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RESUMEN

Del estudio fitoquimico de la raiz de Lasianthaea aurea, se aisiaron dos
metabolitos secundarios: el Acido Kaurenocico ( acido kaur-16-en-19-oico) y el

Acido Grandiflorénico (écido 9(11)-16-kauradienoico).

La identificacion y caracterizacion de los metabolitos secundarios aislados,

se lievd a cabo por técnicas espectroscépicas usuales (IR, E. Masas, RMN 'H,

RMN *2C).

Utilizando la técnica de sensidiscos o Kirby-Bauer, se realizd la prueba de
actividad biologica a los compuestos aislados, sobre bacterias G(+) y G(-).
encontréndose que dichos compuestos fueron bioldgicamente activos en aigunos
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1. INTRODUCCION

El hombre. desde sus épocas mas remotas, se ha cuestionado sobre el por qué de
su eﬁs!encia y la de todo aquello que lo rédea. El conocer por el saber es lo que lo ha
motivado a descubrir cosas inimaginables; es esta curiosidad innata de todo ser humano,
la que hace posible la realizacion de suefos que parecen ser imposibles.

Desde sus inicios, la vida del hombre ha estado intimamente ligada a su medio
ambiente, animales, minerales y en particular a los vegetales, los cuales le han
proporcionado alimento, vestido, materiales de construccion, salud e incluso la muerte. '

Causa admiracién como el hombre primitivo, aun sin saber qué compuestos
contenia cada planta, sabia para qué podia utilizarse cada una. Desde los primeros
tiempos, el hombre aprendid a distinguir entre aquellas plantas que eran venenosas y las
que no o eran, y asi desarrolld el conocimiento de principios activos de origen natural,
que fue transmitiendo, al principio, verbalmente y después de forma escrita, como en los
papiros, tablas de barro cocido, pergaminos, hasta llegar a nuestros dias a la edicion de
farmacopeas. ' La adquisicién de estos conocimientos significd afos y afos de trabajo. El
sabia que enfermedades podian tratarse con materiales provenientes de la naturaleza =,
podia elegir plantas que su experiencia iba calificando como dotadas de virtudes
terapéuticas y las preparaba o mezclaba para obtener los medicamentos que debjan
emplearse. Todos estos conocimientos generalmente fueron acumulados por
determinados individuos: sacerdotes, hechiceros, curanderos, etc., quienes los han
transmitido de generacidon en generacion, a determinados aprendices y a sus

descendientes. ®




El reino vegetal poseé muchas especies de plantas que contienen sustancias de
valor medicinal que estan aun por descubrirse, y gran namero de plantas son
estudiadas constantemente respecto a su posible valer farmacolégice.’

La pérdida de la cultura y los conocimientos desarrollados y acumulados durante
cientos de afios por los puebios indigenas, asi como la extincion de especies vegetales y
animales y la destruccion constante de su habitat, pueden representar una pérdida de
recursos cuyas consecuencias son impredecibles para nuestro futuro.*

Antes del aflo 1800, aproximadamente, se realizaron sélo ligeros progresos en el
campo de la fitoquimica ( estudio quimico de los vegetales). Los primeros interesados en
este campo no llegaron a apreciar la extrema complejidad de las materias con las que
ellos realizaban sus trabajos y carecieron casi por completo de las técnicas necesarias
para conseguir un progreso auténtico. M

Entre los estudios que se realizaron destacan el aislamiento de la sacarosa por
Margraff en 1747 y la obtencidén por Scheeile, entre 1769 y 1786, de los acidos lactico,
citrico, oxdlico, malico, galico y tartarico. En 1806, Sertuner obtiene el primer alcaloide: la
morfina. Afios después, Pelletier y Caventou separan de otras plantas medicinales la
quinina, estricnina y otros alcaloides.

Lieby y Woehler en 1837, separan de la goma de benjui el acido benzoico y el

benzaldehido. De las hojas de la dedalera se aisld, en 1828, la digitalina.?

Los conocimientos sobre las plantas medicinales de América fueron transmitidos

por los aborigenes a misioneros y viajeros espanoles, quienes los inmortalizaron en
diversas obras, como las siguientes:




Gonzalo Fernandez de Oviedo, De /a Natural Historia de las Indias e Isfas y Tierra

Firme del Mar Océdano, publicada en 1535,
Jasé de Acosta publica en 1590 su Historia natural y moral de las Indias.

E1 protomédico def rey Felipe 1I, Don Francisco Hermandez, escribe la Historna
Plantarum Novae Hispaniae.
Fray Bernardino de Sahagun escribio a fines del siglo XV su Historia de /las Cosas

de la Nueva Esparia.
Cristébal Acosta publicé el Tratado de las drogas y medicinas de /as indias

arientales, con sus plantas dibujadas al vivo.
En 1552 Martin de {a Cruz escribe el Cédice Badiano, traducido del nahuat! al latin

por su maestra Juan Badiano, ambos indios xochimilcas.
Vicente Cervantes escribié a finales del sigjo XVl su Lista de plantas oficinales

que se hallan en el reino de México.”

Como vemas, {a investigacion en el drea de praoductos naturales ha sido de gran
importancia, ya que con ésta se ha contribuido al estudio de las diferentes familias en
que se divide la vegetacién en México. En nuestros dias, la investigacion realizada en el

area de productos naturales no se basa sdlamente en sus caracteristicas marfoidgicas,

sino que ademas se hace uso de la Quimiotaxonomia.
“Se define a la taxonomia quimica, quimioctaxonomia o sistemdtica quimica, como
.

is rama de la ciencia que usa los caracteres quimices, en particular fos {lamados

metabolitos secundarios®™ (alcaloides. terpenoides, flavonoides, etc.) de un conjunto de

organismos, para determinar su posician en una clasificacion jerarquizada evolutivamente

de ios seres vivas”©. °



Como se menciond anteriormente, los principales componentes que se estudian en
relacion con la clasificaciéon de las plantas, son los metabolitos secundarios (término
primero introducido por Czapek), que tienen una frecuencia intermedia en cuanto a la
distribucion en el reino vegetal. Los caracteres quimicos tienen sobre los morfolégicos la
ventaja de ser, por lo general, mas precisos y fiacilmente definidos. por otra parte, con
excepcion de los caracteres que son rapidamente detectables (pigmentos manifiestos,
principios colorosos), raramente ha sido posible comprobar su existencia en miles de
plantas como se ha hecho con muchos caracteres morfoldgicos.'

