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FAMILIA GRMMMEME

E1 nombre de esta familia deriva del vocablo latino
gramenque significa pasto.En la literatura se encuentra indis
tintamente como'Família Gramineaeo Poaceae.

Antiguamente se las dividió en dos subfamilias:
Pooideae y Panicoideae;pero actualmente los agrostólogos aceptan
mayoritariamente la división en seis subfamiliasïzBambusoideae,
Oryzoideae,Phragmitoideae,Festucoideae, Panicoideae y Eragrostoideae (tam
bién conocido como ChZor-¿doideae).

La familia posee unas 10000 especies distribuidas
en 600 génerosz'4,aunque estos valores varian según distintos
autoress.

Tienen una distribución cosmopolita y gran adaptabi
lidad ecológica ya que viven en regiones climáticas de todo tipo
y en suelos secos o húmedos.1%aamnu es un ejemplo de adaptabili
dad ya que se 1a encuentra en todas las regiones del mundo.

En su mayoría las gramíneas son hierbas,a excepción
de la subfamilia Eyúmsoúkae que Posee eSPGCíes que son arbustos
o árboles.

Esta es una de las familias botánicas de mayor impor
tancia económica;así,a1gunas eSpecies son utilizadas comomate
riales de construcción(paja,cañas,bambü),numerosos pastos son
excelentes forrajes para el ganadoconstituyendo la principal
fuente de a1imentaci6n.Pero su utilidad principal está dada en
la‘alimentación humana,debido a que las gramíneas poseen gran ca
pacidad de acumulación de hidratos de carbono y albúmina.
Los ejemplos más importantes son la caña de azúcar,el arroz,el
maíz,el trigo,1a cebada,el centeno y la avena.

Características químicas de 1a familia



Las gramíneas han resultado difíciles de clasificar
quimiotaxonómicamente dado el estudio limitado de especies y la
gran variedad de metabolitos secundarios que producen;no obstante,
pueden hacerse algunas generalizaciones.

Polifenoles

Acidos aromáticos oxigenados y cumarinas

Se aisló de Hordewnvulgareó cumarina _1_,umbeliferona ¿escopoletina
á,herniarina í,escu1etina ¿,ácido p-hidroxibenzoicog,ácído vaini
llínico Z,ácido siríngico g,ácido p-hidroxicinámico g,ácido o-hi 
droxicinámico lg, ácido clofogénico ll,ácido ferülico 12 y áci
do sinápico lá.(figura 1)

R

R2 /o _
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R1 / 2 \ /
R1

R1y R2 = H cumarina l R1=H R2=0H R3=0CH3 ácido
R1=Hy R2=0Humbeliferona g vainillínico 1
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R1=OH RZ=R3=R4=H acido
o-hídroxicinámíco lg
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p-hidroxicinámico g
R1=R4=H R2=0CH3 R3=OH ác1do
ferülico lg
R1=H R2=R4=OCH3 R3=OH acido
sinápico lá

=R2=R4=H ac1do

ácido clorogénico ll

El ácido clorogénico ll también fue encontrado en succhumm
officinarum ,Paspalum vaginatwn, Oryzasativa, en algunas especies de
Phragmites y Bambus a 7,en AZopecuruspratensis y Festuca pratensiss, aun
que siempre presente en pequeña cantidad.

Los ácidos derivados del cinámico comoel ácido ferü
lico lg, el sinápico lá y p-hídroxicinámico g son bastante comu
nes dentro de las gramíneas, encontrándose todos en cantidades
considerables.



Flavonoides

Las gramíneas presentan dos caracteristicas princi
pales con reSpecto a este tipo de compuestos; la presencia de tri
cina lí(figura 2) y la ausencia de flavonoles

La presencia de tricina,aislada por primera vez en
193310

, , 11-15 » . .en la mayoria de las gramineas ,es una caracteristica imporv
en una eSpecie de Yriticwny posteriormente identificada

tante ya que se encuentra raramente en otras familias.
Un hecho destacable es la ausencia de flavonoles;

tanto los glicósidos comolas agliconas 1ibres,generalmente son
f1avonas(sin HO-S);aunque existen algunas excepciones,como por
ejemplo del polen de PhZewnpratensis y Dactilis gZOmeratase aisló

16,17’mientas que el polen de maíz(vadactilina lá (figura 2)
riedad Golden CrossBantain)contiene quercetina lg(figura 2) .
Existen otras flavonas que también aparecen con asiduidad en
gramïneas.Unade ellas es 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimetoxiflavo
na ll .Las otras dos flavonas que se encuentran comúnmente,
aunqueprincipalmente metiladas o glicosidadas,son luteolina lg
y apigenina lg.

FIGURA 2

R =R =OCH R =H tricina li3 2

=R3=OCH3R2=CH3 5,7-dihídroxi-3',4',S'—trimetoxíflavona
1

1

R1=R =R =H apigenina lg
1=OH R =R =H luteolina lg
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continuación FIGURA2

R1=R2=R3=Hquercetina lg
R1=CH3R2=R3=g1ucosa dactilina lá

Se conoce el 7-O-g1ucósido de luteolina 2912’19,
comoasi también el 7-0-rutinósido( a-L-ramnopiranosil-ó-O-B
-Dglucopiranósido) El.

Se han aislado también muchosO-glicósidos de trici
na.En un estudio sobre varias eSpecies del género sacchnnmr se
anflb tricina-S-O-glucósido ¿3,7-0-g1ucósido gg, 7-O-g1ucósido di
sulfatado en el hidrato de carbono,sin especificar la posición
de unión, 7-O-neohesperidósido 231 a-L-ramnopiranosil-Z-O- p-D
glucopiranósido).De especies del género Iritúnmu se aisló tricina
-5-O-g1ucósido gg y tricina-7-O-g1ucur6nido 3513.

El otro aspecto importante sobre la composición de
flavonoides está dado por la presencia de C-glicósidos de flavo
nas;siendo las gramíneas los vegetales que presentan estos glicó
sidos más frecuentemente.

Los glicósidos vitexina(apigenina —8-C-glucósido)gg
e isovitexina( apigenína-ó-C-glucósido) El son habituales en las
gramíneas12;como asi también los 0- glicósidos de los mismos,
comosaponarina( vitexina-7-O-glucósido) ggzo-ZZ.



Otros C-glicósidos que abundan en 1a familia son
orientina(1uteolina-8-C-g1ucósido) gg,isoorientina (luteolina
6_C_glucósido) ig12,14,15,21,22
comoisoorientina-7-0-g1ucósido El y 7-0-rutinósido ¿g en el géne

y algunos 0- glicósídos de ambos

ITJSaccharum15,yalgunos C-diglicósidos como luteolina-6,8—C-dig1u—
cósido gg] .

Antocianinas.

Dado que las gramíneas son generalmente verdes,1a
coloración roja o violeta debido a antocianinas se encuentra
en las flores.

Las antocianinas aisladas son principalmente gli
cósidos de cianidina en posición 3.

De Hordewnvulgare se ais 16
cianidina-3-O-arabinósido ¿iz?
de Oriza sativa cianidina-S-O
glucósido gi, 3,5-O-dig1uc6
sido gg y 3-O-rutinósido ¿15’Ï4
El 3-0 glucósido de cianidina
es el más abundante y también
se aisló en Poa annua, Sorghum
vulgare y Zea mays

cianidina

Con respecto a las 1eucoantocianas,en órganos no
verdes de cebada se identificaron leucocianidina 38 y 1eucodelfi
nidina 22 (figura 3)

OH

R=H leucocianidina gg
R=OH1eucodelfinidina gg

W



Alcaloides

Los alcaloides aislados de gramíneas resultan de
poca ayuda para una clasificación quimiotaxonómica ya que los
mismos se encuentran presentes en otras familiasS.Además los a1
caloides no son muy comunes dentro de la familia y sólo algunos
géneros los poseen,e5pecia1mente en las subfamilías ¡bshuxúdbae
y Panicoideae

Los alcaloides que aparecen con mayor frecuencia
en las gramíneas son hordenina 12(figura 4) y gramina fl (fi
gura S);aunque en función de las estructuras aisladas‘podemos
clasificarlos en tres grupos: a) alcaloides derivados de tiramina,
b) alcaloides derivados de triptofano y c) alcaloides con esque
leto pirrolizidínico.

a)A1caloides derivados de tiramina.
De especies del género lbrdam1 se aislaron tiramina ig, N-metil

26_28(figura 4).N-metiltiramina tamtiramina ¿á y candicina ¿í
26,5,29,30 7

bién fue aislada de Panicummiliaceum y Sorgwnbicolordll.
Del géneroPhaZarisarundinaceae se aisló 5-metoxi

N-metiltiramina ¿232.

+Me

HO R{N\R2 H0 3
FIGURA 4

R1=R2=Htiramina ¿g candicina ii
R1=H R2=CH3N-metiltiramina í_
R1=R2=CH3 hordenina

LN



b)Alcaloides derivados de triptofano

De Hbrdewnzndgarese aislaron gramina ¿l ,3-amino-metilindol ¿g
y 3-N-meti1 amino-metil indol 5133-34.Va1e la pena destacar que
los dos últimos son intermediarios en la biosïntesis de gramina;
que también fue aislada de Panicummiliaceumy Arundodona: 35

R1 R1=R2=H 3-amino-meti1

N< indol ¿1_6_
Nl R2 R1=H 122+c1413 3-N-metil
ü amino-metilindol il

R1=R2=CH3 gramina il

FIGURA S

c)Alcaloides con esqueleto pirrolizidínico

De varias especies de LoZüm1seaislaron lolina ig,
norlolina ig (figura 6),1olinina ¿Q y lolidina E136;estas dos
últimas bases poseen un esqueleto pirrolizidínico pero se des
conoce su estructura completa. Norlolina también fue aislada en
Lolium temuZentum .

El otro alcaloide dentro de este grupo que merece ser
mencionado es telepogina gg (figura 6).que fue aislado de
Thelepogonelegans. La biosíntesis de telepogina parece tener una
ruta biosintética diferente a los alcaloides de Lohhm



H

N/
o \-R

R=CH3 lolina ¿g telepogina ¿a
R=H norlolina 9

FIGURA 6

Compuestos cianogénicos

La cianogénesis es frecuente dentro de la familia
incluso en especiesno tóxicas.Por ejemplo dentro del género
anthn se encontró que en plantas jóvenes hay cianogénesis debi
da a diversos compuestos,que con el crecimiento de la planta se
van perdiendos.

Si bien en muchas gramíneas se detectó la presencia
de cianuro mediante ensayos analíticos como en el caso de es
pecies de Briza 5’38,Gliceria39-40 y Melica5,queda en discusión la
verdadera naturaleza de los compuestos cianogenéticos.

De Sorghwnbicolor especie tóxica,.se aisló durrina ü
Efigura 7),que por intermedio de una p-glucosídasa libera a 1a
cianohidrina,que a su vez es descompuesta enzimáticamente libe

41-42

rando p-hidroxibenzaldehido y ácido cíanhídrico.
Comoconclusión puede decirse que la presencia de

compuestoscianogenéticos es característica de especies jó
venes,siendo dichos compuestos generalmente inestables lo cual
impide su aislamiento.Es por esta razón que en la literatura
sólo se ha informado la estructura correspondiente a durrina EE.
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CN

l

H0—©— C—0— B-g1ucosa
H

durrina á;

FIGURA 7

Sustancias nitrogenadas de defensa

Se encontró que la benzoxazolinona áí(figura 8)
presente en el centeno,inhibe la proliferación de hongos pató
genos.En cambio el trigo y el maíz contienen 6-metoxibenzoxa
zolinona 52(coixol)5’43’44.

Posteriormente se aisló Dimboaïg(figura 8),de
varias especies ,entre ellas el maíz,observándose que en presen
cia de agua se transformaba en 6-metoxibenzoxazo1inona45'47

Dimboa es un ácido hidroxámico cíclico que produce
no sólo inhibición en el crecimiento de hongos sino también de
áfidos y bacterias.

H MeO OHÜ í
5 EH

benzoxazolinona ¿A Dimboa ¿Q

FIGURA 8
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De Avemzsativa se aisló un compuesto con actividad
antimicrobiana,a1 que se denominóavenacina ¿1,resultando ser

48’49.Su estructuraun triglicósido de un triterpeno pentacíclico
no ha sido totalmente elucidada,ya que debe aun identificarse la
unidad de hidrato de carbono en el extremo no reductor y 1a
posición del éster aromático que está indefinida entre los
C-6 yC-7 del anillo triterpénico.

H0

CH —N
gliC-glu-glu “A” 3

HZOH -00C

Avenacina El

Terpenos

Aceites esenciales

Son pocos los géneros dentro de la familia que acu
mulan en gran cantidad aceites esenciales.Estos se encuentran
principalmente en la tribu AndrOpogoneaey los más importantes en
los géneros Cymbopogony Vetivemla.

Los aceites de mayor importancia económica son el de
Palmarrosa, el de citronela, el de lemongras y el de Vetiver.

Triterpenos

La característica fundamental que presentan las gra
míneas es la presencia de 3-metiléteres de triterpenosso.

