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LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Bibliografia
Acetil-SCoA Acetil succinilcoenzima A
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NADPH Dinucleétido de niacina-adenina-fosfato reducido
d . Doblete
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m . Multiplete
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pf Punto de fusion
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RMN-!*C Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
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uv Ultravioleta
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micrablolagica de

el cuarto

ran’ riqueza

biolégica, se aﬁade otra de lgual valor, que es produclo [ la mlemcclon e las socledades

humanas que habitaron este ‘erntono con su medlo ambleme -

Los pucblos iﬁdiéen"aé pbs'éeh todavia un conocimiento considerable de su entomo
natural, son ellos los que s:guen preservando y acrecentando la gran variedad de especies
cultivadas que le heredaron sus antepasados. Dichas especies adaptadas a muy diversas
condiciones cllmatlcns, altltudes relieves y suelos, constituyen una importante reserva de
genes. Se estima que mas del 25% del total de especies de plantas superiores que hay en el
pais poseen algiin uso, lo que las convierte en un recurso de gran valia, como fuente de
sustancias . quimiqas importantes desde diversos puntos de vista —bioldgicas,

economicas, farmacolégicas, quimicas, entre otras—

Todos los pueblos del mundo han usado las plantas medicinales para atender sus
problemas de salud y una gran mayoria, desarrollados y en desarrollo, siguen haciendo uso
de ellas actualmente. En las (ltimas dos décadas se ha producido un enorme cambio en las
estrategias y politicas, tanto de los gobiemos, 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 investigacion, aplicacién e industrializacién de los

productos.

Los datos indican que la medicina tradicional y las plantas medicinales, serin de
mayor importancia en los afios venideros y se realizaran esfuerzos inusitados en este siglo,
para llevar a cabo su complementacion y articulacion, dentro de los sistemas nacionales de

salud, en decenas de paises. Las plantas medicinales son el recurso material mis amplio y
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valioso de la ‘medicina tradicional indigena: Su estudlo cs un tema rccurrente en la historia

de México tarea complej si se piensa’en la enorme nqucm cultural y floristica del pais.

A pesar de esta nqueza bloléglca y _éste enorme acervo cultural, existe
relativamente poca mformaclén cnentiﬁca acérca del empleo, composiciéon quimica,
ecoldgica, etnobiodiversidad y evaluac:én bloléglca de la mayoria de las especies
empleadas en la medicina tradicional en Méxice. El empleo de tales plantas es
enormemente empirico y por lo tahtb, existen muchas variables que influyen en la
cficiencia de las preparaciones que de ellas se hacen. Es importante sefialar que la mayoria
de los prototipos farmacéuticos son sustancias de origen natural principalmente vegetal, ya
que la blsqueda y caracterizacién 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 accion. Este hecho justifica la importancia de generar conocimientos
~—botdnicos, etnobotanicos, quimicos, ecolégicos, farmacolégicos, entre otros— sobre los
recursos vegetales con que cuenta nuestro pais, ya que esto permitird valorar y utilizar

racionalmente dicho recurso.

Dentro de este recurso vegetal se encuentra la familia Compositae (Asteraceae),
una de las méis abundantes de la flora fanerogdmica de México y a la cual pertenece
lostephane madrensis (cachana), esta 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 pastrointestinales, enfermedades del higado, ilceras estomacales,
padecimientos del rifion, la esterilidad, “mal del espanto”; ademas es utilizada como

cataplasma para el tratamiento de heridas e inflamaciones.

Por lo tanto el presente trabajo tiene como finalidad la extraccion, aislamiento y
caracterizacion de los metabolitos secundarios mayoritarios de Jostephane madrensis
(cachana) y determinar la actividad microbiolégica del extracto crudo y sustancias puras

con la finalidad de convalidar su uso popular.
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En Meéxico, 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 multiples observaciones y numerosas experiencias acumuladas, por
grupos éinicos y sociales que habitan nuestro pais, enmarcados dentro de las facilidades y
circunstancias que otorga el ecosistema, el intercambio social, las enfermedades mas
comunes de la region y por la disponibilidad préctica del recurso. De esta manera existen
tradiciones que han contribuido a la salud y bienestar de diferentes culturas [1, 2].

Aunque no existen datos precisos que aseguran el valor y extension del uso de las
plantas medicinales. La OMS ha calculado que aproximadamente el 80% de la poblacién
del mundo hace uso en alguna medida de este recurso para resolver sus necesidades de
atencion primaria de salud; ya sea como Ginico medio de cumcién o como un medio
alternativo. Por lo que en los ultimos afios, se ha logrado revalorar los recursos vegetales
de nuestro pais, el cual debido a su situacion geografica 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 investigacion de los constituyentes quimicos aislados ée las plantas medicinales,
representa solo un pequefio porcentaje (48,000) de las 250,000 especies existentes,
mientras que la fraccion sometida a un rastreo biolégico o farmacolégico es ain mas
pequefia (15,000) [3,4]. Cabe mencionar que el proceso que conduce a obtener de las
plantas constituyentes puros y activos farmacolégicamente es muy largo y minucioso.
Ademds requiere de una colaboracién multidisciplinaria de botanicos, quimicos,

farmacologos y toxicologos.

De esta manera, al conjugar los resultados de las diversas investigaciones se
contribuye al conocimiento de nuevas alternativas de agentes terapéuticos mas eficaces, los

cuales pueden formar estructuras conocidas o novedosas.




ca do dilerpencs

menos efectos sec

Por Io anterlor, enel presenle traba_]o se describe el estudio qutmuw de A madrens:s
(cachana) planla medlcmal empleada por los. Tarahumaras  para - el trammlento del
reumahsmo y ‘de las Glceras digestivas. Esta planta, junto con la arnica, yerba mora y

_ siricua, ‘son los ingredientes del 1é ulcero, el cual es muy popular en la ciudad de

Chihuahua para el tratamiento de las Gilceras estomacales [6].
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1. PROPIEDADES DE LA FAMILIA Compositue

1.1 Caracteristicas morfoligicas de Ia familia Compositae (Asteraceue)

Existen en el mundo una gran cantidad de familias de plantas, distribuidas
conforme a su habitat natural. La familia Compasitae (Asteraccac) es la mas vasta dentro
de las fanerogamas y la mejor distribuida en el mundo. Dicha familia esta constituida por
hierbas, arbustos y arboles, con hojas alternadas y opuestas, las flores son hermafroditas,
unisexuales o estériles, actinomorfas o cigomorfas, con caliz ausente o sustituido por el
papus o vilano, que sirve para la diseminacion de los frutos, las flores se encuentran
agrupadas en cabezuelas o capitulos. Estas poseen un involucro formado de bricteas, en
receptaculo plano, concavo, convexo o globoso sobre el que se encuentran implantadas las
flores, protegidas por bracteas, llamadas paleas. Las cabezuelas que tienen flores del

mismo sexo se llaman homégamas, si son de diferente sexo se llaman heterégamas [7-8].

1.2 Habitat

Se conocen 316 géneros en la familia Compositae, distribuidos en 13 tribus, estas

son; Heliantheae, Helenieae, Astereae, Euy ieae, Inuleae, Anthemideae, Calendul

Cardueae, Mitisicae, Cichoricae, Senecioncae, Vernonieae y Arctoteae. Donde en México,
la Heliantheae, Helenieae, Astereae y Eupatorieae son las mas importantes y abundantes,
que en conjunto dan a estas plantas mexicanas un matiz fuertemente americano; las demas
tribus tienen una importancia cuantitativa secundaria, pues son grupos cuyos centros
principales de diversificacion se encuentran en otras partes del mundo. La participacion de
estas plantas en la flora fanerogamica de México a nivel de géneros alcanza un 13.2% del
nimero total, aumentando la familia del Sureste a Noroeste. Los valores maximos
encontrados (19.9%) se localizan en la parte altiplana correspondientes a Durango y en el
Sur de California, el minimo (4.4%) en la region de Tuxtepec (Oaxaca), sobre la planicie

costera del Golfo de México [8].
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El bosque tropical perennifolio, caracteristico de clima calido y hiimedo, representa
el “habitat-menos propicio para los miembros de la familia, en cambio los matorrales
xerofilos, los pastizales y los bosques de pino y encino los favorecen particularmente. Los
valores minimos (0.0 y 0.9%) corresponden al bosque tropical en Campeche y la region de
Tuxtepec (Oaxaca) respectivamente, los valores maximos, 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 montaiiosos (20.0%) [8].

En México, al igual que en la mayor parte del Continente Americano, la tribu
Heliantheae forma el grupo dominante de la familia Compositae, alcanzando una mayor
diversificacion y abundancia en las partes montafiosas entre 1000 y 2000 m de altitud,
escasa a mas de 3000 m e inexistente en el norte de Alaska; de esta circunstancia cabe
establecer la afinidad por las regiones templado-célidas y tropicales de montaiia, mismas
que pueden haber sido el lugar de origen de la tribu Heliantheae, 1a cual constituye la base

del arbol genealogico de la familia Compositac [8].