El rapido desarrollo de {a quimica ; ia farmacologia de los vegetales en los ditimos
anos, ha despertado el interés por saber cuales son las sustancias contenidas en las
plantas que son las responsables de la actividad biolégica.

Asi, una vez aislados, purificados e identificados los compuestos de una planta
pueden utilizarse para realizar ensayos farmacolégicos y saber a ciencia cierta qué
compuesto es el que tiene la actividad farmacoldgica o bien qué actividad tiene cada
metabolito.

Teniendo este conocimiento como antecedente, se pueden sintetizar moléculas
con la misma estructura que el metabolito activo y asi poder utilizar el compuesto
sintetizado cuando exista dificultad alguna para el empleo de la planta (por ejemplo:

temporada del afio, o bien que el uso de la planta ocasione efectos colaterales debidos a

ios demas metabolitos existentes en ésta).

El espécimen estudiado en el presente trabajo fue Lasianthaea aurea, miembro de

la tribu Helianthaea, subtribu Verbesinae de la familia Asteraceae °.






2. OBJETIVOS

Con base en la importancia que reviste e! estudio quimico de los vegetales, en lo

que se refiere a metabolitos secundarios, se plantearon los siguientes objetivos:

Contribuir a! estudio fitoquimico de la flora nacicnal, respecto ai espécimen

Lasianthaea aurea

Caracterizar los metabolitos secundarios aislados de la raiz de Lasianthaea aurea,

mediante técnicas espectroscépicas ( IR, RNM 'H, RMN ’C, EM-IE.)

Realizar pruebas de actividad biolégica a los metabolitos aislados de la raiz de

Lasianthaea aurea.
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3. GENERALIDADES

3.1. METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

Los compuestos organicos aislados de fuentes naturales forman un gran grupo
conocido como productos naturales o metabolitos secundarios. El estudio dei
metabolismo implica una comprension detallada de los procesos involucrados que
comienzan con reacciones catalizadas por enzimas.

La sintesis realizada por las plantas es mas complicada, porque empieza con
materiales que son sustancias simples: agua, CO., Nitrogeno molecular y sales
inorganicas.

El proceso sintético primario de la naturaleza es la fotosintesis, proceso por el cual
las plantas verdes utilizan la energia del sol para la producciéon de compuestos organicos
a partir de COz. Los productos iniciales de ia folosintesis son los carbohidratos; ademas,
alteraciones metabdlicas dan lugar a la formacién de una combinacién de compuestos
organicos de bajo peso molecular y estructura simple, entre éstas estan los azucares
simples, acidos carboxilicos y aminoacidos de bajo peso molecular, por ejemplo Acetil
Coenzima A, acido Mevaldnico, azucares y nucledtidos. El medio energético involucrado
en el metabolismo es la Coenzima ATP (Adenosintrifosfato), la cual sirve como liberador
comiin de energia y como catalizador de diversas reuacciones enzimaticas.

Este intrincado camino de reacciones bioquimicas esta referido al metabolismo primario.
(las sustancias son formadas y entran a transformaciones que son descritas como
materiales especificos

proceso metabdlico primario). Se empieza la sintesis por

genéticamente controlados, reacciones enzimaticamente catalizadas, que forman




componentes complejos que caracterizan el metabolismo secundario de las plantas.®

i.os metabolitos secundarios, sin embargo, se distinguen mas precisamente de los

primarios por el siguiente criterio:
Tienen una restringida distribucién, siendo encontrados sélo en algunas plantas y

microorganismaos.

Frecuentemente son caracteristicos de un género o especie individual.
las vias

Se forman mediante caminos especializados generados a partir de

metabdlicas primarias. '

terrestres y marinos, insectos y microorganismos

tos animales las plantas,

producen un sinnumero de compuestos en sus organismos con diversos propositos.

Estos incluyen el desarrollo mismo del organismo, su supervivencia diaria, autodefensa,
simbiosis, atraccién sexual, etc. Los metabolitos primarios, por contraste, tienen una

amplia distribucién en los organismos vivientes y estan intimamente involucrados en los

procesos esenciales para la vida.

Asi, algunos aminoacidos, Acetil Coenzima A, acido Mevalénico e intermediarios

participan en la biosintesis de las metabolitos secundarios, de ahi la importancia de tratar

varios aspectos relacionados con su biosintesis.
La diferenciacion y especializacidn se enlazan con los mecanismos empleados por

el organismo en sus transformaciones de materia y energia (metabolismo). por lo que
éste experimenta algunas modificaciones, particularmente en la que se refiere a

paso de organismos a heterotréficos y

sustancias metabolizables, autotréficos
elaboracién de metabolitos secundarios. En el aspecto externo, las tendencias evolutivas



se manifiastan por diferencias morfoldgicas y fisiologicas notables en organismos muy

distantes y sutiles

los muy proximos; ésto permite utilizar la informacion adquirida por los bioquimicos para
explicar, en términos de consideraciones biogenéticas, la presencia de un mismo
maetabolito secundario en plantas pertenecientes a taxones diferentes (especies, géneros,

tribus, etc.) o de metabolitos similares en la misma planta.’

También, es importante que al proponer la estructura o la estereoquimica de un
metabolito secundario, se discuta su factibilidad en base a su biosintesis, pues si no hay

un Mmecanismo razonable, es probable que la estructura asignada sea incorrecta.

Las consideraciones biogenéticas han servido para plantear sintesis sencillas de

las sustancias y, para ello, el disefio de nuevas modleculas que interfieran con

determinado proceso metabdlico, factores de crecimiento. desorganizadores de

informacion genética, etc.®
La figura 1 muestra las rejaciones biogenéticas que involucran la formacién de

metabolitos primarios y secundarios a partir de sustancias simples .> "
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3.2. TERPENOS

i
i
i

Los compuestos terpénicos son uno de los grupos que se encuentran mas
ampliamente distribuidos en Ia naturaleza, por o que su estudio quimico se ha
intensificado debido a la gran variedad de aplicaciones que se les han encontrado. Asi,
podemos mencionar su usc en procesos industriales tales como colorantes, farmacos,
cosmibticos, hormonas, perfumes, etc.?

