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1.- INTRODUCCION

La diosgenina fue aislada (1936) de rizoma de Dijoscorea tokoro Makino,
posteriormente R.E. Marker (1947) encontro que en una planta mexicana
llamada Cabeza de Negro (Dioscorea mexicana Guillemin)? se encontraba la
dlosgemna en forma de glucdsido en gran cantidad, lo que propicié su
utilizacién comercial para obtener hormonas esteroides.

Sin embargo, debido a su bajo rendimiento en diosgenina se utilizé
finalmente el rizoma de D.composita o de D. villosa llamados en forma general
barbascos, como la principal fuente de materia prima en la. produccién de
hormonas esteroidales. e

Puede suponerse que' ,deépla'zamiento de 'D. mexicana por D.

composita como fuente pri solamente fue debido al

mayor rendimiento de la m obtencion de esteroides, sino

tambien a la canhdad de os ‘de naturaleza esteroidal que

presenta, que van desde vanas sapogeninas de cadena semiabierta inestables,

como también la desprowsta de Ios anil s‘ E y F: criptogenina, que impurifican

la materia prima. utll ademas de as sapogemnas de cadena cerrada

espirocetalica, prmcnpalmenle dlosgenina

Originalmente * sélo se establecto la estructura de las sapogeninas

esteroidales, encamlnandose su estudlo a la oonversuén de algunas de ellas en
la sintesis de hormonas R :
e l0s precursores

: ),""‘D’ioscotea

En 1966 Schrelber YR _' a vez uno de estos

precursores |dent|t' cado como un nuevo furostanol‘z -0-gl_uéésido jurubine,




(25S-3p-amino-5a-furostan-22a, 26-diol 26-O-glucopirandsido), afios mas tarde
Tschesche, Lidke y Wulff3.4 aislarén la 255-5-B-furostan-3f, 22a,26-triol 3-0O-
bis-(p-D-glucopirandsido  1-2,1-6)-a-L-ramnopiranosil, 26-O-glucopiranésido
(caracterizado como furostano-3,22,26-friol 3,26-0-bisglucosido de sarsapa-
rillosa).

En 1975 se empezd el estudio de los precursores de sapogeninas o
saponinas en plantas mexicanas como Dioscorea composita (Barbasco)S,
Recientemente se ha hecho un extenso egtudio sobre los precursores de
sapogeninas aisladas con referencia a su actividad bidlogica, en terminos
generales y en forma mas especifica®-

El trabajo de J.G.Hermnéndez RS representa un paso inicial en el estudio
de los glucdsidos de Dioscorea mexicana Guillemin que inicialmente fueron
clasificados como furosténicos y espiréstanicos, ademas de estqdiar su

actividad biologica.

El presente trabajo complementa el estudlo dek lo glucosldos de B
Dioscorea mexicana Guillemin, se. dlscute amblén - 8| .
bidlogica, tanto farmacologlca como de uso

tencial en el control biolégico de

insectos y plantas



Il.- GENERALIDADES.

2.1.- DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA.

Nombre cientifico: Dioscorea mexicana Guillemin? .

Nombre comtin: CABEZA da NEGRO

Familia: Diosc (Dioscoreaceae).

Distribucion: Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Guerrero,
San Luis Potosi y Yucatan, toda la América.
Central hasta Panama.

, Loc.a!idaq tipica: cercanias de Panixthahuaca, Juquita,0axaca.

Sinénimos: D.anconensis Knuth = D, mexicana Guiliemin.

o D.astrostigma Uline = D. mexicana Guillemin.

D.Billbergiana Kunth = D. mexicana Guillemin.
D.Leiboldrana Kunth = D. mexicana Guillemin.
D.macrophylla Mart, et Ga |=D. mexicana Guillemin.
D.propingua Hems! = D.mexicana Guillemin.

-la familia de las Dioscoreaceas esta formada por 10 géneros y cerca 650
especies’ divididas en dos fl‘ibl;S (Diéséoféécéae y Stenomenideae que son
monoucas), dlstrlbuldas amphamente en Ios trépioos y subtropicos ligeramente
en las zonas templadas del norte.

La clasificacién de las especiés fdel género Dioscorea ha sido muy
confusa débido al pequefio tamaiia de las flores dioicas y a la variabilidad de
sus hojas. E

Las especies mexicanas cuya clasificacién se basa en la estructura de la
flor masculina, no ha sido la e;(cépcién.

Esto ;despi'e:rla ,‘algunas induieludes respecto a la. clasificacién de

Dioscorea mexicana que tiene un rizoma hemisférico tuberoso, con una corteza



con prisma muy diferente a los de la Dioscoreas clasicas cuyos rizomas tipicos
son de formas alargadas y delgadas y estan sumidos profundamente en ia tierra
(lo que no sucede con D.mexicana ), un ejemplo tipico es el de D.composita.

Los resultados encontrados indican la posibilidad de que se trate de una
aspecie menos evolucionada dentro de la familia de las Dioscoreaceae, por ello
seria conveniente revisar la clasificacién de esta planta, tal vez tomando en
cuenta las caracteristicas quimicas que presenta.

Todas las especies desarrollan rizomas, los cuales le sirven a la planta
como reserva de alimento, con el fin de que pueda sobrevivir en tiempos de
sequia o bien el invierno, son atractivas para los animales que cavan y comen
tubérculos puesto que son fuentes ricas en almidén

Sin embargo las dioscoreas durante su evolucidn han adquirido

caracteristicas especiales que las protegen contra depredadores

Algunas™ han_desarrollado tubérculos muy profundos, otrastlposeen

espinas, algunas presentan sabores desagradables, o' bien:
‘sustancias téxicas para los animales.

. Los rizomas de algunas plantas del género Dloscorea fueron desde
t|empo muy remoto conocidos como comestibles y algunos como venenosos en
el Viejo Mundo y en américa; pero llamaron mds la atencién desde ‘que se
descubrio en 1940 la diosgenina, con ios trabajos de Markera.

‘Dio‘scorea mexicana es una planta dioica, (repadora, de rizoma
hemisférico tuberoso, tubérculo prisméatico de 15-25 cm de grosor, a8 veces més
grande, la mitad sobresale de Ia tierra

- Planta robusta con el tallo liso, las hojas alternadas, largamente
' pecioladas, lé ldmina semicoridcea, anchamente ovada, truncada o
profundamente cordada en la base, graduaimente acuminada y largamente

apiculada en el dpice; verde brillante en la superficie superior y algo amarillento,



blanquecina en la inferior;, completamente glabra, con 7-9 nervaduras
prominentes.

Inflorescencia masculina simple o compuesta, de 15-30 cm de longitud
con flores pequerfias que poseen 6 estambres fértiles, centrales, muy cortos,
rodeando un rudimentario estilo cénico.

Inflorescencia femenina simple; los periantios globosos de 1.5-2 cm de
ancho; los segmentos siempre en dos series sésiles iguales; con 6
estaninodios, pequefios; estigma subsesil, gruesos, divergentes, ahorquillado
en el dpice capsula oblongo-oval de 2.5 cm de longitud, semilla oblonga, alada

por todos lados.



2.2,- ANTECEDENTES TEORICOS.

