en los pastizales de Durango (19.9%) y en las zonas alpinas de los altos 

picos montañosos (20.CJO/o) [8]. 

En México, al igual que en la mayor parte del Continente Americano, la tribu 

Heliantheae forma el grupo dominante de la familia Composilae, alcanzando una mayor 

diversificación y abundancia en las partes montañosas entre 1000 y 2000 m de altitud, 

escasa a más de 3000 m e inexistente en el norte de Alaska; de esta circunstancia cabe 

establecer la afinidad por las regiones templado-cálidas y tropicales de montaña, mismas 

que pueden haber sido el lugar de origen de la tribu Helia111heae. la cual constituye la base 

del árbol genealógico de la familia Composilae [8). 

1.3 Componentes aislados de la familia Co111pm·it11e 

La familia Compositae está conforrnada por una gran diversidad de especies, de los 

cuales se han aislado y caracterizado una infinidad de metabolitos secundarios, que han 

sido clasificados en los siguientes grupos; los aceites escenciales de ácidos grasos, 

diterpenos, triterpenos, compuestos acetilénicos, flavonas, flavonoles metilados, lactonas 

sesquiterpénicas, fructanos tipo inulina, los ciclotoles, 1-inositol y escillitol. 

Los aceites esenciales y los diterpenoides son distribuidos en la mayoría de las 

especies vegetales. Sin embargo, compuestos como los alcaloides, glucósidos 

cianogénicos, amidas, cumarinas y diversos constituyentes fenólicos tienen una 

distribución más limitada, lo cual los convierte en un carácter químico que puede ser de 

utilidad en la clasificación taxonómica del vegetal que los contiene (quimiotaxonomía) [9). 
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2. lt1.~tep/11111e 111111/re11.\'i\· 

2.1 Distribución en México 

Un estudio etnobotánico realizado con plantas originarias de la República Mexicana 

indica que éstas han sido agrupadas con base a su nombre común y características 

morfológicas, encontrándose que lostep/ume 111adre11sis forma parte de un complejo 

denominado "cachani" junto con otras tres especies de esta familia (leatris p1111cta1a, 

/'ea/i11111 .111 y Roldana se.1:1·{/olia) (6]. 

lostephane 111adre11.1·is pertenece a la subtribu He/ianthinae [ 1 O] (He/iemheae, 

Compositae), /ostepha11e 111aclre11sis (cachana) cuyos sinónimos son He/ia111he/la 

111adre11sis o /'i11oca17111s madrensis, la cual esta constituida por cuatro especies que crecen 

en las montañas del Norte, Centro y Sur de México. Una de estas especies es /ostephane 

/1eterophy/la, distribuida principalmente en el noroeste de los estados de Chihuahua, 

Sinaloa y en el sur de Oaxnca [ J 1). 

Aunque la cachana es común en el Mercado de la ciudad de Chihuahua, su 

distribución se encuentra limitada principalmente a poblaciones aisladas en las colinas 

Orientales de Ja Sierra Madre de Chihuahua (12]. 

2.2 Características Morfológicas 

/o.l'/cphane 111adre11.1'is conocida como cachana presenta ralees gruesas y carnosas, 

sus tallos son escasamente pubescentes o glabros, casi desnudos de 60 cm de largo, 

sosteniendo de tres a cinco llores penduladas. Las hojas en su mayoría son radicales, 

lineares y largamente pecioladas, agudas o acuminadas de 10.2 cm a 25.4 cm de longitud, 

también presenta hojas caulinales más cortas, enteras y glabras en el haz. Las flores se 

encuentran agrupadas en cabezuelas pequeñas (cinco a seis líneas de flores), involucro 

finamente pubescente fonnado por brácteas. Las brácteas de las flores poseen nueve líneas 



A1s1am1ento, caracranzÉlaon y evaluaaon m1crob1olog1ca de Cllterpenos tetrac1cucos de lostepnane mactrensts. 

de longitud, son escamosas; delgadas y escariosas y el vilano tiene dos aristas delgadas y . . 

numerosamente desectadas. Los bosques de pinos sirven de nicho para la eachana [6]. 

2.3 Farmacología 

La raíz de /ostepha11e 111adre11sis es utilizada como cataplasma para el tratamiento 

de heridas e inflamaciones; la tintura alcohólica o el extracto acuoso para el reumatismo y. 

la artritis; el té de esta raíz es utilizado para la diabetes, complicaciones gastrointestinales, 

enfem1edades del hígado, úlceras estomacales, los padecimientos del riflón, l~ esterilÍdad y 

el "mal del t!.\/Janto" [6]. 

La raiz seca de la cachana junto con el cuachalalate1
. (A111p/ÚpterÍ"ygi11111 

adstri11ge11s), la ámica2 (Heterotheca inuloides), la yerba mora3 (Sola1111111 ~1') y la siri.~Úa4 

(/'lumbago scade11s) son los ingredientes para la preparación del té denominado úlcero, el 

cual es muy popular en el estado de Chihuahua [12]. 

l) El cuttchult11t .. • t..>s utili.?.ai..lu paru trutar Ulci.:rns. céu1ccr de estómago, 1msuitis y cÍl..Ttu.s lesione..~ cutúncus. 
lamhiCn i.:s utili1.ado 1...'11 inll:ccioni.:s \'aginn.k~ 113 J. 

2) El amica :1ctúu como dcalrizw1h:, Jcsinfcctantc y/o rutalgésico para los dolores di! úkcrJ, \..~tómugu, 
pulmón, pcd1,1, muscular, rc..11al t1 de reumas 114 J. 

3) Ln ycrha mt1ra, es cmph:aJa en lu\'ados \'n~innk-s y pura la sccn.."Ción Je la leche, aJ'--,nás intt..nicnc '-"''la 
curm:iún Je dolor 1.h: nrnclns. fucg{1s, mal de hocu y prc\i'-ilc el \'Úlllilo ( 15]. · 

4) l.u suicua es antipasmod1co intcst11rnl. cs udcnuis w1 cardiuinhibitorio, ayudu a )u impotencia y e:\ un 
scJm1tc pura los d1.1Jorcs dc ulceras El <1cci1c de las semillas del fruto t.'S W1 rt..•mcdio pura varios tipos Je 
tumores, aJ\.illús de lt. .. '1.l\.'r .1ct1ndad ;111t1c;111t:crígt..i1a l 16J. 
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3. TERPENOIDES 

3.l Características Generales de los Terpenoides 

Se conoce con el nombre de terpenoides a un grupo de sustancias químicas de gran 

interés por su uso tan variado. Posiblemente la química orgánica de productos naturales se 

inició con el aíslamiento de tcrpcnoides en forma de aceites esenciales que se usaron como 

perfumes o medicinales [17-19]. 

Los terpenoides se dividen en cinco grupos, de acuerdo con el número de unidades 

de isopreno (1) presentes en la molécula. Estos grupos se muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Grupos de Terpenoides. 

Terpenoide 

Monoterpenos 

Sesqu iterpenos 

Di terpenos 

Sesterpenos 

Tritcrpenos 

Poli terpenos 

n Unidades de carbono y de 1sopl"l!ntl 

Unídades de Carbono 

10 

15 

20 

25 

30 

11 

Unidades de lsopreno 

2 

J 

4 

6 

11 

Los diferentes tipos de terpenoides antes mencionados son metabolitos secundarios 

de plantas, con excepción del grupo de los sesterpenos, ya que estas sustancias sólo se 

encuentran en hongos y en el insecto parásito C'emp/a.1Nsa/bo/i11em11.1· [17-19]. 
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3.J.1 Usos y 11ropicdadcs de los Tcr11cnoidcs 

Los terpenos tienen numerosas aplicaciones, la industria del perfume los aísla de 

ílorcs, hojas y raíces, para preparar perfumes de alto valor comercial. Algunos terpenos son 

intermediarios importantes en síntesis orgánicas, otros se usan como disolventes, tal es el 

caso del aguarrás [17-18], que es una mezcla de a y 13-pineno (2, 3). 

2 J 

Los terpenos oxigenados tienen generalmente olor agradable, por lo que los aceites 

esenciales aumentan sll valor; mientras mayor proporción de compuestos oxigenados 

contengan [ 17]. 

Es poco común que una especie en particular pueda tener todos los tipos de 

terpcnoides, por eso es notable el caso del guayule (l'artheni11111 arge111a111111), ya que 

contiene todas las clases de terpenoides; monoterpenos en su aceite esencial. 

sesquiterpenos (parteniol y guayulinas A y B), triterpenos (argentatinas A, By C) [17-18, 

21 ], además de politerpenos en forma de hule en un alto porcentaje. 

3.2 MONOTERI>ENOS 

Los monoterpenos son elaborados por las plantas y pueden servir como inhibidores de 

la genninación de otras especies para así evitar la competencia por ciertos nutrientes, 

especialmente por el agua, si és':1 es escasa. Como ejemplo se puede citar, a Salvia 

leucopliyla y Artemisia ca/ijimiica, especies nativas de las zonas áridas del sur de 

California [17-18], dichas especies vegetales desprenden una mezcla de terpenos 
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·' .· ,. . ' 

simples entre los que se encuentran ce. y p pineno, el alcanfor' (4) y el 1, 4 cineol (5), los 
. ···-

cuales actúan como toxinas_ frente a otras especies. 

. . 

º 4 5 

3.3 SESQUITERPENOS 

Los sesquiterpenos son productos naturales con quince átomos de carbono, fommdos 

por tres unidades de isopreno. El sequiterpeno más sencillo y al que se considera precursor 

de los demás sesquiterpenos es el farnesol (6), sustancia de olor agradable, que aunque se 

encuentra en numerosas plantas, siempre está en pequeñas cantidades [17, 18]. 

Se ha encontrado que las lactosas sesquiterpenicas poseen actividad herbicida, 

tales como la heliangina. Tanaka· y colaboradores demostraron que estas sustancias 

tienen actividad biológica, debido . al grupo carbonilo a, P-insaturada presenta en su 

molécula [ 18-19]. 

Estas sustancias, además de ser inhibidoras del crecimiento, tienen la importante 

propiedad de favorecer la formación de mices en estacas, ayudando asl a la reproducción 

vegetativa, lo que tiene la enorme ventaja sobre la reproducción por semilla de no alterar 

las caracterlsticas genéticas de la nueva planta. 
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3.4 DITERPENOS 

Los diterpenos constituyen un grupo de sustancias formadas por la cicli7.ación del 

geranil geranilo, lo que origina numerosos tipos de estructuras. 