Estos éteres son muyraros en otras familias y pue
den considerarse buenos marcadores quimiotaxonómicos,aunque
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no se encuentren en todos los géneros.
Los metil éteres más abundantes son arundoina 58

50'60(figura 9),también se han encontrado el meey cílindrina gg
50-51,61 61til éter de lupeól gg

(figura 9); todos ellos presentan un anillo E de cinco miembros.
,y el metil éter de arborinol gl

Estos compuestos se encuentran acompañados de a
amirina gg, p-amirina Q; y sus respectivos metil éteresso’53“55

50’51,como así también pory el metil éter de crusgallina gg
miliacinaso’ss'óz g¿,(figuras 9 y 10)

arundoina gg R1=0CH3R2=H cílindrina
R1=H R2=OCH3 arborinol
metil éter gl

lupeol metil éter gg miliacina giW.
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crusgallina 92

FIGURA 10

R1=H R2=CH3 R3: OH mamírina

R1=H R2=CH3 R3=OCH3 0' "
metil éter

R1=CH3 R2=H R3=0H p-amirina

R1=CH3 R2=H R3=OCHSP' "
metil éter

Se han aislado ademástritepenos tetracíclicos
comoel metil éter de cicloartenol ggs (figura 11),ferulato
de cicloartenol 6763(figura 11),24-metilencicloartenol gg y
su ferulato gg _
11).

y el metil éter de parqueol ZQSS (figura

Se identificaron ademásotros triterpenos pentacï
clicos alcohólicos y cetonas,destacandose entre ellos la presen
cia de friedelina 1150(figura 11).



R=OCH3metil éter delcicloartenol gg friedelina ll
R=ferulato(4-hidroxi-3-metoxici

namato) gl

24-metilencicloartenol gg parqueol metiléter 12

FIGURA 11

Esteroles

Los esteroles más difundidos en las gramïneas son
sitosterol lg y estigmasterol lgg5,aunque comocaracterística
importante puede mencionarse la presencia de esteroles satu
rados,principalmente 5,6-dihidrositosterol Zá,que se aisló



también como ferulato ZÉ67.
Se aislaron además- de Saccharumofficinarum lofenol

(4- a-metil-S- a-ergosta-7,24(28)-dien -3- p-ol) 11 y 24-eti
lidenlofenol Zg68(figura 12),aunque estos esteroles no estan
ampliamente distribuidos dentro de la familia.

R=T\/Q/
sitosterol 1g

\\Ho

= CH lofenol 77

R

R

R estigmasterol 128

R

. ¡ R- CH-CH324-etiliden lofenol lg
l

FIGURA 12

Metabolitos primarios

Proteínas y aminoácidos

Es característico de las especies cerealeras de
la familia la acumulación de diversas albúminas en sus semi
llas.Estas albúminas fueron las más estudiadas dentro del
reino vegetal.

Las proteínas de reserva que se hallan en las se
millas se pueden clasificar en cuatro grandes grupos:
TJAlbüminas :solubles en agua fría
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2)Globulinas :insolubles en agua fría,solubles en soluciones
salinas (cloruro de sodio 5 %).
3)Prolaminas :insolubles en agua y soluciones salinas,solu
bles en etanol 70%.
4)Gluteninas:sólo extraíbles con ácidos diluidos.

Las prolaminas y gluteninas forman el gluten que
da las características elásticas a las harinas de semillas
de cereales.

Las prolaminas de gramíneas acumulan ácido glu
támico y prolina y son escasas en lisina.

A diferencia de las gramíneas (monocotiledónea),
las semillas de dicotiledóneas acumulanglobulinas.

Aminoácidos especiales

Existen algunos aminoácidos que no forman parte
de proteínas pero que han sido aislados de varias gramíneas
y no son de amplia distribución en otras familias.Ellos son

6-acetilornitina 12 (el más abundante),ácido a-aminoadípico
gg y ácido pipecolínico glóg(figura 13)

COOH

HC-NH2 N COOH

(CHZ)2

CHí-NH-fi-CH3
O

ó-acetilornitina lg ácido pipecolínico El
FIGURA 13

Hidratos de carbono

La mayoría de las gramíneas almacena,en el endosperma



de las semillas,a1mid6n comosustancia de reserva.
Desde el punto de Vista taxonómico se pueden

clasificar en gramíneas azucareras(sacarosa,a1mid6n) y gra
míneas de fructanos(polifructanos);ya que generalmente acumu
lan uno de estos dos tipos de sustancias.

Esto es muy importante desde el punto de vista
económico ,ya que la producción de semillas híbridas de ce
reales sólo pueden efectuarse con especies que acumulan el
mismotipo de polisacáridos.

Por ello fueron muyestudiados los hidratos de
carbono de cereales y forrajes ’ - 2.

Los fructanos de acuerdo a1 tipo de unión pueden
dividirse en dos grupos:
1)Tipo fleína: unidades de fructosa con unión 2-6
2)Tipo inulina: predominio-de unidades de fructosa con unión
2-1.

En ambos casos participa también la glucosa unida
1-2 a la fructosa,ya que el aceptor original en la biosín
tesis es la sacarosa a la cual posteriormente se van acoplan
do las unidades de fructosa;aunque se han aislado algunos fruc
tanos libres de glucosa.

Existe un tercer grupo de fructanos;con uniones
2-1 y 2-6,fuertemente ramificados.Se denominantipo triticina y
son los menos abundantes.

Las gramíneas con'fructanos estan menosdistribui
das que las de almidón y se encuentran casi con exclusividad
en la subfamilia Ibsmmoükae que involucra a la mayoría de los
pastos.Los cereales por el contrario acumulanpreponderante
mente almidón.

Es muy importante tener en cuenta que la composi
ción de polisacáridos de gramíneas depende ampliamente de
factores geográficos y ecológicos,ya que en el trópico predo
minan las gramíneas sacaríferas y en las zonas frías las gra

, 5mineas de fructanos. ’73
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Conrespecto a di- y oligosacáridos ,la sacarosa
es ampliamente mayoritaria aunque también se encuentra rafi
nosa y un trisacárido formado por sacarosa y galactosa unida
en 2 a la glucosa.

Sustancias minerales

Las gramíneas acumulan cantidades apreciables de
ácido silícico,en cambioposeen bajo contenido de calcio,mag
nesio y aluminio.E1 ácido silícico se acumula en corpúsculos
llamados opalfitolitos que poseen hasta un 94%del ácido.5

Las sales de calcio se encuentran comosulfato
u oxalato.



GENERO POA

Es un género cosmopolita formado por unas 200
especies.En la Argentina viven unas 70-80 especies indígenas
junto con otras adventicias tales como Poaannuay P. pratensis
que han sido encontradas incluso en el sector antártico?

En general son pastos tiernos,de valor forrajero
y de importancia en la formación de praderas naturales,si
bien existen algunas especies con follaje duro,que no son acep
tadas por el ganado.

En la Argentina hay dos especies tóxicas para el
ganado: P. huecu Par. y P. hchiforrmLsPresl, aunque también
se indica comoprobableIï üuügesnz74dada su estrecha relación
botánica con P. huecu.

El géner01%a se encuentra dentro de la subfami
lia Ibstucoideae ,tribu Feshamaejunto con otros géneros como
Bromus,LoZ_1lumy Festuca a los que vulgarmente se los conoce como
pastos.

Muypocas especies de Iba han sido objeto de estudio
químico,haciéndose difícil efectuar comparaciones taxonómicas.

Terpenos

Se estudió la presencia de triterpenos en Iba annmg
P. pratens-¿s y P. Sphondylodes .En P. annua s=e aisló un único tri
terpeno, el friedelinol.fig (figura 14),en P. pratensis dos
metil éteres de triterpeno,arundoina 5g y cilindrina 52(figura
9,pag. 12 ),que a su vez son los triterpenos más abundantes
dentro de la familia.

Arundoina también se aisló de P. sphondylodes,lacual
contiene además ,fernenol gg ,glutinona_gí (figura 14), pamirí
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na QEy friedelina 11(figura 10 y11).Esta última cetona satu
rada también fue identificada en Bromascatharticus y Festuca
parvighmm,perteneciendo ambos géneros a la misma tribu que
Pba.

friedelinol gg fernenol g;

glutinona gg

FIGURA14

Flavonoides

Comoen las gramíneas ,ia presencia de tricina li
también fue descripta dentro del género Poa13_14,enPoa annuay
P. compresa.

P.prahmwis representa una rareza ,en la familia,ya
que contiene quercetina-S- p-O-glucósido gá(figura 15),un fla
vonol,y sólo cuatro especies presentan flavonoles en lugar de



flavonas en toda la familia

OH

HO

O-p -glucosa

quercetina-S-p -0-glucósido gg
FIGURA 15

Aminoácidos

Se detectó en P. alpina,P. gZauca,P. nemoralis y
Ehpratensis la presencia de 6-acetilornitina 12,especia1men
te en P.gflauaz;y en menor proporción ácido u-aminoadípico

69Q
Comose vio anteriormente estos dos aminoácidos

libres son comunesdentro de la familia.

Hidratos de carbono

Las especies de Pba estudiadas acumulan fructa
nos al igual que otros géneros de la subfamilia Ebsuwoükaa

De P. pratensis se aisló un fructano tipo fleína
al que se denominó poína,con un grado de polimerización media
de 4272.De P. trivialis se. aisló otro fructano también tipo
fleína70’71.

Por otra parte P. pratensis acumula cantidades de
sacarosa( 6,4% del peso seco),mientras que sólo acumula un
1,4% de monosacáridos.
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POA HUECU

No se conocen estudios químicos de esta especie
argentina,si bien existen informes botánicós y agronómicos que
registran su toxicidad.La identificación de sus componentes
químicos así comosu estudio toxicológico ha sido el objetivo
de esta tesis y se detalla en los capítulos subsiguientes.
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TOXICIDAD DE POA HUECU PAR.

Huecu o huaicuz La palabra huecu proviene del araucano y
significa borracho o incoordinado;posteriormente el nombre
se extendió a la enfermedad que produce el coirón blanco en
el ganado,presentando este,incoordinación motora2’74’119.

La toxicidad de este pasto ya era conocida por
los indios,puesto que historiadores informan que estos daban
de ingerir el pasto a los caballos del ejército durante la
conquista del desierto,produciéndoles la mencionadaenferme
dadz.

El coirón blanco fue identificado por Parodi en
1950 como Pbalnwcu,utilizando en su denominación el vocablo
araucano.

Hasta ese momentoexistió duda sobre la identi
dad botánica del mismo ya que se lo confundió con Pba
denudataStend ,con Festuca argentina Par. y además varios auto
res la denominaron Poa argentina 120-124.

Parodi,comparando con ejemplares de herbario de
todas estas e5pecies,diferenció al coirón blanco de las
demás,identificándola comonueva eSpecie.

La región fitogeográfica por la que se extien
de Pbalnecu limita al norte por la provincia de Mendoza,
a1 sur la zona de Junin de los Andes, al este Zapala y al
oeste la cordillera,aunque hay informes que indican su pre
sencia en Chile.7

Iba huecu se encuentra entre las siete gramíneas
que producen mayor mortandad en el ganado en la Argentina.

Festucaargentina,la otra gramínea tóxica de la
patagonia,crece más al sur,en Chubut y Santa Cruz,y muchas
veces se la confunde con Paalmem4ya que produce práctica
mente los mismos síntomas de la enfermedad del huecu o
pataleta
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Los primeros estudios científicos sobre la en
fermedad fueron realizados en 1913 por Acosta .

Se encontró que el coirón blanco produce sínto
mas de pataleta en el ganado ovino,equino y bovino.

Esto fue posteriormente comprobadopor Jones
y Arnold121 y luego estudiado por varios grupos de médi
cos veterinarios119'122-125.

Los síntomas de la enfermedad se dan con mayor
frecuencia en el ganado en tránsito o extraño a la región
y se nota en el ganado indígena reticencia a su ingestión.

Si bien Pbaimecuposee-una calidad forrajera
mediocre ya que es un pasto duro con hojas punzantes,es
muyresistente a las condiciones climáticas y hay épocas del
año en que el ganado 1a ingiere por falta de pasturas frescas
y de mejor calidad.

La planta es tóxica en todas las épocas del año
y aún luego de arrancada y secada mantiene su actividad.

Por varios años se discutió la posibilidad dedque
un hongo parasitara la planta y fuera el responsable de la
enfermedad,aunque estas suposiciones no estaban basadas en
evidencias científicas sino en la falta de una respuesta al
problema.

Igualmente Carrillo y col.11910graron reprodu
cir experimentalmente los síntomas de la enfermedad con
material vegetal libre de hongos patógenos confirmando que
la toxicidad se debe a algún componente intrínseco.

La sintomatología varía de acuerdo a la edad
del animal,siendo los animales más jóvenes los que padecen
los mayores trastornos.

Las manifestaciones de la enfermedad son compa
rables en las distintas especies.

Pueden distinguirse dos formas de evolución de la
enfermedadzuna aguda(mucho más grave) que generalmente termina
con la muerte y la otra crónica120'123’126.

La forma aguda puede dividirse en dos períodos:
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el primero de ellos se manifiesta con temblores y contraccio:
nes de músculos del cuello,los flexores de las patas anterio
res y raramente en los flexores posteriores.Los animales se
muestran tristes,pelos erizados e hipersensibilizados.El co
mienzo de este período puede demorarse de uno a tres días
después de la ingestión,dependiendo de la cantidad de planta
ingerida.

La duración del período también es variable.
El segundo período presenta en los animales,pará

lisis ,lesiones conjuntivales,contracciones musculares más
intensas que producen incoordinación motora,dificu1tando la
estabilidad del animal que debe abrir sus patas para no caer;
algunos presentan ceguera.La evolución de este período puede
durar de 24 hs a 2 semanas.

