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| INTRODUCCION
|

Las plantas han sido objeto de estudio desde épocas remotas tanto en nuestro pais como
en otras partes del mundo. Esto nos lleva a regresar en el tiempo y consultar fuentes de
informacién que abarcan otras culturas. Asi, de manera mas formal, existen los 47
volimenes sobre Historia Natural, escritos por el naturalista latino Plinio el viejo (23-79
d.c.) en los que nombran mas de 1000 plantas, entre ellas algunas medicinales, ain en
uso. Otra fuente de informacion escrita fue realizada por el griego C. Dioscorides en el
afio 77 a.c. llamada De Materia Médica, en la que menciona las plantas y medicinas

conocidas por los griegos.’

La medicina tradicional en México tiene antecedentes prehispanicos. México ocupa el
cuarto lugar en cuanto diversidad en especies vegetales, esto conlleva a un enorme
acervo de conocimientos etnobotdnicos especialmente en las plantas medicinales®.
Muchos de los conocimientos de medicina tradicional que tenemos ahora de gran
cantidad de plantas, han llegado hasta nosotros -en la mayoria de los casos-, de forma
oral, aunque también de manera escrita o através de leyendas, tradiciones y costumbres,
El uso terapéutico de algunas plantas sigue vigente, por lo que la investigacion

cientifica en el pais la ha hecho objeto de estudio y le da la importancia que merece.

Como ejemplo de la importancia que la flora mexicana ha tenido en el desarrollo de la
quimica y la industria farmacéutica se puede mencionar que en 1943 un quimico
norteamericano especializado en esteroides llegé a México y después de indagar sobre
muchas plantas; con los lugarefios, encontré que cierta planta silvestre del género
Dioscerea (barbasco) contenia grandes cantidades de diosgenina. Este quimico llamado
Russell E. Marker, con dicho hallazgo pudo contar con grandes cantidades de materia
prima para dedicarse a la sintesis de la progesterona. Gracias a este descubrimiento, el
laboratorio por él fundado, llamado Syntex, abasteci6 durante muchos afios el 80% del

mercado mundial de hormonas v esteroides a un precio mucho menor que el de los

precedentes.”




ANTECEDENTES. |

La planta objeto del presente estudio, cuyo nombre cientifico es Stachytarpheta
acuminata, fue recolectada en  Tolantongo,- estado de Hidalgo, México- durante su

época de floracion. En este tiempo la vegetacion era cerrada alrededor de este arbusto,

el cual no presentaba ningun aroma perceptible y como un hecho significativo, cabe
mencionar que era la Unica planta que permanecia sin ser atacada por insectos ©

depredadores en el ecosistema donde se encontrd presente.

La clasificacién taxondmica de la Stachytarpheta acuminata es la siguiente:
Divisién: Fanerogamas

Clase:  Angiospermas

Subclase: Dicotiledoneas

Orden:  Tubifloras

Familia: Verbenaceas

Género: Stachytarpheta

Especie: acuminata \

Las consideraciones quimiotaxondmicas, ademéas de contribuir a una eleccién mas
racional de las plantas a investigar, ayuda junto con las teorias biogenéticas a dilucidar

la estructura para los nuevos compuestos aislados.'

La familia Verbenaceae, cuenta aproximadamente con 3000 especies, distribuidas en el
mundo. Esta gran familia contiene un nimero de plantas Wtiles en construccion —como se
menciona al final de éste parrafo-, en medicina y ornamentales, incluyendo hierbas,
arbustos, arboles v muchas lianas. La distribucién de estas plantas es tropical y subtropical,

con pocos géneros y especies nativas de zonas templadas. Clasificada bésicamente de

acuerdo al tipo de inflorescencia, incluye muchos géneros de valor econdémico, el mas

"
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importante es Tectona grandis (sureste de Asia ; resistente al agua, usada en la construccion
de barcos) y Citharexylum (México y Sudamérica) que es usada en la construccion de

: : 4
instrumentos musicales.

En la familia Verbenaceae hay plantas de uso comun tales como verbenas,
sauzgatillo, marialuisa, teca, etc; algunas de las cuales son usadas contra parasitos,

como febrifugas, antiinflamatorias o tranquilizantes.

De Verbenaceae existen varios géneros en la Republica Mexicana mas o menos
abundantes, distribuidos a lo largo de todo el territorio, siendo Tlaxcala €l estado que
cuenta con menos especies (19) y Chiapas con la mayor cantidad (109). Sin embargo
esta familia ha sido escasamente estudiada y menos atn el género Stachytarpheta,

siendo estos estudios fundamentales para formar una linea que nos dirija en la bisqueda
9

e , . 7
de nuevos compuestos que tengan principios farmacologicos™
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DISTRIBUCION DE VERBENACEAS EN MEXICO.