1.3 Componentes aislados de la familia Compositue

La familia Compositae esta conformada 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 &cidos 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 mayoria de las
especies vegetales. Sin embargo, compuesios como los alcaloides, glucdsidos
cianogénicos, amidas, cumarinas y diversos constiluyentes fenolicos tienen una
distribucion mas limitada, lo cual los convierte en un cariacter quimico que puede ser de

utilidad en la clasificacion taxondmica del vegetal que los contiene (quimiotaxonomia) {9].
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2. Tostephane mudrensis
2.1 Distribucion en México

Un estudio etnobotinico realizado con plantas originarias de la Republica Mexicana
indica que éstas han sido agrupadas con base a su nombre comin y caracteristicas
morfoldgicas, encontrandose que losiephane madrensis forma parte de un complejo
denominado *“cachani” junto con otras tres especies de esta familia (Leatris punctaia,

Pealivm sp y Roldana sessifolia) [6].

lostephane madrensis  pertenece a la subtribu Helianthinae [10] (Helieniheae,
Compositae), lostephane madrensis  (cachana) cuyos sindnimos son Helianthella
madrensis o Pinocarpus madrensis, la cual esta constituida por cuatro especies que crecen
en las montaiias del Norte, Centro y Sur de México. Una de estas especies es /ostephane
heterophylla, distribuida principalmente en el noroeste de los estados de Chihuahua,

Sinaloa y en el sur de Oaxaca [11].

Aunque la cachana es comun en el Mercado de la ciudad de Chihuahua, su
distribucion se encuentra limitada principalmente a poblaciones aisladas en las colinas
Orientales de la Sierra Madre de Chihuahua [12].

2.2 Caracteristicas Morfolégicas

lostephane madrensis conocida como cachana presenta raices gruesas y carnosas,
sus tallos son escasamente pubescentes o glabros, casi desnudos de 60 cm de largo,
sosteniendo de tres a cinco flores penduladas. Las hojas en su mayoria son radicales,
lineares y largamente pecioladas, agudas o acuminadas de 10.2 cm a 25.4 cm de longitud,
también presenta hojas caulinales mis cortas, enteras y glabras en el haz. Las flores se
encuentran agrupadas en cabezuelas pequefias (cinco a seis lineas de flores), involucro

finamente pubescente formado por bracteas. Las bracteas de las flores poseen nueve lineas




d¢ longitud, son escamosas, delg,adas y escanosas yel vtlano llene dos ansms delgadas y

numerosamente desectadas. Los bosques de pinos sirven de mcho pam la cachana [6).

2.3 Farmacologia

La raiz de lostephane madrensis es utilizada como cataplasma parael tiatamiento

de heridas e inflamaciones; Ia tintura alcohdlica o el extracto acuoso para el reumatxsmo y: :

la artritis; el té de esta raiz es utilizado para la dnabetes, comphcaclones gastromtstmal&s,'

enfermedades del higado, tlceras estomacales, los padecnmlenlos del rifién Ia esterilidad’ y S

“mal del espanto” [6).

La raiz seca de la cachana junto con el cuachalalate'*(Amp ip: uygmnr

adstringens), la amica® (Heterotheca inuloides), la yerba mora® (éolamlm .sp) y la smcua :

(Plumbago scadens) son los ingredientes para la preparacion del té den_ommndo ulcero, el

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

El cuachalate es utilizado para tratar dleerss, cancer de estomago, gastritis y ciertas lesiones cutdneus,
1bién es utilizado en infecciones gindes [13).

El amica actia como cicatnizante, desintectante y/o
pulmin, pecho, muscular, renal o de reumas {141,

La yerba mora, es empleada en lavados vaginales y para la secrecion de la leche, ademas interviene en la
curacion de dolor de muelas. fucgos, mal de hoca ¥ previene ¢l vomito [15].

La siricua os antipasmodico intestinal, es udemis un cardioinhibitorio, ayuda a la impotencia y es un
sedante para los dolores de uleeras. 11 aceite de las semillas del fruto es un remedio para vanos tipos de
tumores, adenis de tener achvidad anticancerigena | 16].

1

» para los dolores de dleera, estomago,
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3. TERPENOIDES

3.1 Caracteristicas Generales de los Terpenoides

Se conoce con el nombre de terpenoides a un grupo de sustancias quimicas de gran
interds por su uso tan variado. Posiblemente la quimica organica de productos naturales se
inicio con el aislamiento de terpenoides 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 niimero de unidades

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

H,C H

He” CH,

Tabla 1. Grupos de Terpenoides.

Terpenoide Unidades de Carbono Unidades de Isopreno
Monotempenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3

Diterpenos 20 4

Sesterpenos 25 5

Triterpenos 30 6

Politerpenos n n

n= Unidades de carbono v de isopreno

Los diferentes tipos de terpenoides antes mencionados son metabolitos secundarios
de plantas, con excepcion del grupo de los sesterpenos, ya que estas sustancias solo se

encuentran en hongos y en el insecto parasito Ceroplastes albolinears [17-19).




3.1.1 Usos y propicdades de los Terpenoides

Los terpenos tienen numcrosas aplicaciones, la industria del perfume los aisla de
flores, hojas y raices, para preparar perfumes de alto valor comercial. Algunos terpenos son
intermediarios importantes en sintesis organicas, otros se usan como disolventes, tal es el

caso del aguarras [17-18], que es una mezcla de o y B-pineno (2, 3).

Los terpenos oxig,enados tienen ;_.,eneralmcnte olor agradable, por lo que los aceites
escncna]es aumentan su. vnlor, mlentras mnyor proporcion de compuestos oxigenados
conlcng,an [l7] " e

- Es’ poco comun que una especne en particular pueda tener todos los tipos de
terpenmdes por eso es notable el caso del guayule (Parthenium argemtatum), ya que
contiene _todas las clases de terpenoides; monoterpenos en su aceite esencial,
sesquiterpenos (parteniol y guayulinas A y B), triterpenos (argentatinas A, B y C) [17-18,
21], ademas de politerpenos en forma de hule en un alto porcentaje.

3.2 MONOTERPENOS

Loos monoterpenos son elaborados por las plantas y pueden servir como inhibidores de
la germinacién de otras especies para asi evitar la competencia por ciertos nutrientes,
especialmente por el agua, si ésta es escasa. Como ejemplo se puede citar, a Salvia
lewcophyla 'y Artemisia caliﬁ)ni)'ca, especics nativas de las zonas aridas del sur de

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




 y evalliacion Microbiciogica de dterpencs telracteicos de fostephane mad : 12

simples entre los que se encucntrzm ay 13 pmcno el alcanf‘or (4) y el ] 4 cmeol (5), los

cuales actian como toxmas frente a otras cspecles

3.3 SESQUITERPENOS

Los sesquiterpenos son productos naturales con quince atomos de carbono, formados
por tres unidades de isopreno. El sequiterpeno més sencillo y al que se considera precursor
de los demas sesquiterpenos es el farnesol (6), sustancia de olor agradable, que aunque se

encuentra en numerosas plantas, siempre esta en pequeiias cantidades [17,18].

Se ha encontrado que  las lactosas sesqunerpemcas poseen achvndad herbicida,
tales como . la hehangma Tanaka . colaboradores demostraron que estas sustancias
tienen - actividad bnologlca, debldo al grupo carbomlo o, B-insaturada presenta en su
molecula [18-19].

Estas sustancias, ademas de ser inhibidoras del crecimiento, tienen la importante
propiedad de favorecer la formacion de raices en estacas, ayudando asi a la reproduccién
vegetativa, lo que tiene la enorme ventaja sobre la reproduccion por semilla de no alterar

las caracteristicas genéticas de la nueva planta.
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3.4 DITERPENOS

Los diterpenos constituyen un grupo de sustancias formadas por la ciclizacién del

geranil geranilo, lo que origina numerosos tipos de estructuras.

Muchos diterpenos con estructuras muy diversas son de gran interés debido a sus
propiedades bioldgicas, entre las que destacan: la- actividad reguladora del crecimiento
vegetal, que tienen las giberelinus, la actividad antialimentaria para insectos que tienen
algunos diterpenos enl-kahrénicos las propiedades toxicas de los diterpenos con esqueleto
de taxano y la mteresame actnvxdad b:ologlca de los diterpenos oxepinicos del zoapatie
(Montanoa tomentosa) [1 7 19]

Los esqueletos mas comunes presentes en los dnerpenos. se encuentran descritos en el

cuadro 1.

Cundro’ 1 Estructums de los dlterpenos mas comines 7) Labdano. 8) Clerodano, 9)
Kaurano, 10) leamno ll) Cassano y |2) Abletano



En la tabla 2, se enlistan las estructuras de algunos diterpenos aislados de plantas.

Tabla 2. Estructuras de Diterpenos [10, 17]

CICLOS NOMBRE ESTRUCTURA

Biciclo Copalol 13

Labdano 14

Clerodano 15

Triciclico Acido abiético 16




de

Continuacion Tabla 2

Allodevadarol 17

Pimarano 18

Abictano 19

Tetraciclico Esteviol 20

OH
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Continuacion Tabla 2.

Monoginol 21

Hidroximonoginol 22

Kaurano 23

Pentaciclico Traquilobano 24
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3.4.1 Biosintesis de los Diterpenos

La biosintesis de los diterpenos puede ser descrita en’ dos ctapas, las cuales se

describen a continuacidn:

La primera etapa de la biosintesis (Esquema 1) de los,dilerpenbs;te;mciclicos, se
inicia con la condensacién de tres unidades de acetil-SCoA para formar el anion.
mevalonato (27). El proceso implica la formacién inmediata de aceto acetil-SCoA (25) y
subsecuente generacién de B-hidroxi-B-metil-glutaril-SCoA (26). Este altimo se 6onviene
en mevalonato mediante un paso dependiente de dos unidades de NADPH. Una molécula
de NADPH funciona en la reduccién del grupo carbonilo a un grupo hidréxilo, y la
segunda 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 1.