La forma crónica es más leve y puede producir
se con niveles bajos de ingesta de Pbaínwcu,el animal puede
recuperarse si no quedan secuelas comoparálisis u otros pro
blemas nerviosos que obliguen a sacrificarlo.

Con respecto a las lesiones anatómicas,no hay
lesiones macroscópicas de consideración.

Pueden verse algo congestionadas las masas cere
brales y meninges comoen una encefalitis122, el bazo parece
normal,al igual que corazón,pulmones,páncreas,estómago y esó
fago121,en algunos casos se detectaron hemorragias intestina
les y hepáticas.

Microscópicamente se encontraron lesiones en mé
dula espinal con hinchazón y degeneración axonal.

Por técnicas de tinción se pusieron de manifiesto
lesiones degenerativas,no inflamatorias,de la vaina de mielina
dependiendo el grado de lesión de la dosis suministrada119.

No se encontró ningún microorganismo patógeno
en la autopsia de los órganos1 ,descartándose por lo tanto
cualquier proceso infeccioso.

Los resultados hematológicos no presentan varia
ciones con los datos normales,excepto una hiperglucemia de
tectada entre el tercer y noveno día luego de la ingesta
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Los estudios bioquímicos sobre el nivel de distin
tas enzimas solo muestran un ligero aumentode colinestesterasa
plasmática y de leucinaminopeptidasa.

Con reSpecto a las dosis tóxicas,se encontró que
con ógr de Pbainwcu por kg de peso de ovino,se produce la muer
te en cuatro a seis días.Esto representa,para un animal de
treinta a cincuenta kg de peso,una cantidad de 180 a 240gr de
planta seca.

Dosis de dos a cinco gr/kg de peso de animal pro
ducen síntomas de la enfermedad,pero los animales se recupe
ran luego de cinco días.Dosis de un gr o menores resultaron
inocuas.

Puede considerarse entonces comodosis letal seis
gr de planta seca por kg de ovino.

Existen algunas hipótesis que indican la influencia
edafológica con reSpecto a 1a toxicidad,ya que en estancias
que poseen potreros en el llano no se encuentran animales en
fermos mientras que en valles a 1000-1500msobre el nivel del
mar 1a planta resultaría tóxica.

Sin embargo,no existen evidenéias ,ni estudios
científicos que justifiquen tal aseveración.

El estudio de nitratos en 1a planta dio resultados
negativos119,y tampoco se encontró presencia de saponinas ni
cianogénesis.

Los resultados obtenidos en esta tesis y discu
tidos en el capitulo IV ,ponen en evidencia la presencia de
uno o más compuestos tóxicos provenientes de la planta y la
posibilidad de reproducir la toxicidad y aspectos sintomatolo
gicos en los animales de laboratorio.





C-GLICOSIDOS DE FLAVONAS

Dentro de los metabolitos secundarios,la presen
cia de C-glícósidos se encuentra practicamente restringida a la
familia de los flavonoides,los cuales pueden también encon
trarse comoO-glicósidos.(figura 16).

C-glicósido de flavonaW
La diferencia principal entre ambos tipos de

glicósídos está dada en la resistencia a la hidrólisis.Mien
tras todos los O-glicósidos de flavonoides son hidrolizados en
cuatro horas con ácido clorhídrico ZN,los C-glicósidos perma

76.Esto es 16gico,ya que mientras un O-glícónecen inalterados
sido es un aceta1,un C-glicósido presenta una unión entre un
carbono del anillo aromático y el carbono anomérico del azúcar
que se transformó en éter.

Si bien se han descripto C-glicósidos de flavanonas
comoisohemifloina gg y hemifloina gl77(figura 17);de isofla
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vona comopuerarína gg e isopuerarina ggÏÍfigura 17) y de
flavonoles comokeyakinina gg y keyakinïna B El (figura 17),
los C-glicósidos de flavonas son los más abundantes dentro de
este grupo de compuestos.

flavanonas isoflavonas

R1=HR2=C-g1ucosa hemifloina R1=HR2=C-g1ucosa isopuera
R2=HR1=C-glucosa isohemifloina rina

R2=HR1=C-glucosa puerarina

HO

glucosa-C]

flavonoles
R1=Hkeyakinina
R1=OH " B

FIGURA 17

Las agliconas que principalmente forman parte de
estos glicósídos son apigenina lg y luteolina 15(figura 18) y
en menor medida derivados metilados de las mismas.

De los azúcares que se encuentran comoC-glicosilo,
1a glucosa es ampliamente mayoritaria y en menor grado se
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encuentran xilosa,arabinosa y galactosa.

R=Hapigenina lg
R=OHluteolina lg

FIGURA 18

Los C-glicósidos más ampliamente distribuidos son
los ó-C y 8-C glucósidos de apigenina( isovitexina El y vitexi
na gg) y de luteolina( isoorientina EQy orientina gg).Exis
ten además di-C-glicósidos unidos a C-6 y C-8,como por ejem
plo vicenina 2378(apigenina 6,8-C-diglücosido).

Se encontraron también muchos C-glicósidos con
unidades de O-glicosilo en la mismamolécula.La O-glicosidación
puede ser en algún oxígeno de la unidad de C-glicosilo forman
do un disacárido,o glicosidando algún hidroxilo fenólico.Por
ejemplo:isoorientina-2”-O glucósido 2279 e isoorientina-4'-0
glucósido 2180(figura 19).

CHZOH

Isoorientina-4'-O- p-D-glucósido FIGURA19,continúa en la
página siguiente
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isoorientina-2”-O-p -D-g1ucósidog;
FIGURA 19

ComoO-glicosilo formando parte de disacáridos se encontró
además D-xilosa y L-arabinosa

ASpectosbiosintéticos

Está perfectamente establecido que la O-glicosidación de fla
vonoides es el último paso de la biosíntesis,o sea,ocurre a
nivel de flavona o flavonol.

Pero contrariamente a lo supuesto en un principio,
la C-glicosidación no es el último paso biosintético.

Tanto apigenina lg comoluteolina lg,marcadas con
14C,son buenos precursores de sus 7-O-g1ucósidos pero no se
incorporan como 8-C-gluc6sidos enSpirodeZapoyrhiza ,aunque los
dos glicósidos(vitexina gg y orientina gg) son sintetizados en
la planta y tienen comoagliconas,1as antes mencionadasss.

En condiciones similares se trabajó con Lamuzndnor83
que produce nueve C-glicósidos,a1gunos de los cuales son di
C-glicósidos.Se inyectaron apigenina,1uteolina y orientina

14marcadas con C ,con el objeto de verificar su incorporación
en los glicósidos.
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H2

COOH AcCoA
COOH

SCoA

3 ACoS-COCHZCOO'
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fenilalanina

O
flavanona

o
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OH o OH

O

chalcona rxidación

FIGURA'20:Caminobiosintético de O-glicósidos de flavona.
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Ni apigenina,ni luteolina se incorporaron en los
nueve C-glicósidds;tampoco orientina resultó precursor de
lucenina(luteolina-6,8-C-dig1ucósido) gg.

Sin embargo,e1 primer paso en el camino biosin
tético es comúna los 0- y C-glicósidos puesto que partiendo
de 14C-fenilalanina se encontró marca en los 7-0- como en
los 8-C-glicósidos,como se demostró en experiencias realiza
das con Spirodela poZyrhiza84(figura 20).

De acuerdo con las experiencias mencionadas y al
esquema de la figura 20,1a C-glicosidación debe ocurrir en
algún estado biosintético anterior a la formación del doble en1
lace 2-3.Teniendo en cuenta lo anterior,se efectuaron expe
riencias con 2-14C-naringenina gg (figura 21),flavanona pre
cursora de apigenina ,encontrándose buena incorporación
tanto en el 7-O-g1ucósido como asi también en el 8-C-g1uc6
sido de apigenina.

Además se encontró marca(en menor proporción) en
luteolina-7-O-g1ucósido y luteolina-S-C-glucósido.

Estos dos resultados muyimportantes están indi
cando que la C-glicosidación ocurre a nivel de flavanona y
que 1a hidroxilación en el anillo B ocurre luego de la for
mación de la flavanona( o por lo menos es un camino alterna
tivo).

De esta manera quedan establecidas las dos rutas
biosintéticas de glicosidación en flavonoides,que se esque
matizan en la figura 22.

naringenina gg FIGURA21
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fenilalanína
+

3 malonil Co A

flavanona/chalcona

formacion del doble C-glicosidación
enlace 2-3

flavona flavanona-C
glicósido

O-glicosida
ción formación

doble enla
flavona-O- ce 2_3
glicósido flavona-C

glicósido

FIGURA22:Esquemabiosintético de 0- y C-glicósidos de flavona.

En base a este esquema pueden sacarse algunas con
clusiones interesantes:
a)La presencia de un O-glicósido en un vegetal permite supo
ner la presencia de la flavona precursora;pero en cambio la
existencia de un C-glicósido no tiene por que implicar la
presencia de la flavona del que forma parte,ya que ambos son
biosintetizados por rutas diferentes.

b)La presencia de unidades de C-glicosilo en los C-6 y C-8
es concordante con la entrada de estas unidades a nivel de
f1avanona,puesto que los C-S y C-7 se hallan hidroxilados
al ciclarse las tres unidades de malonil Co A(ver figura
20)
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c)Todos los C-glicósidos aislados hasta el momentoestán uni
dos a los C-ó y C-8,ninguno en el anillo B,sin que exista una
explicación para este hecho.

En la O- glicosidación de f1avonoides,ya sea en
hidroxilos fenólicos o de azúcares,está demostrado que el
hidrato de carbono se activa en primer lugar comouridina dí
fosfato(UDP);incluso se aislaron varias transferasas que cata
lizan la O-glicosidación de D-glucosa,D-xilosa,L-arabinosa y L
ramnosa 6'9 en forma especifica en distintas posiciones.

En cambio,en la C-glicosidación no se conoce el
mecanismobioquímico por el cual se produce la sustitución
de los protones aromáticos de C-ó y/o C-8;ni como se produce la
pérdida del hidroxilo anomérico del azúcar.

Elucidación estructural de C-glicósidos de flavona

Mientras que la elucidación estructural de O-glicósidos de
flavonoides data de muchas décadas atrás,la imposibilidad de
hidrolizar a los C-glicósidos fue un escollo que impidió
asignar con certeza estas estructuras.

Recién en los primeros años de la década del
sesenta,con el mejor conocimiento de la eSpectroscopía de
H-RMN,secomenzó a dilucidar la verdadera naturaleza de los

C-glicósidos,especialmente en lo referente a 1a unidad de
hidrato de carbono y su posición de enlace.

Hasta ese momento,la forma de identificar un
O-glicósido.consistía en su hidrólisis y análisis de la agli
cona por U.V. comparando con datos de 1iteratura,o por méto
dos quimicos.

Comolos C-glicosidos dan practicamente el mis
mo espectro de absorción UV. que la aglicona que forma par
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te de dicho compuesto,no existía forma de elucidación posi
ble.Ademásal encontrar resistencia a la hidrólisis,se for
zaban las condiciones experimentales,produciéndose por con
siguiente,isomerizaciones debido al reordenamiento de
Wessely-Moser91(figuraZS)

HO O Ph AH HO 0+ Ph

. H o l
gllc- 2 glic

OH o OHl O

HO OH

H OH + H+

h gliC-C Ph

gliC- H 0 H

OH 0 0

C-glic

H0 Ph

OH O

FIGURA23 Reordenamiento de Wessely-Moser.
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En realidad esta reacción se utilizó por primera vez
con fines sintéticosg1_ ,pero siempre que se trata un C-glicó
sido en medio ácido se produce la isomerización entre C-6 y C-8.

Este reordenamiento generalmente ocurre en laS‘plan
tas,siendo por lo tanto comúnencontrar el 6 y el 8 C-glicó
sido de una misma aglicona.

Recién en 1964,Horowitz y Gentilli93,obtienen la
estructura correcta de 1a vitexina gÉ.Hasta ese momentola
estructura aceptada fue 1a propuesta por Evan594'95(figura Z4)

H0 CHZOH OH

o HO CHZOH

HO OH OH

CHOH H0

OH 0

Estructura propuesta por Estructura real de Vite
Evans xina gg

FIGURA Z4

La estructura correcta fue asignada en base al
1H-RMN,yteniendo en cuenta que por distintas,espectro de

esterificaciones-el protón anoméricosufre pequeños corri
mientos,mientras que con la primer estructura deberían obser
varse corrímientos mayores( 1 ppm o más).

Posteriormente,se observó que 1a resonancia de
H-6 e H-8 no es afectada por la C-glicosidación.Este hecho
permitió establecer la posición de C-glicosidación ,comose
registra en la tabla 1.
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H-3 H-6 H-8

orientina(luteolina-8-C-glucósido) 6,67 6,30 -
isoorientina(luteolina-ó-C- " ) 6,70 -- 6,54
vitexina (apigenina-8-C-glucósido) 6,77 6,29 -
isovitexina( " -6-C- " ) 6,77 -- 6,56

1Tabla 1:Datos de los espectros de H-RMNpara los H-3,H-6 e
H-8.