Los metabolitos secundarios son productos del metabolismo de rutas
metabodlicas especiales o de la biosintesis a partir de metabolitos primarios (Los
metabolitos primarios son los metabolitos del metabolismo general, que son
asenciales y comunes para todo ser vivo, ejemplo de ello son los aminoacidos,
la acetil coenzima A, monosacdridos, proteinas, acidos nucléicos, etcétera).

Los metabolitos secundarios se encuentran restringidos, encontrandose
principalmente en plantas y microorganismos, como ejemplo de ello tenemos:
alcaloides, glucdsidos, terpenos, fenoles, y flavonoides, entre otros, que
aparentemente no son esenciales para el organismo que los produce, pero
pueden ser importantes reguladores de procesos bioquimicos de otros
organismos®-

Los glucdsidos esteroidales forman, particularmente, un grupo
interesante de metabolitos secundarios, estos se detectan en alrededor de
setenta familias de plantas ampliamente distribuidas en monocotiledonias, y
principalmente en tres de ellas: Lifliaceae {Yucca y Trillium spp), Amarylidaceae
(Agave spp) y Dioscoreaceae (Dioscorea spp).

Dioscorea mexicana produce durante su procesc metabdlico ciertos
compuestos que tienen una estructura esteroidal, la cual puede encontrarse
unida a varios azticares para dar lugar a glucésidos, en estos tedricamente
pueden encontrarse todos los azicares naturales conocidos en mayor o menor
proporcién, sin embargo, en la practica se restringen a unas pocas moléculas.
Los glucdsidos cuyos aglucénes son de cadena abierta, estan representados
por una serie de compuestos aparentemente de transicion, (figura No 1), que en
el medio de hidrdlisis, dan origen a sapogeninas de cadena cerrada

(espirocompuestos), (figura No 1), especialmente diosgenina que se encuentra



abundantemente en ofras especies del género como los representados en D.

composita.

 FIGURAT . ,
Se supone que todos los "agii;con'gs provie"hen';piog“é'hel‘ipame'nle del

colesterol.

'pESTkUCTURA:DEL COLESTEROL
FIGURA 2.

El término més apropiado para nombrar a los glucSsidos es el de
heterésido, cuyo prefijo indica que la molécula esta formada por dos clases
diferentes de sustancias y el sufijo hace referencia a que una de ellas es un

"azicar que se le llama "“radical osidica", a la otra fraccién se le conoce como

aglucén o genina.



Los glucésidos cuyo aglucon deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno
tienen gran importancia farmacolégica y econémica; ejemplo de elios es el
aglucon de los heterésidos cardiotonicos, la digitonina y e! agllicon de las
saponinas esteroidales la diosgenina.

La saponinas (del latin sapon: jab6én consistencia de) esteroidales,
ampliamente distribuidas en plantas superiores, se caracterizan por que forman
soluciones coloidales con el agua y poseen la propiedad de formar espuma
jabonosa con ella ya que abaten la tensién superficial, en este fenémeno se
basa la identificacidn preliminar de estos compuestos, siendo muy Util en ta
investigacién de campo durante la recoleccion de material vegetal.

l.as saponinas esteroidales de 27 atomos de carbono, y con un esqueleto
hidrocarbonado semejante al del colesterol son t6xicas y tienen accidn
hemolitica.

El aglucén de las saponinas se nombra sapogenina (son formadas como
un resultado de la hidrolisis &cida o enzimatica de saponinas).

De acuerdo a la estructura del aglucon las saponinas se dividen en dos
diferentes grupos: saponinas neutras, que son derivados ciclopentanoper-
hidrofenantreno (l) y saponinas &cidas de naturaleza triterpénica (ll). Los

esqueletos bases de los aglucones se presentan en la figura 3.

FIGURA 3. ESTRUCTURA DEL AGLUCON DE LAS SAPOGENINAS.




2.3.- ACTIVIDAD BIOGLOGICA DE GLUCOSIDOS ESTEROIDES.

En general las saponinas son substancias altamente emulsificantes,
téxicas, hemoliticas y capaces de formar complejos con el colesterol.

La actividad bidlogica de varias saponinas, particularmente de saponinas
esteroidales se reportd durante el periodo de 1972-1979%. Estas actividades
comprenden la accién sobre el metabolismo, accidén sobre el sistema cardio-
vascular, en el sistema reproductor, actividad antimicrobiana0, antiesclerotica,
hipotensiva y antinflamatoriat?.

Un tipo especial de glucosidos esteroides es el de los glucdsidos

cardiacos.

2.4.- GLUCOSIDOS CARDIACOS.

De las plantas del género DIGITALIS, ha sido posible aislar mas de
quince glucdsidos cardiacos, entre ellos la Digoxina, la Digitoxina, QOuabaina,
lanatésido B, lanatésido C, Gitoxina, Gitalina, etcétera.

Estos compuestos quimicos débido a su estructura molecular poseen un
efecto terapéutico en la contractilidad muscular del corazén.

La planta digitalis produce durante su proceso metabdlico ciertos
compuestos que tienen una estruclura asteroidal en forma de agh’xoon12. la cual
puede encontrarse unida a un azlcar para dar lugar a su glucdsido. Debido a
que estos compuestos tienen actividad farmacolégica sobre el corazén se les
conoce como: glucésidos cardioténicos.

La estructura quimica de los glucésidos cardiacos13 (Digoxina,

Digitoxina, y ouabaina) se presenta en ia figura 4,
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LA DIGOXNA ESTRUCTURA QUIMICA DE LA DIGITOXNA
[¢) .
o
OH
OH
,.0
R H
R=TRISACARIDO Gi:mm R=TRISACARIDO GENINA
DIGITOXOSA DiGO; DIGITOXOSA DIGITONGENINA
ESTRUCTURA QUIMICA DE LA OUABAINA
o
0
QH 3
H
OH
o
R . OH
ReMONOSACARIDO .:-. - GENINA
RAMNOSA _OUABAGENINA

GLUOOSlDOS CARDIACOS

Las géninas poséenk“Un‘nﬁcle;o de ciclopentanoperhidrofenantreno y
estan relacionadas quimu:amente con los 4cidos biliares, vitamina D, hormonas
sexuales y venenos segregados por fas gléndulas parétidas y la piel de ciertos
sapos3. Puede distinguirse dos tipos de geninas, seglin posean un anillo
lacténico pentagonal o hexagonal, conacido como cardenolidos en el primer

caso y bufadiendlidos en el segundo caso (figura 5)14.
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CARDENOLIDO H  BUFADIENOLIDO

SAPOGENINAS DE GLUCOSIDO CARDIACOS.
FIGURA §

2.5.- PROPIEDADES QUIMICAS.

Muchos de los heterdsidos son solubles en agua, alcoho! y en mezcla de
alcohol-agua. Son escasamente solubles o insolubles en cloroformo y en éter.

La solubilidad depende tanto de la naturaleza del azicar como de la del
aglicon.

La solubilidad en disolventes orgénicos disminuye a medida que aumenta
el nimero de aztcares.

Son relativamente estables frente a los dlcalis, pero pueden ser
hidrélizados faciimente en medio &cido a sus correspondientes azlcares y

aglicones.