La segunda etapa [20-25] se inicia con la activacion 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 descarboxilacién y una desfosforilacion para generar pirofosfato
de isopentenilo, que se isomeriza posteriormente, formando pirofosfato de v,y-dimetilalilo.
El pirofosfato de isopentenilo (29) se condensa con una molécula de pirofosfato de v,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 farnesilo (32).

En términos generales se ha sugerido que la primera etapa de ciclizacion involucra el
ataque electrofilico de un proton en el doble enlace terminal en C-14 del pirofosfato de
geranil-geranilo (33) ver esquema 2, seguido de una serie de desplazamientos electronicos
de los dobles enlaces en C-6 y C-10 para formar dos anillos fusionados de seis miembros y
posteriormente la eliminacion de un proton del grupo metilo exociclico y asi formar un
intermediario ciclico estable, conocido como pirofosfato de copalilo (34), el cual sirve

como sustrato en varias ciclizaciones adicionales para formar diferentes tipos de



36), el cual egm ;n klca

El" amque nucleof'llcok el: doble enlacc A" -6 al C-8 genera una - ciclizacion

ad |c|onal pam formar un carbocatlon en C-16 (37)

El intermediario (37) puede eliminar un protén del C-15 y formar un doble enlace
C(15)-C(16), generiandose asf el esqueleto del enr-beyereno (38). Por otro lado, la ruptura
parcial del enlace C(12)-C(13) y la formacidn parcial del enlace C(12)-C(16) genera un
carbocation no clasico (39), el cuales un intermediario importante en la formacion del
ent-kaureno, traquilobano y enr-atisano. El esqueleto de ¢ni-kaureno se origina mediante la
formacion del enlace C(12)-C(16) del intermediario (39), para generar un carbocatién
terciario (40) (observiandose en el cambio de numeracion), el cual se estabiliza por pérdida
de un proton de C-17 para formar un metileno exociclico (42). Alternativamente, a partir
del intermediario (39), se da la formacién del esqueleto del traquilobano (41), mediante la
pérdida del proton en C-12 y la formacion del enlace entre los C(12)-C(16), ver
esquema 2 [20-25].
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ESQUEMA 1
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ESQUEMA 2
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3.4.2 Diterpenos de Viguiera y Tithonia

El género Viguiera es considerado como el origen de la familia Compositae, por lo
que ¢l estudio taxonomico de Vigniera y géneros relacionados con esta, tienc interés en
cuanto al aspecto evolutivo de la familia Compositae. Este género produce lactonas
sesquiterpénicas del grupo de las Heliangdlidas; ademas de compuestos aromaticos como
buteina y sulferitina, acidos diterpénicos del tipo kaurano, estracheno y traquilobano; asi’
como compuestos acetilénicos y flavanoles [26-30]. En la tabla 3, se enlistan los diterpenos .
aislados de varias especies de Viguniera, los cuales se encuentran relacionados con el

1énero lostephane.
B

Dentro de la subtribu Helianthinae (Heliantheae, Compositae) [10], los géneros
Tithonia y Helianthus estan relacionados con el género Viguiera, siendo nativas de México
y Centroamérica. En estos géneros se han identificado lactonas sesquiterpenicas,
diterpenos, flavonoles, compuestos acetilénicos y triterpenos en varias especies vegetales
de estos géneros, lo cual indica que existe una notable relacion filogénica entre ambos
géneros. En la tabla 4, se enlistan los diterpenos aislados de los géneros Tithonia y

Helianthus,
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Tabla 3. Diterpenos aislados del género Viguicra.
PRODUCTO FUENTE REFERENCIA
Acido ent-kaurenico 43 Viguiera linearis 31
Acido 9,11 dihidro-ent-kaurenico 44 V. linearis 31
(2Z, 6Z, 10E)-3,15-dimetil-7-carboxi-11-formil- V. lacimiata 32
2,6.10,14-hexadecatetra-en-1-o0l (acido viguierico) | V. delroidea 33
45
V. maculata 34
Acido ent-kaur-16-en-19-oico 46 V. decurrens 35
Acido 15a-hidroxi-enr-kaur-16-en-19-oico 47 V. maculata 34
Clerod-14-ene-3c,4B3,13E-triol 48 V. tucumanensis 36
37
Acido 12B-etoxi-enr-kaur-9(11),16-dien-19-oico 49 § V. excelsa 36
12B-etoxi-ent-kaur-9(11),16-dien-19-oato de metilo | V. smcumancnsis 36
50 37
V. decurrens 3s

Acido 1Sa-angeliloxi-enr-kaur-16-en-19-o0ico 51
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Tabla 4. Ditemenos aislados de Yithonia y Helianthus
PRODUCTO FUENTE REFERENCIA
Acido ent-kauren-19-oico 46 Tithonia longiradiata 38
Helianthus niveus 39
Acido grandiflorico 47 1. longiradiaia 38
H. nivens 39
Acido 17-hidroxi-enr-kaur-15-cn-19-oico §2 1. longiradiata 38
Acido ent-158,16p-epoxi-17-hidroxikauran-19- | 7 longiradiata 38
oico §3 ot : .
Acido lGd-liidféki-é/}t;kéumll#l 9-0ico- 54 |1 pedunculata 40
79);054_{épiiraqqilobano:ito’dé metilo 55 H. ciliaris 41
' el)l-kaixfenfl 9-0ato de'mcvtilo 56 H. nnivens 39
Acido ciliarico 57 H. niveus 39
7-a-hidroxi-4-epitraquilobanato de metilo §8 H. niveus 39
H. ciliaris 41




y de diterpenos

Esquema 3. Estructura de los diterpenos iaislédos ;.)Orﬁ"/l'gliliel‘a,7’7’1’!‘0)’1‘[‘0 y Helianthus

25




de

26

Continuacion de Esquema 3

CHyCH;0
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4. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

A pesar de la diversidad tan amplia de antibidticos que se usan clinicamente y sus
andlogos semisintéticos, atin continttan los estudios para el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos; ya que la combinacion 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 firmacos antimicrobianos,
involucra el estudio ' de .compuestos de diferentes estructuras a los de uso actual. Estos
compuestos deberin ser extraidos de origenes 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 bisqueda de plantas biologicamente -activas, incluyendo

efectos antibacteriales y antifungicos [43].

Dada la complejidad de los extractos de plantas, existen trabajos relativamente
limitados que conducen al aislamiento de sus agentes antibacteriales. El principal problema
ha sido la interferencia en ensayos in vitro por la diversidad estructural o algunas veces
compuestos altamente coloreados, las propiedades lipofilicas 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 determinados por el microorganismo empleado, el
volumen del indculo, la composicion del medio de cultivo, el pH y la temperatura de
incubacion [44-45].

Existen diversos métodos para detectar la actividad antimicrobiana, y pueden ser
clasificados en tres grupos:

1. Método de dilucion
2. Meétodo de difusién
3. Método bioautografico
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4.1 Método de dilucion

La técnica de dilucidén puede realizarse con medio liquido y un medio solido, estos
se basan en la dispersion 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 sélidos 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 dilucion en medio liquido, es el mas complicado pero también la
técnica mas precisa [46]. Este método es el mas recomendado para la determinacioén de la
CMi de una muestra pura y la CMB, En este método la turbidez es tomada como una

indicacidn de la densidad bacteriana [47].

En el método de dilucion en agar, se mezcla una cantidad de 1a 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 difusién

En este método se emplea un disco o un cilindro en el agar como reservorio y se
basa en medir el didmetro de la zona de inhibicion. 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 microorganismo {45).

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

precipitacion de sustancias insolubles en agua en el cilindro o en el disco previene alguna



difusion de la sustancias antimicrobiana dentro del agér. El método de disco en papel filtro

es satisfactorio y aceptable para ensayar antibiéticos solubles en agua [48]
4.3 Método bioautogrifico

Es un método para localizar la actividad antibacteriana en un cromatogramé. Casi
todos los procedimientos se basan en la técnica de difusion en agar, en el cual los
compuestos antibacteriales son transferidos desde la capa cromatografica a una caja de
agar inoculado, seguido de un proceso de difusién del compuesto, las zonas de inhibicién
son después visualizadas; otra técnica consiste en realizar una suspensiéon del
microorganismo en un caldo, para posteriormente ser aplicado a la CCF desarrollada [44].
La incubacién en una atmésfera himeda permite el crecimiento de la bacteria, las zonas de
inhibicion son después visualizadas con un reactivo de deteccion-actividad-
deshidrogenasa, como las sales de tetrazolio, en el que las bacterias metabolicamente
activas, convierten la sal en el comrespondiente formazano intensamente coloreado [49],
otros indicadores redox tales como 2,6-diclorofenol violeta es uno de los mas sensibles

para hidrolizar la esculina [50].