Los terpenos estin constituidos por unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadienc)
Figura 2, las cuales se encuentran unidas de acuerdo a la “regia del isoprenc” en uniones

regulares (cabeza-cola). que generalmente se presentan en !os monoterpencs y

diterpencs o bien en uniones irregul. s (cab beza, cola-cola), las cuales son
menos comunes, presenténdose en Ia mayoria de los triterpenos y carotenos, de tal
manera que la llamada ‘regla isoprénica® ha sido de gran ayuda en !a elucidaciéon de la

- estructura de los terpenos.”

CABEZA

COLA

Figura 2



En la actualidad se sabe que los terpenos no se forman realimente en la naturaleza
a partir del isopreno, y que es e! acido mevaldnico el verdadero precursor de casi todas
las clases de isoprencides. Especificamente, el geranilgeranilo es el precursor de los
diterpenos ciclicos, ésto justifica la idea de Ruzicka acerca de su biogénesis. "l.. Ruzicka
(1953) propuso una racionalizacion de estructuras en términos de ciclizacién inicial de

geranilgeraniol o geranil-linalool Figura 3 (regla biogenética del isopreno) empleando

iones o radicales libres™.’-®

/K/\&/\/‘\/\/K;

Geranii-linalool

/K/\/K/\/K/\/]\/‘CH"QH

Geranilgeraniol

Figura 3

La regla biogenética del isopreno toma en cuenta el hecho de que el producto
finalmente formado en la planta tiene su origen en un precursor isoprencide regular, pero

que pudo haber sufrido posteriormente alguna transformacién de acuerdo al metabolismo

secundario especifico de la especie vegetal.
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Los terpenos se clasifican en relacidn al numero de unidades isoprénicas que

contenga la molécula. Cada unidad terpénica esta formada por "n” unidades de isopreno.

La tabla 1 muestra la clasificacidn de los terpenos atendiendo al numero de

unidades isoprénicas que contiene cada molécula’.

[HEMITERPENOS 5 1 CsHa
MONOTERPENOS 10 2 CroHie
SESQUITERPENOS 15 3 CisHzs
DITERPENOS 20 ] CroHsz
[SESTETERPENOS 25 5 CazsHao
TRITERPENOS 30 8 CaoHas
TETRATERPENOS 30 E} CoHes
POLITERPENOS Xn n (CsH, )

Tabla 1



3.2.1. BIOGENESIS

Desde 1956. el conocimiento acerca de la biosintesis de los terpenos ha llegado a
ser mas y mas definitivo. Esta bien establecido que 2 moléculas de acetil-CoA, derivadas
de carbohidratos, lipidos o catabolismo de proteinas, se condensan a acetoacetil-CoA. La
condensacién de acetoacetil CoA con otra molécula de acetil CoA en una reaccion tipo
aldol, da como resultado Ia f-hidroxi-B-metilglutaril-CoA, la cual es reducida
irreversiblemente con la intervencién de NADPH (nicotinamida-adenina dinucleétido
fosfato reducida) a acido mevalénico. El bloque que construye casi todos los isoprenoides
es la fosforilacidén del acido mevaldnico por ATP (Trifosfato de adenosilo), en 2 pasos
enzimaticos que conduce a la formacién de acido mevaldnico-S-pirofosfato; la reaccion
posterior de la enzima con ATP gener.a pirofosfato de isopentilo.

Después, la condensaciéon de pirofosfato de geranilo y pirofosfato de isopentenilo
(IPP) conducen a pirofosfato de farnesilo y asi, por esta secuencia de reaccién, se genera
pirofosfato de geranilgeranilo que representa el precursor aciclico de Ruzicka para la

posterior elaboracién de diterpenos ciclicos.>

La figura 4 muestra la ruta biogenética de la formacion de pirosfato de

geranilgeranilo involucrado en la formacién de diterpenos.
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3.3. DITERPENOS

En la familia de los terpenos un grupo importante es el de los DITERPENOS,
sustancias constituidas por un esqueleto de 20 carbonos derivados del pirofosfato de

geranilgeranilo (Figura 5), los cuales son obtenidos principalmente de hongos y
vegetales, incluyendo a las gomas y resinas de las plantas.'' 'S

Pircfosfato de geranilgeranifo

Figura 5

Los diterpenos constituyen un grupo de sustancias formadas por anillaciéon del
geranilgeraniol, lo que origina Nnumerosos tipos de estructuras que son de gran interés,
tanto por su comportamiento quimico como por sus interesantes propiedades biolégicas,
entre las que destacan la actividad reguladora del crecimiento vegetal que tienen las
giberelinas, la actividad antialimentaria para insectos que tienen ailgunos diterpenos ent-
kaurénijcos, las propiedades toxicas de los diterpenos con esqueleto de taxano y la

interesante actividad bioidgica de los diterpenos oxepinicos del zoapatie.'?



La gran diversidad de esqueletos y la variabilidad de funciones, hacen posible la
existencia de multiples estructuras. Estudios recientes han elevado el numero de fos

diterpenos de 650 en 1974, a mas de 1000 en nuestros dias.®'

Existen 5 tipos principales de diterpenos que son los mas importantes y los mas
comunmente encontrados en la flora mexicana, en el sexto grupo se encuentran algunos
diterpenos de tipo diferente a los que reportan.’™

1. Giberelano

2. Labdano

3. Kaurano y ent-kaurano
4. Estachano

5. Clerodano

6. Otros

La clasificacién de los diterpenos, atendiendo a las estructuras frecuentemente

encontradas en la naturaleza, es la sig ®:

I DITERPENOS LINEALES
Il DITERPENOS MACROCICLICOS Y SUS PRODUCTOS DE CICLIZACION
1.- Ditsrpenos-biciclicos

a)serie manool

b)serie acido labdanolcico

icion de labdanos

C)transp
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2.- Diterpenos triciclicos
a)pimarano
b)rearreglio de pimarano
c)abietano y rearreglo de abietanos
3.- Diterpenos tetraciclicos
a)serie filocladeno -kaurano
b)giberelinas
4.-grayanotoxinas

S.-trakilobano

6.-ati ano y alcaloid relacionados



Entre los esqueletos mas comunes en diterpenos, estan los siguientes (Fig. 6)'> %",

Keurano Beyscane

~ A

Casasno Abietana Totarano

Eatachano

Figura 6



3.3.1. DISTRIBUCION NATURAL DE DITERPENOS Y PAPEL BIOLOGICO

Los diterpenos estan distribuidos tanto en el reino vegetal como en el animal
{terrestres y marinos), inclusive han sido aislados de fésiles.