2.5.1.- HIDROLISIS ALCALINA,

Los heterdsidos por ser acetales deberian ser resistentes a la hidrdlisis
con bases y por lo tanto no exhibir poder reductor frente a la solucién de
Fahling, sin embargo, algunos si la reducen y esto es débido a ia estrucu‘xra que
poseent

Los sensibles a este tipa de hidrélisis comprenden los siguientes grupos:
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a) Heterésidos de fenoles.
b) Heter6sidos de enoles conjugados con un grupo carbonilo.
c) Heterdsidos de alcoholes con sustituyentes electronegativos en

posicion beta.

2.5.2.- HIDROLISIS ACIDA.

Esta reaccién es de gran importancia en el estudio de los heterdsidos
puesto que permite establecer el tipo de aglucon y azicares que o componen.
La mayor o menor facilidad de hidrélisis depende en gran medida de factores

* estructurales como:

a) Efecto del aglicon.- Por regia general los heterdsidos con aglicén
alifatico seran hidrélizados menos rapidamente que los aromaticos. El tipo de
sustituyentes que soporten los oxhidrilos libres hard mas o menos estable el
enlace heterosidico.

b} Conformacién del anillo piranésido.- Las formas mas estables de los
ocho posible conférmeros de la glucosa son los que corresponden a las formas
de silla. )

c) Substitucidn en el carbono 5.- Al incrementar {a substitucién en este
carbono hay un efecto estabilizador que se refleja en una mayor resistencia a la
hidrélisis,v

~Los heterésidos a diferencia de algunos azdcares no son compuestos
c&péces de reducir el nitrato de plata y las sales de cobre debido a que cuando
se fon'ﬁa la unién heterosidica se bloquea la funcién aldehidica del azicar. Sélo
pueden reducir a tales agentes cuando su aglucén posee grupos reductores

como sucede con el aglicon del estrofantésido K.
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2.5.3.- REACCION DE ACETILACION.

Los grupos hidréxilos libres de los heterdsidos pueden formar derivados
acetilados, que son de gran utilidad en la determinacién de su estructura.

Los agentes acetilantes més, utilizados han sido el 4cido acético glacial y
el anhidrido acético. Los catalizadores mas empleados son acetato de sodio
anhidro o cloruro de zinc, también se han usado piridina, anhidrido
trifluoracético, acido sulfurico o perclérico.

Cuando el radical oligasacérido es relativamente grande y ramificado, da
lugar a compuestos parcialmente acetilados. Los heterdsidos acetilados, a su
vez, son hidrolizables por tratamiento acido. E! impedimento estérico y la

temperatura afectan la formacion de los derivados acetilados de los heterésidos.

2.6.- DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS HETEROSIDOS.

Es posible determinar a estructura quimica de un heterdsido cuando se

establece:
TABLAI

El tipo de aglucén y azucar {Estructura primaria)

El tipo y cantidad de azticares que los (Estructura secundaria)
constituyen
La secuencia y el sitio de unién entre (Estructura terciaria)
los az\cares. La estereoquimica de la
unién glicosidica.

La estructura de un heterésido se puede determinar por. métodos

quimicos o instrumentales.



2.6.1.- LOS METODOS QUIMICOS. TABLA il

TABLA I

14

Estructura que
establece

Metodo principal

{dentifica

Primaria

Hidrdlisis total con acidos
minerales o enzimatica y
la posterior identificacién
de los productos de
reaccion por la formacién
de derivados 0
degradacién de la
molécula a compuestos
conocidos

Tipo de aglicon y
azlcares.

Secundaria

Basado en las
propiedades reductoras de
los azicares. Los
productos de reduccion
pueden determinarse, por
gravimetria, volumetria o
colometria.

Si un heterosido se
encuentra en forma de
pirano o de furano.

Terciaria

Hidrdlisis parcial

Secuencia y sitio de union
de un heterésido, que es
homélogo superior de
otros ya conocidos.

Preparacion de derivados
permetilados e hidrélisis y
los productos son
comparados con aztcares
parcialmente maetilados.

ibid

Oxidacién con acido
peryddico y andlisis de los
productos.

ibid

Medicién o determinacion
de las diferencias de
rotacién molecular entre el
glucésido y su aglicon.
Hidrdlisis enzimética

La estereoquimica de ia
unién glicosidica. -~
Enlace anomérico.
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2.6.2.- METODOS INSTRUMENTALES.

Enire los métodos instrumentales que prestan gran ayuda para la
determinacion de la estructura de los metabdlitos secundarios y en particular de
los heterésidos tenemos; séla o acoplada a cromatografia, la espectrometria de
masas, la rotacibn éptica, la resonancia magnética nuclear de
carbono13(R.M.N13C) y de hidrégeno-1(R.M.N.1H)16,

El estudio del espectro de RMN.-'H de derivados acetilados de
heterésidos y de azlcares puede ser en sus diferentes modalidades de gran
utilidad en la identificacion de éstos compuestos y en la asignacién de su

estereoquimica 17,18,



.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- MATERIAL Y METODOS

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no
estén corregidos: los espectros IR fuerdn registrados en un espectrofotometro
Nicolet FT-58X, los espectros de RMN-H1 se determinarén en un instrumento
Varian VXR-300S (200 MHz), y en un instrumento Varian EM-360 (60 MHz),
utilizando como disolvente piridina(ds) y como referencia interna TMS.

Los espectros de absorcion UV se determinaron en un
Espectrofotémetro BECKMAN DU-68, velocidad de barrido 750 nm/min.

Los andlisis preliminares de los extractos, se realizardn mediante
cromatografia en capa fina (gel de silice 60gg54, Merck). Para la deteccién de
los constituyentes a la luz ultravioleta de onda corta y larga (UV 254/366 NM).

En la separacién por cromatografia en placa preparativa se utilizaron
placas de vidrio de 20x20 cm con gel de silice (60 F254) con un espesor de
capa de 2 mm, desactivada con acetona con 1% de agua. Para cromatografia
en capa fina analitica se utilizarén placas de alta resolucion de 10x10 cm, 200 p
de espasor.

Los glucésidos empleados en el presente trabajo se obtuvierén a partir
de un rizoma de cabeza de negro, (Dioscorea Mexicana) colectado en
Pichucalco, Chiapas.

La extraccién se realizd con metanot utilizando el rizoma, desprovisto de
corteza, cortado en trozos pequedos, y previamente desengrasado con hexano.

Los extractos se purificaron por sucesivas precipitaciones con metanol.
Este material se nombr6 "mezcla o extracto purificado de glucésidos™.

A partir de este extracto purificado se obtuvo por cromatografia en

columna de gel de silice, utilizando cloruro de metileno, metanol, agua
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(8.5;1.5;0.1) como eluyente; una fraccidn que por andlisis cromatografico con
reactivo de Ehrlich4, produjo varias manchas de color rojo. A esta fraccion se le
llamé "glucdsidos furostdnicos” y se usd como materia prima para una
separacidn posterior.

El analisis preliminar mediante C.C.F, visualizando la cromatoplaca con
luz U.V y posteriormente tratamiento con reactivo de Ehrlich y calentamiento se
desarrollé un color rosa intenso, que identifica a los glucésidos furostanicos
(aquellos en los que el anillo F esta abierto y el oxhidrilo de! C-26 esta en forma
glucosidica), fig 6, posteriormente en esa misma placa se detectan los
glucésidos espirostanicos fig 6 mediante aspersion con HzS04 5N y

calentamiento.