A continuacion se presenta una tabla de la familia de las verbenaceas con el nombre

del género y el numero de especies que se han determinado dentro del territorio

mex1cano.

GENERO No de especies GENERO __Node espécies
Aegiphila 15 Lippia 34
Aloysia 11 Petrea 1
Avicennia 2 Phyla 9
Bouchea 6 Priva 6
Burroughsia 2 Rhedera 2
Callicarpa 2 Stachytarpheta 29
Citharexylum 41 Tamonea 4
Clerodendrum 11 Tectona i
Cornutia 3 Tetraclea 3
Duranta 2 Tonina 1
Glandularia 9 Verbena | 69
Holmoskioldia 1 Vitex 8
Lantana 26 . Xolocotzia | |

5
Los estados con mayor flora verbenacea son:
ESTADO No de especies
" Chiapas ] 0w
Oaxaca ! 103
Veracruz 91

n




DISTRIBUCION DEL GENERO Stachytarpheta EN EL TERRITORIO

MEXICANO.®

Chiapas
Michoacan
Q. Roo
ISlnaloa
Tamaulipas
S.L.P.
‘fucalan
Campeche
Nayarit
Sonora
Puebla

PLANTA

veracruz
Tabasco

X iHidalgo
> uerrero
> [Edo Mex
> Lalisco

S_acuminata

S albiflora

x
>

S angustifolia

XXX 1> naxaca

S. frantziis X J.x

S. franntziis var, Mollissima

x
XX X (X
x
bad
>

S. guatemalensis X

S guatemalensis var.
Lundelliana X

|

|

|
S hintoni X | X |x
| S incana X |

. incana var.angustibracteata X | x X X X X X X

_incana var. Jaliscana X

jamaicensis X X | X X X X

jamaicensis { atrocoerulea X X

kingi X

longifiora X X

luisana X

fundellae X

miniacea X X

mutabilis X |[X |x Ix X

mutabilis var Maxoni % |

mutabilis var. Violacea X X Ix |x

nelssoni X

purpurea X

rivularis X |

robinsoniana | X

tabascana X | x |

velutina X

wlu|lo|ln|lv|vn|nlun|lu|ln|lv|v|v|v|o|o|n|n|n

violacea f X X

De acuerdo a lo anterior se desprende la gran diversidad y distribucién de esta familia,

cuyo estudio es prometedor y puede traer resultados aplicables hacia fines medicinales

y de ser posible aplicarlos para otros proyectos de importancia industrial.




Las vplantas de esta familia (Verbenaceae), son usadas de manera terapéutica en
muchas regiones de Meéxico, y del género que ahora nos compete se han encontrado
varias aplicaciones. La Stachytarpheta mutabilis es usada en el este de Africa® para
curar dolor de cabeza, disenteria e infecciones de ojos; en el area del caribe las especies
de Stachytarpheta son consideradas plantas de la medicina tradicional, por tener
principios febrifugos y antidisentéricos. En la India la Stachytarpheta indica es usada
en medicina tradicional externamente para  Ulceras purulentas e internamente para
fiebres y reumatismo. En México es usada la Stachytarpheta acuminata para combatir
infecciones cutaneas, inclusive de ojos y algunos trastornos del estémago como son la

diarrea y disenteria.

De varias familias de plantas, entre ellas las labiadas y las verbenaceas, a la cual
pertenece la planta Stachytarpheta acuminata, se han aislado compuestos llamados
iridoides. Del género Stachytarpheia se han reportado cuatro especies. En seguida se
nombra  al o los iridoides que se han aislado de cada una de ellas:

10
Stachytarpheta indica (ipolamida)

11,12
Stachytarpheta mutabilis (ipolamida y 6B-hidroxiipolamida)

13
Stachytarpheta jamaicensis (ipolamida y tarphetalina)

14
Stachytarpheta guyanensis Sin. S. cayenensis (ipolamida)

Los principios medicinales son atribuidos a la presencia de glucdsidos de iridoides

hasta ahora descritos en todas las especies estudiadas de este género. La distribucion

L . , . ., 15,1718
de los iridoides podria ser una excelente guia como marcador para la clasificacion

quimitaxondmica del género Siachyrarpheta asi, como lo ha sido para el género
18

13 . ; o
Verbena” y en varios géneros de la familia Verbenaceae.




USOS DE IRIDOIDES.

Los iridoides han mostrado actividad antimicrobiana (plumericina, aucubina, 4cido
genipico, 4acido elenolico), laxantes (genipdsido, verbelina, asperulésido ), diuréticos
(catalposido), citotéxicos (alamandina), antitumoral 19 (agliconas de aucubina)

s 20 . . M
hemodinamica, colerélica, antunﬂamatorla”, colinérgico, = hepatoprotectora

19,24-26

hipotensor, analgésico, antiflogistico y sedante. vy en insectos actiian como

antialimentarios (principalmente la ipolamida).