En el reino vegetal, se distribuyen en varias familias en la parte aérea de las
plantas, Desde las giberelinas, que estan relacionadas muy de cerca con los acidos
diterpénicos y que estan en las planias como hormonas de crecimiento, puede esperarse

que se distribuyan en mas sitios, ademas de las plantas verdes, como es el caso de

resinas de coniferas (Pinaceae, Araucariaceae, Taxodiaceae, Cupressaceae y
Podk F . E

peci son especialmente ricas en diterpenos. Igualmente
ricas son algunas resinas de Angiospermas, como son: la familia Cistacea. Leguminosae
y Burseracea. Los diterpenos se distribuyen en la familia Labiatae y Euphorbiaceae. etc.
También, son elaborados por un nimero de hongos, por ejemplo y algae.

En afos recientes se ha observado la amplia distribucién de diterpenos en
animales marinos (coelenterates) del orden Alcyonacea {(corales blandos, abanicos
marinos). Se han descubierto también en esponjas, en ciertas especies de termitas
(Nasutitermes exitisosis, trinerutermes gratiosus), las abejas (Bombus terrestris) elaboran

diterpenos como mensajeros quimicos.

En la naturaleza, los diterpencs pueden estar libres y en estados combinados; los

diterpenos que no son altamente funcionales estan libres (los acidos invariablemente
estén libres).



En afos recientes se han encontrado mas y mas evidencias de que materiales
bioldgicos exdticos, flora y fauna marina, tienden a producir metabolitos secundarios de
esta naturaleza.

El papel biolégico de los diterpenos en los organismos donde se encuentran, es
parte de la cuestién general concerniente a los asi llamados metabolitos secundarios. La
antigua visidon de estos compuestos era sélo metabdlica y en algunas clases habian sido
implicadas en el buen funcionamiento del organismo (particularmente cierto para
terpenoides).

Es irreal esperar una tinica funcién para una clase de diterpenos, ya que estos un
papel presentan estructuras variadas y una distribuciéon restringida. Parece razonable
asumir que una gran variedad de metabolitos secundarios es el resultado de varios
posibles factores, como es la sintesis al azar por organismos y que llegan a ser
p;‘ovechosos para una cierta funcidén fisioléogica © una estrategia alternativa para
desconectar 0 conectar la ruta metabdlica. Temporalmente, pueden servir como defensas
quimicas contra predadores, parasitos, dafio mecanico, interacciones ecolbégicas ( por
ejemplo alelopatias), etc.

Sin embargo, nuestro conocimiento puede no estar lejos del verdadero estado de
que la vasta mayoria de estos compuestos pueden ser esencialmente producidos por
stress (evolucion referida al continuo stress del medio ambiente).

Especificamente, en el area de diterpenos, se ha establecido un claro papel
fisiolégico para las giberelinas como reguladores enddgenos del crecimiento de la planta.

Las giberelinas promueven la elongacion celular, inducen partenocarpia e inducen nuevo
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RNA y sintesis protéica. Un numero de diterpenos con una variedad de actividad
biolégica, puede ser esencial para el bienestar de los organismos que lo producen.

Se ha descrito un numero de diterpenos con actividad reguladora de las plantas
por ejemplo portulal, perrotterianal-A . (inhibe la germinacion de la cascara), Nagilactona-
B (inhibidor), momilactona-A (inhibidor de germinacién). Compuestos relacionados muy
de cerca con la nagilactona-8 y la momilactona-A, muestran actividad inhibitoria del
crecimiento de las plantas. Algunos derivados del Kaureno, como por ejemplo kaurenol,
imitan la actividad de la giberelina; el acido farbitico ha sido implicado en el control del
contenido y actividad de giberelinas en plantas. *°

Un numero de diterpenos antibidticos han sido aislados de plantas aéreas, por
ejemplo el ferruginol de la resina de Podocarpus ferrugineus. Isoden trichocarpus. que
tienen, respectivamente, actividad antifungica y antibacteriana; también, varios
organismos marinos elaboran compuestos antibidticos, por ejemplo dietiodial de alga

verde, cueunicina de una gorgonea, y diisocianoaminofilectona de Ila esponja.

ptilosarcona de la pluma de mar, produce toxinas diterpénicas °.

Las siguientes estructuras corresponden a los diterpenos con actividad reguladora

de las plantas y a los diterpenos que actuan como antibidticos (Figura 7).
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Petrotietianal-A

o )
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o Kaurenol
Morniactona-A
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Cueunicine Ne |
Diisociancsmtiiecteno

Ptiosarcona

Figura 7
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3.4. DITERPENOS TETRACICLICOS

Son compuestos que presentan cuatro anillos en su estructura base y contienen

20 atomos de Carbono. Se dividen en tres grupos principales que son:

e FILOCLADENO-KAURANO
« GIBERELINAS
* GRAYANOTOXINAS

De éstos, los del grupo filocadeno-kaurano, son jos mas distribuidos y por lo tanto
los mas conocidos, de ahi que han servido de apoyo para establecer el parentesco entre
las familias. géneros y especies de diversas plantas con actividad biolégica®.

Muchos compuestos con el esqueleto tipico del kaureno fueron aislados cuando se

investigaron las plantas infectadas por un hongo llamado Giberella fujikuroi, que tiene la

particularidad de que ia planta infectada crece mas rapido que Jas normales.

El esqueleto del kaureno es importante entre los diterpenos, pues caracteriza a

ciertos compuestos con actividad biolégica.
Los Kaurenos poseen un esqueleto carbonado constituido por cuatro unidades
terpénicas unidas regularmente, formando tres anillos de seis miembros y uno de

cinco. En la Figura 8 se muestra la disposicién y la numeracién de estos anillos™’.