Algo similar ocurre en los espectros de 13C-RMN,ya que los
C-6 y C-8 aparecen entre 90 y.100 ppm; el corrimiento de a1
gunas de estas señales da indicios del lugar de C-glicosida
ción.(e1 C-6 aparece siempre a campos menores que el C-8).

E1 carbono del anillo aromático que esté C-glico
sidado sufre un desplazamiento hacia camposbajos ;si bien la
literatura da valores de +8 a+11 ppm ,comparando distintos
datos, ese corrimiento puede ser aún menor.

Los carbonos en posición orto al C-glicosidado
sufren un corrimiento a campos altos del orden de 0,1 a 2
ppm98.ES importante destacar que el carbono anomérico no re
suena entre 100-110 ppm como en un O-glicosido,sino que su
señal se encuentra en 1a zona de los carbonos del azúcar,entre
70 y 80 ppm.

Lo dicho anteriormente se ejemplifica con los datos
de resonancias de dos glicósidos de apigenina,en la tabla 2.

c-s C-6 c-7 c-s

apigenina 1599 158,6 100 9 164,9 95,5
" 6-C-g1ucósid098156,9 108,8 163,8 94,2
" 8-C-glucósid098155,8 93,3 162,5 104,2

Tabla 2
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Existe abundante bibliografía sobre elucidación
estructuralhde C-glicósidos por 13C-RMN,especia1menteen lo
referido a la unidad o unidades de hidrato de carbono. 8'100'105

ESpectrometría de masas

Si se realiza el espectro de estos glicósidos por
impacto electrónico a 70 eV es muydifícil observar el ión
molecular.En caso de aparecer,su abundancia relativa es muy
baja106,107.

En 1a zona de masas altas se observan pérdidas de
agua con abundancias relativas bajas.El pico base corresponde
generalmente al valor de m/z correspondiente a la aglicona
más 14 u.m.a.Esta ruptura puede esquematizarse de la siguiente
manera para un 8-C-glicósido

CH OH

OH HoóH

OH l
OH HC

c H o

H0 a; Ph /4 8 4 H0 6 Ph_____. |

OH o OH

H

/\CH2 “‘63
Ho 5 Ph Ho 3 h

l "'— I
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-CHO

Para un ó-C-glicósido:

5 8 5

HQ Ph

+H

OH
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Este ión( pico base )sUfre posteriormente las
rupturas típicas de flavonas,esto es R.D.Aen el anillo C
para dar dos caminos de fragmentaciones,obteníéndose los

fragmentos A¿,B1 y B2 según la denominación utilizada en laliteratura
CH

¿Hz "I

o

y/o (R)n

n
OH 0

A1 B1

0+

+CH2 w

H

(mn + o=c=é—H

OH BZ

A su vez estos fragmentos sufren pérdidas de
CO, HCO6 OCH3al igual que las flavonas.

Aunque estos eSpectros de masas están bien estudia
dos,generalmente no son utilizados ya que se pierde toda in
formación sobre el ázucar.Dado que es muydifícil la apari
ción del ión molecular,no se distingue entre monosacárido y
disacárido,ni tampocoentre pentosas y hexosas.

Es por eso que se trabaja con derivados trimetil
sililados, y especialmente, con los derivados permetilados.

La elección de estos últimos,está dada en que son
más estables que los trimetilsililados y el incremento del
peso molecular no es muy grande.
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Chopiny col. analizaron,en una serie de artículos
los eSpectros de derivados permetilados de 6-C-gÍicosil,8!C
glicosil, 6,8-C-dig1icosil, O-glicosil-C-glicosilflavonas(don
de el O-glicosilo está unido a un hidroxilo fenólico o a una
unidad de C-glicosilo)79’109_112.

8-C-glicosilflavonasgpermetiladas

Presentan un ión molecular muyabundante,por ejem
plo vitexina 39(8-C-glucosilapigenina) tiene un MÍ a m/z 530
con una abundancia relativa del 84%y, 8-C-xilosilluteolina 21
100%.

Otro ión abundante en estos espectros es el corres
pondiente a Ar-CH=Ó-CH3,llamado ión i para mantener coherencia
con las referencias bibliográficas,donde Ar representa la agli
cona permetílada.

El ión i en una C-hexosílflavona correSponde a
M-175,en una C-desoxihexosilflavona a M- 145 y en una C-pen
tosilflavona a M—131.

En el caso de vitexina, el ión i es el pico base,
como puede verse en la tabla 3.Este fragmento va acompañado por
otros de menor abundancia,a los que se denominó i , k y l ,
eSquematizados en la figura 25.

FIGURA 25

C-glicosilflavona

Ar-CH=Ü—CH3 Ar-CH=óH Ar-CHZ Ar

[Hi i E
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Fragmento apigenina-8C-glucó- luteolina-8-C-xi
sido 26 lósido 21

m7z(AR %)

M+' 530(84) 516(100)
i 355(100) 385(65)
i 341(21) 371(44)
g 325(10) 355( 9)
l 311( 6) 341( 8)

Tabla 3

Todas las estructuras de estos fragmentos han
sido pr0puestas sin mediar estudio isotópico alguno que conduz
ca a la confirmación de las mismas.

Con los dos ejemplos anteriores se demuestra que
la sustitución del anillo B no influye en el patrón de frag
mentación.

ó-C-glicosilflavonas

En este caso,el ión molecular presenta una menor
abundancia relativa ;aparecen los iones i , 1 , k y l ,pero
se observan dos fragmentos a M — 15 y M — 31,11amados a2 y
b3 reSpectivamente,muy abundantes,que no aparecen en los 8-C
glicósidos.

Se encuentran además otros dos fragmentos,g y
h (figura 26),que tampoco se observan en los 8-C-g1icósidos.

En 1a tabla 4 se ejemplifican estos datos.
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CH36==CH—CH—CO—Ar
OCH

3

E

Q
FIGURA 26

Fragmentos 6-C-glucosi1 6-Crramnosil 6-C-xisosil
apigenina El apigenina gg apigenina 22

m/z(AR%)

M+ 530(19) 500(35) 516(19)

a2 515(17) 485(17) 501(22)
b3 499(66) 469(87) 485(100)
g 427(13) 427(17) 457( 9)
Q 367(13) 367(11) 397(17)
i 355(100) 355(100) 385(52)
i 341(17) 341(29) 371(32)
5 325(13) 325(14) 355(15)
l 311(11) 311(14) 341(18)

Tabla 4

Si se comparan los espectros de vitexina gg e iso
vítexina El permetiladas o de 6- y 8-C-xisosilapigenina,puede
verse que en función de estos datos puede distinguirse un 6
de un 8-C-glicósido.Además puede asegurarse si el residuo de
hidrato de carbono es una hexosa,una pentosa o un desoxiazúcar,
evaluando las diferencias de peso molecular y de los iones3,2,l.i:k>’l
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6,8-C-dig1icosi1flavonas

En este caso se observan las rupturas de las 6-C
y 8-C-g1icosilf1avonas,pero evidentemente se distinguen de am
bas por su mayor peso molecular.Es de notar que el azúcar en
posición 6 siempre conduce a fragmentos más intensos que el de
posición 8.

Esto puede verificarse comparandolos espectros de
apigenina-6-C-a-L-ramnopiranósido-8-C- P-D-glucopiranósido 192
y el isómero con los azúcares de C-6 y C-8 intercambiados(com
puesto 101)que estan descriptos en la tabla 5.

fragmento compuesto 129 compuesto l_l
m/z(AR%)

M+ 718(27) 718(23)

b3 687(100) 687(100)
g 645(15)b 615(14)a
g 585(18)b 555(35)a
' 543(15)‘:'e 543(41)a’e

i 573(34)b 573(13)d
529( 4)“f 529(10)a’f

i 559( 6)b 559( 0)d
s12( 2)C s12( 7Ja

5 543(15)b'e 543(41)d'e
498( 3)C 498( 3)a

l 529( 4)b’f 529003‘1'f

Tabla S

a)corresponde a la fragmentación de ó-C-glucosa
b) u II n n n 6_C_ramnosa

c) " " " 8-C-g1ucosa
d) " " 8-C-ramnosa
e y f)poseen igual m/z entre ambos.
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O-glicosil-C-glicosilflavonas.

Primer caso: OïgliCOSild unido a nn hidroxilo fenólico.En la
figura 2 Bse observan las rupturas de una 7-0-g1icosi1-6-C
glicosilflavona.

En el eSpectro se observan dos grupos de iones,los
que derivan del ión molecular y los que derivan de la pérdida
de una unidad de O-glicosilo con transferencia de un hidró
geno.La pérdida de la unidad de glicosilo comotal permite cal
cular su masa y saber de que tipo de azúcar se trata.

Aparece en estos e5pectros,con una abundancia impor
tante,e1 ión bS-metanol que anteriormente no se observaba.

En O-glicósidos en los que el azúcar se encuentra
en el anillo B,la pérdida del O-glicosilo es pico base general
mente,y bs-metanol poco abundante.

En la tabla g se registran las rupturas de masas
de 7-0-glucosi1-6-C-g1ucosilluteolina 123 y de 3'-O-g1ucosil
6-C-glucosil luteolina lg; (figura Z7)

R =HR2=glucosa luteolina-ó-C-glucósido-3'-O-glucósido 1031 ___
R1=glucosa R2=H luteolina-6-C-g1ucósido-7-O-g1ucósido 1 2

FIGURA 27
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-PMg1ic+H
-MeOH

c3(AH) bS-Me0H(M) b3_MeOH(AH)

¿(Mi Mi)

M h(A_H)

M i(AH) , j(AH) . k(AH) , chu)

PMglic: glicosilo permetilado ; (M): pérdida a partir del ión mo
lecular ;(AH): pérdida posterior a la fragmentación del O-gli
cosilo.

FIGURA 28



fragmento

+
M

32(M)

b3CM)

bS-MeOH
h(M)

iEM)
AH

A y 1(M)

a2(AH)
AeO

b3(AH)
CSCAH)

b3—MeOH
g(AH)
h(AH)
i(AH)
j(AH)
k(AH)
1(AH)

Segundocaso: O-glicosilo unido a C-glicosilo.

M—15

M-31

M-63

M-163
M-17S
M-218

M—219

AH-15
A-16
AH-31

AH-47
AH-63
AH-103

AH-163
AH-175
AH-189
AH-ZOS

AH-219

Iabla 6

compuesto 102
m/z(AR%)

764(37)
749(28)
733(76)
701(8)
601(20)
589(25)
546(12)
545(32)
531(40)
529(17)
515(100)
499(24)
483(80)
443(8)
383(40)
371(64)
357(20)
341(24)
327(12)

47

compuesto 10

764(9)
749(6)
733(17)

589(8)
546(100)

51S(6)

371(16)
357(9)
341(3)
327(15)

EL O-gli
cosilo puede encontrarse unido a cualquiera de los hidroxi
los de la unidad de C-glicosilo y en cada caso se obtiene
un espectro de masas distinto.

2"-O-glicosil-6-C-glicosilf1avonas y 2”-O-glicosil-8-C-gli
cosílflavonas: Si se comparan sus espectros con los de ó-C
glicosilflavonas,se observa la ausencia de M—15(a2) y de
M—31,en cambio aparecen dos fragmentos correspondientes a
la pérdida del O-glicosilo permetílado,con y sin retención
del oxígeno,llamados S y SO respectivamente como puede verse
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en la figura 29.

1+
' CHZOMe

a +Ar

OMe

-PMg1ic Me í

MeOH

PMglic 'PMgllc
S-MeOH

MeOHZC
+Ar

OMe

M80 \ 1,l 9kYÉ
OH 6

SO Me =CH—CH2—CO—Ar_ í
¿12M

Se observan además otros tres fragmentos:

MeOHZC MeOHZC MeOHZCAr Ar Ar
O O

Me Me Me

. MeO
MeO MeO

OHCH _ _
‘36 o—CH—ó—H -CH2

SOi SOj SOk

La diferencia entre los dos tipos de C-glicósi
dos se pone de manifiesto en el pico base;mientras las ó-C
dan como pico base al ión S,de baja abundancia en las 8-C
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glicosilflavonas,estas últimas tienen comopico base al ión
i.

Esto puede ejemplificarse con los espectros de
2"-0-glucosil-6-C-g1ucosilluteolina 191 y 2"aO-xilosi1
8-C-glucosilapígenina 105 (tabla 7).

OH 0

R1=OHR2=HR3=2"-0-g1ucosi1-6-C-g1ucosil compues
to 191
R1=H R3=HR2=2"-O-xilosí1-8-C-g1ucosil compues
to l_á

Tabla 6

Fragmento compuesto 191 compuesto lgá
m/z(AR%)

M+ 764(5) 690(37)
M — 15 ——- ——

M — 31 ——— ——

so. ——— 548(8)

SO 545(44) 515(63)
S 529(100) 499(8)
S — 14 ———' 485(6)

S L 32 497(7) 467(10)
í _ 397(5)
i 385(7) 355(13)
i 371(34) 341000)
g 355(9) 325(47)
l 341(5) 311(13)
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Es importante destacar que dentro de las O-gli
cosil-C-glicosilflavonas,las 2"-O-sustitituidas en una uni
dad de 6-C-glicosilo son las más ampliamente distribuidas en
los vegetales.
4"656"-0—g1icosil—6-C-g1icosilflavonas: Danespectros similares,
ya que en ambos casos se observan M — 15 y M — 31(típicos de
6-C-glicosilos)con una abundancia importante,y el pico base co
rresponde al ión ¿(Ar-CH=6CH3).