Muchos diterpenos con estructuras muy diversas son de gran interés debido a sus 

propiedades biológicas, entre las que destacan: la actividad reguladora del crecimiento 

vegetal, que tienen las giberelinas, la actividad antialimcntaria para insectos que tienen 

algunos diterpenos e111-kaurénicos, las propiedades tóxicas de los diterpenos con esqueleto 

de taxano y la interesante actividad biológica de los diterpenos oxepinicos del zoapatle 

(Molllanoa tomelllosa) [17-19]. 

Los esqueletos más comúnes presentes en los diterpenos, se encuentran descritos en el 

cuadro l. 

7 8 9 

·QB~ # 
11 12 

Cuadro· 1, Estructuras de los diterpenos más comúnes 7) Labdano, 8) Clerodano, 9) 

Kaurano, 10) Pimarano, 11) Cassano y· 12) Abietano. 
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En la tabla 2, se cnlistan las cstmcturns de algunos diterpcnos aislados de plantas. 

Tabla 2. Estructuras de Di terpenos [ 1 O, 17] 

CICLOS NOMBRE ESTRUCTURA 

Biciclo Copalol 13 

Labdano 14 

Clerodano 15 

Tricíclico Ácido abiético 16 

/'t-ooH 
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Continuación Tabla 2 

OH 

Allodcvadarol 17 

Pimarano 18 

Abictano 19 

Tetracíclico Estcviol 20 
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Continuación Tabla 2. 

Monoginol 21 

Hidroximonoginol 22 

Kaurano 23 

Pentaciclico Traquilobano 24 
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3.4.1 Biosíntesis de los Ditcrpcnos 

La biosíntesis de los diterpenos puede ser descrita en dos etapas, las cuales se 

describen a continuación: 

La primera etapa de la biosíntesis (Esquema 1) de los diterpenos tetraciclícos, se 

inicia con la condensación de tres unidades de acetil-SCoA para formar el anión 

mevalonato (27). El proceso implica la fomiación inmediata de aceto acetil-SCoA (25) y 

subsecuente generación de P-hidroxi-P-metil-glutaril-SCoA (26). Este último se convierte 

en mevalonato mediante un paso dependiente de dos unidades de NADPH. Una molécula 

de NADPH funciona en la reducción del grupo carbonilo a un grupo hidróxilo, y la 

se¡,'llnda unidad participa en la ruptura reductiva del enlace disulfuro para dar CoASH y 

mevalonato (27) en su forma libre [20-25], como se muestra en el esquema l. 

La segunda etapa [20-25] se inicia con la activación del mevalonato por un trio de 

quinasas dependientes de ATP para dar 3-fosfo-5-pirofosfato de mevalonilo (28), el cual es 

muy inestable, sufre una descarboxilación y una desfosforilación para generar pirofosfato 

de isopentenilo, que se isomeriza posteriormente, formando pirofosfato de y,y-dimetilalilo. 

El pirofosfato de isopentenilo (29) se condensa con una molécula de pirofosfato de y,y

dimetilalilo para obtener el pirofosfato de geranilo (30). el cual a su vez se condensa con el 

pirofosfato de isopentenilo para producir el pirofosfato de geranil-geranilo (33). Estas 

condensaciones no son directas, sino que pasan a través del pirofosfato de geranilo (31) y 

pirofosfato de famesilo (32). 

En términos generales se ha sugerido que la primera etapa de ciclización involucra el 

ataque electrofilico de un protón en el doble enlace terminal en C-14 del pirofosfato de 

geranil-geranilo (33) ver esquema 2, seguido de una serie de desplazamientos electrónicos 

de los dobles enlaces en C-6 y C-10 para formar dos anillos fusionados de seis miembros y 

posteriormente la eliminación de un protón del grupo metilo exocíclico y asl formar un 

intem1cdiario cfclico estable, conocido como pirofosfato de copalilo (34 ), el cual sirve 

como sustrato en varias ciclizaciones adicionales para fonnar diferentes tipos de 
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diterpenos. El ataque núcleofilico a C-13 en donde se observa el cambio en la numeración 

por el metileno exocíclico acoplad~°CO~ la eliminación del grupo pirofosfato, produce, de 

acuerdo al arreglo esp~.~ial'de l~_~ad~fla de pÍ~~fosfato, dos carbocationes epiméricos (35 y 

36), el cual esta incÍicádÓ ~~;~' c~·C/uc;;,a :t •. 

El ataque nu:l~3;E;,;;Jtblc enlace L\1'"1 6 al C-8 genera una ciclización 

adicional 'para ·formar un carbocatión. en c~.16. (37). 

El intem1ediario (37) puede eliminar un protón del C-15 y formar un doble enlace 

C(l5}-C(l6), generándose asl el esqueleto del e111-beyereno (38). Por otro lado, la ruptura 

parcial del enlace C(l2)-C(l3) y la fomiación parcial del enlace C(l2)-C(l6) genera un 

carbocatión no clásico (39), el cual es un intennediario importante en la fom1ación del 

e111-kaureno, traquilobano y e111-atisano. El esqueleto de ent-kaureno se origina mediante la 

formación del enlace C(l2)-C(l6) del intem1ediario (39), para generar un carbocatión 

terciario (40) (observándose en el cambio de numeración), el cual se estabiliza por pérdida 

de un protón de C-17 para formar un metileno exociclico (42). Alternativamente, a partir 

del intermediario (39), se da la formación del esqueleto del traquilobano (41 ), mediante la 

pérdida del protón en C-12 y la formación del enlace entre los C(l2)-C(l6), ver 

esquema 2 [20-25]. 
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3.4.2 Oitcrpcnos de Vig11ieru y Titlw11ia 

El género Vig11iera es considerado como el origen de la familia Compositae, por lo 

que el estudio taxonómico de Viguiera y géneros relacionados con esta, tiene interés en 

cuanto al aspecto evolutivo de Ja familia Composilae. Este género produce lactonas 

sesquiterpénicas del grupo de las Heliangólidas; además de compuestos aromáticos como 

buteina y sulferitina, ácidos diterpénicos del tipo kaurano, estracheno y traquilobano; así 

como compuestos acetilénicos y flavanoles (26·30). En Ja tabla 3, se enlistan los di terpenos 

aislados de varias especies de Viguiera, Jos cuales se encuentran relacionados con el 

género fo.1Npha11e. 

Dentro de Ja subtribu Helia111'1i11ae (Heliamheae. Composilae) [JO], los géneros 

7'i1fumia y Helia111h11~· están relacionados con el género Viguiera, siendo nativas de México 

y Centroamérica. En estos géneros se han identificado Jactonas sesquiterpenicas, 

diterpenos, flavonoles, compuestos acctilénicos y triterpenos en varias especies vegetales 

de estos géneros, Jo cual indica que existe una notable relación filogénica entre ambos 

géneros. En la tabla 4, se enlistan los diterpenos aislados de Jos géneros Tilhonia y 

lfrlic1111/111.1·. 



A1slam1ento, caractenzacion y evaluaaon m1crob1o4og1ca de d1terpenos tetrac1C11cos efe 1ostepnane madrenSJs. 23 

Tnbln 3. Diterpenos aislados del género Viguiera. 

PRODUCTO FUENTE 

Ácido e111-knurc11ico 43 Jliguiera li11eari.1' 

Ácido 9,11 dihidro-em-knurenico 44 1~ li11earis 

(2Z, 6Z, 1OE)-3,15-dimetil-7-carboxi-11-fonnil- I~ laci11iata 

2,6.10,14-hexadecatetra-en-1-ol (ácido viguierico) I'. de/wid<!a 

45 

Ácido e111-kaur-16-en-19-oico 46 

Ácido 1 Sn-hidroxi-e111-kaur-16-en-19-oico 47 

Clerod-14-ene-3n,4J3, 131;-triol 48 

V. 111ac11/ata 

V. dec:urren.\· 

I~ 111ac11/a1a 

V.111c11111a11e11.\·is 

Ácido 12J3-etoxi-e111-kaur-9{11),l6-dien-19-oico 49 V. exc<!l.m 

12¡3-etoxi-e111-kaur-9(1 I ), 16-dien-I 9-oato de metilo I~ 111c11111a111111sú 

50 

Ácido l 5n-a11geliloxi-e111-kaur-l6-e11-19-oico 51 1~ d<!clllT<!ll.\ 

l{EFEltENCIA 

31 

31 

32 

33 

34 

35 

34 

36 

37 

36 

36 

37 

35 
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Tabla 4. Dite11>enos aislados de Ti1/w11ia y He/iam/111.1· 

PRODUCi'O FUENTE REFERENCIA 

Ácido em-kauren-19-oico 46 

Ácido grandiílorico 47 

Ácido 17-hidroxi-em-kaur-15-cn-19-oico 52 

Ácido c111-15f3, l 6f3-epoxi-l 7-hidroxikauran-19-

oico 53 

Ácido l 6tt-hidroxi-e111-kauran-l 9~oico 54 

7oxo,4-epitraquilobanoato de metilo 55 

eut-kauren-19-oato de metilo 56 

Ácido ciliarico 57 

7-tt-hidroxi-4-epitraquilobanato de metilo 58 

7/thcmia /011p,imdiaw 38 

Hdic1111/111.1· 11il't!11s 

7: /tJ11giradiata 

H.11il•e11s 

7: /011gimdia1a 

7: /011giradiata 

7: pedunculata 

H.ciliarü 

li.llil'l!ll.I' 

H.11ive11.\· 

H.11i1•c11.1· 

JI. ci/iaris 

39 

38 

39 

38 

38 

40 

41 

39 

39 

39 

41 
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Esquema 3. Estructura de los ditcrpcnos aislados por Viguiem, 1'i1/1011ia y He/ia111/111s 

HÓ 
HO 

43 

COOH 
46 

48 

45 

44 

COOH 
47 

49 
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Continuación de Esquema 3 

--'"coo1-1 

53 

01-1 

01-1 

52 

57 
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4. PRUEHAS ANTIMICH.OBIANAS 

A pesar de la diversidad tan amplia de antibióticos que se usan clínicamente y sus 

análogos semisintéticos, aún continúan los estudios para el desarrollo de nuevos agentes 

anti microbianos; ya que In combinación genética y el uso excesivo de estos, han conducido 

a un incremento en la resistencia de microorganismos previamente sensibles y al 

surgimiento de nuevas infecciones. 