23



Figura 8

En la naturaleza, se han encontrado dos estructuras que son enantioméricas, el
(+)kaureno y el (-) kaureno; cabe hacer notar que el (-) filocladeno es un diasteroisémero

del (-) kaureno (Figura 9) cuya diferencia se encuentra en los centros asimétricos de los

0. ®

carbonos 5,9y 1

{ - ) Filocladeno

(+) Kaureno ( - ) Kaureno

Figura 9
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La Tabla 2 muestra algunos tipos de kaurenos de los cuales se encontré descrita
actividad biolégica.

KAURENOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA

Acido Granditlorénico

Contractibilidad del Gtero™

"
COOR

Excisanina

Anticancerigeno’®

R = Acetilo
Rubescensina Ay B

Agente antitumoral'®

Actividad antitumoral'?




Tabla 2. Kaurenes con actividad bioldgica (continuacién)

Oridonina

Actividad antitumoral
y antibacteriana™

COOM

Actividad antimicrobiana®'

Lasiokaurina

Agentes antitumorales™

14-Dodecanoato
14-Tetradecanoato
14-Hexadecanoato de
Oridonina

Inhibidor de tumores™

Norkauranona

Inhibidor de tumores™
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Tabla 2. Kaurenos con actividad biolégica (continuacion)

: Rubescensiva-3

Agente antitumoral®

Agente antitumoral™®

I-Acido 16,17-Dihidroxi
H kaurandico

! I-Acido 17-Hidroxi-
kaurandico

- - e s 18,19
’ BN Antihipertensivo
R y antiinflamatorio®™
n
COOH
§ R=Ow
n Retdq
Carboxiatractilésido
el

**:.;&‘:;\

Actividad hipoglucémica™

Tabla 2




3.4.1. RELACIONES BIOGENETICAS

Desde el punto de vista biogenético, el hidroxialdehido (1) y el hidroxiacido (2),
representan ia forma hidratada de (-)-Kaur-16-en-19-al (3) y acido(-)-Kaur-16-en-19-oico
(4), respectivamente. E} aislamiento de Kaureno, Kaurenol, Kaurenal y acido Kaurenoico
en la misma planta soporta la teoria que involucra biogenéticamente la transformacion de

Kaureno (5) en acido Kaurenoico y posteriormente en dcido giberélico (Figura 10) ® >

= (3) R=CHO
@RzeHs. (B 2E33n
(5)R =CHj3
Figura 10

GIBERELINAS:
Las giberelinas son acidos diterpénicos que regulan muchas fases del crecimiento

de las plantas, son importantes factores de crecimiento y germinacién de las plantas.
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Kurosawa descubrio estas sustancias, en 1926, en el hongo Gibberella fujikuroi,
; posteriormente identificado como Fusarium moniliforme. De las giberelinas se conocen
mas de 50 diferentes, éstas se dividen en 2 grupos: aquellas cuyo esqueleto consta de

19 atomos de carbono y las que estan formadas por 20 atomos de carbono (Figura 11).

Figura 11

LA ACTIVIDAD DE LAS GIBERELINAS SE PUEDE DIVIDIR EN 3 NIVELES:

a) Nivel de planta total: Las giberelinas son sustancias producidas por las plantas

y que ayudan a su crecimiento.

b) Nivel celular: El crecimiento entre nudos se Jjogra principalmente por

alargamiento de las células, aunque también tienen la propiedad de lograr la divisidn

calular.
c) Nivel molecular: Provocan cambios en varios componentes de las células,

especialmente en carbohidratos y enzimas.'?
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El acido giberélico, es una sustancia importante que regula el crecimiento de las
plantas, es el producto de alteracion de un precursor diterpénico. Experimentos han
mostrado que el hongo Gibberella fujikuroi es capaz de transformar (-) kaureno en acido

giberélico (Figura 12).

R = CH3 (-) Ksureno
R = CH,OH
R = COOH

G. fujikurai

co

Kaurenélido Ac. Geberélicofaa )

Figura 12

€1 acido giberélico (u otro compuesto regulador del crecimiento), esta esparcido -
tal vez en forma universal- como constituyente de partes aéreas de las plantas y juega
un papel como una de las "hormonas” de las plantas, que actuan controlando y regulando

el crecimiento y desarroilo de las mismas®,



3.5. Lasianthaea aurea

Lasianthaea D. C. es un miembro de la tribu Helianthaea subtribu Verbesinae de
la familia Asteraceae. Dentro de la subtribu, Lasianthaea es distinguida por una
combinacidn de rayos o rayas opuestas. Miembros de Lasianthaea han sido a menudo

confundidos con Verbesina y Wedelia, pero Lasianthaea es diferente.®

La Lasianthaea aurea es una planta herbacea perenne, erecta o ascendente,
hasta de 40 (60) cm. de alto a partir de una base tuberosa; tallos estrigosos, hojas
opuestas, las superiores alternas, ovaladas o elipticas, de 1-7 cm. de largo, de 0.3 a 3
cm. de ancho, agudas a obtusas en el apice, aserradas a denticuladas en el margen.
estrigoso-hirsutas en ambas caras; cabezuelas solitarias © agrupadas por pocas en el

extremo del tallo, flores liguladas 6-11 (15)mm.

Se localiza desde Tepotzotlan y Joltzingo a Ecatepec y Villa A. Obregon Alt, 2350-
2650 m. San Luis Potosi a Jalisco, Michoacan y México D. F., en pastizales, matorrales

Xerdfilos y claros en medio del encinar.””




La Tabla 3 muestra las especies en las cuales se divide el género Lasianthaea®

ESPECIES DE Lasfanthaea

Lasianthaea VARIEDAD
fruticosa fruticosa
michoacana
fasciculata
alamosana
aggregata
macrocefala
helianthoide s helianthoides
nayaritense
crocea
squarrosa
ceanothifolia ceanothifolia
gracilis
seemannii zinnioides
palmeri
podocephala
aurea

Tabia 3



Del género Lasianthaea se enconiré descrito el estudio quimico de Lasianthaea

fruticosa (parte aérea) Figura 13, de la cual fueron aislados las siguientes compuestos *°

1 2 3 4
R, u H H OAng

Ay OHOH OO0 COH  COM

s [3 k4 8

R H  OAng OSa OMe
2 10
R on ol
»Im,
HyC coom
Acxio angebco
MO CHy
HOOC CHy
CH;  COOH
scido Sendsco
11 12
®  on oo

Figura 13
Para Lasianthaea podocefala se encontré descrito su uso como planta medicinal.
De Ia raiz de Lasianthaea podocefal/a se obtiene un té (infusidn caliente), el cual al
tomarse sirve para el tratamiento gastrointestinal, indigestion, dolor estomacal, gases,

dicera, @ inclusive para el tratamiento del cancer™.
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3.6. ACIDO KAURENOICO Y ACIDO GRANDIFLORENICO

El acido Kaurenoico y el acido Grandifiorénico (ver pag. 44) han sido aislados
previamente de otros especimenes. La Tabla 4 muestra una pequena revisiéon de plantas

en las que han sido aislados estos metabolitos.