Los dos tipos de glicósidos se diferencian median
te el fragmento ( S —14 ),pues las 6"—O-g1icosil-6-C-glicosil
flavonas son las únicas que dan abundantemente este fragmento.

La génesis de este fragmento puede explicarse
mediante el siguiente mecanismo:

GHZ-O-PMglic
1+Ar +AI‘

O

Me OMe

OMe OMe
8-14

Comoejemplo en la tabla 8 se registran los frag
mentos de los espectros de masas de 4“—O—g1ucosil-6—C-gluco—
silluteolina 106 y 6”-0—arabinosil-6-C-glucosilluteolina 107.

Tabla 8 .
Fragmento compuesto lgg compuesto lg_

m/z(AR%)

M+ 764(66) 7zo(17)
M — 15 749(15) 705(7)
M — 31 733(42) 689(23)

si ___ 589(21)
soj ——— 575(7)
sok ———- 559(5)
so 545(6) s45(15)
s 529(25) 529(16)
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continuación de la tabla 8
Fragmento compuesto lgg compuestol_1

S - 14 ——— 515(22)

S — 32 497(11) 497(9)

g ——— 457(10)

E 397(13) 397(5)
i 385(100) 385(100)
i 371(27) 371(23)
5 355(13) 355(25)
l 341(13) 341(16)

En resumen,por medio de los derivados permetila
dos,es posible distinguir por espectrometría de masas entre
los distintos tipos de C-glicósidos encontrados en vegetales.

La identidad de los azúcares generalmente se deter
mina por 13C-RMNy la combinación de ambos métodos es, en la
mayoría de los casos,suficiente para una total elpcidación es

103'113'115 1H-RMNy UV en algunos
casos junto con la hidrólisis ácida(en el caso de O-glicósidos)

116-118

tructural ,aunqúe también

puede bastar para dichos fines





DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

ESTUDIO QUIMICO DE POA HUECU PAR.

Tratamiento del material vegetal

Se trabajó con planta entera,la que fue secada y
molida, y posteriormente extraída con éter de petróleo según
se indica en la parte experimental. El residuo vegetal rema
nente una vez secado,fue reextraído con metanol y por últi
mo,fue extraído con agua a temperatura ambiente.

Los compuestos aislados e identificados de esta
planta provienen de estos tres extractos y el proceso sepa
rativo utilizado en cada caso está detallado en la parte
experimental.

'ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO

El fraccionamiento de este extracto se efectuó
por cromatografía en columna de silicagel según se indica en
la parte experimental.Se obtuvieron luego del fraccionamiento
las siguientes fracciones.
N°de fracción componentes

hidrocarburos lineales
ceras
alcoholes y cetonas triterpénicas
alcoholes lineales
cetonas esteroidales
esteroles
jarabe marrón no estudiado

WNOU’l-DLNNA

ácidos aromáticos



Hidrocarburos

El análisis por CGLde la fracción 1 en condicio
nes isotérmicas mostró que se trataba de una serie homóloga,1a
cual fue analizada por CGL-EM,encontrándosehidrocarburos linea
les saturados de 23 a 35 átomos de carbono,siendo los hidrocarbu
ros de número impar de átomos de carbono más importantes que los

pares y entre estos el hidrocarburo n-ngflóo el mayoritario.
Los espectros de masas muestran la típica caída

exponencial con el máximo en m/z 43 y 1a zona de masas altas
con picos separados por 14 u.m.a .

Se representó la recta ln tR vs. número de carbonos
dando por cuadrados mínimos un coeficiente de correlación
de 0,9996.

Ceras y alcoholes

El espectro IR de la fracción 2 muestra entre otras
bandas una fuerte a 1740 cm_1 correspondiente a la tensión C=0
de éster,2900 y 1475 cm'1 correspondiente a la tensión y defor

1 tensión C-O y 740 cm-1deformación C-H,mación de C-H,1180 cm

típica de -(CH2)ñ en cadenas de más de 5 átomos de carbono.
Estos datos junto con la polaridad de los sol

ventes de elución de esta fracción,hacen suponer que la misma
esta compuesta por ceras.

Debido a ello,se efectuó una hidrólisis con hidró
xido de potasio en etanol-agua,estudiándose 1a parte alcohólica
de las.mismas por CGLcon testigos y por CGL-EM.

El estudio por CGLen condiciones isotérmicas
evidenció la presencia de dos series homólogas ya que los pi
cos en los dos casos mostraban una variación logaritmica en
sus tiempos de retención.(Figura 30).

Los espectros de masas realizados por CGL-EM
revelan que la serie más abundante correSponde a alcoholes
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FIGURA30:CGLde la fracción 4 del extracto de éter de petróleo

de 24 a 34 átomos de carbono,todos con número par.
Los espectros de masas en realidad muestran las

rupturas del alqueno homólogo al alcohol ya que no se observa
el M+,sino que el ión de mayor m/z que se aprecia es el corres
pondiente a la pérdida de agua128.Al igual que los hidrocarbu
ros saturados,el espectro tiene forma de campanacon el máxi
mo en m/z 43,pero en este caso aparecen fragmentos de la serie
de alcanos y alquenos lineales.

La otra serie homóloga(mínoritaria) está compuesta
por los alcoholes de la serie iso de 24 a 34 átomos de carbono
excepto el de 32 y todos pares.Los espectros de masas son simi
lares a los anteriores salvo que en la zona de masas altas apa
rece con mayor abundancia el pico a m/z M-H20—43.

De la fracción 4 se aislaron alcoholes alifáticos
que en CCDmostraron el mismo Rf que los aislados de las ceras.

El espectro IR de dicha fracción mostró las siguien
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3420 Cm'1 tensión O-H;2920 y 1435 cm.1 tensión y deformación
C-H; 1100cm'1 tensión c-o y 760 cm" deformación C-H de

-(CH2)ñ.
El análisis por CGL-EMevidenció la misma composi

ción que la obtenida en la hidrólisis de las ceras,con peque
ñas variaciones en la proporción de los componentes.

Por recristalización con acetona se purificó
n-hexacosanolCn-C26H54O) 122 que es el alcohol ampliamente
mayoritario.

Por último al graficar ln tR en función del
número de carbonos se obtuvo por cuadrados mínimos un
factor de correlación para las series lineal e iso de
0,9996 y 0,9989 respectivamente

Estudio guímico.de la fracción 3

La separación de esta fracción por CCde silicagel
con éter de petróleo-cloruro de metileno,75-25,permitió
obtener dos grupos de compuestos;el primero de ellos y a la
vez el más abundante,muestra por CCDdos manchas al revelar
con ácido sulfúrico;la fracción minoritaria muestra una sola
mancha con un Rf menor.

Cetonas triterpénicas

La CCDde la primera de las fracciones eluïdas
al separar la fracción 3,daba dos manchas principales de Rf
0,60 y 0,56 al ser desarrolladas con éter de petróleo-aceta
to de etilo,98-2,Dichos compuestos o mezclas de compuestos fue
ron separados por CCde silicagel demostrandose posteriormen
te por CGLque la mancha de mayor Rf era un compuesto puro(lgg)
y la de menor Rf estaba constituida principalmente por tres
compuestos y además una pequeña cantidad del compuesto 123;
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Tanto el compuesto lgg,como la mezcla de Éf
menor,revelaron violeta con anisaldehido ácido sulfúrico y
anaranjado con 2,4-dintrofeni1hidracina,tratándose entonces
de compuestos carbonílicos de naturaleza terpénica.
En la figura 31 se observa el CGLde la fracción de cetonas.

9,98 9,53

8,61

10,52

FIGURA31: CGLcon columna capilar SP-2100 de la fracción de
cetonas
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Análisis estructural del compuesto 109(germanicona)

El espectro de masas(figura 32) presenta un ión
molecular a m/z 424 con pérdida de 15 u.m.a.,sin observarse
pérdidas de 18 6 60 u.m.a.,típicas de alcoholes o acetatos
respectivamente.En el espectro se ven picos característicos de
triterpenos pentacíclicos comolos iones a m/z 218, 205, 204,
203 y 189 y un pícobase a m/z-177característico de ¡ÑB-oleane
nos y friedelan05129(figura 33).
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FIGURA322E5pectro de masas del compuesto 109

¿B-friedelina ¿g-oleanenona
FIGURA 33

La presencia del doble enlace entre C-18 y C519
justificaría la alta abundancia del ión m/z 409(M—CH3)ya que
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Ila pérdida de los metilos 28, 29 o 30 darían un ión alílico
estabilizado.

El ión m/z 205 proviene de la ruptura de los
enlaces 11-12 y 8-14 con transferencia de hidrógeno,quedando
1a carga en los anillos D y E. La RDAen el anillo E produce
un ión a m/z 177(figura 34).

La diferenciación entre los esqueletos de A
friedelanos y tggoleanenos es posible efectuarla por 1H-RMN330'
131.A1observar las estructuras de friedelano y oleanano,puede
verse que por 1H-RMN,losMe-23 y -Z4 darán distintas multipli
cidades en cada caso.Mientras que en los oleananos los Me-23 y
-24 al estar ambos unidos al C-4 del anillo A dan dos singuletes,

18_

que en este caso particular resuenan a 1,07 y 1,03ppm.En el
caso del friedelano el Me-23 está unido a C-4 y el Me-24 a
C-5,obteniéndose entonces un doblete(Me-23) y un singulete
(Me-24). En este caso particular el Me-23 resuena a 0,88ppm con
un J=6,5Hz y el Me-Z4 a 0,73ppm.

En el espectro de 192 se observan perfectamente
las señales correspondientes a los metilos de A -oleanenona,
de acuerdo a los datos de 1iteratura131(figura 35).

A continuación la estructura fue confirmada por
13C-RMNconcordando los datos exactamente con los de germaníco
na( ¡És-oleanenona) obtenidos de literatura.

-CH3
&4—14 '

112m- —L—
con transf

m/z 205 de H . m/Z 424 /J} RDA m z 409
/ 84-1 '

// 114-12sin trans
\ ’CH3

.CHZ —L m/z189
m/z 177 m/z

204

FIGURA34:Esquema de fragmentaciones de germanicona 109
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m/z 205

Continuación de 1a FIGURA34
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FIGURA35:E5pectro de 1H-RMNde germanícona 109

Estudio de 1a mezcla de cetonas terpénicas

Debido a la imposibilidad de separación de los
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componentes de esta mezcla por CC,se.procedió a1_análisis de
la misma por CGLy CGL-EM. Del estudio por CGL-EMsurgieron
las estructuras de los compuestos 110, 112, 113.

Análisis estructural del compuesto 110(1upenona)

Si bien es 1a cetona mayoritaria,no pudo ser
aislada dado que su comportamiento cromatográfico resultó
prácticamente igual al de los compuestos lla y 113.

El eSpectro de masas de llg(figura 36) mostró un
ión molecular a m/z 424;observándose además un ión a m/z 409

correSpondiente a M-CH3,sindetectarse pérdida de agua.
En la zona de masas altas aparece un ión a

m/z M-43,corre5pondiente a una pérdida de propilo o isopropilo.
Cuando la abundancia relativa de este ión es muyalta(mayor al
40%) es muyprobable la presencia de un isopropilo en un anillo
de lupano u hopano.Si esta abundancia es relativamente baja(apro=
ximadamente 5%) se debe a la presencia de un isoprOpenilo ya
que en las condiciones de espectrometria de masas,migra el
doble enlace produciéndose posteriormente la pérdida de iso
propilo1

En este caso,1a abundancia relativa es del 6,4%
confirmando la existencia de un isopropenilo.

Además,si la abundancia del ión m/z 189 es mayor que
133-134

la de m/z 191,esto indica la presencia de un doble enlace
en el fragmento correspondiente
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Por consiguiente,la saturación del doble enlace
entre C-22 y C-29 produciría un ión a m/z 191.

En el lupeol lll(figura 37) el ión m/z 189 es el
pico base pues proviene de dos contribuciones,la menéionada
anteriormente y otra fragmentación que involucra los anillos
A y B.(figura 37).

R= (SH lupeol 111

R==0lupenona_‘1° EM.
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+

'CHZ CH;
-H20

R x
m/z 189

R= (SH m/z 207

R= =0 m/z 205

continuación figura 37

En el caso de la cetona 11g como era de esperar,no
se observa pérdida de agua a partir del ión m/z 205 y por lo
tanto este último es el pico base,como también ocurre en la
cetona que posee saturado el enlace de C-22 y C-29.

La comparación por CGLen columna capilar del
compuesto 112 con testigo auténtico de 1upenona,fina1mente
confirmó plenamente la estructura pr0puesta.

Análisis estructural del compuesto112(ciclolaudenona)

Este compuesto presenta un ión molecular a m/z 438
y al igual que las otras cetonas muestra la pérdida de un
metilo y ausencia de pérdida de agua.

A diferencia de las otras cetonas, no aparecen en
el espectro los picos típicos de triterpenos pentacíclicos
(m/z 218, 205, 203, 189) y en cambio se observa el fragmento
a m/z 313 que corresponde a la pérdida de cadena lateral de
nueve carbonos con una insaturación,característica de triter
penos tetracíclicos136_137.Por otra parte aparecen los frag
mentos a m/z 300, 285 y 175 que correSponden a rupturas induci
das por la presencia de un anillo cicloprOpano entre los C-9
y C-10 como puede verse en la figura 38



mlz 438
ciclolaudenona

38:Esquema de fragmentaciones del compuesto 11FIGURA
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m/z 175
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La dificultad en la identificación del compuesto
reside en la ubicación del doble enlace en la cadena lateral,

Resulta complicado diferenciar las siguientes
cadenas laterales:

Esta dificultad surge debido a la migración del
doble enlace en EM.Sin embargo,existe una ruptura que permite
distinguir entre ambasposibilidades136.(fígura 39).