0(30

8
TTGEGF —aET
A )

fig. 6. Cromatografia en capa fina' del extracto- de rizoma de D.mexicana, y
D.composita. Sistema. CHCI3-MeOH-H20(6.5:3.5:O.68). Revelado en A) react H3SO4
5N. B) React de Ehrlich.

G.F: fraccion de "glucdsidos furostanicos” de’ Dmex, GE; extracto purificado de
D.comp (glucdsidos totales)



3.2.- ANALISIS CROMATOGRAFICO.
Los andlisis preliminares de los extractos, se realizaron mediante
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cromatografia en capa fina {c.c.f) y los sistemas de elucién son los siguientes:

TABLA Nl
Sisterna de disolvente Composicién Proporcién
A CHCI:EtOAC 80:20
B CHCla:EtOAC 50:50
C CHCl3:EtOAC 60:40
D Benceno:EtOAC 82
E CHClp:CH30H:HZ0 1.5:0.01
{desionizada)
CHaClp:CHaOH:H0 | ' -7.0:28: i
CHoClp:CH3OH:H20: é.sﬁi’.‘sipfdﬁ9;5.’4x‘1‘d—‘34
CHa.COOH. - microlitross
CHyClp:CH30H:H20: 24152363
(CHa)2CO
CHCI3:CHA0H:H20 7:3:0.4
CHCln:CHaOH:H20 6.5:3.5:0.68
K CHClo/CHa0H 9:0.5




18

REFERENCIAS:

Se utilizar6n como muestras de referencia:

a) un extracto purificado de D. composita (glucdsidas totales).

b) D. mexicana, "mezcla o extracio purificado de glucdsidos".

¢) D mexicana, fraccién de "glucdsidos furostdnicos".

d) diosgenina-3-0-bis(a-L-ramnopiranosil-1-2,1-4)-B-D-glucopirandsido

(triglucdside D o dioscina).

e) criptogenina.

f) diosgenina.

*“NOTA: Las mezclas utilizadas han sido previamente separadas y
determinado {a estructura quimica de algunos de sus componente individuales
6,19,20.

Tomando en cuenta el Rf de cada uno de los constituyentes y
comparando con el Rf de los patrones de referencia se visualizb a los
componentes de la mezcla, permitiendo en ocasiones la identificacion de

algunos de ellos.

3.2.1.- SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN PLACA PREPARATIVA.

COMPONENTES MAS POLARES DE LA MEZCLA,

Inicialmente, la mezcla de giucdsidos totales se analizé por C.C.F.
analitica, usando et sistema de elucién F. Al revelar con reactivo de Ehlich en la
cromatoplaca se observan dos manchas {Rf{ = 0.26, Rfa = 0.18) que se
denominaron sustancias A y B respectivamente, la mancha correspondiente al
punto de aplicacion, da positiva la misma prueba, lo que indica la presencia de
glucdsidos furostanicos en todos fos casos. Al revelar la misma placa con
H2S04 SN se detectan un mayor nimero de manchas, que corresponden a los

glucdsidos espirostdnicos. Con el fin de establecer {a cantidad de componentes
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presentes en el punto de aplicacién se utilizd el sistema de elucion G,
desarrolando cuatro veces y posteriormente en el sistema H, observandose una
sola mancha (Rf = 0.65, sustancia C) que revel6 con el reactivo de Ehrlich.

De acuerdo a los resultados anteriores una muestra (200 mg) de los
glucésidos totales se sometié a una separacién con C.C.F preparativa (sistema
de elucién F y después en G) después de desarmollarse la cromatoplaca se
recuperd la banda (3.6 mg) del punto de aplicacion y se sometid a otra C.C.F.
preparativa (sistema de elucion H). La cromatoplaca se revel6 parcialmente con
reactivo de Ehrlich para visualizar la banda del compuesto furostanico

(sustancia C), que se recuperd de la cromatoplaca.

3.2.2.- CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

6.5 g de extracto purificado de glucdsidos totales de D.mexicana
adsorbidos en 8.5 g de SiOy, se fraccionaron por cromatografia en columna de
gel de silice en proporcién 1/100, en una columna de vidrio de 121 cm de
longitud y 4.7 cm de diametro interno.

Se usaron como adsorbente 650 g de gel de sflice (didmetro de particula
0.063-0.20 mm) desactivada con acetona-agua: el proceso de elucién se
efectué con cloruro de metileno, cloruro de metileno-metanol, en diferentes
proporciones hasta llegar al sistema de elucién E (tabla lll), para separar los
glucésidos espirostanicos. Posteriormente se utilizé el sistema de elucién G y
por ultimo se eluyé con el sistema H. Ei volumen de los eluatos fue de 200 ml y
cada uno se concentré al vacio hasta un volumen de 20 ml, apréximadamente.
La semejanza de los constituyentes, observados mediante el andlisis en C.C.F,
que permiti6 la reunién de cada uno de los eluatos obteniendose 340 fracciones

que se tratarén por separado a fin de poder aislar y purificar los metabolitos.
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Se evaporé el eluyente organico en condiciones de presion reducida y a

bajas temperaturas, el agua se eliminé mediante el proceso de liofilizacién y se

obtuvieron las fracciones, indicadas en la tabla V.

En la tabla IV, en las figuras 7 y tabla V se resume los sistemas de

eluyentes empleados, el No. de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las

fracciones combinadas.

Tabla IV. Fraccionamiento por cromatografia en columna del extracto

purificado total de glucésidos.de D mexicana.

TABLA IV.
Eluyente Proporcién No de fracciones
fracciones combinadas
Cloruro de metileno- 9:0.5 1-18 1-2,3-8,8-7,8-9,10-18
metanol b S
Cloruro de metileno- 9:1.0 19-59 | 19-33, 34,35,36, 37-
metanol ST 40,64 5269
Cloruro de metileno- 8.5:1.5:0.001:..{..80-111 . | " 80-69, 73-75, 77-
metanol-agua LT N | 34 85100, 1044114
Cloruro de metileno- 85:1.5:0.01° 112-174 112-134,135-144,
metanol-agua § ' 145-151,152-154, |
.7155-159,160-165, -
.- 167-168,169-174 -
Cloruro de metileno- 8.5:1.6.0.019:5.4* 1. 176-324 *| ~176~236, 237-324, -
metanol-agua-dcido _ *microlitros B R
Cloruro de metileno- 2.4:1.5:6,3:2.3 .| 325-340 - [ -~ - - 325-334.
metanol-acetona-agua ' LT -335-340.




Figura 7.- Extraccion y Fraccionamiento del D.mexicana.