Una de las posibles estrategias para encontrar nuevos fármacos antimicrobianos, 

involucra el estudio de compuestos de diferentes estructuras a los de uso actual. Estos 

compuestos deberán ser eximidos de orígenes que han sido menos explorados que los 

microorganismos tradicionales, como pueden ser las plantas superiores [42]. Estas han sido 

usadas por siglos como remedio para enfermedades humanas. De esta manera, tiende a 

fomentar en los cientificos la búsqueda de plantas biológicamente activas, incluyendo 

efectos antibacteriales y antifüngicos [43 ]. 

Dada la complejidad de los extractos de plantas, existen tlflbajos relativamente 

limitados que conducen al aislamiento de sus agentes antibacteriales. El principal problema 

ha sido la interferencia en ensayos in 1•ilro por la diversidad estructural o algunas veces 

compuestos altamente coloreados, las propiedades lipofilicns de algunas muestras, la 

insolubilidad en agua de aceites esenciales y extractos no polares, hace que sean muy 

dificiles para usarlos en un medio acuoso para el estudio de actividad antimicrobiana. Por 

otro lado, los resultados obtenidos son detenninados por el microorganismo empleado, el 

volumen del inóculo, la composición del medio de cultivo, el pH y la temperatura de 

incubación [44-45]. 

Existen diversos métodos para detectar la actividad antimicrobiana, y pueden ser 

clasificados en tres grupos: 

1. Método de di lución 
2. Método de difusión 
3. Método bioautográfico 
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4.1 Método de dilución 

La técnica de dilución puede realizarse con medio líquido y un medio sólido, estos 

se basan en la dispersión homogénea de la muestra en un medio de cultivo. Se emplea, 

cuando es necesario ensayar muestras solubles en agua o muestras lipofilicas (aceites 

esenciales), suspensiones de sólidos o emulsiones y sustancias antimicrobianas que no 

difunden a través del medio de agar y que pueden ser incorporados directamente dentro del 

agar [45]. 

El método de dilución en medio líquido, es el más complicado pero también la 

técnica más precisa [46]. Este método es el más reco111endado para la determinación de la 

CMI de una muestra pura y la CMB. En este método la turbidez es tomada como una 

indicación de la densidad bacteriana [4 7). 

En el método de dilución en agar, se mezcla una cantidad de la muestra con el agar 

nutritivo. La ventaja de este método es su simplicidad, la posibilidad de usarlo con 

muestras solubles e insolubles en agua y de que seis microorganismos pueden ser usados 

en la caja de Petri. 

4.2 Método de difusión 

En este método se emplea un disco o un cilindro en el agar como reservorio y se 

basa en medir el diámetro de la zona de inhibición. Este método no es aceptable cuando las 

muestras no son altamente solubles en agua como en el caso de aceites esenciales o 

extractos no polares. Una de las ventajas es que se pueden usar cinco o seis compuestos 

por caja contra un simple microorganis1110 [45]. 

El 111étodo de cilindro, se usa para suspensiones acuosas de extractos de plantas. La 

precipitación de sustancias insolubles en agua en el cilindro o en el disco previene alguna 
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difusión de la sustancias antimicrobiana dentro del agar. El método de disco en papel filtro 

es satisfactorio y aceptable para ensayar antibióticos solubles en agua [48]. 

4.3 Método bioautográfico 

Es un método para localizar la actividad antibacteriana en un cromatograma. Casi 

todos los procedimientos se basan en la técnica de difusión en agar, en el cual los 

compuestos antibacteriales son transferidos desde la capa cromatográfica a una caja de 

agar inoculado, se¡,'Uido de un proceso de difusión del compuesto, las zonas de inhibición 

son después visualizadas; otra técnica consiste en realizar una suspensión del 

microorganismo en un caldo, para posteriormente ser aplicado a la CCF desarrollada (44 ]. 

La incubación en una atmósfera húmeda permite el crecimiento de la bacteria, las zonas de 

inhibición son después visualizadas con un reactivo de detección-actividad

deshidrogenasa, como las sales de tetrazolio, en el que las bacterias metabólicamente 

activas, convierten la sal en el correspondiente formnzano intensamente coloreado (49], 

otros indicadores redox tales como 2,6-diclorofenol violeta es uno de los más sensibles 

para hidrolizar la esculina (50]. 

Sin embargo, en las últimas décadas un amplio programa de rastreo de extractos de 

plantas se han realizado, no solo para determinar la actividad antibacterial y antifúngica 

sino también para la actividad antiviral, antiparasitaria y otras actividades biológicas (51-

55]. En la literatura se ha informado que los agentes antimicrobianos responsables de estas 

actividades en las plantas son: los polifenoles, taninos, saponinas esteroidales, saponinas 

triterpénicas, ácidos monoterpénicos y alcoholes sesquiterpénicos, esteres diterpenos e 

iridoides [51 ]. Considerando el número enorme y la sorprendente diversidad estructural de 

los constituyentes de las plantas con actividad antimicrobiana, hace pensar que los agentes 

antimicrobianos que actúan localmente y/o sistémicamente, pueden ser descubiertas en el 

vegetal. 



I I I. <P L.Jl:NI'P,fl_:M_IP,:NI'O (]JP,L 
CN(O<BL P,~)21_ 
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México es un país vastci en recursos vegetales, donde destacan las plantas de uso 

medicinal, cabe seilalar que aproximadamente 5000 especies tienen aplicaciones curativas, 

aunque muchos de lo;· usos estén restringidos a detem1inadas regiones o localidades por 

condicione~ co~o,.:~I medio ambiente, la existencia de la misma planta y el modo de vida 

de la població'll. Además, muchas de ellas carecen de estudios en el área de etnobotánica, 

química, fannacológica y de aplicación clínica. 

Por tanto, el presente trabajo tiene como finalidad la extracción, aistáiniento, 

caracterización y actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios mayoritarios de 

!ostl!phane madrensis (cachana), la cual es utilizada rutinariamente por los .Tarahumaras 

para el tratamiento del reumatismo, de las úlceras digestivas, entre otros.5 

s Robcrt Byc. J. Botánico. UNAM. Connmicación Personal 
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Realizar el estudio químico y detenninar la evaluación de la actividad 

antimicrobiana del extracto clorofórmico de lostephalll! madrensis (cachana), con la. 

finalidad de aislar y caracterizar a partir de dicho extracto sustancias químicas con 

actividad antimicrobiana. 

t. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.1 Realizar la investigación bibliográfica del periodo 1990-2001 sobre estudios 

químicos y biológicos de la familia Compositae, género /ostephane y géneros 

relacionados con él. 

1.2 Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto clorofóm1ico de lostepha11e 

111adre11sfa:, frente a diversos microorganismos estandarizados. 

1.3 Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios, presentes en el 

extracto. clorofórmico de dicha especie vegetal 

1.4 Evaluar la actividad anti~icrobiana. de l~s . s~tancias mayoritarias aisladas del 

extracto clorofórmico de lostep/la11e.111ddrensis. 



o/. JfI<PÓrr'PSIS 

!~--------·--·-- -- ---·--· ---------------------
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lostephane madrensis (cnchana) es una planta muy utilizada por grupos étnicos y 

sociales de nuestro pals, para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el aparato 

reproductor y digestivo. Estudios previos a especies de In familia Compositae, han 

demostrado que estas poseen una gran variedad de metabolitos secundarios, donde 

destacan los flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y diterpenos tetracíclicos. Entonces, es 

muy posible que por medio de técnicas convencionales de laboratorio, se podrán aislar los 

metabolitos secundarios mayoritarios de la raíz de Jostephane modrensis y detenninar la 

actividad microbiológica de los extractos crudos y sustancias puras, con la finalidad de 

convalidar su uso popular. 



•' 

'VI. 9vt__JLTP/RJ_JLL rr-P.QVI<PO 
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Material vegetal 

;;.. /ostephane madrensis (Mercado Juárez de la Ciudad de Chihuahua) 

t. Material pa1·a el estudio químico (extrncción, aislamiento, purilicacíón y 

car11cte1·ización de los metnbolitos secundai·ios) 

l\laterinl de vidrio 

;... Camaras de elución de diferentes tamaiios 
::,.. Campanas de vacío 
::,.... Capilares 
;;.. Columnas cromatográficas de diferentes dimensiones 
;... En1budo Hirsch de porcelana 
;... Embudos de vidrio de diferentes tamaiios 
:,. Equipo para destilación simple y fraccionada 
;. Frascos viales (5 mL) 
:,. Matraz bola { 150 y 1000 111L) 
:,. Matraz erlem11eycr (25, 50, 125 y 250 ntL) 
;... Matraz kitazato (25, 250 y 1 000 mL) 
:,. Placa de toque de porcelana 
;. Probetas graduadas ( 1 O, 250, 500 y 1000 mL) 

Sustancias 

;... Celita 545 (Merck) 
;... Cloruro férrrico 
;... Sílica gel 60 GF para CCF (Merck) 
;.. Sulfato cérico amoniacal (Aldrich) 
' Sulfato de sodio anhidro (Aldrich) 
:.,.. Diazald (Aldrich) 

Disolventes 

,. Acetato de etilo, grado técnico (Disolventes y Mezclas) 
;;.. Acetona, grado técnico6 (Merck) 
,. Clorofom10, grado analítico (rv1onterrey) 
' Diclorometano, grado analítico (Mallinckrodt) 
;... Etanol, grado técnicoº (l\lerck) 
., Eter etílico, grado analítico (~1allinckrodt) 
;... Metano!, grado técnico6 (Merck) 
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;.. N-Hexano, grado técnico6 (Disolventes y Mezclas) 

Otros 

;;.. Cromatofolios de Silica gel 60 F2,~ (Merck) 
;.. Espátula de acero inoxidable 

Equipo 

;... Aparato Fisher·Johns 
;. Balanza analítica (Ainsworth 100 A) 
;.. Balanza gmnataria (OHAUS 700-800) 
~ Balanza semianalitica (01-IAUS E 400) 
;.. Bailo de agua (Büchi 13-481) 
:,.... Lilmpara de UV 254/366 11111 (Mineralight) 
;..... Reostato (Staco Encrgy) 
;..... Rotavapor(Büchi R-124) 
:,.... Equipo para Diazald 
,_. Espectro fotómetro de IR (Perkin Eliner. n1odclo 283 y 681) 
;.. Espectrómetro de Masas (Hewlett Packard 5985 GC/MS system 70 e V) 
:, Espectrofotómetro de RMN (Varian FT Sa y VxR-3005) 