En el caso que exista un doble enlace entre C-24
y C-28 se produce reordenamiento de seis centros tipo
Mc. Lafferty que conduce a 1a pérdida de 84 u.m.a.

Jkfiefiw
Esta ruptura es típica de 24-meti1iden esteroides,

comopor ejemplo 24-metilencolesterol.
Se comparó la abundancia relativa del ión a m/z

M-84 en las dos cetonas sintéticas (la que posee A2 28)
la de ¡AZS(26)),observándose que en el eSpectro de 1a cetona
con el 24-metilideno este ión tiene aproximadamente 20%,mientras
que la otra cetona presenta una abundancia sólo del 59.Asimis
mo se observaron también diferencias en la pérdida de 43 u.m.a.,
siendo este ión más abundante en el caso del compuesto con 24
metilideno.

En el eSpectro de masas del compuesto 113 se ob
serva el mismocomportamiento que la cetona sintética con

A?5(26),postulándose entonces la estructura de cíclolaudenona.
Noobstante sería necesario obtener mayor infor

mación espectroscópica para confirmar esta estructura ya que
las diferencias entre ambas son pequeñas.
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Análisis estructural del compuesto 113(hopenona

El componente de la mezcla terpénica que presentó
mayor tR en CGLmostró un EMsimilar al de lupenona.

Entre las características principales se observa
una pérdida de 43.u.m.a.,de baja abundancia relativa,a partir
del M+(m/z424),corre5pondiente a un isopr0penilo,un ión a
m/z 189.con 90%de abundancia rehufiva.que indica la presencia
de un A22(29)1upano u hopano134

En este caso m/z 205 no es el piCO base como en lupe
nona llg,aunque posee una abundancia del 60%.

El pico base corresponde a m/z 109 concordando con
los datos de literatura descriptos para h0penon3138,aunqueeste
fragmento( C8H13)no haya sido racionalizadoH

Se comparó por CGL(columnacapilar) con un testigo
auténtico,asi comoen EM,encontrándose concordancia en los datos.

Las rupturas de masas responden al mismo esquema de
fragmentacion analizado para lupenona(pág. 61 ,figura 37).

h0penona 11

Alcoholes triterpénicos

La fracción 3 del extracto está compuesta por las
cetonas antes descriptas y por una serie de compuestos de
mayor polaridad que en.CCD muestran una sola mancha que revela
color violáceo con ácido sulfúrico-anisaldehido y no revela con
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2,4-dinitrofeni1hidracina,tratandose por lo tanto de alcoholes
de naturaleza terpénica.

En CGLse distinguen tres picos,uno de ellos mayo
ritario y los otros dos en muypequeña proporción.

Análisis estructural del compuesto 111(1upeol)

El análisis de los componentes de la mezcla,se efec
tuó por CGL-EM.E1compuesto más abundante (lll),mostró un M+
a m/z 426,a la vez que se observaron pérdidas de 15 y 18 u.m.a.
correspondientes a un metilo y agua reSpectivamente.

La pérdida de 43 u.m.a. respecto del M+,con baja
abundancia relativa(5,5%),es demostrativa de la presencia de
isopropenilo,como ya se discutió en los eSpectros de masas de
lupenona 112 y hopenona 11;.0tra evidencia sobre la presencia
de un isopropenilo lo brinda el ión m/z 189,de mayor abundancia
relativa que m/z 191.

A diferencia de lupenona y h0penona,el ión m/z 205 no
mostró una abundancia elevada;por el contrario,el ión m/z 207
que en las dos cetonas no aparece,en el compuesto lll presentó
una abundancia del 92%.

Estos datos presuponen la estructura de un alcohol
triterpénico con esqueleto de lupano u hopano.

Por este motivo,se comparó por CGLen columna capilar
y por CGL-EMcon testigo de lupeol,encontrándose concordancia con
el compuesto lll en el tR,como en su eSpectro de masas.

E1 espectro de masas del compuesto lll puede verse en
la figura 39 y el esquema de fragmentaciones puede verse en la
pág. 61 ,figura 37 junto con el de lupenona 112.

Los otros dos compuestos minoritarios presentan
un M+a m/z 426 y muestran los picos típicos de triterpenos,
pero dada la poca cantidad en que se encuentran presentes y
la posible superposición de picos,no se elucidaron sus estruc
turas .
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Cetonas esteroidales

La fracción 5 del extracto de éter de petróleo da
por CCDdos manchas principales,una de las cuales coincide con
los alcoholes lineales; la otra de menor Rf revela rosa-violáceo
con ácido sulfúrico y anaranjado con 2,4-dinítrofenilhídracina.

El análisis por CGLmostró la presencia de tres
compuestos,uno de ellos ampliamente mayoritario.
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Análisis estructural del compuesto114 (sitosterona) y del
115 (campesterona )

La mezcla de cetonas se separó de los alcoholes
lineales por CCcon cloruro de metileno comoeluyente;sín lograr
una separación adecuada entre los componentes cetónicos.

Debido a ello se efectuó el estudio estructural por
CGL-EM.

Los dos primeros picos del cromatograma daban
eSpectros de masas con iones moleculares m/z 398 y 412 respec
tivamente.Ambos espectros presentan un esquema de fragmentaciones
muyparecido,siendo el ión m/z 124 pico base en los dos casos,

39_140;Se observa ademáscaracterístico de 03-3-cetoesteroides
en los dos espectros una serie de fragmentos que.difieren en 14
u.m.a(figura 40).

La pérdida de la cadena lateral en ambos casos se
se verifica por la presencia del i6m m/z 271, que implica en
un caso una cadena lateral saturada de nueve carbonos,y en el
otro de diez.

En base a estos datos se proponen las estructuras
de 24-netil-colesta-4-en-3-ona(campesterona) 112 y estigmasta
-4-en-3-ona (sitosterona) 111.

El esquema de fragmentación de ambos compuestos
puede observarse en la figura 41.
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FIGURA40:Espectro de masas de campesterona 115
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En realidad,no se ha podido comprobar si el H-8
o el H-11;es el que migra primero,por tal motivo,esta ruptura
que genera el pico base del eSpectro,también ha sido esquematí
zada con una migración del H-11 en primer término:

H "¡f T.

ln +

11

i m/z 124

H8

Otros dos fragmentos importantes provienen de la
pérdida de 42 y 123 u.m.a. a partir del ión molecular.

La pérdida de 42 u.m.a. se debe a una elimina
ción de cetena que involucra a los carbonos 2 y 31 .

En el espectro de 113 se observa un iónAm/237Oy
en el de llá a m/z 356.La pérdida de la cadena lateral a par
tir de estos fragmentos conduce en ambos casos al ión m/z 229.

La pérdida de 123 u.m.a. puede esquematizarse de la
siguiente manera141
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Por último,otra pérdida característica es M-85;este
fragmento involucra la ruptura de las uniones 3-4, 5-10 y
9-10;aún cuando no está determinada perfectamente su génesis,

se comprobó que deriva del ión M-421 .
E1 tercer compuesto,que se encuentra en menor-pro

porción,no pudo ser identificado por su espectro de masas.

Estudio estructural del compuesto 116 (estigmastaÉS,5-dien-7-ona)

Esta cetona forma parte de la mezcla de alcoholes
esteroidales junto con sitosterona y no se detectó en la mez
cla de cetonas aísladas.Presenta en CGLun tR mayor que los
alcoholes esteroidales.Su EMmuestra un ión molecular a m/z 410
y un pico base m/z 174 ,normalmente observado en Aá’S-dien
7-cetoesteroides142'143.

E1 ión m/z 174 proviene de la ruptura de las unio
nes 8-14 y 11-12(figura 42)

El ión formado luego de la ruptura de la unión 8-14
también genera a los iones de m/z 161 y 187 como se ve en la
figura 42.En el espectro también se observan iones a m/z 269 y
227 que'correSponden a la pérdida de una cadena lateral satu
rada de diez átomos de carbono,seguida de una pérdida de 42
u.m.a.
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Si bien no está confirmado que las rupturas que
generan a los iones m/z 161, 174 y 187 procedan comohfueron
descriptas;la saturación de los dos dobles enlaces deSplaza a

143.Puedeestos iones en 4 u.m.a. para dar m/z 165, 178 y 191
concluirse entonces que los fragmentos antes mencionados pro
vienen del anillo C y que los anillos A y B estan involucra
dos en los mismos.

Esteroles

La fracción 6 del extracto de éter de petróleo está
compuesta mayoritariamente por esteroles.

Por CCDse observa una mancha principal,color rosa
violáceo con ácido sulfúrico como revelador,que por compara
ción de su Rf con testigos coincide con los alcoholes esteroi
dales.

Por CCse separaron las clorofilas que acompañan a
estos compuestos.

. El análisis mediante CGLcon testigos mostró que
tres de los componentes de 1a mezcla poseen el mismo thue
colesterol li ,campesterol Zé y sitosterol lg quedandouna serie
de compuestos sin identificar.Cuando el desarrollo cromatogra
fico se efectuó con columna capilar se detectó 1a presencia de
por lo menos doce componentes en esta fracci6n(figura 43).

Hidrocarburos esteroidales

El estudio por CGL-EMmostró para los primeros
tres compuestos (tR 12,11 min., 12,81 y 13,13 min.)un ión mo
lecular a m/z 366, 380 y 394 reSpectivamente;masas que corres
ponden a hidrocarburos esteroídales de 27, 28 y 29 átomos de
carbono con tres insaturaciones.

La baja polaridad de estos compuestos,hace suponer
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que su formación es debida a alguna deshidratación posterior
a1 aislamiento de 1a fracción de esteroides.
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FIGURA43:CGL en columna capilar SP-2100 de la fracción de
esteroides

AF-esteroles.Estudio estructural de los compuestos13 ,1; y li

Los compuestos de tR 13,44 , 13,81 y 14,52 min.
(figura 43)presentan en sus espectros de masas un ión mole
cular a m/z 386,400 y 414 respectivamente,con posteriores rup
turas típicas de los nP-esteroles ' ,comopuede verse en
1a figura 44.De esta manera se confirman las estructuras de co



lesterol fi( M+386),campesterolBfi M+400)y sitosterol
72( M+ 414).
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Los iones m/z 273, 255, 231 y 213 son comunes a
todos los As-esteroles ya que en estos fragmentos se ha escín
dido 1a cadena lateral que los diferencia.Los iones M-85,
M-111, M-1S, M-18 y M-33 dan distintos valores en cada caso y
son muyútiles en la identificación de los esteroles.

En la figura 45 se ejemplifica los espectros de
masas de estos tres compuestos con el correSpondiente a sitos
terol Z;
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FIGURA4S:Espectro de masas del compuesto la

Esteroles saturados .Análisis estructural de los compuestos.
E»LÉY11

Cuando se realizó CGLen columna capilar;des
pués de cada uno de los compuestos antes mencionados,se
separó un pico de menor abundancia que no se detectaba al
efectuar CGLen condiciones ordinarias.

La cromatografía gaseosa realizada con columna
OV-17 3%,longitud 1,8 m con temperatura programada de 200 a 290°C



( 4°C/min.) para el análisis por EMmostró en la pendiente de
los picos de colesterol,campesterol y sitosterol un hombroancho
indicando la presencia de otro compuesto ocluído dentro del
pico mayor.

Posteriormente con estas mismas condiciones pero
utilizando el espectrometro Hewlett Packard 5990 A,se consi
guió la separación de los mismos,si bien la resolución no era
óptima,la cima de cada pico daba eSpectros de masas perfecta
mente diferencíados entre sí,aún cuando existía una pequeña
contribución del otro componente.

Estos compuestos que en CGL(columnacapilar)

presentan tR 13,61 , 14,02 y 14,95 min.,por EMdan espectros
con iones moleculares a m/z 388, 402 y 416 respectivamente.

Los mismos muestran las rupturas de los A -este
roles pero desplazadas en 2 u.m.a. Es decir,los iones a m/z
273, 255, 231 y 213 aparecen ahora a 275, 257, 233 y 215; la
pérdida de agua es menos significativa y no aparecen los iones
a M-85y M-111. Estas dos últimas rupturas son dirigidas por
el doble enlace de C-S; hecho que fue confirmado por marcacio
nes isotópicas con deuterio en distintos carbonos de los anillos
A, B y C.146

De esta manera se identificaron estos tres com
puestos como los esteroles antes mencionados pero con el doble
enlace de C-S saturado.

Esa)es,colestanol(5,6-dihidrocolesterol) 11,
24-metilcolestanol(5,6-dihidrocampesterol) 16 y estigmastanol
(5,6-dihidrositosterol) 15.

En la figura 46 se ejemplifica los espectros de
masas de estos tres compuestos con el correspondiente a 5,6
díhidrositosterol 15.

Finalmente los picos de tR 15,50 y 16,14 min
corresponden a las cetonas estigmasta-3,5-dien-7-ona 116 y
sitosterona 114 que ya fueron descriptas.
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Acidos fenolcarboxílicos:

La última de las fracciones del extracto de éter
de petróleo presenta en su composición una mezcla de ácidos,
junto con pigmentos verdes que dificultan su separación.