Dioscorea mexicana

1) Hexano

2) Extraccién en metanof

3) Evaporacién del disolvente
(presién reducida)

]
Mezcla de glucisidos

Cromatografia en Columna

zonawiones
R
LFr1,F;2-3,Fr4,Fr5—6. Fr7,Fr8,Fr9,Fr10,Fr11 Fr17,Fr18,Fr19,Fr20]
| Fr12-13, Fr 14-15, Fr 16]

C.CF CCF CCF

Glucésidos furostinico
Sapogeninas Glucdsidos espirostanicos



Tabla V.- Fraccionamiento del extracts metandlico de Dioscarea mexicana

TABLAV
Fraccion Fracciones mg
dela
columna
1 3-5 8.0
2 10-18 9.0
3 19-28
4 30-35
5 36-40
6 - 41-50 - :
e 5183 -0 7 79.8
gl S7375 17203
gl B5-100 7| © i 147.6°
10 7104-143 | T80
S5 14515100 L 77.0
2120 0 e 152-164 104.4
437 E 156<159 30.8
<14 160-165 69.0
15 167-169 5.4
16" 170-174 54.8
17 176-236 393.7
18 237-324 177.1
19 325-334 1075.2
20 335-340 65.2

23
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3.3.- IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LA MEZCLA DEL
EXTRACTO PURIFICADO DE GLUCOSIDOS TOTALES DE

D.MEXICANA.
3.3.1.- SAPOGENINAS.

En los primeros eluétos (cloruro de metileno-metanal, 9:0.5, 9:1.0)

después del volumen muerto, se detectd, la presencia de sapogeninas

esteroides, de acuerdo a la siguiente tabla. Vi.

TABLA W1,
Sa eninas en e} extracto total de D.mexicana
Fraccién | Compuesto | Rf Sist Metodo de identificacién caracteristicas
identificado de la h
1 dieno de Comparacién con una color lila.
diosgenina muestra auténtica (H2804 SN
/calor)
2 diosgenina 097.8 comparacién con una
3 diosgenina 0.52. A muestra auténtica
espectroscopia
R.M.N.H (espectro 1)
Comparacién con muestra mancha

4 Penné'geh'lﬁa :

auténtica.

fluorescente azul
morado que corre

por arriba de
criptogenina.
L {(H2S04 SN/calor). |
5. criptogenina comparacién con una mancha roja
6 | muestra auténtica

espectro IR (espectro 2)

(Ehrlich).

Fraoi:idh 5y6.De estas fracciénes se aislé un compuesto caracterizado

como cripfdgéhlné quede acuerdo a los siguientes datos



25

p. f.= 166-172 OC,(cristalizada en metanol)

Espectro de IR (espectro 2); 3409, 3446 de mayor intensidad (-OH), 3561,
3636(-0H), 2727( C-H), 1726 ( -C=0, anillo, ceténico de cinco miembros, cetona
alifatica), 1701 ( -C=0, cetona alifatica ), 1626 ( -C=C-), 1462 (-CHg), 1377
(-CH3), 1052, (-C-O). No se presentan las bandas caracteristicas de las
sapogeninas espirostalicas20,

3.3.2.-GLUCOSIDOS ESPIROSTANICOS.
En las fracciones 7 a 13, se identificarn los glucdsidos espirosténicos.
Lo anterior, se efectud por comparacién con muestras auténticas en el sistema
de elucién |, G, E (tabla ). BT
Tabla Vil.- Comparacién de los valores de Rf para los glucésidds aislados
con_los compuestos previamente identificados, - utjllizando‘ 1'V|é‘_'m‘e'zcla‘ (de
disolvente indicada. - e B e e :
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TABLA VL.
Fraccion | Compuesto | Rf sistema Método de caracteristicas
identificado Identificacién de la h
: Comparacién con revelado con
7 mom?glucbs:ldo 0.11K resuitados H2S04 5N y calor
de diosgenina 030E previamente (mancha color
0.78J obtenidos, de violeta que al
muestra auténtica | enfriar pasa café-
y previamente claro}
identificado.
8 digiucosidode | 0.03K | Comparacién con café-claro
: resultados .
diosgenina 017 E previamente
0601 obtenidos de
muestra auténtica
0.75J y previamente
identificado
9 | tigucssidode | 0.45E | Comparaciéncon | catg ciarg
e el compuesto
diosgenina 0.481 auténtico
0.67J espectro,
RMN.TH
RMN.1%c
- {espectro 3 y 4)
10 | GlucssidoD* |
11 0
12 calé {daro
13 -

Se separan 3 manchas denominadas como 1, 2, 3 (tabla VIl) y que
corresponden a los compusstos identificados en, un trabajo previo® como:
"glucésido A mex", “glucdsido B mex", "glucésido D mex" cuya estructura es:
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Compuesto 1."glucssido A mex”, diosgenina-3-0-B-glucopirantsido.
(monoglucdsido de diosgenina).

Compuesto 2."glucésido B mex", diosgenina-3-0O-{a-L-ramnopiranosil, 1-4)-p-D-
glucopirandsido. (diglucésido de diosgenina)

Compuesto 3."glucésido D mex", diosgenina-3-0-bis (a-L-ramnopiranosil-1-2,
1-4)-f-D-glucopirandsido (trigluctsido de diosgenina, glucdsido D
composita)19.20,

Este ultimo fué caracterizado por sus constantes fisicas vy
espectroscopicas.

P f: 2679C.

R.M.N1H (espectro 3), RMN13C (espectro 4).

Se encuentra ademds una mancha por debajo del triglucdsido D,

esplrostémco que no se identificd.
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Comparacién de los espectros de Diosgenina (especiro 1) y del

TABLA VIl
No de Diosgenina Diosgenina2l glucésido D
carbono
1 37.84 37.43 37.54
2 32.25 31.79 32.33
3 71.16 71.89 78.79
4 434 42.48 42,00
5 142.0 14102 -} 1400875
8 121.0 421,60 1218200
7 32.54 32.26° | -igp gt
8 31.82 L3164 | i e a s
9 50.49 5026 -
10 3707 ‘ 4
11 242
12 40,02
13
14
15
16
175
18
19
\_—2_0
XPOES
©23 7
95
268

Glucosido D de Diosgenina, Diosgenina-3-O-bis(a-L-ramnopiranosil-1-2,1-4)-f-
D-glucépiranosido (espectro 4)
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Fraccién de carbohidratos del glucésido D de diosgenina (300.049 en
MHz, en CsDs a temperatura ambiente, espectro 4).

TABLA IX
Numero de Glucésido D
carbono
3-Glucdsido

En el espectro de R M N -C13 (espectro 4) de la fraccién de sapogenina
se observan un tolal de 27 dtomos de carbono y tres sefiales de carbono
anoménco de un tngllcésid021 22
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El espectro de R.M.N.C13 del glucdsido D muestra tres sefales de
carbono anémerico de un triglicosido, los cuales corresponden a los atomos de
carbonos anémericos, a 102.93 ppm que corresponde a D-glucésa, 102.2 ppm
una molécula de L-ramnosa y 100.32 ppm que corresponde a L-ramnosa 22 23

La configuracién del C-3 es beta y la fusion ente el anilio A y B es trans,
la unién es ecuatorial en el oxigeno del carbono 3 de la aglicona?4, Existe una
insaturacién entre C5 y C8 que introduce sefales facilmente reconocibles de
1400 + 6 - 08 y 121.0 + 6 - 0.4 ppm asignados al carbono C5 y C6
respectivamente25

Exhibe las seflales de los carbonos para grupos hidroxilos, § 66.89
corresponde al C26, § 71.16 (d) para el C3 y 5 81.14 (d) para el carbono 6, que
puede ser comparados con aquellos del espectro de R.M.N.-C13 de
Diosgenina21.