Sin embargo, en las tltimas décadas un amplio programa de rastreo de extractos de
plantas se han realizado, no solo para determinar la actividad antibacterial y antifungica
sino también para la actividad antiviral, antiparasitaria y otras actividades biolégicas {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, acidos monoterpénicos y alcoholes sesquiterpénicos, esteres diterpenos e
iridoides [51]. Considerando el nimero enorme y la sorprendente diversidad estructural de
los constituyentes de las plantas con actividad antimicrobiana, hace pensar que los agentes
antimicrobianos que actiian localinente y/o sistémicamente, pueden ser descubiertas en el

vegetal.
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Mexlco esun paxs vasto en recursos vegetales, donde destacan las plantas de uso
medlcmal ‘cabe seﬂalar que aproxnmndamente 5000 especies tienen aplicaciones curativas,

aunque muchos de los usos estén restringidos a determinadas regiones o localidades por

condlcmn s com el medlo amblenle, la existencia de la misma planta y el modo de vida

.de la poblac n, Ademas, muchas de ellas carecen de estudios en el area de etnobotanica,

i qulmlca farmacoléglca y de aplicacién clinica.

Por " tanto, el presente trabajo.tiene como finalidad la extraccion, ‘aisl‘:iinie'mb,

caracterizacion y actividad antimicrobiana de los metabolitos secundariosy maybritarios de

Ia.m'phane madrensis (cachana), la cual es utilizada rutmarlamente por los anahumaras

para el tratamiento del reumatismo, de las tlceras dl;,_,esnvas entre olros

5 Robert Byc. J. Botanico. UNAM. Comunicacion Personal



IV. OBJETITVO GENERAL



on 'y gica 0e diterpenos de 31

Realizar el estudio quimico. y determinar la evaluacion  de la “actividad
antimicrobiana del extracto cloroférmico de lostephane madrensis (cachana), con la’
finalidad de aislar y caracterizar a partir de dicho extracto sustancias quimicas con

actividad antimicrobiana. -

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1

Realizar la investigacion bibliografica del periodo 1990-2001. sobre estudios
qulmlcos y biologicos de la familia Compositae, género lostephane 'y g,eneros

relacxonados con él.

1.2 Evaluar la “actividad antimicrobiana  del extmcto cloroférmico de Ia.\lepliane

madren.su frente a diversos mlcroorgamsmos estandanzados

1.3 Ajslar y! caractenzar Ios metabolltos secundanos mayontanos, presentes en el

extraclo cloroformnco de dncha especne ve, etal

14 Evaluar la actmdad anUmlcroblana de as’ sustanc:as mayontanas aisladas del

\ extracto clorofonmco de loslepllane madrensrs.




V. HIPOTESIS



-
[
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‘lostephane madrensis (cachana) 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 la familia Compositae, han
demostrado que estas poseen una gran variedad de metabolitos secundarios, donde
destacan los flavonoides, lactonas sesquiterpenicas y diterpenos tetraciclicos. Entonces, es
muy posible que por medio de técnicas convencionales de laboratorio, se podran aislar los
metabolitos secundarios mayoritarios de la raiz de lostephane madrensis y determinar la
actividad microbioldgica de los extractos crudos y sustancias puras, con la finalidad de

convalidar su uso popular.




VI. MATERIAL Y EQUIPO



nye uacion ogica de aiterpencs de lostef 33

Material vegetal’
* lostephane madrensis (Mercado Judrez de la Ciudad de Chihuahua)

1. Material para el estudio quimico (extraccién, aislamiento, purificacién y

caracterizacién de los metabolitos secundarios)
Materiai de vidrio

Camaras de elucion de diferentes tamaiios
Campanas de vacio

Capilares

Columnas cromatograficas de diferentes dimensiones
Embudo Hirsch de porcelana

Embudos de vidrio de diferentes tamaiios
Equipo para destilacion simple y fraccionada
Frascos viales (5 mL)

Matraz bola (150 y 1000 mL)

Matraz erlenmeyer (25, 50, 125 y 250 mL)
Matraz kitazato (25, 250 y 1000 mL)

Placa de toque de porcelana

Probetas graduadas (10, 250, 500 y 1000 mL)

YN Y

AN U U T W M G M O

Sustancias

Celita 545 (Merck)

Cloruro férrrico

Silica gel 60 GF para CCF (Merck)
Sulfato cérico amoniacal (Aldrich)
Sulfato de sodio anhidro (Aldrich)

Diazald (Aldrich)

VY NYYYY

Disolventes

Acetato de etilo, grado técnico (Disolventes y Mezclas)
Acetona, grado técnico® (Merck)

Cloroformo, grado analitico (Monterrey)
Diclorometano, grado analitico (Mallinckrodt)

Etanol, grado técnico® (Merck)

Eter etilico, grado analitico (Mallinckrodt)

Metanol, grado técnico® (Merck)

YYYYY VY




P

N-Hexano, grado técnico® (Disolventes y Mezclas)

Otros

.
>
.

»

Cromatofolios de Silica gel 60 Fass (Merck)
Espitula de acero inoxidable

Equipo

YYYYYYYyyyyy

Aparato Fisher-Johns

Balanza analitica (Ainsworth 100 A)

Balanza granataria (OHAUS 700-800)

Balanza semianalitica (OHAUS E 400)

Baiio de agua (Biichi B-481)

Lampara de UV 254/366 nm (Mineralight)

Reostato (Staco Energy)

Rotavapor (Biichi R-124)

Equipo para Diazald

Espectrofotometro de IR (Perkin Elmer, modelo 283 y 681) .
Espectrometro de Masas (Hewlett Packard 5985 GC/MS system 70 e V)
Espectrofotometro de RMN (Varian FT 8a y VxR-3005)

2. Material para el ensayo microbiolégico

Material biolégico

YYYYVYYYY

Bacillus subiillis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 10231
Psendomona aeruginosa ATCC 2561
Escherichia coli ATCC 536
Micrococcus luteus ATCC 9341
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Streptococeus faccalis ATCC 6130
Salmonella yphi ATCC 6539

¢ El disolvente fue purificado mediante destilacion fraccionada
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Material de vidrio

» Frascos viales (5 mL)

» Matraz erlenmeyer (125, 250, 500 y 1000 mL)

» Cajas Petri

» Probeta graduada (50 mL)

» Pipeta graduada (1 y 5 mL)

» Tubos de ensayo con tapdn de rosca (18/100 mL)
» Termdémetro (-10- 100°C)

Sustancias

» Twin 80

» Solucion salina 0.8%
» Agarsoya tripticasa
» Caldo soya tripticasa

Equipo

» Balanza analitica (Ainsworth 100 A)
» Estufa (FELISA Aut. SC DGE-11524)
» Autoclave (IECSA)

Otros

Gradilla de metal

Asa bacteriolégica

Espatula de acero inoxidable
Mechero bunsen

Algodon

Papel destraza

Maskintape

Marcador de aceite

Regla (30 cm)

Gasa no estéril

YV NYYYNYYYYY



VII. PARTE
EXPERIMENTAL
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1. Diagrama de flujo

Raiz seca de lostephane madrensis I

Maceracion CHCl, CCV

Ac. ent-traquilobun-19-oico
¢

Ac. 15a~-hidroxi-ens-kaur-16-cn-19-ico
Rl

n-hexano
—{

n-hex/AcOEt

16a-hidroxi-ens-Kuirany
60

-]

n-hexano

i CHN, 1 Et,0 0°C

‘l‘ruquilobm-l‘)-o.;uo de metilo
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I 5a~hidroxi-ent-tmquiloban-19-ato de metilc. “Ae. ISa-aecioxilénl-ﬁnquﬂobm- 19-oico
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o
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Caracterizacion de los metabolitos por métodos espectroscopicos (IR, RMN-'H, RMN-"C y EM). I‘*

l Evaluacion microbiologica por el método de Mitscher
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2. Analisis quimico del extracto cloroférmico de la raiz de
lostephane madrensis.

Para el aislamiento de los metabolitos secundarios mayoritarios del extracto
cloroférmico (53.87 g) de la raiz de Jostephane madrensis (cachana), * * por medio de
CCV (9.7 cm de diametro y 14 cm de altura), empleando como fase estacionaria
187.1 g de florisil y como fase mdvil n-hexano, para continuar eluyendo con mezclas
de n-hexanpo/AcOEt de polaridad creciente, hasta finalmente eluir con AcOEt puro; de
donde se obtuvieron 425 fracciones de 100 mL cada una, el desarrollo cromatografico de la

columna se siguié por medio de CCPF, utilizando como revelador sulfato cérico aménico.
2.1 Acido traquiloban-19-cico (59).

De las fracciones 1-17, obtenidas al eluir la columna con n-hexano se aislé un
sOlido, que fue recristalizado por par de disolventes AcOEt-EtOH, obteniéndose 3.47 g
{6.44%]) de un sélido blanco de pf. 132-135°C, el cual fue identificado y caracterizado con

base en sus propiedades espectroscopicas.

2.2 16-a-hidroxi-ent-kaurano (60).

De las fracciones 18-55 [n-hexano], se aislé un solido cristalino en forma de
agujas, el cual fue recristalizado por par de disolventes n-hexano-EtOH, obteniéndose
546 mg {0.101%} de un solido blanco de pf. 212-215°C, que fue identificado por
comparacion con muestra auténtica, y en base en sus propiedades espectroscopicas y
caracteristicas fisicas.

1. madrensis (8. Watson) Strother, obtenida en el mereado de la Reforma en el municipio de Chihuahua, 4
de Octubre de 1985,

¥ Fue identiticada por los profesores Robert Bye y Edelmira Linares coleccion 14147, del Instituto de
Biologia de la UNAM
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23  Acido 15-a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico (47).