El extracto de la planta Nycranthes arbortristis 'y los glucésidos de iridoides
contenidos del extracto tienen un efecto inmunomodulatorio contra la candidiasis

sistémica en ratones.

La decoccion de las ramas de Verbena carolina es usada: contra la diarrea, el dolor de
estémago, irritacion del intestino, dolor de vesicula, enfermedades renales, como
cicatrizantes de granos y heridas, como abortivo, para la caspa, dermatitis y alergias °El

principio activo es atribuido al iridoide contenido en ésta, llamado hastésido.

La Verbena littoralis, cuyos constituyentes principales son los iridoides verbalina y
brasosido, es utilizada en Colombia; principalmente contra la tifoidea e inclusive

contra céncer.'®

Otro iridoide, el genipésido, extraido como glucdsido, de los frutos de Genipa
americana y Gardenia jasmoindes, previamente hidrolizado y nombrado como genapin,

promete prevenir el cancer de piel y de pulmc')n.27

Teniendo como hipdtesis que existe una relacién entre la actividad antimicrobiana y la

actividad antitumoral, se probd la aglicona de aucubina y el éster metil escandésido




contra carcinoma Ehrlichascites, Meth A y Sarcoma 180, ambos mostraron una elevada

actividad. "
FUNCION DE LOS IRIDIODES EN LOS INSECTOS.

El secuestro de iridoides por insectos ha sido descrito como secuestro de toxinas

2832 )
amargas de las plantas. En varias revisiones se enlistan, especies de insectos

32-34
capaces de almacenar y secuestrar estas toxinas amargas como defensas. De acuerdo

28
a Rimpler, un minimo de 10 especies originarias de tres familias de lepidépteros

muestran un contenido de iridoides derivados de plantas. El papel protector de los

iridoides secuestrados no s6lo los previene de los ataques de los pajaros sino también

. 35 3638 .
del ataque de otros insectos. Las larvas de Junonia coenia usan los iridoides

aucubina y catalpol de Plantago lanceolata como proteccion, contra sus

2839
depredadores.

El catalpol fue encontrado en la mariposa Euphydryas chalcedona y E. anicia,
huésped de la planta Penstemon griffinn. En consiraste, las larvas de estas mariposas no
contienen catalpol a pesar de ser huéspedes de la planta, pero contienen otros glucdsidos

de iridoides.

La mariposa Thesalia theona de Costa Rica cuyo alimento de la larva es desconocido
contiene solo 6-B-hidroxyipolamida, iridoide de Verbenaceae y no ha sido encontrado

previamente en lepidéptero alguno.*'

La ipolamida, aislada de varias especies de Stachytarpheta, inhibe a la Spodoptera
littoralis con una concentracién de 0.1%; aunque ésta se encuentra en la Stachyrarpheta

mutabilis en una concentracion del 1%.!34041

Estos dos tultimos resultados muestran efectos similares a los obtenidos con




compuestos que se conocen como antialimentarios: sustancias que una vez que las

ingiere el insecto, no vuelve a probar nada, por tanto muere de inanicion.

Los antialimentarios tienen frecuentemente otros efectos en los insectos fitofagos,
incluyendo la inhibicién del crecimiento, retardo en la maduracidn, reduccién en la
capacidad reproductiva y toxicidad directa. Compuestos semejantes pueden — ser
probados como insecticidas. El mejor antialimentario conocido es la azadiractina aislada

del 4rbol del neem.®

Se tiene escasa documentacion evidente de como los iridoides son involucrados o
como influyen en otros organismos semejantes a los nematodos y a los hongos. Se han
probado en Penicillium expansum los glucosidos y agliconas de aucubina, catalpol y

gentiopicrim, mostrando que las agliconas tienen una actividad fungicida.

FUNCION DE LOS IRIDOIDES EN LAS PLANTAS.

La distribucion de los iridoides en el tejido vegetal, frecuentemente localizados en
tejidos jovenes, sugieren su rapida utilizacién en el metabolismo.*'Esto también es
confirmado por la observacion de que la presencia de los precursores de los iridoides en
Verbena officinalis, que es muy elevada en los retofios, decrece significativamente
durante el periodo de floracion, decayendo totalmente después.*® En el caso de Catalpa
speciosa se ha comprobado que el iridoide catalpol se encuentra en el néctar de esta

planta y no afecta la polinizacién.*

Otra actividad descrita para los iridoides es la de inhibir la germinacion. Se probaron
7 iridoides y 2 compuestos relacionados para corroborar dicha actividad en varias
especies vegetales, probando que tienen un marcado efecto en el crecimiento de la raiz,
y se determiné que la accion inhibitoria de este crecimiento se realizaba in vivo por la

hidrolisis del glucosido de iridoide a aglicona.*’

10




0OS IRIDOIDES.