2. Material para el ensayo microbiológico 

Material biológico 

;.. Bacillus s11htillis ATCC 6633 
;.. Camlida a/bicans ATCC 10231 
;.. Pse11do111011a aen1ginosa A TCC 2561 
;.. E'c/11:richia co/i ATCC 536 
;.. A1icmcocc11s /111.:11.1· A TCC 934 J 
:, ._\'taphy/ococc.·11s a11re1t.'l ATCC 6538p 
;..... Streptococ,·us.filecalis ATCC 6130 
;,.... Sa/monc!lla 1.i11hi ATCC 6539 

6 El disolvente fue purificado mediante destilación frnccionada 
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Mnte1·ial de vidrio 

,. Frascos viales (5 mL) 
;, Matraz erlenmeycr ( 125, 250, 500 y 1000 mL) 
,. Cajas Petri 
,. Probeta graduada (50 mL) 
,. Pipeta graduada (1 y 5 mL) 
;... Tubos de ensayo con tapón de rosca (18/100 n1L) 
;,... Termón1etro (-10- IOOºC) 

Sustancias 

:;.. Twin 80 
;, Solución salina 0.8% 
;. Agar soya tripticasa 
,_ Caldo soya tripticasa 

Equipo 

;, Balanza analítica (Ainsworth 100 A) 
;, Estufa (FELISA Aut. SC DGE-11524) 
;, Autoclave (IECSA) 

Ot1·os 

;, Gradilla de metal 
:,... Asa bacteriológica 
;.. Espátula de acero inoxidable 
:.. Mechero bunsen 
,. Algodón 
-,, Papel dcstraza 
,_ l'v1askintapc 

Marcador de aceite 
., Regla (30 cm) 
:.. Gasa no estéril 



o/J l. <P.Jl qzrr<E. 
P.X<PE<Jlj~P.:NT.JlL 
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l. Diugrnma de flujo 

Ac. e111-traquilobw1-l 9-oico 
59 

l 6t1-hiüroxi-e111-kuuruno 
60 

Clt,N, I Et,O o·c 
Truquilobun-19-oato de metilo 

62 

Raíz seca de !ostephane madrrmsis 

n-hc:uano 

n-hci:uno 

Mnccmción CHC!, CCV 

Ác. ISa-hit!ruxi..,,,1.kuur-l<H!n-l 9-ico 
47. 

. . 

n·hci:IAcOEt 

-hu/ 
cOKt 

. 

. r.0011 .. · · . .:. 

Ac. 1 Sa-hit!roxi-<•t11-1mquilobnn-19-áico 
61 

Cll,N, 1 Et,O I o·c ·. Ac,O/Py/Reflujol 

1 Sa-hidmxi-ent-tmquilohan-19-uto de n\ctih 
63 

Ác. j Sa-acctoxi:..n1:i.uq~iloban-l 9-oicu 
6-4 

~" 
COOCl-b 

• 
. 

'ococ11, 

COOH 

Caracteri1:ació11 de los mclabolilos por mClodos espectroscópicos (IR, RMN-1H. RMN-"C y EM). 

Evaluación microbiológica por el método de Mitscher 
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2. Análisis químico del 
lt1.flep/11111e 11tlldre11si.\·. 

extracto clorofórmico de la raíz de 

Para el aislamiento de los metabolitos secundarios mayoritarios del extracto 

clorofórmico (53.87 g) de la raíz de Jostep/Jane 111adre11sis (cachana), 7
• 

8 por medio de 

CCV (9. 7 cm de diámetro y 14 cm de altura), empleando como fase estacionaria 

187.1 g de florisil y como fase móvil n-hexano, para continuar eluyendo con mezclas 

de n-hcxanpo/AcOEt de polaridad creciente, hasta finalmente eluir con AcOEt puro; de 

donde se obtuvieron 425 fracciones de 100 mL cada una, el desarrollo cromatográfico de la 

columna se síguíó por medio de CCF, utilizando corno revelador sulfato cérico amónico. 

2.1 Ácido lraquiloban-19-oico (59). 

De las fracciones 1-17, obtenidas al eluir la columna con n-hexano se aisló un 

sólido, que fue recristalizado por par de disolventes AcOEt-EtOH, obteniéndose 3.47 g 

(6.44%} de un sólido blanco de pf. 132-135°C, el cual fue identificado y caracterizado con 

base en sus propiedades espectroscópicas. 

2.2 t6-a-hldroxi-e11t-kaura110 (60). 

De las fracciones 18-55 [n-hexano], se aisló un sólido cristalino en forma de 

agujas, el cual fue recristalizado por par de disolventes n-hexano-EtOH, obteniéndose 

54.6 rng {0.101%} de un sólido blanco de pf. 212-215ºC, que fue identificado por 

comparación con muestra auténtica, y en base en sus propiedades espectroscópicas y 

caracterfsticas fisicas. 

7 
/. madrt•1ui.t (S. Watson) Stroth1,..."1-. oht1,...•nidn en J!I m1,...-rcndo Je lu Rcfünna 1.."11 el municipio de Chihuahua, 4 

JiJ Octubre Je 1985. 
• Fue idc'nlilicndu por los profüsor<'S Roben Byc y Edclmiru Linurcs colL'Cckln 14147, d•I Instituto d• 
l!iulugla Je la lJNAM 
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2.3 Ácido IS-a.-hid1·oxi-e11t-kaur-16-en-19-oico (47). 

De los eluatos 143-154, obtenido al eluir la columna con mezcla de n-hexano: AcOEt 

de polaridad creciente, se aisló un sólido cristalino, el cual fue recristalizado por par de 

disolventes AcOEt-n-Hexano, obteniéndose 1.36 g {2.53%} de un sólido blanco de 

pf. 156-l59°C, que ·por sus propiedades espectroscópicas y propiedades fisicas 

corresponden al compuesto 47. 

2.4 Ácido 15a-hidroxi-e11t-tr11quilob1111-l9-oico (61). 

De los eluatos 155-303, obtenidos al eluir la columna con mezclas de disolventes 

n-hexano-AcOEt de polaridad creciente, se aisló un sólido cristalino que fue recristalizado 

a partir de una mezcla CHCJ,/n-hexano y lavado posteriormente con éter isopropilico, de 

esta operación se aislaron 1.03 g (1.93%} de un sólido blanco de pf. 222-224ºC, el cual 

fue caracterizado como el ácido ISa.-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico (61). 

3. Obtención del ent-traquiloban-19-oato de metilo 

A 501.1 g del ácido em-traquiloban-19-oico (59), fueron tratados con diazometano 

(CH2N2) en éter etilico a OºC. El curso de la reacción fue seguido por CCF, obteniéndose 

390.2 mg (77.87 %} del elll-traquiloban-19-oato de metilo (62), el cual tiene un pf. 88-

91 ºC y fue recristalizado por par de disolventes n-hexano-AcOEt, (esquema 5). 

~~m/_ lXJ" CH2N2 

· Et20/ OºC 
/······cooH 

59 62 

Esquema 5, Obtención del em-tmquiloban-19-oato de metilo (62). 
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El dinzometano sr. preparó en un equipo exproícso p~ra el caso.: Se pesaron 10.75 g 

de diazald (N-111~til-N-ni1roso-p-tolue11sulfo11n111ida) disolviéndose. -e~ ·75 .ml. de éter 

etílico, posteriormenle se coloco en un embudo de adición y se Ílgr~g~- Íenl~menté a un 

matraz balón que contenía una mczc:la compuesta por 4.0Í g ele KO~l. 1 O mL de éter 

etílico, 1 O mL de 1-!~0 y 15 mL de elanol. Simultáneamente se recolecto el diazometano en 

un matraz balón que con tenia de 75 mL a 100 mL de éter etílico sumergido en un baño de 

hielo, ver figura 1. 

Fi¡:111.,1 l. Equ:pc para preparar diazo111e~1no 

4. Obtención del l 5u-hidroxi-ent-traquiloban-l 9-oato de metilo 

A 147.6 mg del ácido 15a-hidroxi-ent-traquiloban-19-<iico (61) fueron tratados con 

Cl-hN2 en é•er etílico a OºC, el curso de la reacción se siguió por CCF. Una vez evaporado 

el disolvente se obtuvieron 120.9 mg {80.91 %} del l 5a-hidroxi-ent-traquiloban-19-oato 

de metilo (63), ver esquema 6. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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61 63 

Esquema 6. Obtención del l 5ot-hidroxi-11111-traquiloban-19-oato de metilo (63). 

5. Obtención del Ácido 15a-acetoxi-ent-traquiloban-19-oico 

A 52.7 mg del ácido l 5ot-hidroxi-ent-traquiloban-l 9-oico (61) se hicieron 

reaccionar con 0.75 mL de anhidrido acético y 0.5 mL de piridina a reflujo durante una 

hora, siguiendo el curso de la reacción por CCF, concluida la transformación se adicionó 

hielo a la mezcla de reacción, para posterionnente llevar a cabo la extracción del producto, 

lo cual se logro por extracciones sucesivas con AcOEt, la fase orgánica total obtenida se 

l~vó con una solución de HCI al 10% para eliminar la piridina en forma de clorhidrato, el 

exceso de ácido en el medio de reacción fue eliminado al tratarlo con una solución 

sobresaturada de bicarbonato de sodio, y cualquier exceso de reactivo presente en el medio 

se eliminó al lavarlo con agua, para posterionnente secar la fase orgánica obtenida con 

sulfato de sodio anhidro, obteniéndose 47.8 mg {90.70%) del Ácido 15a-acetoxi-ent

traquiloban-19-oico (64), ver esquema 7. 

Retlujo 

Esquemn 7, Obtención del Ácido l Sot-acetoxi-e111-1raquiloban-l 9-oico (64). 
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6. Determinación de la actividad antimicrobiana por el método de 

Mitscher 156) 

6.1 Preparación de los microoi-ganismos. 

Los microorganismos utilizados para la prueba antimicrobiana son los siguientes: 

1. /Jaci/lus subtillis ATCC 6633 
2. Ca11dida albicans A TCC 10231 
3. Pse11do111ona aemginosa ATCC 2561 
4. Escherichia co/i ATCC 536 
5. Aficrococcus /11te11s ATCC 9341 
6. Staphylococcus a11re11s ATCC 6538p 
7. Streptococc11s.faeca/is ATCC 6130 
8. Sa/111011ella typhi A TCC 6539 

Dichos microorganismos deben ser mantenidos en agar nutritivo, siendo inoculados al 

medio de cultivo caldo soya tripticasa (CST), dejando incubar a 37ºC de 24-48 h, para ser 

utilizados posteriormente en el bioensayo, realizándose una dilución 1:100 en solución 

salina al 0.8% estéril. 