La presencia de ácidos se detectó por metilación en
placa analítica con diazometano.La aparición de una serie de
manchas de mayor Rf que la mezcla original,evidenció 1a forma
ción de ésteres metílicos.

Algunas de las manchas en CCDpresentaron fluores
cencia a 254 y 366nmy a su Ve;,pudieron ser reveladas con
FeCl3 a1 2%en etanol indicando 1a presencia de fenoles.

La separación por CCde estos compuestos resultó
infructosa dada la complejidad de 1a mezcla.

El interés en el estudio de esta fracción residía
en el hecho de haber mostrado acción bactericida frente al
Micobacteriwnphlei en los ensayos realizados con distintos tipos
de microorganismos.
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Por ello se realizaron comparaciones por CCDcon
distintos adsorbentes y solventes descriptos en la literatura
para ácidos fenolcarboxílicos14 ,además se efectuó la compa
ración por CLAR;utilizando comotestigos los ácidos gálico 111,
cinámico 115, sinápico lg, ferúlico lg, cafeico_llg y p-cumá
rico 2 (figura 47).

H

HO

COOH

HO COOH P
W H

H

ácido gálico R1 y R2=Hácido cinámico
R1=H R2=OHácido p-cumárico

CH30 R1 y R2=OHácido cafeico
H R1=OCH3 y RZ=OH ácido ferü

H0 lico
COOH

CHSO H

ácido sinápico
FIGURA 47

En la tabla 9 se dan los tR en CLARde los testigos
y de la mezcla de ácidos provenientes de la fracción 8 del ex

tracto con cuatro solventes distintos
solvente 1:metanol-agua, 55-45
solvente szetanol-agua, 1-1
solvente 3zmetanol-agua, 42-58
solvente 4:metanol-agua, 39-61

En todos los casos se utilizó un 0,05% de ácido
acético para disminuir la ionización de los ácidos y así
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evitar la difusión en 1a columna,de los mismos.

l E .3. í

ácido gálico ——— ——— 3,21 3,70

ácido cafeíco ——— ——— 4,81 5,19
ácido p-cumárico 3,88 4,88 6,69 8,25
ácido sinápico 4,25 4,88 7,31 8,88
ácido ferúlico 4,13 4,56 6,81 8,50
ácido cinámico ——— ——— '12,25 15,75

fracción 8:solvente 1 3,50 , 3,88 , 4,10 , 4,30 ,4,70, 6,50
solvente 2:3,50, 3,75 , 4,56 , 4,93 , 6,00 , 7,75
solvente 3:3,75 , 4,81 , 5,38 , 6,63 , 6,88 , 7,25 , 11,38 y

13,88.
solvente 4:4,25 , 5,25 , 6,00 , 8,38 , 8,75 , 10,25 , 13,88 y

17,38.

Tabla 9 :tRCmin.) de los derivados de ácido cinámico y de la
fracción 8.

A1 utilizar en estas cromatografías solventes con
mayor proporción de agua se produjo ensanchamiento de los picos
con 1a consiguiente pérdida de resolución.

En base a estos y a la CCDen silicagel,ce1ulosa y
poliamida puede informarse la presencia en la planta en estudio
de ácido ferülico 12, ácido cafeíco 112, ácido sinápico 13, y
ácido p-cumárico g, y descartar la de ácido gálico lll, y ciná
mico.

De todos ellos el más abundante es el ácido ferü
lico;quedando por identificar por lo menos cuatro componentes
de la mezcla que son detectados a 254 nm.

La presencia de ácido sínápico es destacable ya
que es precursor biosintético de tricina 14(figura 48)
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FIGURA68 tricina li

Esta flavona está distribuida ampliamentedentro
de las gramíneasH'12 , y se encuentra presente en Poa huecu.

E1 ácido sinápico forma parte del anillo B y los
carbonos 2, 3 y 4 de 1a flavona.

Es importante aclarar que el t de un compuesto en
CLARy su Rf en CCDno es evidencia suficignte para su identifi
cación y sería necesario algún dato espectroscópico para confir
mar las estructuras;pero dada la imposibilidad de ello,se trató
de probar con la mayor variedad de condiciones comopara tener'
datos suficientemente confiables.
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE POA HUECU

Una solución metanólica del extracto se evaporó
sobre poliamida para columna obteniéndose una pastilla.

Esta,se percoló sucesivamente con cloroformo, agua y
metanol procediendo luego a estudiar separadamente cada uno de
los percolados.

Estudio químico del percolado clorofórmico

La composición química de este percolado de acuerdo
a su comportamiento cromatográfico en CCD,es similar a las
fracciones más polares del extracto de éter de petróleo(frac
ción de esteroles en adelante).

Además,prácticamente todas las clorofilas de la
planta y otros pigmentos que las acompañanse encuentran en este
percolado,dada sú solubilidad en cloroformo,haciendo dificul
tosa la separación de sus componentes.

A1 disolver el percolado en cloruro de metileno o
en metanol, se separa un precipitado verdoso que por recris
talízación en metanol se transforma en un sólido blanco.

Este precipitado da positivo el ensayo de
Liebermann-Burchardtpara glicósidos esteroidales,confir
mandoasí 1a sospecha de la presencia de este tipo de estruc
turas evidenciada por su polaridad(Rf=0,48 en cloroformo-meta
nol,9-1),y el color rosado obtenido a1 revelar los cromato
gramas con ácido sulfúrico.

Para purificar una cantidad mayor se efectuó una CC
del precipitado obtenido al agregar metanol a una porción del
percolado.Una vez aislado se procedió a realizar una hidrólisis
ácida,detectándose glucosa comoúnico hidrato de carbono.

La identificación del azúcar se realizó por CCDde
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celulosa con testigos de hexosas y pentosas.y por CGLdel
glucitol acetilado.La reducción se efectuó con borohidruro
de sodio y la acetilación con anhídrido acético-piridina.

Las agliconas se extrajeron de la fase acuosa con
éter etílico y se co-cromatografió en CCDcon los esteroles
libres de la planta,encontrándose concordancia de Rf.

El análisis_por CGLy CGL-EMreveló la presencia
de colesterol li, campesterol 1; y sitosterol ZECsus eSpectros
de masas ya fueron analizados en 1a página 74) y no.se detectó
la presencia de esteroles saturados.

En el cromatograma también aparecen los picos que
corresponden a los esteroles deshidratados,que se forman du
rante la hidrólisis ácida.

De acuerdo a los datos cromatográficos el sitos
terol está presente en más de un 80%,por lo tanto se recrista
lizó la mezcla de glicósidos hasta PF constante para obtener
el glicósido mayoritario prácticamente puro.

De esta manera se pudo realizar un H-RMNpara deter
minar la configuración del C-anomérico(figura 49).

En el espectro de 1H-RMNdel derivado trimetilsili
lado se evidencian las señales de los Me-18,19,21,26,27 y 29 del
sitosterol148 y en la zona de H-anoméricos aparece una señal a
4,32 ppm que integra para un hidrógeno y presenta un J=7Hz indi
cando una configuración p para 1a glucosa(ac0p1amiento axial
axial entre H-1 e H-Z de la glucosa).

En base a este eSpectro no puede diferenciarse la
configuración del C-24 ya que a 100MHzno se observan diferene
cias en los desplazamientos químicos de las señales de ambos
isómeros.

De esta manera queda establecida la estructura del
compuesto 122 comosítosterol-S-O-B -D-glucopiranósido 112;
con respecto a colesterol- y campesterol-3-O-glucósidos(131 y
lgg),los otros dos componentes de la mezcla de glicósidos,no
pudo establecerse la configuración del carbono anomérico del
azúcar,pero posiblemente sea p ya que es lógico suponer que la



planta utilice la mismaenzima en la glucosidación.
En la figura SOse muestran las estructuras de

los tres glicósidos

fi

FIGURA49:Espectro de 1H-RMNdel compuesto 120
R

R=Hr colesterol

CHZOH R=CH3 .
o R=CH2-CH3 Sitosterol

campesterol

OH

FIGURA50:g1icósidos de esteroides

La ausencia de glicósidos de esteroles saturados
llama 1a atención,dada su presencia en la mezcla de esteroles
libres y a pesar de ser el 5,6-dihidrositostrol más abundante
que el colesterol.
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Parece necesaria 1a presencia del doble.enlace 5-6
para modificar la estereoquímica de los anillos A y B,permitien
do 1a glicosidación enzimática.

Por el momento,noexiste evidencia experimental a1
guna que confirme esta suposición.

Estudio químico del percolado acuoso

La separación por Sephadex LH-ZOde este percolado
mostr6,1uego de analizar las fracciones,que está compuesto por
hidratos de carbono,aminoácidos y alcaloides cuaternarios.

Los azúcares son los componentes mayoritarios;por
CCDde celulosa se identificaron glucosa,galactoSa,manosa,arabí
nosa y ramnosa,además se evidenció la presencia de otros azú
cares que podrían ser di u oligosacáridos.

Las fracciones subsiguientes de la columna estaban
compuestas por aminoácidos que revelaban con ninhidrina en
placa delgada y cuya composición no fue analizada.

Por último,de esta fracción se obtuvieron dos com
puestos que revelaban con reactivo de Dragendorff para alcaloides,
mostrando además solubilidad en agua e insolubilidad en clorofor
mo.

Noobstante la solubilidad de los alcaloides presen
tes,se comparó el Comportamiento cromatográfico de los mis
mos en CCDcon gramina il testigo,un alcaloide índólico que
generalmente se encuentra presente en gramíneas;descartán
dose su presencia en función de los resultados obtenidos.

\\ graminail



86

No se detectó en placa delgada la presencia de
glicósidos de flavonoides y además el percolado dio negativo
el ensayo de Shinoda para este tipo de compuestos.

Conel objeto de aislar los dos alcaloides antes
mencionados,se efectuó una marcha separativa que consiste en
extraer a diversos pH con cloroformo y a.la solución acuosa

agregar sal de Reinecke,(Cr(NH3)2(SCN)í)'NH4+,para precipitar los alcaloides solubles en agua.
Se comenzó trabajando a pH 12,1uego a pH 8, 5 y 1.

Cada extracto clorofórmico se cromatografíó en placa revelan
do con reactivo de Dragendorff. En ningún caso se detectó pre
sencia de a1caloides.De las fracciones acuosas solamente pre
cipitó a pH 12 el complejo de Reinecke.

Es sabido que la precipitación del complejo depende
149’150.A pH 12 precipitan predel pH y la basicidad de la amina

ferentemente las sales de amonio cuaternario.
Los dos alcaloides fueron liberados del complejo

de Reinecke,pasándolos por resina aniónica fuerte(forma H0_).
Los dos compuestos se separaron posteriormente por

CC de alúmina neutra y fúeron estudiados por 1H-RMN.
El a1caloide mayoritario fue identificado como

colina ¿gg (CH3)3Ñ-CH2-CH2-OH.
En su espectro de 1H-RMN(figura 51),se observan

las señales correspondientes a los tres metilos unidos a nitró
geno a 3,19 ppm y los dos metilenos a 3,48 (-CHZ-Ñ) y 4,03 ppm
(H0-CH2-).

El compuesto minoritario fue identificado como
acetilcolina 135 (CH3)3Ñ-CH2-CH2-OOC-CH3.

En CCDde alúmina presenta un Rf mayor que colina
y en su 1H-RMN,aparece a 2,21 ppm el metilo de acetato y las
señales anteriores ahora desplazadas a campos menores.

Los tres metilos unidos a nitrógeno resuenan a
3,30_ppm,e1 -CH2--unído a nitrógeno resuena a 3,80 ppm y el
unido a acetato a 4,70 ppm.



87

CH3)¿N
HOD

g 1. 6. 5 4 3 2 1

1
FIGURA512e5pectro de H-RMNdel compuesto 123

E1 e5pectro de colina coincide con los datos de
literatura151 y el de acetilcolina se comparócon testigo
preparado a partir de colina comercial por acetilación con
anhídrido acético-piridina a temperatura ambiente.

Estudio químico del percolado metanólico.

La separación del percolado se efectuó por CCde
silicage1,separándose principalmente dos grupos de fracciones.

El primer grupo compuesto por agliconas fenólicas y
el segundo por una mezcla muy compleja de glicósidos de {lavo
noides,todos ellos en muypequeña cantidad,junto con una peque
ña proporción de glicósidos esteroidales.

En 1a mezcla de agliconas fenólicas,si bien los
componentes no están presentes en una proporción considerable
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su separación cromatográfica resultó muchomás sencilla rea
lizandola con Sephadex LH-ZOusando metanol como eluyente

Flavonas

De la columna de Sephadex se aislaron tres com
puestos que presentan en CCDfluorescencia a 366 nm y revelan
amarillo con ácido sulfúrico.

De los tres compuestos aislados,uno de ellos es
ampliamente mayoritario,mientras que los otros dos están en
pequeña pr0porcíón.

Acompañan a estos,una mezcla de compuestos de coma
portamiento cromatográfíco similar que no pudieron ser aislados.

Análisis estructural del compuestolí( 5,7,4'-trihidroxi-3',S'
dimetoxiflavona)

El componentemayoritario de la fracción,a su vez
el menos polar en CCDde silicagel,revela amarillo con ácido
sulfúrico,aumenta su fluorescencia con vapores de amoniaco
cuando se observa la placa a 366 nm y también revela con FeCl3
2% :comportamiento típico de flavonoides.