De los eluatos 143-154, obtenido al eluir fa columna con mezcla de n-hexano: AcOEt
de polaridad creciente, se aislé un sélido cristalino, el cual fue recristalizado por par de
disolventes AcOEt-n-Hexano, obteniéndose 1.36 g {2.53%} de un sdlido blanco de
pf. 156-159°C, que 'por sus propiedades espectroscdpicas y propiedades fisicas

corresponden al compuesto 47,
24 Acido 1So-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico (61).

De los eluatos 155-303, obtenidos al eluir la columna con mezclas de disolventes
n-hexano-AcOEt de polaridad creciente, se aisld un sélido cristalino qﬁe fue recristalizado
a partir de una mezcla CHCly/n-hexano y lavado posteriormente con éter isopropilico, de
esta operacion se aislaron 1.03 g {1.93%} de un sélido blanco de pf. 222-224°C, el cual

fue caracterizado como el acido 15a-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico (61).
3. Obtencion del enttraquiloban-19-oato de metilo

A 501.1 g del 4cido enr-traquiloban-19-oico (59), fueron tratados con diazometano
(CH:N3) en éter etilico a 0°C. El curso de la reaccién fue seguido por CCF, obteniéndose

390.2 mg {77.87 %} del ent-traquiloban-19-0ato de metilo (62), el cual tiene un pf. 88-

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

CH3N;

E:0/ 0°C
“COOCH;
62

7/ ™coon
59

Esquema 5, Obtencion del enr-traquiloban-19-oato de metilo (62).
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etilico, posteriormente se coloco en un embudo de adlcnon y [ ag,reg,o enlamcmc aun

matraz baldn que contenia una mez:la compuesta por 4.01 g c KOH 10 mL de éter
etilico, 10 mL de I[:O y 15 mL de etanol. Simultineamente se recolecto el dmzometano en
un matraz balén que contenia de 75 mL a 100 mL de éter etilico sumergido en un bafio de

hielo, ver figura 1.

Figura 1. Equipc para preparar diazometanc
4. Obtencién del 1 5a-hidroxi-enttraquiloban-19-oato de metilo

A 147.6 mg del acido 1 5a-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico (61) fueron tratados con
CH;Nzen éter etilico a 0°C, el curso de la reaccidn se siguié por CCF. Una vez evaporado
el disolvente se obtuvieron 120.9 mg {80.91%} del 15a-hidroxi-ens-traquiloban-19-oato

de metilo (63), ver esguema 6.

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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CH,N,

Et,0/ 0°C

Esquema 6. Obtencién del 15a-hidroxi-ent-traquiloban-19-oato de metilo (63).

5. Obtencion del Acido 15a-acetoxi-ent-traquiloban-19-oico

A 527 mg del acido 15a-hidroxi-ens-traquiloban-19-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 reacciéon por CCF, concluida la transformacidn se adiciond
hielo a la mezcla de reaccion, para posteriormente llevar a cabo la extraccion del producto,
lo cual se logro por extracciones sucesivas con AcOEt, la fase orginica total obtenida se
lavé con una solucién de HCI al 10% para eliminar la piridina en forma de clorhidrato, el
exceso de acido en el medio de reaccion fue eliminado al tratarlo con una solucién
sobresaturada de bicarbonato de sodio, y cualquier exceso de reactivo presente en el medio
se elimind al lavarlo con agua, para posteriormente secar la fase organica obtenida con
sulfato de sodio anhidro, obteniéndose 47.8 mg {90.70%)} del Acido 15a-acetoxi-ent-

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

"MOH  Ac,O/Py

Reflujo

< ,
“COOH
64

“cooH

61
Esquema 7, Obtencion del Acido 15a-acetoxi-ens-traquiloban-19-oico (64).



6. Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de

Mitscher [56]

6.1 Preparacién de los microorganismos.
Los microorganismos utilizados para la prueba antimicrobiana son los siguientes:

Bacillus subtillis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 10231
Pseudomona aeruginosa ATCC 2561
Escherichia coli ATCC 536
Micrococcus luteus ATCC 9341
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Streprococeus faccalis ATCC 6130
Salmonella typhi ATCC 6539

BN LWL =

Dichos microorganismos deben ser mantenidos en agar nutritivb, siendo inoculados al
medio de cultivo caldo soya tripticasa (CST), dejando incubar a 37°C de 2448 h, para ser
utilizados posteriormente en el bioensayo, realizandose una dilucién 1:100 en”solucién
salina al 0.8% estéril. V.

6.2 Preparacion 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 solucién salina al 0.8% estéril en un vial de 10 mL, una vez solubilizado se
adicion6 la mezcla a un matmz erlenmeyer que contenia 38 mL del medio agar soya
tripticasa (AST) a una temperatura de 50°C, se mezcl6 y se verti6 por partes iguales en dos
cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se incubdé a 37°C 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).




6.3 Prueba microbioldgica.

Las dos cajas con el extracto ? se dividen en ocho sectores cada una, para proceder a
realizar la siembra de cada microorganismo de prueba, por la técnica de estria, 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 (inhibicién 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. Ademas se realizé un control microbiolégico del area de trabajo, la cual
consiste en mantener una caja de Petri con AST abierta durante todo el tiempo del
bioensayo. Realizandose la prueba antimicrobiana por triplicado, considerando que cada
una de las muestras se divide en dos.

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

7 De acuerdo con la prucba de esterilidad se procedio a realizar el bioensayo.




Tabla 5. Datos de IR CHCI; v(cm™) bam los metabolitos sqcuﬁdan'os de Jostephane madrensis.

COMPUESTO SO v em)
Acido ent-traquiloban-19-oico oL 3601, 3506, 2999,»2_‘982;2“8»6:9',-.173»1;;]692, 1497, 1384, 1263
ver espectro 1 ' . : e . ‘
16a-hidroxi-ens-kaurano 3609, 3001, 2987, 2868, 1728, 11602,_1462, 1379, 1121, 1048

ver espectro S

Acido 15a-hidroxi-eni-kaur-16-en-19-oico 3602, 3064, 2936, 1683, 1189,.1468, 1258, 1183, 998, 905

ver espectro 7

Acido 15a-hidroxi-ent-traquiloban-19-oico 3689, 3601, 3508, 2932, 2869, 1731, 1693, 1466, 1262, 1124

ver espectro 9

15a-hidroxi-enr-traquiloban-19-oato de metilo|3600-3400, 2915, 2860, 1725, 1460, 1465, 1232,:1150, 1015,
ver espectro 12 1000, 800 k

Acido 15a-acetoxi-ens-traquiloban-19-oico 3500, 2994, 2954, 2932, 2869, 1722, 1693, 1371, 1254, 1124

ver espectro 15

sousdialn ep

ep
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Tabla 6. Desplazamiento quimico de RMN-'H 80 MHz, CDCl, TMS para los metabolitos secundarios de . madrensis.

COMPUESTO | Acido traquiloban- | 16a-hidroxi-ent- | Acido 15a-hidroxi- | Acido 15a-hidroxi- | 15a-hidroxi-emr- | Ac.  15c-zcetoxi-
19-cico kaurano ent-kaur-16-en-19- | ent-traquiloban-19- quiloban-19- quiloban-19-
oo\ | Y espectro 2 ver espectro 6 cico. aico cato de metilo oico er espectro 16
ver especiro 8 ver espectro 10 ver espectro 13
H-12 0.63~0.77 (seiial
multiple, 1H)
H-13 0.63y0.77
(sefial maltiple,
1H) SRR I
T45(5,1H) | 270(.2, Wi | 326 (5, 10)
2 om0
ll{-‘1‘7\ R 1‘ (s,3H) 1.37 (s, 3H) 504y5.17(s.a, | 1.24 (s, 3H) 71120 (_,;,3}{),
T LR Wi=4Hz IH, | s
Hay Hb) . -
H-18 120 (s, 3H) 0.86 (s,3H) 1.21 (s, 3H) 1.23 (s, 3H) 1.15 (s, 3H) 1.18 (s, 3H)
H19 081 (5, 3H)
H-20 0.86 (s, 3H) 1.04(s,3H) = ] 0.95(s,3H) 0.90 (s, 3H) 0.77 (s, 3H) 0.88 (5, 3H)
H-21 3.61 (s, 3H)
CH;-CO- 2.06 (s,3H)

144



Tabla 6(a). Desplazamicnto quimico de RMN-"H 300 MHz, CDCl;, TMS para los metabolitos secundarios de £. madrensis.

COMPUESTO -_| Acido 13a-hidroxi-ent-kaur-16-cn-19-0ico - - Acido 15a-hidroxi- Acido 13a-acctoxi-
C T quilcba190ice | traquiloban-19-oico
Carbano No! 300 MHz 300 MHz, Py-ds - | ver especiro 11
H-13 275 (s.a, Wi=15Hz, 268(s.a, Wip=151:
1H) Hz, 1H) e
His 381 (.0, WirS i, 1H) [419G.2, Wiz |33 (5, 1H)
Hz,1H) o
H17 S08y5226.a. W6 |523y552Ga, | 120(3H) =
Hs, 1H, Ha y Hb) Wiz=6 Hz, 1H, Ha
y Hb)
B-18 126 (s, 3H) 139 (5, 3H) 118 (5, 3H) 118 (5, 3H)
H-20 0.96 (5,3H) 118, 3H) 091 (5, 3H) 0.83 (5, 3H)
CH;-CO- 2.06 (s, 3H)

&0 E3iBoloIa0.ill vowen;
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Tabla 6(b). Desplazamiento quimico de RMN-'>C (20 MHz, CDCl;, TMS) para el

15a-hidroxi-traquiloban-19-o0ato de metilo aislado de Jostephane madrensis.