6.2 Preparación de las muestras para la prueba. 

40 mg del extracto o 4 mg de producto puro, se disolvieron en 0.5 mL de Tween-80 y 

1.5 mL de solución salina al 0.8% estéril en un vial de 10 mL, una vez solubilizado se 

adicionó la mezcla a un matraz erlenmeyer que contenia 38 mL del medio agar soya 

tripticasa (AST) a una temperatura de 50ºC, se mezcló y se vertió por partes iguales en dos 

cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se incubó a 3 7ºC durante 24 h para realizar la 

prueba de esterilidad (consiste en mantener las cajas en las condiciones anteriores y 

después de transcurrido el tiempo, observarlas y si se encuentran UFC en las cajas, ya no 

son utilizadas en el bioensayo). 

'---------------------··-----·-
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6.3 Pruebn microbiológica. 

Las dos cajas con el extracto 9 se dividen en ocho sectores cada una, para proceder a 

realizar la siembra de cada microorganismo de prueba, por la técnica de estría, como se 

indica en la figura 2. Finalmente se deja incubar las muestras a 37°C por 24 h y se procede 

a observar la actividad (inhibición de crecimiento del microorganismo) o inactividad 

(crecimiento del microorganismo) del extracto o producto puro frente a los diversos 

microorganismos de prueba. A la par fue realizado un blanco (contiene todo menos un 

sustrato, y es donde crecen todos los microorganismos) y un control positivo con sulfato de 

estreptomicina. Además se realizó un control microbiológico del área de trabajo, la cual 

consiste en mantener una caja de Petri con AST abierta durante todo el tiempo del 

bioensayo. Realizándose la prueba antimicrobiana por triplicado, considerando que cada 

una de las muestras se divide en dos. 

7 3 

Figura 2. Forma del sembrado de los diferentes microorganismos por caja. 

De acuerdo con la prueba Je c~1erilidnd se procedió a rcaliz1U"cl hiocnsnyo. 

1 

! 

1 



Tabla 5. Datos de IR CHCh v (cm"1
) para J~s metabolitos secundarios de/ostepha11e madre11sis . 

. ·. ''· 

COMPUESTO . . v (cm'.1) .' ··. 

Ácido ent-traquiloban-19-oico 3601, 3506, 2999, 2982, 2869, 1731; 1692, 1497, 1384, 1263 

1•er espec/ro 1 
·.· 

l 6a-hidroxi-e111-kaurano 3609,3001,2987,2868, 1728, 1602, 1462, 1379.1121, 1048 

ver e.IJJt!Ctro 5 

Ácido 15a-hidroxi-em-kaur-l 6-en-l 9-oico 3602, 3064, 2936, 1683, 1189, 1468, 1258, 1183, 998, 905 

1•crespectro 7 

" Ácido I 5a-hidroxi-em-traquiloban-l 9-oico 3689,3601,3508,2932,2869,I731,1693; 1466, 1262, 1124 

l'a l.'.IJ'h:C//'O 9 

l 5a-hidroxi-e111-traquiloban-19-oato de metilo 3600-3400, 2915, 2860, 1725, 1460, 1465, 1232, 1150, 1015, 

1·cr es¡'h:ctro 12 1000, 800 

Ácido 15a.-acetoxi-e111-traquiloban-19-oico 3500,2994,2954,2932,2869, 1722, 1693, 1371, 1254, 1124 

1'1.'f t!S/lt.'C[frl 15 
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Tabla 6. Despla1.amienlo químico de RMN-1H 80 MHz, CDCI;, TMS para los melabolilos secundarios del. madrensis. 
3 
!!i 
p 

Acido trnquiloban- 16a-hidroxi-enl- Ácido l 5a-hidroxi- Ácido l 5a-hidroxi- 15a-hidroxi-e111- Ac. 15a-accloxi- ¡¡ 
iil 

19-oico kaurano ent-kaur-16-en-19- e111-trnquiloban-l 9- trnquiloban-19- er11-lnlquilohin-J9- ¡;¡ 

\.t"r especlro 2 ver espectro 6 oico. oico oolo de metilo oico ,..,. tsptctro 16 ~ 
·'!! 

Carbono So. g 
"·er espectro 8 verespectro 10 \'er espectro 13 .,'< 

H-12 0.63-0. 77 {señal i 
¡:a 

múltiple, 1 H) 
·:g 
''3. 

¡~ 
g 

H-13 0.63 y0.77 l :g 
Cig 

{señal múltiple, !~ 
IH) 

·,,g .. 
;a 

:l H-15 1.45 (s, IH) 2.70 (s. a., W11i= 

10 Hz, IH) § 
e 

H-17 1.11 (s,3H) 1.37 {s,3H) 5.04 y 5.17 (s. a, 1.24 (s, 3H) " g 
W11t= 4 Hz, 1 H, 1:.g.' 

>i 
HayHb) ·¡ 

3 

H-18 120 (s, JH) 0.86 (s,3H) 1.21 {s,3H) 1.23 (s,3H) 1.15 (s, JH) 1.18 {s, JH) 
,g, 
,ñl 

H-19 0.81 (s,3H) 
'~ 

H-20 0.86 (s,3H) 1.04 (s,JH) 0.95 {s,3H) 0.90 (s, 3H) 0.77 (s, 3H) 0.88 {s,3H) 

H-21 3.61 (s. 3H) .... .... 
CH3-CO- 2.06 (s,JH) 



Tabla 6(a). Desplazamiento químico de RMN-'H 300 MH71 CDCli, TMS para los metabolitos secundarios del. madrensis. 

~ 
Ácido 15cx-hidroxi-ent-kaur-16-m-19-oico · · Ácido !Scx-hidroxi- Ácido 15cx-acctoxi-

,."·r 

traquiloban-19-oico traquiloban-19-oico 
300 MHz 300 MHz, Py-ds i-er espectro 11 . 

H-13 2.75 (s. a, W11t=I 5 Hz, 2.68 (s. a., W1a=l 5 ·. 

IH) Hz, IH) 
.· 

H-15 3.81 (s. a, W1r.?=5 Hi, IH) 4.19 (s. a, W1n=5 3.25 (s, IH) · 4.76 (s, lH) • 

Hz,IH) 
·. ,' ····'f'::.:,.,_.··.''.> 

H-17 5.08 y 5.22 (s. a, W1ri=6 5.23 y 5.52 (s. a., l.20 (s,3H) 1.06 (s, 311) ;;~.(;. 

H2, IH,HayHb) W11t=6 Hz, 1 H, Ha :>':• 

yHb) 

H-18 1.26 (s,3H) 1.39 (s,3H) 1.18 (s,3H) 1.18 (s, 3H) 

H-20 0.96 (s,3H) 1.18 (s, 3H) 0.91(s,3H) 0.88 (s, 3H) 

CHi-CO- 2.06 (s, 3H) 

1·:· 
1·:.· 

l. 

·• 

.... 
v. 
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Tabla 6(b). Desplazamiento químico de RMN-1 3C (20 MHz, CDCb, TMS) para el 

l Sa-hidroxi-traquiloban-19-oato de metilo aislado de Joslepliane madrensis. 

Carbono No. Dcspln7.nmicnlo químico 

63 (o ppm) 

ver espectro 14 

C-1 39.79 (/) 

C-2 19.15 (1) 

C-3 38.15 (/) 
12 17 

C-4 43.82 (s) 

C-5 56.76 (d) 

C-6 20.99 (t) 

C-7 33.94 (el) 

C-8 44.96 (d) 

C-9 52.12 (d) 

C-10 38.58 (s) 

C-11 18.87 (/) 

C-12 25.12(</) 

C-13 23.59 (d) 

C-14 29.72 (1) 

C-15 86.76 (d) 

C-16 27.87 (s) 

C-17 16.02 (s) 

C-18 28.69 (e) 

C-19 177.82 (s) 

C-20 12.74 (e) 

C-21 51.06 (e) 



Tabla 7. Espectro de masas (I. E. miz) para los metabolitos secundarios de Jostephane madrensis. 

Compuesto M/z(%) 

Acido enr-traquiloban- 302 [M+, 100%), 246 (85.4), 231(34.15),119 (41.5), 93 (65.9), 91 (85.4), 79 (51.2), 41 (41.5) 

19-oico 

l 6cx-hidroxi-en 1-kaurano 209 [M+, 7.32], 275 [M+- H,O. 41.4], 257 [M+- H20-CH3, 20], 232 [M+-C3H.0, 29.3], 229 (7.3) 

217 [M+-C.,H60-CH3,12.02], 123 (39), 105 (36.6). 69 (63.4), 55 (65.9), 43 (100), 41 (631) 

Ácido l Scx-hidroxi-ent- 318 [M+, 26.8], 303 (M+- CH3• 17.1], 300 [M+- H,O, 41.5], 285 fM+- H20-CH3, 61], 272 (M+-

kaur-16-en-19-oico HCOOH, 14.6], 260 [M+-C3H,,O-CH3,95.l]. 257 [ M+- HCOOH-CH3, 24.4], 245 [M+-C3H60-

CH3,31.8], 91(90.2),84 (90.2), 79 (100), 55 (85.4) 

Ácido 1 Scx-hidroxi-enr- 318 [ M+, 100], 300 [ M+- H20. 31.71], 285 [ M+- H:O-CH,, 61], 261(41.5),151(63.4),145 (46.3), 

traquiloban-19-oico 123 (56.1), 107 (61), 105 (73.2). 97 (81.7), 95 (56.1), 93 (64.6), 91(99),79(90.2),41 (68.3) 

15cx-hidroxi-ent- 317 [M+-CH,, 4.48], 314 (7.3), 275 (9.8), 239 (6.1), 236 (6.1), 215 (7.3), 182 (14.6), 159 (8.5) 147 

traqui loban-19-oato de (2.7), 145 (20), 135 (13.4), 121 (28.6), 107 (36.6), 105 (43.9), 91 (78.1), 81 (51.2), 79 (73.2), 43 

metilo (92.7), 41 (100) 

Ac. 1 Scx-acetoxi-enl- 361 [M+J, 360 (30), 318 (3), 313 (1.3), 105 (23.2), 91 (29.3), 79 (24.4), 60 (17.07), 57 (18.3), 55 

traquiloban-19-oico (26.83), 45 (28.05), 43 (100) 
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Tabla 8, Evaluación microbiológica por el método de Mitscher, de los metabolitos 

secundarios (0.1 mg/mL) obtenidos del extracto clorofórmico de lostephane madrensis. 