En el espectro HINMR (espectro 3) es de notarse que el C-3 de Ia'
diosgenina, en los glucdsidos se encuentra desplazado + 7.0 ppm debldo a la
subtitucién glucdsidica, a bajo campo en compafia de efectos |nastmetncos en
carbonos vecinales altamente protegidos del C-4 (1.8 - 4.6 ppm) que el C-2 (1.0
-3.0 ppm)27

La configuracién andmerica del D-glucosa y L-ramnosa es establecida
como alfa y beta respectivamente, por la constante de acoplamiento de las
sefiales del proton andmerico en el espectro de HINMR26,

Entre 2 - 0.6 ppm se localizan las interacciones de los protones alfa y
beta de los anillos A, B, C, y D excepto C-10, C-1324. B ]

La sefial de dos metilos &ngulares’ beta. tercnanos aparecen entre S H
0.65 -1.35 ppm (18-Hy 19- H)28 , i )

Entre 1-'1,98 ppm'(H, 21 M8627 Me ancha d 5H -ramnosa ) 6-CH37 .
ramnosa x 2; —CH2- d, 3H ramnosa Entre 1 99 22 ppm (SH de ramnosa 5 -
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Me, d, H-6"’ de ramnosa, 6 CH3 de ramnosa x 2; 25-H. Entre 3.35 - 3.65 ppm se
encuentran las bases de los grupos hidroxilo. Entre 4.0 ppm - 4.99 ppm (1H,
triplete 16-H; 2-H** de ramnosa; 1H; s, de ramnosa, d; 1-H, dd; 1-H, d, de
glicosa; 1H, dd, H-3, de ramnosa; 1 H, m, 3-H; d,H-5'ramnosa)26.29

La sefial que se encuentra entre 4.5 - 5.4 indica la presencia del grupo
CH-O-CH (azlcar) y HC=CH del aglicon5.17,

La identificacién fue hecha y confirmada por comparacién con los datos
reportados en la literatura de los espectros H1.N.M.R y C13 N.M.R20,21,22,

El glucésido C no es muy evidente cuando se revela con H2804 5N.

Aparentemente no se encuentra libre en ia planta y sélo aparece como
producto de hidrélisis de otros glucdsidos de tipo furosténicos (f' gura 10)
situado entre el glucdsido B y el glucdsido D, Se considera que eI glucésido C
de diosgenina es un isémero del glucésido B de dlosgemna en el cual una
ramnosa esté unida al glucésido en la posicién 1-2 mlentras que en el

glucésido B lo hace en la posicién 1-4 (figura 10).



3.3.3.- GLUCOSIDOS FUROSTANICOS
Tabla X. Glucésidos furostinicos.
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Fraccion compuesto Rf. sistema Método de | caracteristicas
identificacion | de la mancha
14 glucésido E 043 | Comparacion | Rosa intenso
15 con el (Ehrlich)
compuesto
auténtico
fglucésndo E-1. 0431 Comparacién | Rosa intenso
gluoésndo F.| 0341 con el (Ehriich)
: compuesto
auténtico

GIUcéSidos del punto de aplicacién

7

iﬁlucésudo E” 046 J Comparacién | Rosa intenso
. ;GIucésudo F 035 J con muestra (Ehrlich)
: auténtica
187 { Glucésxdo E J Comparacién | Rosa intenso
g Glucésndo F con muestra (Ehrlich)
k auténtica
219 ‘_Glucésido F J Comparacién | Rosa intenso
B con muestra (Ehrlich)
: auténtica .
- 20 J Comparacién | Rosa intenso |
Sl con muestra (Ehrlich)
auténtica

En Ias fraoclon s 15 y 6 cuyos valores de Rf en el sistema J son de !

la X) se identificaron Ios gluc65|dos 4 y 5

Ilamados E.y F de tlpo furostémco que aparecen tambtén en eI punto de

apllcamén de Ias fracaones 17-20
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El sistema de disolvente E, | (tabla I}, se utilizé para intentar separar los
componentes més polares que permanecen en el punto de aplicacién (p.a). Esta
porcién mostré por C.C.F tener Rf muy cercanos por lo cual resulta dificil de
separar. Se decidi6 probar otras mezclas de disoiventes, y se lleg6 al sistema J
(tabla AI).

Con el objeto de separar las fracciones pertenecientes al punto de
aplicacion los glucésidos 4' y 5°, (que corresponden por C.C.F. a los glucdsidos
E y F obtenidos anteriormente, de la fraccién a la que se le llamd "glucésidos
furostanicos”, ya que sus componentes revelan con el reactivo de Ehrlich,
caracteristico de saponinas furosténicas) se llevar6n acabo las siguientes
operaciones:

1.-I.- La fraccién 17, constituida por una mezcla de componentes, que
presentan por C.C.F, (sistema J), iguales caracteristicas de revelado con Ehrlich
que los glucdsidos E y F provenientes de D. mex/cana de Rf 0.46, 0.35
respectivamente, se cristaliza en metanol en frio, obtenuéndose una substancia

de color café; se decanta el metanol y se recnstallza con acetona, hexano,

produciéndose un sélido crlstallno deA c"olor ) de’ los cristales: 178.7
mg. L

II.- 50 mg de esta fraccién 17 se a'plican, en una placa cromatografica
identificdndose dos fragmentos que se extraen por separado. Del fragmento a,
se obtiene 6.5 mg y del fragmento b (9.1‘ mg). Mediante C.C.F. y utilizdndose
como eluyente el sistema J. Se obtuvierdn los siguientes valores de Rf: para el
fragmento a de 0.28, 0.41 y para el fragmento b de 0.41, que coresponden a
los glucésidos llamados E'y F,

2.- 137.1 mg obtenidos de la fraccién liofilizada 18, fuerdn separados por

cromatografia en ' columna abierta (137.1 mg absorbidos en 0.2g de SiOz
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desactivada, utilizando en proporcién 100:1 se realizé una cromatografia en
columna de vidrio de 65 cm de longitud; diametro interno 1.1 cm).

El proceso de elucién se inicid con cloroformo, incrementando la
polaridad hasta llegar a la mezcla J. Los productos obtenidos se identifican
mediante C.C.F. como glucésidos 4y 56 comoEYF

Estos productos se purifican por cromatografia en capa fina sin embargo
no fue posible separarlos de esta manera ni mediante cromatografia
preparativa. Para comprobar la naturaleza furostanica de estos compuestos, se

intent6 1a formacidn de derivados (3.3.5).

3.3.4 - COMPONENTES MAS POLARES, FRACCION 19, 20 (PUNTO DE
APLICACION).

Los intentos para separ e identificar los componentes mas polares en los
diferentes medios dierén apréximadamente los mismos resultados: en el sistema
J. (tabla Iit) de Rf 0.46 y 0.35, en el sistema | de Rf 0.43, 0.34 que corresponden
a los glucésidos denominados 4"y 5 oE"y F'.