Los iridoides representan un grupo de productos naturales monoterpénicos los cuales

son casi exclusivamente de origen vegetal. Sin embargo el nombre Iridoide se deriva

. . . . 46 . .
de la hormiga autraliana, Iridomirmex detectus, de la cual fue aislada por primera vez

el iridodial.

|

Me Me OH

T TR I

IRIDODIAL

Este metabolito se aisla frecuentemente como un glucésido, el cual se hidroliza en
medio 4cido para perder la molécula de glucosa y formar la aglicona correspondiente,
algunas agliconas relativamente estables son obtenidas por la hidrélisis enzimatica de

"
los glucésidos iridoidales vegetales. ’

11




Los glucosidos de iridoides son caracterizados por la inestabilidad de sus agliconas en
medio 4cido, los cuales llevan primero a la formacion de productos coloreados de
sustancias poliméricas, principalmente azul en diferentes tonalidades o negras. Por esta
razén los iridoides son llamados seudoindicadores y estas reacciones cromaticas son

47
usadas para determinar su presencia en extractos de plantas.

Un ejemplo es la transposicion catalitica de c-dihidroverberol en medio acido. Este es

transformado completamente en un solo producto aislable: el acetal tetraciclico.

La estructura fue comprobada por la correspondencia de los espectros de RMN de 'H
y RMN °C con el del acetal obtenido del asperulosidol, que solo se diferencia del

anterior iridoide por tener una doble ligadura entre 7-8 y de tener CH20H en vez del

48
CH3 unido al C-8.

Los iridoides estan relacionados biogenéticamente con una serie de sustancias
monoterpénicas, las cuales pueden estar divididas como se muestra en el esquema Ly

pueden o no tener insaturacion en el anillo de 5 miembros.

12




CLASIFICACION

ESQUEMA 1

DE IRIDOIDES.
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Los siguientes iridoides son algunos ejemplos de los que mas se han estudiado y de los

cuales existen varios estudios descritos™ en la literatura.

ESQUEMA 1I
IRIDOIDE: OBTENIDO DE: PRINCIPIOS:
HO\
X i 1932 Las agliconas
. Aucuba japonica son posibles
| \ 0 antitumorales.
|
| QGlu
HOH,C  Aucuba
CO3CH;
S Geni .
enipa americana, 46.52
L . 712 Laxante ™
8] Gardenia jasmoindes
HOH,C oGl
Genoposido
Re:pelentf:‘w’57

Nepeta cataria

0]
Nepetolactona

CO,CHy

Stachytarpheta mutabilis’ Antimicro-
biano

6-B-hidroxiipolamida
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OBJETIVOS

Tomando como base la informacién anterior, los objetivos que se pretenden alcanzar

estudiando la Stachytarpheta acuminata, de acuerdo a los antecedentes son:

a) Abrir la linea de estudio del género Stachytarpheta en México.

b) Aislar los metabolitos secundarios de la planta Stachyrarpheta acuminata.

c¢) Caracterizar dichos metabolitos.

d) Contribuir con las determinaciones quimiotaxonomicas de la familia Verbenaceae,

en particular la del género Stachytarpheta.

15
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PARTE TEORICA

1.- PREVIO A LA BIOSINTESIS.

Siglos de intentos para encontrar posibles respuestas; - pretencioso seria decir que
todas correctas o completas- nos ha llevado a entender, una pequefia parte del
mecanismo de la vida, que implica energia (provenientes de reacciones de oxido-
reduccion), la cual es necesaria para realizar funciones vitales en cada individuo. El
mecanismo de la vida puede culminar en la diferenciacién y especializacion de la
transformacion de la materia y la energia en diferentes metabolitos, clasificados para
fines practicos en primarios y secundarios. Estos ultimos tienen una distribucion
taxonomica restringida, es decir; no se forman bajo todas las circunstancias y no tienen
una funcién metabdlica obvia, (expresan la individualidad de las especies en términos
quimicos), en cambio los metabolitos primarios son aquellos que se encuentran
practicamente en la misma forma desde los microorganismos hasta los mamiferos. Los
metabolitos secundarios han llegado a ser utiles al hombre ya sea de forma directa o

- 54,55
indirecta .| 33

Cuando se encuentra un principio activo en ocasiones se inician la serie de pasos que
lleve a sintetizarlo en el laboratorio. De aqui la necesidad de tener la ruta de biosintesis,
para lo cual se pueden hacer estudios usando marcadores, aislando y determinando
compuestos que antecedan al principio activo en cuaiquiera de sus etapas sintéticas,

. ] ., 2. 40,53,62-64
investigando la relacién con su entorno bidtico, de manera tedrica, etc.” "

Una parte importante de la quimica de los productos naturales, se inicié con el
aislamiento de aceites esenciales, ricos en terpenoides, que se usaron como perfumes 6

medicinas.