Compuesto 1 2 3 4 5 6 7 g 

Extracto CHCb de Jostepha11e + + - - - - - -
111adren.\·is 

Acido traquiloban-19-oico (59) - + - + - - - -

Traquiloban-19-oato de metilo - + - - - - . . 
(62) ·. 

16a-hidroxi-ent-kaurano (60) -
,,.,''. 

:., -:•. - - - . 
> .· }.''· \' •·: :'. 

Acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16- t' ····t\ 
.. - - - . . 

.1 t .... ·.• : . : 
. 

en-19-oico (47) ... : 
Acido 15a- hidroxi-traquiloban-

.~¡¡ 
.- +-: - - - - . . .. 

19-oico (61) : 

·!' .... ,.. : 
'-'"'!"' 

(+) Inhibición del cr~iml~~~o (-)No hay inhibición del crecimiento 

Microorganismos utilizados para la evaluación microbiológica. 

J. Bacillus subtilis ATCC 6633 

2. Ca11dida albicans ATCC 10231 

3. Escherichia co/i A TCC 536 

./. Pse11do111011a aeroginosa A TCC 2561 

5. Micrococc:us l11te11s A TCC 9341 

6. Staphyfococcus a11re11s A TCC 653Sp 

7. Strep1ococc11s.faeca/is A TCC 6130 

8. Sa/111011e/la 1n1hi ATCC 6539 
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Es1Jectro 3. IR (CllCb) del Traquilohan-19-oato de metilo. 
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Espectro 5. IR (CllCb) del l6u-hidroxi-e11t-kaurano. 
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Es11ectro 6. Rl\IN-
1
11 (80 l\111z CDCl3, Tl\1S) del 16a-hidroxi-elll-kaurano. 
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Espectro 8. Rl\IN-
1
11 (80 l\IHz CDCl3, Tl\IS) del Acido 15a-hidroxi-e11t-kaur-

16-en-19-oico. 
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Espectro 9. lR (Clf Cl3) del Ácido lSa-hidroxi-trnquiloban-19-oico: 
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Espectro 10. RMN-1H (SO MHz CDCl3, TMS) del Ácido 15cx-hidroxi
traquilob:m-19-oico. 
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Espectro 11. IOIN-13C. (300 Mllz, CDCl3, TMS) del i\cido 15a-hidroxi-lraquiloban-19-oico. 
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Es¡1cctro 12. IR (CllCIJ) l Su-hidroxi-tnú¡uilohan-19-oato de metilo. 
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Espectro 13. RMN-
1
11 (80 Mllz CDCl3, Tl\IS) del 15u-hidroxi-traquiloban-19-

oato de metilo. 
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Espectro 1-t. Hl\IN-IJC Técnica ;\l'T (20 l\llllCIJ('l3, Tl\IS) de15u-hidroxi
traquilohan-19-oato de metilo. 
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Es11crtro 15. IR (CllC13) del Ácido 15a-acctoxi-traquiloban-19-oico. 
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Espectro 16. Rl\lN-111 (80 l\lllz CDC13, Tl\1S) del Ácido 15a-acetoxi

traquiloban-19-oico. 
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La raíz seca de Jostep/lane madrensis fue sometida a extracción por maceración, con 

CHCh en las proporciones que se describen en la parte experimental, para después proceder 

a la separación y determinación de algunos metabolitos secundarios. 

• Ácido traquiloban-19-oico (59) 

De las fracciones 1-17, obtenidos al eluir la columna con n-hexano se aisló un 

producto cristalino de pf. 132-135ºC, que en su espectro de masas por impacto electrónico 

muestra un ion molecular de miz 302. En el espectro de Infrarrojo (espectro 1 ), se observa 

una banda para v (0-H) en 3506-2626 cm ·1 y dos bandas que corresponden v (C=O) en 

1731-1692 cm"1
, lo cual indica que en la molécula esta presente un grupo carboxilo, el cual 

se comprobó químicamente al obtener el éster correspondiente por metilación con CH2N2 

en condiciones normales (espectro 3 ). 

El espectro de RMN- 1H (espectro 2) de este compuesto muestra tres singuletes a 

campo alto· que integran para 3H, lo cual indica la presencia de tres metilos unidos 

a un carbono cuaternario. Además se observan dos señales múltiples a campo alto 

(ó 0.63-ó 0.77) que por su desplazamiento químico corresponden a los protones que 

forman parte de un ciclopropano [57]. 

Por lo anterior, se propuso como hipótesis estructural un diterpeno tetraclclico con 

esqueleto del traquilÓbano, ya que este incorpora en su arreglo molec~lar un ciclopropano 

{figura 3). De esta manera se expli~n los seis grados de insaturación de ~ta molécula, una 

debido al grupo carboxilo y cinco al esqueleto d~l traquilobano. 

j 
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Figura 3. Esqueleto bas_e del traquilobano, el cual inc~rpo.ra aun ciclopropano. 

La asignación para los tres singuletes obseivados 'en el espectro de RMN- 1H 

(espectro 2) que corresponde a los grupos metilo unidos a carbonos cuaternarios son 

CH3-l 7 (8 1.11 ), CHJ-20 (8 0.86), tales asignaciones se argumentan al considerar el efecto 

de anisotropia causada por el grupo carboxilo en posición axial sobre el CH)-20. 

El efecto de un grupo carboxilo axial sobre un grupo metilo unido al mismo átomo 

de carbono es desprotección, debido a que el grupo metilo se encuentra espacialmente muy 

cercano al grupo electroatractor. De ahí que la señal que se encuentra a campo mas bajo 

haya sido asignada al CH3-l8 (ll 1.2). Mientras que al grupo CH3-l 7 se le asigno la señal en 

ll 1.11, al considerar el efecto de desprotección que causa el anillo de ciclopropano. 

De acuerdo a lo anterior y con base en la comparación de las propiedades fisicas y 

constantes espectroscópicas (espectros 1-4) informadas en la literatura para el traquiloban-

19-oato de metilo, se puede concluir que la sustancia aislada de Jo.wephane madre11sis es el 

ácido traquiloban-19-oico [57-59). 

• l6a-hidrod-e11t-ka111·ano (60) 

De las fracciones 18-55 eluidas con n-hexano se obtuvo un sólido blanco con 

pf. 212-215 "C, que corresponde al l 6a-hidroxi-e11t-kaurano. 

Para la identificación y caracterización de esta sustancia se tomaron en cuenta las 

vibraciones que se obseivan en el espectro 5 (IR) que muestra la presencia de un grupo 
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hidr~xilo; en.~J11.cm·1 v (O~H);ademZL ~~se~a u~: ~jñal doble en .¡379 cm·• y 

1462 c~-•:du~s~g\~re Ja pre~encia d~ un gemdillletilo q~e c0rrespo~de v (C-H). En su 

espectro ~N~1!{ ~~ ~bservan cuatr~ señal~ simple~ que integ;an para tres protones, 

l~s c,uales ·.c0~.;i;ponden. a cuatro metilos unidos a carbonos cuaternarios. Los datos 

descrit()S permitieron proponer una formula molecular C20H34Ü, a la cual le 

corresponden cuatro grados de instauración y como hipótesis estructural un diterpeno 

tetraciclico con esqueleto del tipo del ent-kaurano con un grupo hidroxilo como 

sustituyente en el C-16. 

Las asignaciones a las diferentes señales que aparecen en su espectro RMN.IH 

(espectro 6) se hicieron de la siguiente manera: 15 0.86 (s, 3H) se asigno al CH3-18 en 

posición ecuatorial, mientras que la señal 15 0.81 (s, 3H) se le adjudico al CH3-19 en 

posición axial, tomando en consideración que los grupos metilo en posición ecuatorial 

sufren un efecto de desprotección debido a los electrones que forman un enlace sigma 

C-C[60]. 
·-· '-·. - '. - ' 

Por otro, lado, al CHJ720 se le asigno:~a señal 151.04 (s, 3H), debido al efecto de 

desprotección originado por las i~teráli:;~~~s;:J, 3-diaxiaÍes que tienen con el grupo 
r "¡". ,• 

metilo de la posición número diez. La señal 15 1.37 (s, 3H) y la señal 15 1.45 (s, JH) 

fueron asignados al CHJ-17 y al' hidrógeno del grupo hidroxilo del C-16 

respectivamente. 

De la discusión anterior y comparando' el patrón de fragmentación del espectro de 

masas [61 ], se pudo concluir que el compuesto aislado de lostephane madrensis es el 

l 6a.-hidroxi-e111-kaurano [61-63]. 

12 
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,.. Ácido 15 a.-hidrolli-e11t-kaur-16-en-19-oico 

De los eluatos 143-154, se obtuvo un sólido de pf. 156-159°C, que por sus 

propiedades espectroscópicas y fisicas corresponden al Ácido 1Sa-hidroxi-e11t-kaur-16-en-

19-oico (47). 

Esta sustancia tiene una fómmla molecular C20HJ00J, a la cual le corresponde un 

peso molecular de .318 urna y seis grados de insaturación. En su espectro de infrarrojo 

(espectro 7).inuestra la presencia de un grupo carboxilo por las bandas 3200-2500 cm·• para 

la v(O-H) y·~·na banda en 1692 cm·• para la v(C=O). 

La presencia del ~etileno exociclico se corrobora por las bandas en 3064 y 906 cm·• 

v(C=C-H),:la absorción del grupo hidroxilo aparece en 1016 cm·• v(C-0) y 1258 

cm·• v(C-H). 

En el e~pecí~Ü de, RMN-}H (~~pectro 8), se observa en 6 0.95 una señal simple 

(3H), la cu~lc0~'esp~~(¡{~í'cf:I;~20, debidÓ al efecto de anisotropia (protección) ejercida 

por el grupcl earboxi16.- ~ito s~' deb~ al arreglo espacial que presenta el sistema sp2 (plano 
. ,',• .; ' .· 

trigonal), el_c_tinl tiene lib.re rotación Y. tiende a estar equidistante del CH3-20 [62]. 