EIDO KAURENOICO. « - - ACIDO GRANDIFL.LORENICO
L. fruticosa (parte aérea}"" L. fruticosa (parte aérea)

| Espeletia grandifiora(resina)™® Espeletia_grandifiora (resina)>”
Mikania monagasensis>’ Espeletia schultzii =2 ¢

Wedelia hispida (parte asrea y raiz)- )

Mikania mongenansis®
Montanoa tomentosa~

Tetrachyron orizabaensis™

Phebalium rude™ Viguiera insignis’~

Ricinocarpus stylosus®’ Wedelia_calycina”®
D Ty

Heliantus occidentalis™ __
Heliantus debilis*
Heliantus annuus™’
Heliantus ciliaris™
Heliantus niveus™
Montanoa tormentosa’~
Viguiera insignis’~.
Wedelia calycina™"
Xilopia aethiopica™
Mikania ovtusata > (P.aérea)
Wedelia hispida™>_

Tabla 4

Datos de actividad biologica para el acido kaurenoico

Se observé actividad inhibitoria en el crecimiento de Candida albicans y

Staphylococcus aureus®, se demostré también que es activo en algunas pruebas
71



bioldgicas para giberelinas, Eillinger e¢ a/ reportaron actividad inhibitoria del crecimiento

larvario de la polila del girasol (Homosoma electellum)*, Recientemente, se ha
encontrado una potente actividad sobre (Trypanosoma cruz). El diterpeno acido ent-
Kaur-16-en-19-oico fue identificado como el componente trypanocida del extracto
etandlico de Mikania obtusata. D.C. (Asteraceae), sobre el trypomastigote sanguineo de

trypanozoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas. (Trypanosomiasis

americana)™®
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4. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y APARATOS UTILIZADOS

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Mel-Temp |l ¥ no
estan corregidos.

Las cromatografias en columna se realizaron con silica gel 60: mallas
70-230 y 230-400 ASTM.

Las cromatografias en capa fina se realizaron en cromatofolios
Alugram sil G/UV 254 y fueron reveladas con una solucién de CeSO. en
H2S0O4 0.2N al 1%.

El espectro de Infrarrojo fue obtenido en un aparato Nicolet SSX.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y '’C se
obtuvieron en un equipo Varian Gemini y VXR, respectivamente.

El espectro de masas fue obtenido en un espectrometro Hewlett-

Packard 5985B GC/MS System con la técnica de impacto electrénico.

Los desplazamientos quimicos (3) estan reportados en ppm (utilizando

TMS como referencia) Los patrones de acoplamiento son: s=sefal simple,

=sefial doble, t=sefial triple, ¢= sefial cuarteto.
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[_DIAGRAMA EXPERIMENTAL |

RECOLECCION

Sierra Tarahumara
{Chihuahua)
Agostg 1992

(DENTIFICACION Y CLASIFICACION]

Instituto de Biologla
Bidlogo Francisco Ramos
(UNAM)

((seEcAboO Y MACERADO )
(Rafz)

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE
LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Cromatografia en columna, capa fina y
preparativa

IDENTIFICACION DE LOS
METABOLITOS SECUNDARIOS

IR, EMIE, RMN "H, RMN **C.

( PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA)

Método Kirby-Bauer.
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4.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION

El espécimen estudiado corresponde a Lasianthaea aurea

(Compositae). Fue recolectado en el Km. 40 de la carretera Creel-Basihuare
en Ia Sierra Tarahumara, Chihuahua, México en agosto de 1992, Su

clasificacion se realizé en el Instituto de Biologia (UNAM) por el Bidlogo

Francisco Ramos.
El ejemplar estudiado se dejé secar a temperatura ambiente y
posteriormente se procedid a realizar pruebas de extraccién para elegir el

disolvente adecuado. Estas pruebas se realizaron tanto a la parte aérea,

como a la raiz, ambas por separado. Los disclventes utllizados fueron n-

hexano, acetato de etilo y etancl. De dichas pruebas se observd una mayor
extraccion con acetato de etilo para ta raiz .
Se colocaron 130.3 g. de raiz en un matraz redondo al cual se le

agregé acetato de etilo ai 100 % para realizar la extracciéon. (se dejd
reposar durante tres dias a temperatura ambiente). Posteriormente se filtro
para separar el extracto del macerado, el filtrado fue concentrado en un
rotavapor a presion reducida, obteniéndose un extracto semiséolido de color

café ambar (aproximadamente 8g.).

E! extracto obtenido fue sometido a cromatografia en columna

utilizando silica gel como fase estacionaria, el sistema utilizado como fase

moévil fue Hexano-Acetato de etiio (80:20). De esta cromatografia se obtuvo
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principalmente un compuesto oleoso de color amarillo, y otras fracciones

oleosas de color ambar .

Posteriormente, se realizd otra cromatografia en columna, usando el

sistema n-hexano-acetato de etilo (80-20), como fase movil. De ésta se

obtuvieron diferentes fracciones semisdlidas cuya coloraciéon abarcaba del

amarillo al ambar.

A la fraccién |l de la segunda columna (aproximadamente 1g.) se le

realizé una cromatografia preparativa obteniéndose aparentemente un solo
compuesto, el cual se caracterizd estructuralmente mediante técnicas

espectroscopicas. (se le realizo IR, RMN 'H, '°C RMN y E. Masas.).

IR(cm™'): (Espectro 1) 3600-3200cm™’, 1691.54cm’’, 1656.74cm™’,
1577.43cm™".