17




Los terpenos son moléculas formadas por la union “cabeza-cola™ de moléculas de

isopreno (2-metil-1,3-butadieno):

F

cuya estructura fue considerada hasta hace poco la base en la construcciéon de muchos

compuestos de gran importancia, tanto en las plantas como en los animales.

Los terpenos se clasifican de acuerdo a la cantidad de unidades de isopreno que

contengan sus moléculas, de la siguiente manera:

Nom.general # de | Unidades
del terpeno carbonos isoprenicas
Mono- 10 2
Sesqui- 15 3

Di- 20 4
Sester- 25 5
Tri- 30 6
Poly- l n 5n

Los monoterpenos se pueden encontrar en diversos organos de las plantas: hojas,

18




flores, frutas, etc. Se consideran formados por dos unidades de isopreno, aunque en
realidad son de su derivado fosforado, llamado: pirofosfato de isopentenilo (PPI). Se
propone que son elaborados por las plantas, entre otras cosas, para inhibir la
germinacion de otras especies y evitar la competencia, especialmente por el agua, si ésta

es escasa. *?

El esqueleto del pirofosfato de isopentenilo (forma activa del isopreno) se biosintetiza
a grandes rasgos, como sigue: una condensacion tipo Claisen, produciendo a partir de
acetil CoA, el aceto acetil CoA, posteriormente el B-hidroxi-B-metil glutaril CoA, su
reduccion por NADPH, lleva al acido mevalénico, el cual es fosforilado tres veces con
ATP, seguido por una descarboxilacién, para producir finalmente el PPL. Lo anterior

sucede con ayuda de enzimas catalizadoras especificas.

Las transformaciones subsecuentes, presentadas en el siguiente esquema muestran la

biosintesis total del esqueleto base de iridoides.
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PREVIO A LA DISCUSION DE RESULTADOS.

El compuesto anterior, es el esqueleto basico del que se considera se puede partir hacia
otras estructuras de iridoides, como en el caso que nos compete ahora: la ipolamida, el
cual aislo puro y al que se le realizé una reaccion de acetilacién obteniendo el glucésido

del iridoide penta- y tetraacetilado (como se explica en la parte experimental), de los

cuales se tiene la siguiente discusion.

Compuesto I: Ipolamida

Ipolamida pentaacetilads Ipolamida tetrascerilada

Compuesto 11 Compuesto IIT
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2.- DISCUSION DE RESULTADOS.

11
COENte

Ipolamida

COMPUESTO (I)

En el espectro de I.R (espectrol) del compuesto (I), se presentan bandas entre 3303-
3446 cm”, que indica presencia de —OH, tanto del iridoide como de la molécula de
glucosa. En 1697.4 cm™ hay una sefial que indica grupo carbonilo conjugado, a una

doble ligadura, que se observaa 1632 cm™,

Debido a los problemas para disolverlo en acetona, acetato de etilo, etc. que presento
(D), este fue sometido a una reaccion de acetilacién de la cual se obtuvo una mezcla de
dos compuesos: uno pentaacetilado y otro tetraacetilado. El compuesto pentaacetilado
(II) presenta en espectrometria de masas, (espectro 2) el pico base en 169.1 m/e debido
a la aglicona menos el éster situado en el C-4, (227 m/e — 58 m/e), en 43.2 m/e de los

acetatos. El pico en 209 m/e (227m/e — 18 m/e) corresponde a la aglicona menos agua.




R

SRR

Moo " Ipolamida pentaacetilada

COMPUESTO (II)

La presencia del grupo -COOMe unido a la posicion 4 se comprueba en RMN 'H
(espectro 3) por las sefales caracteristicas del grupo -OMe en 3.76 ppm asi como en
RMN "°C (espectro 4) la del C del -OMe del éster a 51.44 ppm. Asi, la doble ligadura
se observa en 151.4 ppm, para el C-3 y en 113.5 ppm, para C-4, asi como en RMN 'H,

el proton vinilico (C-3) se muestra como una sefial simple en RMN 'H a 7.44 ppm:

El C-1 del esqueleto del iridoide se observa en RMN 3C a94.71 ppm y el H-1 en
RMN 'H a 5.99 ppm como una sefial doble (J= 1.46 Hz) acoplada con el H-9 (2.79 ppm,
d, J=1.46 Hz; y C-9 se muestra en el espectro de RMN 13C a58.39 ppm, (ver tabla 2).