Carbono No. Desplazamicenio quimico
63 (5 ppm)
ver espectro 14
C-1 39.79 ()
C-2 19.15 (1)
38.15(0)
43.82 (s)
56.76 (d)
2099 (n
33.94 (d)
44.96 (d)
52.12 (d)
38.58 (s)
18.87 (1)
25.12 (d)
23.59 (d)
29.72 (1)
86.76 (d)
27.87 (s)
16.02 (s)
28.69 (¢)
177.82 ()
12.74 (¢)
51.06 (c)




Tabla 7. Espectro de masas (1. E. m/z ) para los metabolitos secundarios de Iostephane madrensis.

Compuesto

Mz (%)

Acido ent-traquiloban-

19-0ico

302 [M+, 100%], 246 (85.4), 231 (34.15), 119 (41.5). 93 (65.9), 91 (85.4), 79 (51.2), 41 (41.5)

16ct-hidroxi-ent-kaurano

209 [M+, 7.32), 275 [M+- H:0. 414, 257 (M+- H,0-CHj, 20], 232 [M+-C;H.0, 29.3], 229 (7.3)
217 {M+-C3H:0-CH,,12.02], 123 (39), 103 (36.6). 69 (63.4), 35 (63.9), 43 (100), 41 (63.2)

Acido 15a-hidroxi-ent-

kaur-16-en-19-oico

318 [M+, 26.8], 303 [M+- CHs. 17.1], 300 [M+- H:0, 41.5], 285 [M+- H:0-CH,, 61], 272 [M+-
HCOOH, 14.6), 260 [M+-C;H:0-CH;,95.1]. 257 | M+- HCOOH-CH,, 24.4], 245 [M+-C;H,0-
CH;,31.8],91(90.2), 84 (90.2), 79 (100), 55 (85.4)

Acido 15a-hidroxi-ent-

traquiloban-19-oico

318 [ M+, 100], 300 [ M+- H.0..31.71}, 285 | M+- H.0-CH3, 61], 261 {41.5), 131 (63.4), 145 (46.3),
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)

15a-hidroxi-ent-
traquiloban-19-oato de
metilo

317 [M+ -CHy, 448, 314 (7.3), 275 (93), 239 (6.1), 236 (6.1), 215 (7.3), 182 (14.6), 139 (8.5) 147
(2.7), 145 (20), 135 (13.4), 121 (28.6), 107 (36.6), 105 (43.9), 91 (78.1), 81 (51.2), 79 (732), 43
(92.7), 41 (100)

Ac. 150-acetoxi-ent-

traquiloban-19-oico

361 [M+], 360 (30), 318 (3), 313 (13), 105 (23), 91 (29.3), 79 (24.4), 60 (17.07), 57 (18.3), 53
(26.83), 45 (28.05), 43 (100)

ep
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Tabla 8.

secundarios (0.1 mg/mL) obtenidos del extracto cloroformico de Jostephane madrensis.

Evaluacion

48

microbiolégica por el método de Mitscher, de los metabolitos

Compuesto 1
Extracto CHCla de fostephane + +
madrensis
Acido traquiloban-19-oico (59) - +
Traquiloban-19-oato de metilo - +
(62) :

16a-hidroxi-ens-kaurano (60) - - |:

Acido ISa—hidroxi-enl-kgu’r-IG- :
en-19-oico (47) '

Acido 150~ hidroxi-traquiloban-
19-0ico (61) o

(+) Inhibicion del creciimgmo’ (=) No hay inhibicion del crecimiento

Microorganismos utilizados para la evaluacién microbiologica.

e N S ok W

Bacillus subtilis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 10231
Escherichia coli ATCC 536

Pseudomona acroginosa ATCC 2561

Micrococcus luteus ATCC 9341
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Streprococcus faecalis ATCC 6130
Salmonella typhi ATCC 6539
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¥ ?&"“.’ ZI;VI'{;\kIN-'H (80 M"l DL, TMS) del Acido Traquiloban-19-oico.
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Lspectro 3. IR (CHCT;) del Traquiloban-19-0ato de metilo.
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Fspectro 4. RMN-"I1(80 M1z CDCL, TMS) del Traquiloban-19-oato de

metilo.
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Espectro 5. IR (CHICl;) del 16a-hidroxi-ent-kaurano.
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Espectro 6. RMN-H (80 MIiz CDCl;, TMS) del 16a-hidroxi-ent-kaurano.
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Espectro 8. RMN-H (80 MHz CDCI;, TMS) del Acido 150-hidroxi-ent-kaur-

16-en-19-oico.
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Espectro 10, RMN-H (80 MHz CDCls, TMS) del Acido 150-hidroxi-

traquiiehan-19-oico.
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Espectro 11. RMN-"C, (300 M1z, CDCl;, TMS) del Acido 15a-hidroxi-traquiloban-19-oico.
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Espectro 13. RMN-'H (80 MHz CDCl;, TMS) del 15a-hidroxi-traquiloban-19-
oato de metilo,
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spectro 15. IR (CHCl;) del Acido [5a-acetoxi-traquiloban-19-oico.
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Espectro 16. RMN-'H (80 Milz CDCl;, TMS) del /(cid_o 15a-acetoxi-
traquiloban-19-vico.
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La raiz seca de Jostephane madrensis fue sometida a extraccion por maceracion, con
CHCl; en las proporciones que se describen en la parte experimental, para después proceder

a la separacion y determinacion de algunos metabolitos secundarios.
®» Acido traquiloban-19-oico (59)

De las fracciones 1-17, obtenidos al cluir Ia columna con n-hexano se aislé un
producto cristalino de pf. 132-135°C, que en su espectro de masas por impacto electronico
muestra un ion molecular de m/z 302, En el espectro de Infrarrojo (espectro 1), se observa
una banda para v (O-H) en 3506;2626 cm " y dos bandas que corresponden v (C=0) en
1731-1692 cm”’, lo cual indica que en la molécula esta presente un grupo carboxilo, el cual
se comprobd quirﬁicgmente al obtener el éster correspondiente por metilaciéon con CH:N;

en condiciones nommales (espectro 3).

El espectro de RMN- 'H (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. Ademés se observan dos seiiales multiples- a: campo_ alto
(6 0.63-5.0.77) que por su desplazamiento quimico corresponden a los proxones que

forman pane de un cnclopropano [57}.

Por lo antenor se propuso como hipétesis estructural un dlterpeno tetracichco con
,esqueleto del traquxlobano, ya que este incorpora en su arreglo molecular un clclopropano

: (figura 3). De esta manera se exphcan Ios seis gmdos de msaturacnon de esta ‘molécula; una

» debldo al grupo carboxllo y cmco al esqueleto del traqullobuno. :




Figura 3. Esqueleto base del traquilobano, el cual iﬁcorpbra afuni éi_‘cloypropano."

La asignacion paré los tres singuletes observados en el espeéiro de RMN- 'H :
(espectro 2) que corresponde a los grupos metilo unidos a i:éi'boho; _cuatemarios” son
CH3-17 (8 1.11), CH2-20 (5 0.86), tales asignaciones se argumentan al considerar el efecto

de anisotropia causada por el grupo carboxilo en posicién axial sobre el CHa-20.

El efecto de un grupo carboxilo axial sobre un grupo metilo unido al mismo dtomo
de carbono es desproteccion, debido a que el grupo metilo se encuentra espacialmente muy
cercano al grupo electroatractor. De ahi que la sefial que se encuentra a campo mas bajo
haya sido asignada al CH3-18 (8 1.2). Mientras que al grupo CHa-17 se le asigno la seiial en

& 1.11, al considerar el efecto de desproteccion que causa el anillo de ciclopropano.

De acuerdo a lo anterior y con base en la comparacién de las propiedades fisicas y
constantes espectroscopicas (espectros 1-4) informadas en la literatura para el traquiloban-
19-oato de metilo, se puede concluir que la sustancia aislada de Jostephane madrensis es el

acido traquiloban-19-oico [57-59].
%  6a~hidroxi-ent-kaurano (60)

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

pf. 212-215°C, que corresponde al 1 6a-hidroxi-ens-kaurano.

Para la identificacién y caracterizacién de esta sustancia se tomaron en cuenta las
vibraciones que se observan en el espectro § (IR) que muestra la presencia de un grupo



hidroxi lo,

corresponden cuatro grados de instauracién y como hipétesis estructuml 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 sefiales que aparecen en su espectro RMN-'H
(espectro 6) se hicieron de la siguiente manera: & 0.86 (s, 3H) se asigno al CH3-18 en
posicion ecuatorial, mientras que la sefial 8 0.81 (s, 3H) se le adjudico al CH;-19 en
posicién axial lomqridé en consideracion que los grupos metilo en posicion ecuatorial
sufren un efec :
C-C [60]

de déspi'oteccién debid’o a los electrones que forman un enlace sigma

Por otro lado al CH;-ZO se le asxgno ia seﬁal 5 1 04 (s 3H) debldo al efecto de

desproteccion ongmado por Ias mteracclones 5 ';dxaxlales que tienen con el grupo
metilo de la posicion numero diez. La seﬁal 8 137 (s 3H) y la seiial 8 1.45 (s, 1H)
fueron asignados “al CHs-17 'y~ alr “h:qlrogeno del grupo hidroxilo del C-16

respectivamente.