RMN 'H (CDCls. ppm): (Espectro 3) 5.243 ppm (1), 4.916 ppm (d).
4.798 (d), 1.4 ppm, 2.8 ppm sefal maltiple, 1.242 (s), 1.026 (s)., 0.948 (s).

Compuesto | RMN *’C ( 75 Mhz) C3D.0 dada en ppm (8) (Espectros 6
Y 7): 41.23, 20.10, 38.21, 44.18, 57.00, 21.76, 40.67, 44.18, 55.07, 38.77,
18.41, 33.08, 43.80, 39.66, 48.92, 155.8, 102.95, 28.92, 184.3, 15.54.

Compuesto || RMN *’C (75 Mhz) Acetona dada en ppm (Espectros 6 y
7): 41.23, 19.05, 37.84, 43.80, 46.50, 20.10, 29.63, 42.24, 155.88, 38.77,
114.86, 37.75, 41,23, 44.89, 50.27, 158.56, 105.44, 28.22, 183.00, 23.57.

EMIE (70eV) (espectro B): m/z(% ab. rel.) 302 (49), 285 (98), 300(41).
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A los cristales mezclados con el compuesto oleoso se les realizd una
cromatografia en columna utilizando un sistema n-hexano-acetona como
fase movil y silica gel malla 230-400 como fase estacionaria.

De esta cromatografia se obtuvieron cristales amariilos y fracciones

lavados con acetona obteniéndose cristales

oleosas. Los cristales fueron

blancos (hojuelas con tonos brillantes). Se tomdé una muestra de estos

cristales y se obtuvo su espectro de IR, siendo este igual al anterior

{espectro 1).
Mediante ccf se observé que los cristales revelaban dos compuestos

con un Rf muy cercano, los cuales no podian ser separados por métodos

cromatograficos comunes.
Dado que por IR se detecto la presencia de un grupo acido carboxilico,

se decidio realizar una reaccidn de metilacién con diazometano.

Reaccién de metilacién: mezclar 150mi de éter y 45mi de KOH(40%)
con 15g. de nitrosometilurea en un embudo de separacidn, posteriormente
separar la solucidn etérea (amarilla), agregar dicha solucién a la muestra,
dejar evaporar, el producto seco disolverlo con acetato de etilo éespués
lavar con solucién saturada de NaCl, secar con NaSQO. anhidro y por ultimo

fittrar 32,
Al realizar una ccf al producto metilado se observaron nuevamente ios

dos compuestos con un RY muy cercano por lo que la metilacién no logrd
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separarlos. El producto metilado no pudo ser recristalizado por lo que se le
realizé 1a RMN 'H en forma oleosa.

La fraccidn 5 fue la mas abundante en cuanto a cristales, por lo que a
éstos se les realizé RMN'’C, RMN'H, E.Masas.

Posteriormente, se procedid a la dilucidacion de la estructura de los

compuestos, utilizando los datos espectiroscopicos obtenidos.

4.2. ESTUDIO BIOLOGICO

Se probd la actividad antimicrobiana de la mezcla de compuestos
aislados de la raiz de Lasianthaea aurea, para ello se utilizéd la tecnica de
placa o Kirby-Bauer. Esta prueba se basa en la difusion del posibl‘e
antibidtico contenido en un disco de papel filtro, se utilizé para la prueba
agar Midieller-Hinton, las placas se prepararon en 2 etapas, la capa base
consta de 20mli. de agar Mieller-Hinton, cada caja se dejé solidificar sobre
una superficie lisa Y nivelada. La segunda capa fue distribuida
uniformemente en la superficie de la primera capa base. Se adicionaron
nuevamente Sml. de agar Mdleller Hinton, el cual fue inoculado previamente
con el microorganismo prueba; una vez solidificado, se colocaron los

sensidiscos presionandolos ligeramente contra el agar, todas las placas se
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hicleron por triplicado, se incubaron a 37°C por 24h. Transcurrida la
incubacién se midieron los diametros de los halos de inhibicién.

Se prepararon los discos de papel filtro con soluciones de los posibles
antimicrobianos, ademas de un control negativo con disolventes y un controtl
positivo, se utilizé glicerol como co-sclvente.(Todas las pruebas se

corrieron contra blanco de glicerol).

Los microorganismos utilizados para la realizacién de las pruebas
fueron los siguientes: Staphylfococcus aureus. Streptococcus [fecalis,
Actinobacillus, Escherichia coli, Salmonella tiphi, Pasteurella multocida tipo

Ay D, Haemophyllus parasus y Bordetella brunchiseptica.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La necesidad de contar con nuevos productos que nos permitan tener alternativas
terapéuticas (no solo de compuestos provenientes de sintesis, sino también obtenidos de
la naturaleza), nos lleva al descubrimiento de moléculas nuevas, de las cuales se busca
tengan aplicacion terapéutica, asi mismo conocer el contenido de metabolitos secundarios
en plantas empleadas con algun fin curativo en diferentes regiones de nuestro pais y del

mundo.

5.1. ESTUDIO FiITOQUIMICO

Del extracto obtenido de la raiz de Lasianthaea aurea con Acetato de etilo se
obtuvieron cristales blancos (60mg.), con férmula molecular calculada CxHxO2 y punto
de fusién 177-180 °C (reportado 178-180°C) y CxoH202 con punto de fusiéon 150-155°C
(reportado 158-160°C).

Contando con el auxilio de las técnicas espectroscépicas anteriores, se determind
que :

Los metabolitos secundarios aislados de !a raiz de Las/anthaea aurea, son dos
DITERPENOS TETRACICLICOS DE TIPO KAURANO. Conocidos como: acido kaur-16-
en-19-oico (acido kauranolco), acido 9(11),-16-kauradienoico (acido grandifiorénico)

Figura 14,

3




Acido Grandiflorénico
(@D

Acido Kaurenoico
L )

Figura 14
En IR ( espectro 1) se observa una ancha e intensa que se extiende desde 3600

' hasta aproximadamente 3200 cm’' . caracteristica de un enlace OH de acido

cm.
carboxilico. En 1691.54 y 1656.74 cm.”' se observan dos bandas que se atribuyen a la
presencia de dos grupos carbonilo.