Asi mismo, en la tabla 2 (RMN "C) se observa el C-8 2 86.65 ppm y C-6 y C-7 a
37.97 ppm y 34.86 ppm respectivamente. Los protones H-6 se observan en el espectro
de RMN ' H como sefiales multiples a 1.6 ppm y 2.10 ppm y H-7 o a 2.4 ppm como un
ddd, J= 3.6, 3.3 y 1.3 Hz. El metilo correspondiente a C-10 se observa en RMN 'Ha14

ppm, como una sefial simple y en RMN B¢c a209 ppm.(’g'73
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TABLA 1

RMN.'H Compuesto (Il)

H |s Sedal | J (Hz) H |5 (ppm) |Sefal | J(Ho)
(ppm)
H-1 599 |fd .46 H-1 4.79 d 7.8
13 7.44 ] s | H-2' | 4.97 dd  |7.8.96
H-9 2.29 ‘ d 1.46 H-3 | 526 t 9.6
-OH 55 s | — H-4> | 5.08 t 9.6
| anch.
H6c |1.60 [fm |- H5  |3.76 ddd | 9.6,4.52.4
H-6p 210 [flm H6 o | 438 dd  |4.5123
H7o 240 |[fddd [3.63313| 06 p |4.14 dd 24,123
Me de|140 s Me 2.002.00 | (12H)
C-10 acet. 202y2.1
COOMe, | 3.76 S — Me de 1.94 | e | eo
(C-11) Acet.en
C-8

\ Ipolamida pentaacetilada
H

Comp. I1




TABLA 2

R.M.N.BC

Compuesto 11

C § | ¢ 8
(ppm) | (ppm)
C-1 947 |C-10 20.9
C-3 1514 |C-11 169.2
C-4 1135 [C-1° 96.2
C-5 1720 |c2 70.8
C-6 380 |C-3° [72.0
C-7 349 |C-4 68.3
C-8 86.6 |C-5° 72.0
C-9 584 |C-6° 61.7

Existen 5 -CH3 de acetatos entre 20.4 ppm

v 20.7 ppm. También 6 carbonos de carbonilo

entre 166 ppm y 170.7 ppm-169.0 ppm

El —CHj del éster metilico en 51.4 ppm (q).




MeGCO . .
\ Ipolamida tetraacetilada
MeOCo i

COMPUESTO (11I)

El espectro de LR. (espectro 5) para el compuesto (III), presenta bandas anchas y

pequefias entre 3596-3534 cm™ , debidas los grupos —OH unidos a C-5y C-8.

Se observan también bandas para carbonilos de éster (los acetatos de la glucosa en
1753 em™ y otra en 1627 cm™, con el hombro presente en la banda de 1753 cm’!
confirman la presencia del sistema o,f insaturado entre C-3, C-4 y el carbonilo en C-

11

En el espectro de RMN 'H (espectro 6) para el compuesto III, se muestran cuatro
seflales debidas a los cuatro metilos de los acetatos entre 1.93 ppm y 2.07ppm, a
diferencia del compuesto II, que tiene cinco sefiales (espectro 3) para los cinco metilos

de los acetatos.

La diferencia anterior se confirma en RMN * C, ya que un cambio significativo entre
el compuesto Il y compuesto III, se observa que el C-8 en (II) esta en 86.65 ppm, en
tanto que en el compuesto (II) se encuentra en 78.85 ppm, lo cual indica que el C-8
tiene diferentes ambientes, tanto en un compuesto como en otro. Esto quiere decir que

el C-8 en (II) se une a un B-OCOMe y a-CHs, en cambio en el compuesto (1II) esta
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unido a B-OH v «-CHj.

La comprobacién de las asignaciones fue obtenida analizando el espectro de DEPT
para el compuesto III (espectro 8), ver tabla 5. Entre 20.43 ppm-20.73 ppm se aprecian
los metilos de los acetatos de la glucosa y el metilo que corresponde a C-10 (en total 5
metilos). El metilo del C-11 se encuentra en 23.38 ppm. En seguida se aprecian dos
seflales correspondientes a —CH,, una en 37.44ppm y otra en 40.16 ppm que
corresponden a C-7 y C-6 respectivamente. Una ltima sefial de -CH, es para el C-6’
de la glucosa, observada en 61.47 ppm. En la zona comprendida entre 59.79 ppm y
95.90 ppm, se observan un total de 7 sefiales: el C-9 en 59.79 ppm, cuatro de las
cinco sefiales correspondientes a —CH- de la glucosa estan entre 68.07-72.06 ppm, el
C-1 en94.119 ppm y C-1" ( de la glucosa) que esta en 95.9 ppm . Por ultimo la sefial
para C-3 se muestra en la zona de carbono sp® en 149.9 ppm, confirmando asi la

estructura propuesta.




TABLA 3
R.M.N'H Compuesto (II).