En la separacién de los glucdsidos, de la fraccién 19 mediante C.C.F
{placas de alta resolucién) utilizando el sistema J, como eluyente visualizado
con [dmpara de U.V.y después con el reactivo Ehrlich; se aprecian tres manchas
que fueron denominadas: glucdsido 4°, 5° 6 E', F* y una mancha mas,
denominada compuesto 6 6 G, que no pudieron ser aislados en forma pura en

cantidades suficientes para su estudio quimico y espectroscépico.

3.3.5.- OBTENCION DE DERIVADOS
3 3 51.- OBTENCION DE DERIVADOS METOXILADOS.
Para comprobar la naturaleza furostanica de estos compuestos se intento

la formacion de derivados metoxilados, 20 mg de la fraccién 18 se eolocan a



35

reflujo con 2 ml de MeOH por una hora, treinta y cinco minutos, después, se
evapora completamente a sequedad el producto de la reaccién y se analizé por
H1L.R.M.N. El espectro muestra una banda caracteristica de grupo metoxi,

posiblemente, debido a la formacidn del cetal.

3.3.5.2. OBTENCION DEL DERIVADOS ACETILADOS.

Se hicieron reaccionar '

a) 1 ml de piridina anhidra y 5.6 ml de anhidrido acético por cada 100 mg
de la fraccion 19.

b) 3 ml de piridina anhidra y 6 ml de anhidrido acético por 170.6 mg de la
fraccién 17.

En los dos casos la mezcla de reaccién se dejé 24 horas a temperatura
ambiente, al transcurrir el tiempo sefialado se proces6 de la manera habitual1®
vertiendo la mezcla de reaccién en hielo y extrayendo con CHCl3,

El producto resultante fué analizado por cromatografia en capa fina
preparativa de gel de silice, utilizando como eluyente cloroformo:metanol 80:10,
Se observa una mancha con Rf de 0.60 y con estela, cuando se utiliza
Benceno-Acetato de etilo 6:4, se encuentran 4 productos con diferentes Rf que

no se aislaron.

3.3.6.- OTROS GLUCOSIDOS.

3.3.6.1. Entre los glucdsidos llamados D y E, aparecen otras manchas
que revelan con reactivo de Ehrlich y a Ia# qué se les Identifica preliminarmente
como los posibles precursores de los glucdsidos B y C, espirostanico, que se
encuentran en las fracciones 11 (77.0 mg), 12 (104.4 mg), 13 (30.8 mg). Cuando
estos se comparan con los patrones -de referencia de los glucdsidos

espirostanicos mencionados como a), b), c), d), y que presentan por C.C.F.
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0.62, 0.59 y 0,54 como valores de Rf en el sistema de elucién |, se observan:
como manchas de color rosa (Ehlich) por abajo del glucésido D, con Rf = 0.62,
mancha de Rf, 0.59 y otra cuyo Rf es de 0.54 (visualizada con HpS04 5N).

Esta ultima se denominé glucésido C y es espirosténico (no revela con
Ehrlich), finalmente se detectd otra mancha cuyo valor de Rf es de 0.47

(visualizada con el reactivo de Ehrlich).

3.3.7.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA ANALITICA, PLACAS DE ALTA
RESOLUCION.

En un analisis preliminar de los patrones de referencia: D. mexicana,
“mezcla o extracto purificade de glucésidos ", D. mexicana, fraccion de
“glucésidos furostanicos”. Mediante cromatografia en capa fina analitica, placas
de alta resolucién empleando el eluyente J, la fraccién de glucdsidos
furostanicos (liofilizada): 19 que originalmente pertenece el punto de aplicacién.

Una variante consiste en desarrollar el cromatograma por dos vecas
consecutivas en el disolvente J. Utilizando una ldmpara de luz ultravioleta se
detectan los constituyentes, marcando la zona, raspando [a franja
correspondiente de gel de silice y extrayendo con un disolvente (metanol-

cloroformo). Cada uno de las fracciones se concentra posteriormente.
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

La presencia de las sapogeninas en la "mezcla o extracto purificado de
glucdsidos” no es evidente. Durante fa separacién de glucésidos utilizando
cromatograffa en columna, en los primeros mililitros de volumen eluido después
del volumen muerto, la presencia de sapogeninas se detecté por C.C.F. muy
posiblemente como productos de descompasicién por el paso a través de la
columna de gel de silice y no como componentes originales del extracto.

Se identificaron, un posible dieno de diosgenina, producto de la
deshidratacién de diosgenina, cuya polaridad en C.C.F. es menor que la de
cualquier sapogenina, ademas de diosgenina, pennogenina y criptogenina, esta
tltima caracteristica de D.mexicana y que no se encuentra en otras especies de
Dioscorea, aungue se ha reportado en algunas otras sapogeninas!2

La Criptogenina es un acompafante invariable de diosgenina cuya
estructura tiene la particularidad de presentar la cadena lateral completamente
abierta (derivado del colestano o del coprostano) con dos grupos cetdnicos y un
OH primario terminal. En cuanto al ntcleo, es el mismo de la diosgenina, y su
estructura completa esta representada por (25R)-3p, 26-dihidroxi-5-colesterol-
16,22-diona o colesterol-5 ene, 16, 22-diona, 3, 26 dihidroxi (3B, 25 R)16.

El extracto purificado de glucésidos que fué utilizado en este trabajo,
mostré contener dos tipos de compuestos: los que por sus caracteristicas no
producen un resultado positivo con el reactivo de Ehrlich, y que se identificarén
por C.C.F por comparacién con compuesteos auténticos, que corresponden a los
glucésidos espirosténicos A, B y D de D.composita.

Estos fuerén definidos como;

Compuestos de la serie A:
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Las estructuras de estos glucésidos fuerén determinadas en un trabajo
anterior19.20 y caracterizados como;

Glucésido A.

p.f 250-540.9C; ir,em*1: 3450, 2900-3000. 1650 (s), 890, 920 (sefal iso-
sapogenina), identificado por comparacién con el auténtico como glucésido
espirosténico, Diosgenina-3-0-B-D-glucopiranédsido (figura 8).

e

H

ESTRUCTURA I. GLUCOSIDOA.
Diosgenina -3-0O-8-D-glucopiranésido.,

FIGURA 8.
Glucésido B.
p. f 222-224 9C; ir, cm-1: 3420, 2900-2980, 2650, 1390, 910-890 (sefial
iso-sapogenina), identificado por comparacién con un compuesto auténtico
como glucésido espirostanico Diosgenina-3-O-(a-L-ramnopiranosil, 1-4)-p-D-

glucopiranédsido,

Glucdsido D.
pf 257°C
Caracterizado como el glucdsido D mex, fué identificado por C.C.F no

sélo por comparacién con una muestra auténtica de Dioscina, sino identificado
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asimismo por sus caracteristicas fisicoquimicas y espectroscépicas32
(espectros 3, 4) sobre la cuél se hicieron los estudios que le flevarén a la
determinaci6n de la estructura.

Este compuesto fue caracterizado como. Diosgenina-3-O-bis{a-L-
ramnopiranosil 1-2, 1-4)-B-D- glucdpiranosido. (figura 9).

ESTRUCTURA 2 GLUCOSIDO D-

Diosgenina -3-O-bis —(u-L-ramnoplranosil 1-2 14)- B- D-glucopxranésndo .
FIGURA 9
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FIGURA 10.