De la discusién anterior y comparandd el patrén de fragmentacion del espectro de
masas [61], se pudo concluir que el compuesto aislado de lostephane madrensis es el

160-hidroxi-ent-kaurano [61 -63).
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®»  Acido 15 a~hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico

De los cluatos 143-154, se obtuvo un sélido de pf. 156-159°C, 'quq por sus
propiedades espectroscépicas y fisicas corresponden al Acido 15a-hidroxi-enr-kaur-16-en-
19-0ico (47).

Esta ,ksusmncizi tiene una férmula molecular CaH3003, 2 la cual le corresponde un
peso moleéular de 3k18 uma y seis grados de insaturacion. En su espectro de infrarrojo
(espectro 7) muestra la presencla de un grupo carboxilo por las bandas 3200-2500 cm™ para
la v(O H) y una banda en 1692 cm™ para la W(C=0).

La presencla del meuleno exociclico se corrobora por las bandas en 3064 y 906 cm™
v (C-—C-H) e
cm v(C-H)

a'abs

cion del grupo hidroxilo aparece en 1016 cm™ v(C-0) y 1258

En eI .espectro de RMN- H (éépe'ct‘ro 8), se observa en & 0.95 una sefial simple

xtngonal) el cuul uene‘ llbre rotaclon y tiende a estar equidistante del CH;-20 [62].

Otro efecto observado es la desprotecci6n sabre el CH3-20, debido a las interaccién

1,3« dxaxxales entre dicho grupo metilo con el grupo carboxilo del C-4, esta debldo al

arreglo espacial de los anillos que forman el esqueleto del ent-kaurano -——tmns, ann, cis—,

dichas interacciones corresponde a un desplazamiento a campo bajo en aproxnmadamente,

0.12 ppm (tabla 9 y figura 4).



Tabia 9. Desplazamientos quimicos de los grupos metilo en derivados del! ent-kaurano.

Figura 4. Esqueleto del env-kaurano.

69

Grupo en C+4 CHx-18 CHa»-20 Compuestos
axial (R)
-CHa 0.85-0.81 1.01-1.00 20: R'=CH»
- CH:.0H
- COOH
- CH.OH 0.96-0.95 0.99 21:R’=CH;
- COOCHzi
- COOCHza 1.17 0.82-0.81 22;:R'=CH;
-COOCH;
- COOH 1.24-1.23 23:R'= COOCHa:

0.94-0.93

Por otro lado, la sefial en 8 2.70 (5. a. W ¥%:=10 Hz) fue asignada al proton unido al

C-15, el cual se encuentra en posicion alilica con respecto a los C(16)-C(17).
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La onentaclon o del grupo hidroxilo fue &stab]ecndn por Ploul y colaboradores [64]

' como se descrlbe a contmuaclon Primeramente ef‘ectuaron una reduccion catalitica del

acido’ L,randlﬂonco (15a-h|drux1-em-kauran 19-onco 65), obteméndose como producto el

dlhldrodenvado : [lSa-hldroXl-enI-kaur- 9-01co (66)] el cunl posterlormeme se tratd con

LIA|H4 p m obtener el dlol (67) ver csquema 8

Esquema 8. Derivatizacién del 4cido grandiflorico realizada por Piozzi y

colaboradores para establecer la estereoquimica en C-15.

Este ultimo fue acetilado y el producto obtenido de esta reaccion 68 permitié
deducir la posicion entre el grupo metilo del C-17 y el grupo hidroxilo del C-15, los cuales
guardan una relacién trans debido a la constante de acoplamiento J= 4Hz de los H-15 y
H-16 [64-67].
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El CH\-17 tlene una onentacnon [3, ya que la hldrogenaclon catalitica del doble
enlace de C-16 y C-l7 procede por la cara si de la_olefina (69), como se ilustra en el

esquema 9.

Pd/C

6 , S .
Esqucma 9.'Réaéci6n"de h‘idrbgéhacnon,(:a’talfﬁ'ca.'f

Con base en lo anterior y comparando las propledades fisicas y espectroscopxcas
con las informadas en la hteratum se dedujo que se trataba del dcido 150-hidroxi-ent-kaur-
16-en-19-oico [62, 64-66]. = . ‘

Por otro lado, la estereoquimica del epimero en el C-15 del acido 15a-hidroxi-ens-
kaur-16-en-19-oico, ha sido determinado por correlacion quimica de la siguiente manera:
1. Laoxidacion del alcohol alilico produce la enona correspondiente
2. Esta al ser tratada con NaBH,, 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 orientacién 3
[66).
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Esquema 10, 0x1dacnon Y. reduccion . del dcido 15o-hidroxi-ent-kaur-19-oico para

determinar la onentacxon del grupo hldroxﬂo en C-15.

Asi mxsmo en el apectro 8 de RMN- H se observan las seflales correspondlemes de

acido lSa-hldroxl-traquﬂoban-19-0100 8 3.28, H-Cis4, lo cual indica que se trata ‘de una

mezcla de ambos émdos o

® Acido 15 o~hid roxi-ent-traquiloban-19-oico

De los eluatos 153-303, (n-hexano-AcOEt) de polaridad creciente se aislé un
producto cristalino de pf. 222-224°C.

En el espectro de masa por impacto electronico muestra una sefial correspondiente a
su ion molecular de m/z 318. El espectro de infrarrojo (espectro 9) muestra la presencia de
una banda ancha en 3300-2500 cm™ que se asigna a la v (O-H) y dos bandas a 1731 cm™! y

1693 c¢cm™ que corresponde a la seiial v (C=0), lo cual sugiere la presencia de un grupo

g



IR Yy

Aisfamiento, caracterizacion y

carboxilo, que fue conﬁnmidu él,t;athr una muestra de este compuesto cbn CHaN2en éter
etilico, y obtener el 'der’i\.'édo',me‘tilaidq‘ corféspohdiente de este metabolito secundario
(espectro de IR, 12), la presencia del grix‘po‘hidroxilo fue determinada por la banda ancha
1360 cm’, la cual corfésponde alavr (O-H), la presencia de este grupo fue confirmada al
acetilar una muesﬁ*zi “de- ésteb Aoor'n»pu‘esto en condiciones normales para obtener su

correspondiente dg;iv&dé acetilado (espectrote IR, 15).

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

©21 élpmo§ de carbono. La naturaleza de un grupo funcional y el grado de hidrogenacién de
los'étom‘os de carbono, se deduce con base en su desplazamiento quimico, de donde se
dedﬁjo la presencia de un grupo hidroxilo, cinco cuaternarios, cinco metinos, siete

metilenos y cuatro metilos. Por lo que la molécula posee una féormula molecular C2Hy Oa.

El espectro de RMN-'H (espectro 10) de este compuesto muestra la presencia de
tres seilales simples, las cuales fueron asignadas de la siguiente manera: § 0.90 para
CH3-20, el cual sufre una proteccién (AS = 0.13-1.12 ppm), cuando el acido carboxilico es
transformado al éster metilico. En la tabla 10, se muestran los desplazamientos ¢quimicos
observados para dos compuestos diferentes con esqueleto de traquilobano aislados. de

lostephane madrensis.




Tabla 10. Desplazamientos quimicos de los grupos metilos en compuestos con esqueleto

del tipo de traquilobano.

Compuesto CH;-20 CH;-18 CH;-17 CH;-21
Acido !5a-hidroxi-traquiloban-19- 0.90 1.21 123 | cemeeeeee
oico *

1 5a-hidroxi-traquiloban-19-oato 0.77 1.15 1.20 3.61
de metilo *

Acido traquiloban-19-oico * <. 086 120 4 ],]1 [
Traquiloban-19 oato de metilo: % |- 0.74 7 3.61

I Sa-acetoxi-traquiloban-19-oico * 0.88 1:18 i 1,06 [E—
Acido  7a-hidroxi-traquiloban-19- 0.79 1.15 1.15 JE——

oico **

* . Compuestos aislados de lostephane madrensis.