Aglicona.
H 3 (ppm) Sefial ] (Hz)
H-1 5.50 d 3.87
iH-S 731 s -
-OH (C-5) 325 | |
H-9 2.49 d 3.87
H-6 o 1.65 m | -
H-6 B 2.00 — |
H-7« 2.26 m | -
H-7 B 205 |- -

RMN 'H COMPUESTO (X))

Glucosa.
H & (ppm) Seiial J (Hz)
H-17 4.83 d 12.1
H-2’ 4.96 dd 12.1,14.2
H-3° 5.22 t 14.2
H-4 5.06 t 14.2
H-5’ 3.7 — | -
H-6’a 426 dd 18.5,6.4
H-6’b 4.11 dd 18.5,3.9
-CH; (C-10) 1.18 s |-
COOMe (C-11) | 3.78 s |-

Acetatos: 1.93 (Me de acet. en C-8),1.97, 2.00, 2.07 ppm.




RMN B¢

TABLA 4

Compuesto (IIT)

S (ppm) 'Sedal| C & (ppm) | Seiial

C-1 194.1 d C-10 20.7 q

C-3 | 1499 |d C-11 169.9 s

C-4 1148 |s C-1’ 95.9 d

C-5 72.1 s c-2 70.9 d

C-6 40.2 t C-3 72.1 d

C-7 37.4 t c-4 67.8 d

C-8 78.8 s C-5 |- -
1C-9 59.8 d Cc-6 61.5 t

4 Me de acetatos entre 20.43ppm y 20.58ppm

El -CH; de -COOMe en 51.462ppm

C=0 166.34-170.663 ppm




TABLA 3

DEPT
Compuesto (III)
- C S (ppm) | Seiial C S (ppm) | Seial
C-1 94.1 -CH C-11 |- |-COO-
C-3 149.9 =CH C-1’ 95.9 -CH
C-4:  fmsws C=(sin H-)|C-2’ 70.8 -CH
C-5 e C- (sin H-) C-3 72.1 -CH
C-6 40.2 -CH, C-4° 68.1 -CH
c71 |374 -CH, s 721 _CH
C-8 C- (sinH-)[C-6° 61.5 -CH,
C-9 59.8 -CH
Cc-10 {207 -CH;

Me: 20.4- 20.7 ppm incluye C-10

23.4 ppm (-CHs;) acetato.

L
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PARTE EXPERIMENTAL.

OBTENCION DEL EXTRACTO DE Stachytarpheta acuminata.

(Stachytarpheta; de la etimologia griega: satchys (espiga) y tarphys (espeso), en alusion

al tipo de florescencia.)®®¢’

Las partes a€reas de la planta, que corresponden a los tallos y hojas, previamente
secas y cortadas en pequefios fragmentos, se pesaron para tener 650g de material para
estudiar. El material se colocé en un garrafén con 10 litros de acetona, y se dejé macerar

durante 5 dias, para poder extraer tanto metabolitos polares como los menos polares.

Una vez terminado el tiempo de maceracion, se procedio a filtrar usando algodén
desengrasado, el extracto se concentrd a vacio. El proceso de la maceracién se realizé

dos veces.

Durante la eliminacién del disolvente (acetona) por vacio, comenzé a obtenerse un
producto sélido cristalino, que fue caracterizado posteriormente como un iridoide.
Dicho sélido sali¢ desde las primeras concentraciones del macerado en rotavapor y

durante varias columnas cromatrograficas, con silica gel.

PARTICION DEL EXTRACTO.

El extracto total (19.049g) se sometié a una particion para hacer mas eficiente la

separacion de los metabolitos y principios activos esperados.

Se pesaron 9.5g del extracto total. A esta porcién se le realizé una particién usando

para disolver 280ml de una mezcla de MeOH/H,0 en una proporcion de 8:2 y como

mezcla no polar benceno/hexano, 1:1, (750 ml.)




Terminado el proceso de particién se concentrd por separado tanto la parte polar,
procedente de la mezcla MeOH/HZO, como la parte no polar: benceno/hexano, en el

rotavapor. La concentracién de la parte no polar se realizé sin dificultad; sin embargo

para la parte polar fue necesario el uso del rotavapor y secar con bomba de vacio.

Los pesos de los extractos fueron:
Parte polar: 1.5910g.
Parte no polar: 7.7380g.

Durante la concentracidn del extracto aceténico inicial se formaron cristales, a los

cuales se les determind su p.f.:144-1460C y se les realiz6 una cromatoplaca. Diche
solido etiquetado como C-I, presentd bandas de ~OH en el espectro de LR., para
determinar la posible existencia de algin acetato de forma natural en C-1, se obtuvo el
espectro de RMN 'H (en el cual no se observé acetato) y dado que era muy polar, se

procedié a acetilar.

'

El estudio de la parte no polar se inicié con una columna cromatografica, de la que se
obtuvieron después de purificaciones sucesivas, como compuesto mayoritario a C-I, en

cantidad suficiente para su analisis, sin lograr aislar algin compuesto diferente puro.