Otro efecto observado es la desprotección sobre el CHJ-20, debido a las interacción 

1,3-diaxiales, entre dicho grupo metilo con el grupo carboxilo del C-4, esta. debido al 

arreglo espacial de los anillos que forman el esqueleto del e111-kaurano -tnllls, anÍi, cis....:..., 

dichas interacciones corresponde a un desplazamiento a campo bajo en aproximadamente 

0.12 ppm (tabla 9 y figura 4). 
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Figura 4. Esqueleto del e111-kaumno. 

Tabla 9. Desplazamientos químicos de los grupos metilo en derivados del e111-kaurano. 

Grupo en C-4 CH,-18 CH,-20 Compuestos 

axial (R) 

-Cl-h 0.85-0.81 1.01-1.00 20: R'= Cl-'3 

-CH20H 

-COOH 

-CH20H 0.96-0.95 0.99 21:R'=CH3 

-COOCH, 

-COOCH, 1.17 0.82-0.81 22: R'=CH3 

-COOCH3 

-COOH 1.24-1.23 0.94-0.93 23: R'= COOCH, 

Por otro lado, la señal en li 2.70 (s. a. \V V.=10 Hz) fue asignada al protón unido al 

C-15, el cual se encuentra en posición alílica con respecto a los C(l6)-C(l 7). 
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La orientaéión a del grupo hidroxilo fue establecida. por Piozzi y colaboradores [64] 

como se describe a continuación. Primeramente efectüar~n •u.na reducción catalítica del 

ácido grandiflorico · (l 5a.-hidroxi-11111-kauran-l ~-oi~o 65). obteniéndose como producto el 

dihidroderivado; [l 5a.-hidroxi-ent-kaur~l 9"oico (66)], el cual posteriormente se trató con 

LiAIH.i para obtene~ el dial (67), ver esquem~ 8. 

¡.t 

11 11, 

Pd/C 

6G 
11 

j ~'"' 
Ac,o 

11 
Py 

Esquema 8. Derivatización del ácido grandiflorico realizada por Piozzi y 

colaboradores para establecer la estereoqulmica en C-15. 

Este último fue acetilado y el producto obtenido de esta reacción 68 pemlitió 

deducir la posición entre el grupo metilo del C-17 y el ¡,'Tllpo hidroxilo del C-15, los cuales 

guardan una relación trans debido a la constante de acoplamiento J= 4Hz de los H-15 y 

H-16 [64-67). 
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,. . :- . -

El CH3-J 7 tieneuna orientación p, ya que la hidrogenación catalítica del doble 

enlace de C-16 y C-17_ procede por la cara si de la olefina (69), como se ilustra en el 

esquema 9. 

Pd I C 

69 

Esquema 9. Reaéción de hidrogénacióri catalítica. 

Con base en lo anterior y compara~d~· las,:propiedades fi~icas y espectroscópicas 

con las infommdas en la literatura se dedujo que se trataba del ácido l 5a.-hidroxi-ent-kaur

l 6·en-l 9-oico (62, 64-66). 

Por otro lado, la estereoquímica del eplmero en el C· 15 del ácido l Sa-hidroxi-ent

kaur-16-en-19-oico, ha sido determinado por correlación química de la siguiente manera: 

1. La oxidación del alcohol alílico produce la enona correspondiente 

2. Esta al ser tratada con NaBH.t. produce el producto original, como se observa en 

el esquema 10, donde la entrada del hidruro al C-15 es por el lado menos 

impedido de la molécula por lo que el grupo hidroxilo tiene una orientación p 
(66]. 
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H H 

11 · CrOJ/Py " 

1 " NaBll4 

H 

" 

Esquema 10 •. Oxidación y reducción del ácido 15a.-hidroxi-e11t-kaur-19-oico para 

determinar la orientación delgrupo.hidroxilo en C-15. 

Así mismo en el espectro 8 de RMN-1H se observan las señales correspondientes de 

ácido 15a-hidroxi-m1C(uil~ban-19-oíco, 6 3.28, H-C1,, lo cual indica que se trata de una 
\ ,·,::... 

mezcla de ambos ácidos. 

• Ácido 15 a-hidroid-elll-traquiloban-19-oico 

De los eluatos 153-303, (n-hexano-AcOEt) de polaridad creciente se aisló un 

producto cristalino de pf. 222-224°C. 

En el espectro de masa por impacto electrónico muestra una señal correspondiente a 

su ion molecular de miz 318. El espectro de infrarrojo (espectro 9) muestra la presencia de 

una banda ancha en 3300-2500 cm·1 que se asigna a la v (0-H) y dos bandas a 1731 cm·• y 

1693 cm·' que corresponde a la señal v (C=O), Jo cual sugiere la presencia de un grupo 
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carboxilo, que fue confirmada aLtratar una muestra de este compuesto con CH2N2 en éter 

etílico, y obtener el derivado metilado correspondiente de este metabolito secundario 

(espectro de lR, 12), la presencia del grupo hidroxilo fue determinada por la banda ancha 

1360 cm·1
, la cual corresponde a la vr (0-H), la presencia de este grupo fue confimiada al 

acetilar una muestra de· este .compuesto en condiciones normales para obtener su 

correspondiente derivado acetilado (espectrote IR, 1 S). 

El espectro de RMN-13C (espectro 14) de su derivado metilado muestra un total de 

21 átomos de carbono. La naturaleza de un grupo funcional y el grado de hidrogenación de 

los átomos de carbono, se deduce con base en su desplazamiento químico, de donde se 

dedujo la presencia de un grupo hidroxilo, cinco cuaternarios, cinco melinos, siete 

metilenos y cuatro metilos. Por lo que la molécula posee una fórmula molecular C21 H310 2 • 

El espectro de RMN-1H (espectro 10) de este compuesto muestra la presencia de 

tres señales simples, las cuales fueron asignadas de la siguiente manera: o 0.90 para 

CH.1-20, el cual sufre una protección (.ó.o = 0.13-1.12 ppm), cuando el ácido carboxílico es 

transformado al éster metílico. En la tabla 1 O, se muestran los desplazamientos qulmicos 

observados para dos compuestos diferentes con esqueleto de traquilobano aislados de 

/0~·1epha11e madren.vis. 
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Tabla 10. Desplazamientos químicos de los grupos metilos en compuestos con esqueleto 

del tipo de traquilobano. 

Compuesto CH3-20 CH3-l8 

Acido l 5a.-hidroxi-traquiloban-l 9- 0.90 

oico • 

l 5a.-hidroxí-traquiloban-19-<>ato 0.77 

de metilo* 

Acido traquiloban-19-oico * 0.86 
. 

Traquiloban-19 oato de .metilo 0.74 

.... .: I· 

l 5a.-acetoxi-traquiloban-l 9-<>ico • 0.88 

Ácido 7a.-hidroxi-traquiloban-l 9- 0.79 

oico ** 
• Compuestos aislados de loslephane 111adre11sis . 

•• Compuesto aislado de He/ia111'111s ciliaris. 

1.21 

1.15 

1.20 

1.12· .· 

>.·u 
1.18 

1.15 

CH3-l7 CH3-2l 

1.23 ---------

1.20 3.61 

1.11 -----------
· . 

uo 3.61 .. 
•. 

1.06 -·--------

1.15 ----------

Por otro lado, la seilal o 1.21 corresponde al CH3- l 8 y al CH3-l 7 le corresponde la 

seilal de o 1.23, mientras que la señal de o 3.21 (s, 1 H) se asignó al átomo del hidrógeno 

del C-15 base de un grupo hidroxilo. Tal asignación fue apoyada al observar en el espectro 

de RMN-1H (espectro 16) del derivado acetilado de este compuesto, una seilal simple que 

integra para un hidrógeno en o 4. 76; mientras que la señal del CHJ· 17 es de o 1.07 

(60= 0.16). La posición y el arreglo espacial del grupo hidroxilo fueron confirmados con 

base en los desplazamientos químicos de en En un esqueleto del tipo de traquilobano el 

grupo CH,-17, tiene una orientación p ecuatorial, mientras que el grupo hidroxilo en el C-

15 puede tomar dos diferentes orientaciones p axial 70 y a. ecuatorial 71. 
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13 axial 70 a. ecuatorial 71 

El efecto de un grupo sustituyente separado por tres enlaces de un átomo de 

carbono depende de la orientación relativa; por ejemplo un átomo de carbono en su 

conformación· eclipsada o alternada sufre una protección mayor que su configurómero 

anti [68), por lo que los átoinos de carbono y al grupo hidroxilo, con orientación 13-axial, 

deben de sufrir un desplazamiento a campo nito, debido al efecto de compresión estérico 

originado por el grupo hidroxilo. 

Sin embargo, en la tabla 11, se muestra un .M mayor para los átomos de C-7, C-14 

y C-17, lo cual. indica q~e.existe un mayor efecto de compresión estérica entre estos 

átomos de carbono·~ el ~ropo hidroxilo. En la figura 5a y Sb, se muestra la disposición del 

grupo hidroxilo con_-respecto_ a e.stos átomos de carbono, encontrándose que únicamente el 

C-14, tiene la conformación adecuada con respecto al grupo hidroxilo (Sb). 

ro 00 m· ~··A? 
Sa Sb 

Figura 5, Configuromero a/1/f (5 a) y configuromero ~y11 (5 b). 
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. - '.:·.:~. 

--
El configuromero anti en donde el g~po ~idroxilo es fl~axial y:~n el cual el efecto 

y-gauche seria nulo (figura Sa), y el configuroÍnero -':)in ci(cl d~;(~J2grupo lildroxilo es et.· 
• .. ·{·:··c.'·'.····•. •. • , . 

[67-69). 

La discusión anterior confirma la estructura y ~st~r~jq~illl;~ de e~ie metabolito 

secundario aislado de lostephane madrensis y. '~ue fue identificado 'com~ ácido l 5~
hidroxi-traquiloban-19-oico [67, 69-70]. 

12 17 
12 17 

62 
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Tnbln 11. Desplazamientos químicos en Carbonos para tres diferentes compuestos con 

esqueleto del traquilobano (CDCJ,, TMS). 