** Compuesto aislado de Helianthus ciliaris.

Por otro lado, la sefial 6 1.21 corresponde al CH3-18 y al CH;-17 le comresponde la
sefial de 8 1.23, mientras que la sefial de & 3.21 (s, 1H) se asigno al &tomo del hidrogeno
del C-15 base de un grupo hidroxilo. Tal asignacion fue apoyada al observar en el espectro
de RMN-'H (espectro 16) del derivado acetilado de este compuesto, una sefial simple que
integra para un hidrogeno en 64.76; mientras que la sefial del CH3-17 es de 3 1.07
(AS= 0.16). La posicion y el arreglo espacial del grupo hidroxilo fueron confirmados con
base en los desplazamientos quimicos de C'>. En un esqueleto del tipo de traquilobano el
grupo CHa-17, tiene una orientacioén § ecuatorial, mientras que el grupo hidroxilo en el C-

15 puede tomar dos diferentes orientaciones 3 axial 70 y o ecuatorial 71.
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B axial 70 o ecuatorial 71

El efecto de un grupo sustntuyente separado por tres enlaces de un dtomo de
carbono depende de la_orientacién relativa; por ejemplo un atomo de carbono en su
conformacién cchpsada [ allcrnndn sufre una proteccidén mayor que su configurdmero
anti [68], por.lo que los atomos de carbono ¥ al grupo hidroxilo, con orientacién B-axial,
deben de sufrir.un desplazamlento a campo alto, debido al efecto de compresién estérico

originado porel g 1,rupo hldrox:lo

Sin embargo en la tabla ll se muestra un AS mayor para los 4tomos de C-7, C-14

y C-17, lo cual 1nd|c que e*uste un mayor efecto de compresién estérica entre estos

atomos de carbonq vel grupo hldl’OXIlo En la figura 5a y Sb, se muestra la disposicion del

grupo hidroxilo 'conr ecto a estos atomos de carbono, encontrandose que unicamente el

C-14, tiene Ia conformaclon adecuada con respecto al grupo hidroxilo (5b)

5a : ' 5b
Figura 5. Configuromero anti (5 a) y configuromero syn (5 b).
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El conﬁguromero mm en donde el g,rupo hldl’OXllo es -axial y.en el cual el efecto

y-g,auche sena nulo (f gura Sa), y el conﬁguromero syn en‘el cual el grupo h:droakllo es o -

ecuatorial’ en el C-lS snendo este donde se obser;ra un-efecto y-gauche que protege' al C-l4
[67-69]."

La dlscus:on antenor conﬁrma la cstructura y: estereoquimlca de este membollto

: secundano aislado. de lavleplmne madrenm y que f‘ue 1dem|ﬁcado como acldo 150
hldroxl-traquxloban-l9-oxco [67 69-70] B ‘

18/ *coocHs T

: “CooCH; .
62 . 72
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos en Carbonos para tres diferentes compuestos con
esqueleto del traquilobano (CDClz, TMS).

Carbono Traquiloban-19-  7a-hidroxi- 15a-hidroxi- AS * AS *=
oato de metilo 62 traquiloban-19-oato  traquiloban-19-oato
de melilo 72 de metilo 63
1 39.5 39.7 39.79 02 029
2 18.8 19.4 19.15
3 38.1 385 3815
4 43.7 43.6 4382
5 57.0 54.0 36.73
6 21.8 24.9 2099
7 39.3 742 33.94
8 40.8 474 ' :
9 527 . s22
10 86 393
1 197 223
12 205 . 240 .
13 2427 2100
14 331 322
15 504 . 454
16 24 - o201
17 2057 0 209
18 w7 292
19 a7e 179.9
20 123003l
21 it i

- A8 »_ (& del compuesto (62) - 5 del compuesto 72)
AS »* (6 del compuesto (62) - & del compuesto 63)
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Meétodo de Mflscher

La actividad antimicrobiana de plantas puede ser detectada por observacion de la
inhibicién del crecimiento de varios microorganismos, como respuesta al contacto de los
extractos de las plantas y los metabolitos secundarios aislados de los productos naturales
[711.

La concentracién utilizada generalmente para el ensayo antimicrobiano, en la
evaluacién de extractos crudos de plantas es de 0.1 mg/mL y el criterio utilizado para
indicar actividad antimicrobiana en la prueba es la inhibicién 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 evaluacion microbioldgica de los diferentes metabolitos secundarios
aislados de Jostephane madrensis por el mélodo de Mitscher y utilizando los
microorganismos estandarizados {cuatro bacterias grampositivas: B. sublilis, S. aureus, S.
Jaecalis y M. luteus; tres bacterias gramnegativas: £. coli, S. yyphi y P. aeroginosa: y una
levadura C. albicans} y de acuerdo con la tabla 8, (pp 47), puede mencionarse que el
extracto cloroformico de Jostephane madrensis; y las sustancias aisladas no tuvieron
actividad inhibitoria frente a E. coli, M. luteus, S. aureus, S. faecalis y S. typhi. Sin
embargo, los metabolitos secundarios aislados de I madrensis presentan actividad
inhibitoria, frente a C. albicans, con excepcion de la sustancia 60 en el cual se observa que
hay crecimiento del microorganismo. El extracto cloroférmico de /. madrensis y los acidos
47 y 61 mostraron tener actividad antimicrobiana, por lo tanto, inhibicion del crecimiento,
frente a B. subtillus. La sustancia pura 59, mostré tener inhibicion del crecimiento del

microorganismo P, aeruginosa.

El microorganismo C. albicans, 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 cloroférmico de /. madrensis y
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s_ustancizis aisladas de esta, presentaron actividad frente a C. albicans y hubd crecimiento
del microorganismo en el compuesto 60; considerando que l.ynymclren.s'is 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
correlacion entre el uso de la planta /. madrensis en la medicina tradicional y los resultados
obtenidos con respecto a C. albicans, pero debido a que esta es una prueba cualitativa, se
sugiere hacer ensayos para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI), en cada

producto aislado del extracto cloroférmico de /. madrensis.

Enla lltemtura se mforma la ncuvxdud anumlcrobmna del acido ent-kaur-16-en-19-
oico (43), alslado de Mlka ia

C. alb:cans, a dnfereme ééhti’uéionds [72]. :

Ionagas‘em‘n‘ el cual presenta actividad frente a . aurets y

En estudlos realizado. en Mtkama obmmm Vrgmera a.splll:mde.s y Wedeha

pa/mlava fueron aisladas’ sustancxas con esqueleto del e¢nt-kaurano las cuales prmentan

actlvndad freme al parésnto Trlpano.mma cruzi en la etapa de tripomastigote [73- 75]

De Viguierd zlecurrenls [35] fueron aislados productos que poseen en su estructura

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

Ademas, se ha descrito en otro estudio quimico realizado a lostephane heterophylla
[11), se obtuvieron constituyentes quimicos similares a los encontrados en L madrensis,
donde se evalia la toxicidad (Arteniia salina), obteniéndose para el 16a-hidroxi-ent-kaur-
11-en-19-oato de metilo (73) LCso: 4.3 y el 4cido traquiloban-19-oico (59) LCso: 945.7.




La informacién antenor conf' ‘la u'til'idudA del método para detectar actividades

antimicrobianas en sustancxas puras y: 'xtractos de plantas independientemente del tipo
estructural que prcscntan las sustancias alsladas cs una evaluacién cualitativa, es decir, una

prucba prehmmar de los’ efectos annmlcroblanos
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Aislamiento, caraclerizacion y

1. Del extracto cloroformlco de Iomphanc mtu rensis se alslaron cuatro diterpenos

tetmclchcos con csqueleto dcl cm-kaurano y tmquxlobano, 3 cuales son: 4cido ent-

tnqullobun 19-01co, lﬁot-hxdroxl enl-kaurano écldo lSa—hxdro -ent-kaur-16-en-19-

oico y el acndo ISa—hldroxl-enr mqulloban- 9-oxco

2. Se obmvneron el truqullobnn-l9-oato de meuloiy dos denvados de acndo lSa—hndrox:-

cnl-tmquxloban-lQ oxco, snendo el lSa—h|droxn-ent-tmqu1loban 19-oato de metnlo y el,

acido 15a—acetox nl-traqunloban-lQ-mco, pam poder conﬁrma su &structum qunmlca

v los desplazamlentos qunmlcos de los metllos angularm en dlchos compumtos.

3. Por medlo de tecmcas cspectroscoplcas (IR, RMN H RMN-"C y EM-IE), se logro
) caractenzur a los membohtos secundanos antes mencnonados aislados del extracto

cloroformlco de loste, phane madre'm.s

4.  Por medio del método de Mitscher, se evalud la actividad antimicrobiana, frente a
varios microorganismos estandarizados, encontrandose que todas las sustancias
aisladas de Jostephane madrensis, no mostraron actividad inhibitoria frente £. coli, M.
Iuteus, S. aureus, S. faccalis y S. typhi, ademas, frente a C. albicans, todos las
sustancias resultaron ser activas con excepcion de la sustancia l6a-hidroxi-ent-
kaurano, frente a B. subtillus el extracto cloroférmico de /. madrensis, y los acidos,
acido 15o~hidroxi-ent-traquiloban-19-oico y el dcido 15a—hidroxi-ent-kaur-16-en-19-
oico, resultaron ser activos. Por otro lado, el acido ent-traquiloban-19-oico, present6d

inhibicion del crecimiento del microorganismo £. aeruginosa.

5. Por lo tanto, se puede afirmar que los objetivos planteados para este trabajo fueron
alcanzados; sin embargo, se requiere de complementacion del proyecto, con las
biotransformaciones pertinentes a las sustancias mayoritarias del extracto cloroférmico

de . madrensis.
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1. Se requiere de la evaluaclon y del anahsns qulmlco del extracto etandélico y hexanico de

loslq)lrane ma(lren.sls. T

2.:Se sublere reahzar ademas de lns pruebas anumlcrobnanas. otras evaluaciones como:

toxlcldad (Artemia salina), pruebas anumﬂamatonas larvicidad, entre otras.

nayor ‘de material vegetal .y poder realizar las

4, Reahzar un anélisis mds minucioso de las fraccxones menos polares dela dlferenclaclon

cromatograf' ca, emp eéndose tecmcas “mds precisas (HPLC)

5. Las  sustancias ai_slédas pueden ser objeto de biotransformaciones con hongos
ﬁlémemos“ds"yal que hasta hoy los diterpenos son las sustancias mas estudiadas a este
respecto t76-79];
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