Compuestos serie B.

El primero de estos compuestos es el denominado glucésido D*, de
cadena abierta (por revelar, positivo rosa intenso con el reactivo de Ehrlich) y se
encuentra situado por debajo del triglucdsido D espirostanico.

Ademas el glucésido C y el D* (triglucésido) son productos simultaneos
de la hidrélisis del glucésido E, puesto qus aparecen al mismo tiempoS{figura
10, 11).



FIGURA 11
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Los glucdsidos furostdnicos estan presentes en cantidades que
aparentemente son comparables con las del glucésido D, considerando como
mayoritario y en el caso de D.composita a veces considerado como unico.

Las constantes fisicas de los glucésidos fuerdn determinadas en un
trabajo anterior5,6.20 y caraterizados como:

Glucdsido E

p f 204-205 OC ju]= - 66 (MeOH); ir, cm-1 3400, 2930, 1630-1650, 1630-
1650, 1380 (no existen bandas iso-sapogeninas en 920 y 830 em1)-

Glucésido F

pf 215-216 9C ir, cm.-1: 3400, 2920, 1630, 1380, (no existen bandas iso-
sapogeninas en 920-890 cm-1,

Estos compuestos fuerdn identificadas por C.C.F por similitud con los
compuestos 4y SO0 EyF.

Por ofra parte, en este trabajo en el contenido de !a fraccién del punto de
aplicacion, se separan por C.C.F dos glucosidos, compuestos de aparente
transicién, que en medio de hidrdlisis dan origen a diosgenina.

Se tratd de separar estos glucdsidos de la fraccién del punto de
aplicacién por medio de una serie de métodos cromatograficos en placa,
columna, sin embargo no se obluvierdn buenos resultados.

La pequefia cantidad obtenida hizo imposible su identificacién directa y la
C.C.F comparativa con los glucdsidos E y F obtenidos e identificados en las
otras fracciones y en un trabajo anterior no fue definitiva, ya que no fué posible
determinar si simplemente son los glucésidos E, F, anteriormente identificados,
o se trata, de nuevos glucdsidos ya que se quedan retenidos en el punto de
aplicacién o se separan de él en forma més o menos erratica, dependiendo de

fos disolventes.
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Uno de estos compuestos denominado glucdsido F presenta un OH
hemiacetalico que desaparece al hacer reaccionar el compuesto con metanol
del compuesto original, es sustituido en el H1.N:M:R. por un metoxilo.

La sefial de un grupo MeO en 3.47 ppm suguiere la estructura de un

compuesto 22 metoxilfurostanico (figura 12).

FIGURA 12

Con el empleo de cromatografia en capa preparativa (placas de alta
resolucién) se obtiene una buena resolucién para estos glucésidos E°, ¥ y
aparece un compuesto mas, denominado glucésido G.

La preparacion de derivados acetilado, tampoco dié buenos resuitados

ya que el producto de reaccién da como resultado una mezcla de 4 compuestos.



En comparaci6n con los precursores glucosidicos de la Diosgenina en
D.composita, que son practicamente en forma exclusiva de naturaleza
espirostanica, en D, mexicana se encuentran mayoritariamente glucosidica.de

cadena abieria, de naturaleza furosténica (figura 13).

ESTRUCTURA QUIMICA DEL GLUCOSIDO E DE D. Mexicana .

OH
Hs&. ' Gkicosa

& CH,0H

FIGURA 13.

Aparentemente esta diferencia hace que tenga una actividad biolégica
diferente de la D.Composita.

De acuerdo con trabajos publicados30 la mezcla purificada de los
glucdsidos de D.mexicana tiene efecto sobre la metamorfosis del insecto
cuculionido Tenebrio moliotor y un efecto letal por via oral sobre la mosca de la

fruta Anastrepha ludens, que es menor en el caso de los glucdsidos composita,
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El primero de lo;s efectos fue atribuido a la semejanza que existe entre los
glucasidos furostanicos y la ecdisona (figura 14), hormona de la muda de ciertos

insectos.

ESTRUCTURA QUIMICA DE ECDISONA

FIGURA 14

Tomando como punto de partida las experiencias de este trabajo, seria
deseable continuar el trabajo experimental e intentar el aislamiento de los
llamados "glucésidos del punto de aplicacién" para determinar tanto su

estructura como su posible actividad biolégica sobre insectos.
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Como resultado del estudio del extracto metandlico total de Dioscorea

mexicana Guillemin se obtuvieron las siguientes:
V. CONCLUSIONES

1.- SAPOGENINAS ESTEROIDES.

Se identificarén como componentes del extracto metandlico: diosgenina,
pennogenina y criptogenina, ademas de un dieno de diosgenina.

Sin embargo, la presencia de sapogeninas como componentes originales
de la planta, no es evidente, ya que las sapogeninas pueden ser productos de

descompasicion de los glucdsidos originales ocasionadas por el adsorbente.

2.- GLUCOSIDOS ESTEROIDES.

D. mexicana (Guillemin) contiene dos tipos de componentes glucosidicos
de naturaleza esteroide: los llamados glucdsidos espirostdnicos con seis anillos
en su estructura (serie A) y los clasificados como furosténicos, con cinco anillos

(serig B).

l- “Se identiﬁt;é por comparacion con muestras auténticas a los siguientes

R glucdsidos de la serie A:

4"§Iu;65i&d A n;ex". diosgenina-3-0O-B-glucopirandsido (figura 8).
A"glucgﬁsidq B8 fnex". diosgenina-3-O-{a-L-ramnopiranosil, 1-4)--D-
glucopirandsido (figura 10).

nEl glucésido D de la serie A, fué identificado por métodos
espectroscopicos (RM.N.TH, RM.N13C) y comparacién - con una
muestra auténtica como:



Diosgenina-3-O-bis-(a-L-ramnopiranosil  1-2,1-4)-B-D-glucopiranésido
(figura 9)

Se identificd por comparacién con muestras auténticas los siguientes
compuestos de la serie B, como:

“giucdsido D* mex ", 26-O-f-D-glucopiranosido-(25 R)-furostano-5-ene-
3B, 22, 26-triol 3-0-{4-0-a-L-ramnopiranosil)-8-D.glucopiranosido.
“glucésido E mex", 26-O-B-D-glucopiranosido-(25 R)-furostano-5-ene-
3B, 22, 26-triol 3-0-(2,4-di-O-a-L-ramnopiranosil)-3-D-glucopiranosido.

El extracto purificado que contiene principalmente glucésidos de la
serie B (Glucdsidos furostdnicos), muestra la presencia de al menos
dos compuestos mas polares que los Glucdsidos E y F, y que fuerén
inicialmente denominados Glucédsidos E° y F°, y que no fue posible

purificar adecuadamente para efectuar su descripcidn e identificacion.
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ANEXO
V.- ESPECTROS

ESPECTRO 1.

“RMN.13C. DIOSGENINA

ESPECTRO 2.
R CRIPTOGENINA

ESPECTRO 3.
RMN.TH GLUCOSIDO D

ESPECTRO 4.
R.M. N. 130 GLUCGSIDO D

ESPECTRO 5
RMN.13C - GLUCOSIDO D
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