Carbono Traquiloban· 19- 7a.-hidroxi- l Su-hidroxi- A5 • 65 •• 

oato de metilo 62 traquiloban-19-oato traquilobnn-19-oato 

de mclilo 72 de mclilo63 

39.5 39.7 39.79 -0.2 -0.29 

2 18.8 19.4 19.15 -0.6 -0.3S 

3 38.1 38.S 38.15 -0.4 -O.OS 

4 43.7 43.6 43.82 0.1 -0.12 

5 57.0 54.0 36.73 3.0 0.27 

6 21.8 24.9 20.99 -3.1 0.81 

7 39.3 74.2 33.94 -34.9 5.36 

8 40.8 47.4 44.96 ·6.6 -4.16 

9 52.7 52.2 52.12 0.5 O.SS 

38:58 
- -,. .. ,, _: __ ~ 

10 38.6 39.3 -0.7 0.02. 

11 19.7 22.3 18.87 .,-2.6 ,.•.•. 0.83 

12 20.5 24.0 25.12 .-3.5 ~.62 

13 24.2 21.0 23.59 3.2 0.61 

14 33.1 32.2 29.72 0,9 3.38 

15 50.4 45.4 86.76 5.0 -36.36 

16 22.4 20.1 27.87 2.3 -5.47 

17 20,5 20.9 16.02 -0.4 4.48 

18 28.7 29.2 28.69 -0.5 0.01 

19 177.9 179.9 177.82 -2.1 0.02 

20 12.3 13.l 12.74 -0.8 -0.44 

21 51.06 

A5 • ( 5 del compuesto (62) - 5 del compuesto 72) 

Ao •• ( 5 del compuesto (62)- 8 del compuesto 63) 

'---------------------··-----·---- ·---
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Método de Mitscher 

La actividad antimicrobiana de plantas puede ser detectada por observación de la 

inhibición del crecimiento de varios microorganismos, como respuesta al contacto de los 

extractos de las plantas y los metabolitos secundarios aislados de los productos naturales 

[71]. 

La concentración utilizada generalmente para el ensayo antimicrobiano, en la 

evaluación de extractos crudos de plantas es de 0.1 mg/mL y el criterio utilizado para 

indicar actividad antimicrobiana en la prueba es la inhibición del crecimiento de uno o mas 

de los microorganismos [42]. 

El método de Mitscher, ha sido utilizado para probar algunas sustancias con 

actividad antimicrobiana y para el descubrimiento de estas propiedades en los productos 

naturales, en los cuales, se ignora dicha propiedad [42]. 

Al realizar la evaluación microbiológica de los diferentes metabolitos secundarios 

aislados de /ostepha11e madrcnsis por el método de Mitscher y utilizando los 

microorganismos estandarizados {cuatro bacterias grampositivas: B. s11bti/is, S. a11reus, ~: 

faecalis y M. luteus; tres bacterias gramnegativas: E. co/i, S. typhi y P. aeroginosa: y una 

levadura C. a/bicans} y de acuerdo con la tabla 8, (pp 47), puede mencionarse que el 

extracto clorofórmico de /ostepha11e madre11sis; y las sustancias aisladas no tuvieron 

actividad inhibitoria frente a E. co/i, M. lute11s, S. aurcus, S. faeca/is y S. typhi. Sin 

embargo, los metabolitos secundarios aislados de L madrcnsis presentan actividad 

inhibitoria, frente a C. a/bicans, con excepción de la sustancia 60 en el cual se observa que 

hay crecimiento del microorganismo. El extracto clorofórmico de/. 111adre11sis y los ácidos 

47 y 61 mostraron tener actividad antimicrobiana, por lo tanto, inhibición del crecimiento, 

frente a B .. 111btillus. La sustancia pura 59, mostró tener inhibición del crecimiento del 

microorganismo P. ae111gi11osa. 

El microorganismo C. a/bica11s, coloniza la piel, las mucosas y el tracto 

gastrointestinal; produciendo infecciones en la vagina, cavidad bucal, entre otras, por lo 

tanto, como se puede observar en la tabla 8, el extracto clorofómtico de /. 111adre11si.• y 

------·-
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sustancias aisladas de esta, presentaron actividad frente a C. a/bica11s y hubó crecimiento 

del microorganismo en el compuesto 60; considerando que /, 111adre11sis es utilizado para 

complicaciones gastrointestinales, ulceras estomacales, entre otras [6], los resultados 

obtenidos en esta prueba preliminar (método de Mitscher), indican que puede haber una 

correlación entre el uso de la planta/. 111adra11sis en la medicina tradicional y los resultados 

obtenidos con respecto a C. a/hica11s, pero debido a que esta es una prueba cualitativa, se 

sugiere hacer ensayos para determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI), en cada 

producto aislado del extracto clorofórmico de/. 111adre11sis. 

En la literatura se iriforma la actividad antimicrobiana del ácido e111-kaur-16-en-19-

oico (43), aislado de Mikal;fa ~íio/l~~asdnsis el cual presenta actividad frente a S. a11re11s y 

c. albica11s, a diferentes do~ce'n"trncion.is (72]. 
,:, ,1,"'.·/· .. 

En. cstud;~i. ~~liii¡~~~:;en Mikania obt11sa1a, Vig11iera al7Jil/ioides y Wedelia 

pa/11do.m , fueron· aisladá~"~ustancias con esqueleto del e111-kaurano las cuales presentan 

actividad fre;te al ~ará~it~ Tri~nosoma cn1zi en la etapa de tripomastigote (73-75]. 

De Viguiara dec11rre11ts (35] fueron aislados productos que poseen en su estructura 

el esqueleto del a111-kaurano, como la sustancia 47 presentando actividad insecticida. 

Además, se ha descrito en otro estudio quimico realizado a /ostepha11a heterophylla 

(11 ], se obtuvieron constituyentes químicos similares a los encontrados en l madrensis, 

donde se evalúa la toxicidad (Artemia salina), obteniéndose para el l 6a-hidroxi-ent-kaur

l l -en-l 9-oato de metilo (73) LCso: 4.3 y el ácido tmquiloban-19-oico (59) LC,o: 945.7. 
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La infonnación anterior confi~a ia utilidad del método para detectar actividades 
'· > :- ,"·,J 

antimicrobianas en sustancias puras y· extractos de plantas independientemente del tipo 

estructural que presentan las ;~siancillli aisladas: es una evaluación cualitativa, es decir, una 

prueba preliminar de los efect~s a~timÍcrobianos; 
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.. · -, \ '- . 

l. Del extracto clorofórmico de /ostepha11e mádreiisis se aisla,ron , cuatro diterpenos 

teJraclclicos con csqueÍéio 'del c111~káurano y traquÚobano, los ~ualesson: ácido c111-

trnquiloban-19-oico, • l 6~-hidroxi-~1;,.kaun;mi,, ácido tsa....'hiclrrixi~~;-,,_kaur-16-en-19-
,,~· :; ~ '. ?!~:.:>-~¡;:~~:; oico y el ácido 1 Scx._:hidr<lxi-~11í:traquÚ6ban-19-<lico. 

,,_. :Yf;,-, '.\:'.~ 
;.~;;'.; . ' 

2. Se obtuvieron el tmquiloban~l 9-oato de metilo y dos' derivados 'del áCido 1 Scx.-hidroxi-

e111-tmquiloba;,-19-oic~! siendo el Íscx.-hidroxi-e11t-trn~uÚob~ri~19-oa;o de metilo y el 
. ·.. ·' :·· _,;_·' "'>. ·_. ·_ ' 

ácido 1 Sa.-acetoxi~elll-traquiloban-19-oico, para poder confirmar su estructura química 

y los desplaza~Íentos q~ímicos de los metilos anguláres en dichos compuestos. 

3. Por medio de técnicas espectroscópicas (IR, RMN~1H, RMN-' 3C y EM-lE), se logro 

caracterizar a l~s: ~etabolitos secundarios antes mencionados, aislados del extracto 

clorofórmico de lostephane 111adre11sis. 

4. Por medio del método de Mitscher, se evaluó la actividad antimicrobiana, frente a 

varios microorganismos estandarizados, encontrándose que todas las sustancias 

aisladas de /ostcphane 111adre11sis, no mostraron actividad inhibitoria frente E. co/i, M. 

/1111111s, S. a11re11s, S . .faeca/is y S. typhi, además, frente a C. albica11s, todos las 

sustancias resultaron ser activas con excepción de la sustancia l 6a.-hidroxi-e111-

kaurano; frente a B. s11btill11s el extracto clorofórmico de/. madrensis, y los ácidos, 

ácido 1 Sa.-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico y el ácido 1 Scx.-hidroxi-e111-kaur-16-en-19-

oico, resultaron ser activos. Por otro lado, el ácido c/l/-traquiloban-19-oico, presentó 

inhibición del crecimiento del microorganismo P. ae1w:i11osa. 

S. Por lo tanto, se puede afirmar que los objetivos planteados para este trabajo fueron 

alcanzados; sin embargo, se requiere de complementación del proyecto, con las 

biotransformaciones pertinentes a las sustancias mayoritarias del extracto clorofórmico 

de /. madrensis. 
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\. Se requiere de la evaluación y del análisis químico del extracto etanólico y hexánico de 

Jostephami madrensis. 

2. Se sugie~e realizar además de las pruebas antimicrobianas, otras evaluaciones como: 
' (•( ·"·': ,' .. ·_ · .. -. '.' :· : ··>_,-- ,. . 

toxicidad (Artifmia ;c,úi1a), p~eb~s antiinflamatorias, larvicidad, entre otras. 
',>,··". ···-~-. .,,~·---~-· 

- ;·-_-;· - ~:~;.:~;·- .. ::/~~:;; :·~--
3. Se propon.e estudia·r una ~ntidn~ ~ayor de material vegetal y poder realizar las 

evaluacion~~ ~-~iv~·p~~ íriÓ~c~l~ Íis~.; > · 
~~>-' _, ,1):_:-:.·1 -·; ' 1;íi" <·'_,.' 

. ·. '.i'.~~-, ;, ·'~'- , );;:.' -

4. RcaliZll.r ul1 a~áÜsi's'~<u,i''~i~u¿ioso de las fracciones menos polares de la diferenciación 

crom~tog~fi~~~··~~~¡cl~dosé~éc.iicas más precisas (HPLC) 

5. Las sustaÍlcias aisladas pueden ser objeto de biotransformaciones con hongos 

filamentosos ya que hasta hoy los diterpenos son las sustancias más estudiadas a este 

respecto (76-79). 
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