El total de sélidos obtenidos a lo largo del proceso de separacion y purificacion de los

extractos de Stachytarpheta acuminata fue de 4.261 g.




Acetilacion de 1.

El compuesto I (117 mg de ipolamida), se disolvi6 en 1.2 ml de piridina y se le agregé

la misma cantidad de anh. acético. Después

de efectuada la reaccién (4 hrs., a

temperatura ambiente). Se trabajo de forma usual: se le adicioné hielo y se extrajo con

acetato de etilo. Una vez verificado el pH (neutralizado), se seco el extracto organico y

se concentrd a vacio. Se obtuvieron

196 mg de producto crudo, del cual se

caracterizaron los compuestos (II) y (IIT). Ver tablas 1 y 2 para el compuesto (II) y

tablas 3,4 y 5 para el compuesto (I11).

MeQCO . -
MeOoy \H Ipolamida pentaacetilada

Compuesto I1

DCOMe

MeCo . .
Ipolamida tetraacetilada
MeOCO '

Compuesto III




DIAGRAMA DE TRARAN

630g de planta limpia y
seca (100%)

Maceracién en acetona por duplicado

Conc. en rotavapor

Sdlidos cristalinos,
Peso total:
4.261 g (0.65%,

Actilaciin de 117 mg

Columna (103 fracciones)

Compuesto {11

76 mg de
acetato/hexano
1:1)
Compuesto 11
92 mg de
acetato/hexano
(1:2)
Parte No-polar.
Pexo: 7.738 g
(1.19%)
Columna “10” Columna “b” Columna “39"
684 fracciones 77 fraccivnes 93 fracciones .
Columna “a”
61 fracciones Stach.1CB
Acetilacidn

Columna “BA"
(laxk)

CONCLUSIONES.

Purte no-polar, Peso: 7.738 g
(1.19%)

Extracto seca,
Peso: 19.049 ¢
(2.93%)

Particién de 9.5 g (1.46 %)

Parte polar. Peso: 1.591 g
(0.24%)

Columna de 20 fracc.

Columna “E”
Acailada

Columna “C”
42 fracciones

Columna “D”
Acetilada ,

Columna “d”
41 fracciones




El estudio fitoquimico de Stachytarpheta acuminata representa el inicio del

estudio de este género en México.

Del estudio fitoquimico de las partes aéreas Stachytarpheta acuminata, se
aislaron 4.261 grs. de ipolamida como compuesto principal, correspondiente al 0.65%
de la masa de la planta seca, siendo asi una fuente importante de este glucosido de

iridoide.

La presencia del glucosido de iridoide es consistente con los metabolitos
secundarios aislados previamente del género, los cuales se presentan como marcadores
quimiotaxonémicos del mismo. Por lo tanto, el presente trabajo es una contribucién al

estudio quimiotaxonémico del género Stachytarpheta.

Con base en la informacién presentada en los antecedentes, donde se describe la
accion antialimentaria de los glucésidos de iridoides, en particular de la ipolamida, se
puede concluir que éste puede ser uno de los factores responsables de que la planta se
haya encontrado intacta ( no atacada por sus herbivoros depredadores ), aun cuando fue
colectada en la época de lluvias, que es cuando los insectos atacan maés a las plantas,
mostrando un fuerte contraste con el habitat de su entorno, donde los otros especimenes

mostraron un alto grado de depredacién.

Teniendo como antecedentes que la ipolamida tiene propiedades antialimentarias
contra algunos insectos y que la Stachyrarpheta acuminata es una fuente natural muy
rica de este glucésido de iridoide, se puede llegar a pensar que las posibles aplicaciones
ya sea de la planta en si misma o de este compuesto, pueden llegar a ser muy
importantes como un tipo de insecticida natural debido al bajo impacto ambiental que

pudiera presentar ya que es un producto natural.
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MATERIAL Y APARATOS USADOS.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan

corregidos.

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se emplearon cromatofolios Alugram Sil
G/UV254 (Macherey- Nagel Diiren MN) y como revelador se uso una solucion de

sulfato cérico en acido sulfurico 0.2 N.

En las columnas para cromatografia se utilizo como fase estacionaria Gel de Silice G
seg. Sthal para cromatografia en capa fina (Merck) y Silicagel 60: mallas 70-230 y 230-
400 ASTM.

Los espectros de IR fueron corridos en los espectrofotometros Perkin-Elmer 283B

Nicolet 55X.

Los espectros de masas fueron obtenidos en un Espectrometro Hewlett Packard 5985B

GC/M System, y se utilizé la técnica de ionizacién por impacto electrénico a 70 eV.

Los  espectros de  RMN H, “e y  DEPT, fueron corridos
en los aparatos Varian Gemini y VXR, de 200 y 300 MHz respectivamente. Los

desplazamientos quimicos estdn dados en ppm y las constantes de acoplamiento en Hz.
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