En RMN 'H (espectro 3) se observa una senal triple centrada en 5.24 ppm
asignada al hidrégeno vinilico en posicion 11 del acido grandiflorénico acoplada a los
hidrégenos de C-12, dos sefales dobles centradas en 4.91 ppm y en 4.79 ppm, asignadas
a los hidrogenos del C-17 de los acidos aislados. Ademas se observan tres senales
simples desplazadas en 1.24, 1.03, 0.958 ppm, el primer singulete presenta dos veces la
intensidad de las dos ultimas, esto sugiere que esta sefal debe corresponder a los
hidrégenos del carbono 18, de las otras dos sefhales la que aparece a campos bajos se
propone que sea la de los hidrégenos del metilo unido al C-10 del acido grandiflorénico y
Ia de campo alto al del metilo en carbono 10 del acido kaurenoico. Esta asignacion se

hace debido al efecto de desproteccidn que se manifiesta por parte de la insaturacion



C=C entre carbono 9 y carbono 11 sobre este metilo, se observan sefiales multiples que
van desde 1.4 hasta 2.8 ppm asignadas a los hidrogenos del esqueleto del Kaureno.

En >C (espectros 6 y 7) se correlacionaron los datos obtenidos experimentalmente
en este trabajo con los reportados tanto para el acido Kaurenoico como para el acido

Grandiflorénico®” > >*  observandose una gran semejanza en los desplazamientos (tabla

5).
ACIDO KAURENOICO ACIDO GRANDIFLORENICO
Carbono Valor Reporiado Valor Obtenido Valores Obtenidos [ \'alores Reportados
1 3110 3123 30 7s 3123
3 19.80 2010 2013 19.05
3 380 g2 3821 37 B3
-3 43.80 4118 3373 43 80
5 57.1 572.00 46 61 46 50
(3 22.50 21.79 1B 43 2010
7 11.5 4067 20061 29 63
8 344 4118 42 26 4224
B 552 5507 15593 155 88
10 359 3877 35.80 3% 77
11 18.6 1831 11489 11480
12 333 3308 37.91 37.75
13 43.2 43 80 41.23 4123
14 39.9 3960 44 94 <4 89
15 492 3803 50.29 5027
16 1557 1558 15839 158.56
17 1035 10295 105.35 105,33
18 293 2892 3823 3832
19 179.9 1833 183.72 183.00
20 16.00 1553 2357 3357
Tabla S
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Por EMIE (espectro B) se observa un fragmento con m/z de 302 que corresponde al
ion molecular y peso moiecular de una de las estructuras propuestas (acidos
Kaurenoico) y un fragmento en m/z de 285 correspondiente al pico base, E! pico con
m/z de 300 corresponde al ion molecular y peso molecular de la segunda estructura
propuesta (acido Grandiflorénico).

En la Tabla 6 se muestran los principales fragmentos de las estructuras de los

compuestos aislados.

ACIDO KAURENOICO | - |27 0 7 ACIDO . GRANDIFLORENICO .
' [y ' ey
m/z abundancia relativa m/z abundancia relativa
302 M~ 49 300 M 41
287 (M-CH,) 34 285 (M- CH,, 98~
259 (M-C3Hy) 47 257 (M-C5H;) 18
257 (M-CHOz) 18 255 (M-CHO:) 17
256 (M-CH:0x3) 13 254 (M-CH:0x) 3
243 (M-C.H1) 25 241-(M-C.H11) 27
239 (M-15-49) 43
Tabla 6

La identificacion de los metabolitos secundarios aislados tuvo un grado de
dificuitad mayor que una identificacién comun, ya que en este caso los metabolitos se

encontraban mezclados, por consiguiente, observando sus estructuras se puede ver que
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se trata de compuestos muy similares (casi idénticos), 1a Gnica diferencia estructural entre
ambos es la doble ligadura existente entre el C-9 y el C-10. Estos compuestos no
pudieron ser separados por métodos cromatograficos comunes, ni por reacciones

quimicas (metilacién).

5.2. ESTUDIO BIOLOGICO.

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos durante la prueba de actividad
biotogica realizada a los metabolitos secundarios aislados de la raiz de Las/anthaea
aurea Acido Kaurenoico y Acido Grandiflorénico.

-MICROORGANISMOS . HALO DE INHIBICION ||
474 s '- . LR (mm) s .
Actinobacillus ———
Bordetella brunchiseptica 3
Escherichia coli 19
Haemophylus parasuis ———
Pasteurella multocida “D"} 9
Salmonelia tiphy —————
Staphylococcus aureus 12
Streptococcus fecalis —

Tabla 4
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Con respecto al estudio de actividad biologica los resultados que en este estudio
se obtuvieron, son nuevos ya que Nno se encontraron anteriormente reportados en la
literatura. Se encontrd que de Ios microorganismaos utilizados para dicha prueba (Tabla 6),

solamente algunos de ellos presentaron susceptibilidad a la accién de los metabolitos

secundarios con los que fueron enfrentados.

La susceptibilidad mostrada por los microorganismos se presentd en forma

diferente: mientras que Bordetella brunchiseptica y Pasteurella multocida tipo ~D~ fueron
resistentes, el Staphilococcus aureus fue medianamente sensible, mientras que
Escherichia coli fue la mas sensible. estos resultados se obtuvieron basandose en los

hatlos de inhibicién presentados por cada microorganismo.
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ESTA TESIS NO BEBE
concLusiones SAUR DE LA BIBLIDTECA

Se lograron aislar los metabolitos secundarios mas abundantes de ia raiz de

Lasianthaea aurea.

Se logré determinar mediante técnicas espectroscdpicas la estructura de dos

metabolitos secundarios aistados. (Acido Kaurenoico y Acido Grandiflorénico).

Se aportd al acervo quimico de la flara nacional, una investigacién fitoquimica para

este espécimen ya que no se ha reportado estudio quimico alguno

Se contribuyé al estudio biolégico de este espécimen, en lo que se refiere a la

actividad microbioldgica mostrada por los metabolitos secundarios aistados.

Aunque el objetivo del trabajo no fue el de estudiar el comportamiento de extracto

obtenido a nivel! bioquimico, sin embargo con los datos obtenidos. seria de gran

importancia continuar la investigacidon a este nivel y poder ubicar al compuesto (I) como
un - antibidtico”.
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