Su espectro UVmuestra las dos bandas de flavonoides
a 269 y 349 nm.Estos valores corresponden a una flavona o flavo
nol con el H0-3 sustituido.Estos compuestos presentan la banda
I(figura 52) entre 300 y 350 nma diferencia de los flavonoles
que la presentan a 360-380 nm152’153'

flavona
banda I cinamoílo
banda II benzoílo

FI_GI¿RA_52
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Por agregado de metóxido de sodio se observa un
corrimiento batocrómico de la banda I de 65nm: este corrimiento
indica la presencia de un HOlibre en 4' y/o en 3.152

con A1Cl3 se produce un desplazamiento batocrómico
de la banda Ivde 30 nm,que no se modifica por el agregado de
HCl acuoso (1-2).Este corrimiento puede deberse a 1a forma
ción de dos tipos de complejos: el formado con el carbonilo de
C-4 y HO-SCfigura 53) o el equivalente con el HO-3,que son esta
bles en medio ácido, y el formado con hidroxilos de carbonos ad;
yacentes,que es inestable en medio ácido(figura 53)152.

W
Comoen este caso la formación del complejo es

estable en medio ácido,se manifiesta así la presencia de un
HO-S u HO-S y se descarta la de OHvecinos.

Con el agregado de acetato de sodio sólido se produ
ce un corrimiento de la banda II de 6nmindicativo de un
Ho-7‘52.

Por último el agregado de H3B03noproduce ningún co
rrimiento en el espectro,confirmándose la ausencia de OHvecinad
les.

E1 1H-RMN‘delcompuesto li (figura 54),muestra un
singulete a 3,99ppmque integra para seis hidrógenos, lo cual
está revelando 1a presencia de dos metoxilos aromáticos.

En 1a zona de campos bajos se observan dos dobletes

a 6,28 y 6,58 ppm con un Jm=ZHzcorrespondientes a H-6 e H-8
respectivamente. A 6,74 ppm se observa la resonancia del H-3
de 1a flavona y a 7,40 ppm un singulete que integra para

dos hidrógenos,correSpondiente a los H-Z' y 6'.
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H- 2. y 6.
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FIGURA54:Espectro de 1H-RMNdel compuesto li

Estos datos están indicando 1a presencia deïHO?5
y H0-7 y la ausencia de sustitución en C-3.En el anillo B
se encuentran dos metoxilos en C-3' y S' y un hidroxilo
libre en C-4'.En base a estos datos se propone para el compuesto
li 1a estructura de 5,7,4'-tríhidroxi-3‘,5'-dimetoxiflavona( tri
cina) (figura 55)

Tricina li
FIGURA 55
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El espectro de masas de este compuesto muestra un M+
a m/z 330,e1 cual es pico base,concordante con lo observado ge
neralmente para f1avonas.Se observa además una pérdida de metilo
a m/z 315 de baja abundancia relativa como asi también pér
didas de CO y CHOdando los fragmentos de m/z 302 y 301.También
aparecen las rupturas típicas de RDAen el anillo C para dar los
fragmentos (A1+H)+, B1+ y B2+ como se ve en la figura 56 y 57,

+

Los nombres (A¿+H)+, B1 , B2+ son los comúnmente utilizados en la literatura1
1’ 330

100«

so

60'

4o

153 2 8 272 301
2° ' 178

1.25 181 I 315 l.Í. l. l ll l I n. l h J
zoo 250 300 ín/z

OH

3 3 o“ _
+ + O=C=G-l

+
Bz

c —‘ OH

gl 0043

m/z 166 m/z 150

camino 2

FIGURASózEspectro de masas del compuesto li
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O

H

H 0

A1 m/z 152

con transfe -ÜCH3
renciadeH

CH

Í/ B m/z 1378
HC _l

H0

-CH7C I -OCH3

OH +gH m/z 163

A1+H CO
m/z 147

m/z 125

camino 111M
En el eSpectro de 13C-RMNdel compuesto li se ve

claramente el C-4 carbonilíco a 181,4 ppm.Los carbonos uni
dos a alguna función oxigenada( C-Z, 5, 7, 9, 3'y 5', y 4')
resuenan a campos menores que el correspondiente a 140 ppm,
mientras que los carbonos aromáticos sin sustituir y los metilos
(C-3,6,8,10,1',2' y 6') presentan sus señales por debajo de
140 ppm.Los datos de resonancia de estos carbonos son con

. 4cordantes con los encontrados en literatura15 y estan dados
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en la parte experimental ,página 156
Si bien tricina no es una flavona de amplia difusión

en el reino vegetal,en cambio es comúnen las gramíneas y es
útil como marcador quimiotaxonómico
de la familia11'12,aün cuando también se la aisló en una legu
minosa155-156

Por otra parte se encontró que tricina ,presente en
Wikatroemiaindica Mey.(usada en medicina popular china) ,produce
una inhibición del 33%en el desarrollo de leucemia linfolï
tica P-388,en ratones,cuando se utiliza una dosis de 6 mg/kg
y del 74% cuando la dosis es del 12,5mg/kg 186.

Análisis estructural del compuesto125(S,7,3'—trihidroxi-4',5'
dimetoxiflavona)

Acompañandoa tricina,con una polaridad similar en
CCDse encuentra un compuesto que presenta todas las caracterís
ticas de un flavonoide, fluorescencia al UV,reacci6npositiva
con FeCl3 2%y coloración amarilla con ácido sulfúrico.

Su espectro UVmuestra dos bandas a 271 y 329 nm.En
presencia de metóxido de sodio se produce un desplazamiento
batocrómico de 20 nm en la banda 1,10 cual está indicando la
ausencia de un OHlibre en C-4y/o C-3.La presencia de cual
quiera de estos dos OHse evidenciaría con un desplazamiento de
45-65 nm152.Esto es debido a la formación de estructuras quinoi
deas que pueden formar a partir de los respectivos fenóxidos
como por ejemplo: ¡—¿

o
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El agregado de cloruro de aluminio produce un
corrímiento batocrómico de la banda I de 21 nm,estab1e en
medio ácido; esto puede deberse a un HO-5 y/o HO-3.Dado que
se descartó la presencia de H0-3 por el agregado de metóxido
de sodio,se confirma entonces la de HO-S.

Con acetato de sodio se produce un desplazamien
to batocrómico de la banda II de 7nm, característico de un
H0-7 que produce generalmente corrimientos entre 5 y 20 nm
frente a este reactivo.

Por último,e1 BOSH3no produce corrimiento alguno
en su espectro UV, o sea no hay OHvecinales,en la estructura.

En el 1H-RMN(figura 58) se observan dos metoxilos
a 4,00 y 4,01ppm; a 6,27 y 6,56 se observan los dos dobletes
de H-6 e H-S; a 6,79 ppm resuena el H-3 y a 7,40 se observa
un singulete ancho que integra para dos hidrógenos y corres
ponde a H-Z' e H-ó'.Estos dos hidrógenos deberían presentar un
acoplamiento meta(J=1 a 2,5Hz),pero en el espectro no se dis
tingue dicha partición obteniendose un singute ancho.

Con estos datos se identifica el compuestolgá
comoS,7,3'-trihídroxi-4',S'-dímetoxiflavona(figura 59)

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

1

FIGURA58:Espectro de H-RMNdel compuesto 125
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H

CH3

H 0

l OCH3

OH 0

FIGURA 59

E1 eSpectro de masas es similar a1 de tricina,
con ligeras variaciones en las abundancias relativas(figu
ra 60).

El M+a m/z 330 es pico base; se observa además
la pérdida de un hidrógeno dando el fragmento m/z 329 rup
tura no registrada en el caso de tricina.

En la zona de masas altas se ven las pérdidas de
CH3, CO y CHOa m/z 315, 302 y 301 respectivamente.Se obser
van además B2+ a m/z 181, B1+ a m/z 178, (A1+H)+ a m/z 153,
A1+ m/z 152, y otros fragmentos menores que también se re
gistraron en el eSpectro de tricina.

Es importante destacar que es.1a primera vez que
es aislada esta flavona de fuente natura1,no existiendo en
la literatura ningún dato sobre la misma.

‘s

100- 3 °

BU

60

40

20 153 178

¡(.34 Il1:31 '

100 150 200 250 300 350 m/z

FIGURA60:Espectro de masas del compuesto 125
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Análisis estructural del compuesto126(5,7,3',4'-tetrahi
droxi-S'-metoxiflavona;selagina)

El tercero de los compuestoscon características
de flavonoide es bastante mas polar en CCDque los dos anterios
res,aunque menos que un glicósido de un flavonoide.

Su eSpectro UVmuestra dos bandas a 270 y 347 nm.
El agregado de metóxido de sodio produce un despla

zamiento batocrómico de S3 nm,lo cual puede deberse a un OH
libre en C-3 o Ce4'.

Con cloruro de aluminio se produce un corrimiento
batocrómico de la banda I de 63 nm,que por agregado de ácido
clorhídrico se.reduce a 15 nm.Esta conducta está demostrando
que sehallan presentes los dos tipos de complejos que forma el
cloruro de aluminio con los hidroxilos fenólícos de los flavo
noides,ya que al obtener un valor intermedio con ácido clorhí
drico en el corrimiento, debe inferirse que el mismoes debido
a la suma de los efectos producidos por ambos complejos.

En definitiva,estos resultados son indicativos de
OHvecinos y OH libre en C-S y/o en C-3.

El agregado de acetato de sodio produce un deSpla
zamiento batocrómico de la banda II de 5 nm indicando un OH-7.

Finalmente con H3B03.se observa un corrimiento bato
crómico de 28 nm confirmando 1a presencia de OHvecinales.

El 1H-RMN(figura 62) del compuesto 126 mostró un
metoxilo a 3,98 ppm,H-6 e H-B como dobletes a 6,27 y 6,56 ppm,
H-3 de flavona como singulete a 6,66ppm y un singulete ancho
a 7,26 ppmque integra para dos hidrógenos correspondiente
a H-Z' e H-6'.

A1 igual que en el compuesto anterior deberían
observarse dos dobletes con un Jm entre 1 y 2,5Hz, pero las
señales no alcanzan a separarse.

Con estos datos puede asignarse para el compuesto
126 la estructura de 5,7,3',4'-tetrahidroxi-5'¿metoxiflavona
Ïïigura 61).
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Su espectro de masas (figura 61) muestra un ión M+
a m/z 316(pico base).También se observa M-H, M-CH M-COy
M-CHOa m/z 315, 301, 288.y 287 respectivamente.

En la zona media del espectro se ven los picos

3,

característicos de flavonoides B2+ a m/z 167, B1+ a m/z 164,
A1+H a m/z 153, A1+ a m/z 152, BZ-CO a m/z 139 y A1+H-C) a
m/z 125.

Es la primera vez que se describe esta flavona
dentro de 1a familia de las gramíneas ya que anteriormente
fue aislada sólo en cuatro especies de distintas familia5157'

Correlación de los datos esoectrales de las tres flavonas

Es interesante comparar los datos espectroscó
picos de estas tres flavonas ya que presentan el mismopa
trón de sustitución en los anillos A y B con variación en
el número o posición de un metoxilo.Además de estas flavo
nas naturales se compararon también con los de un testigo
de 5,7-dihidroxi-3', 4', 5'-trimetoxif1avona 11 y de trice
tina lgl(5, 7, 3', 4', 5'-pentahidroxiflavona) sintetizada

a partir de tricina por desmetilación con ácido iodhídricoy anhídrido acético
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EsRectros UV

banda II(nm) banda I

compuesto 121 269 350
compuesto 122 270 347
compuesto li 269 349
compuesto lag 271 329
compuesto 11 269 331

Tabla 10

OH R =R =R =H 12

ORZ R1=R2=H3R =CH —126
1 2 3 3 ———

° Ï‘ÏSÏÏÉÏáí“
1 2 3 3 ———

R1=R2=R3=H 17

OH O

Cmm>pnedeverse en 1a tabla 10 los valores
obtenidos para la banda II están estrechamente relacionados y
prácticamente no dependen de 1a variación del número de metoxi
los en el anillo B.

En cambio,la banda I presenta valores para el
máximode absorción,que dependen de la sustitución del C-4'.

Si el sustituyente es un hidroxilo el máximo
está cercano a los 350nm, mientras que si se trata de un me
toxilo se produce un corrimiento hipsocrómico hasta 330nm;
efecto que se observa en todas las flavonas sustituidas en 4!372

Espectros de 1H-RMN
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Con los hidrógenos del anillo A ocurre algo similar
a los datos del UV,esto es, están poco influenciados por la va:
riación del tipo de sustituyente( OMe,OH)del anillo B(tabla 11).

H-6(ppm) H-8 H-3 H-Z' y 6'

compuesto 127 6,22 6,45 6,50 7,00
compuesto 126 6,27 6,56 6,66 7,26
compuesto 14 6,28 6,58 6,74 7,40
compuesto 125 6,27 6,56 6,79 7,40
compuesto .11 6,24 6,57 7,04 7,38

Tabla 11

La estructura de estos compuestos puede verse en la figura
de la página anterior.

Es interesante destacar que al aumentar el grado
de metílación de los hidroxilos fenólicos del anillo B,e1 H-3
resuena a campos menores,como se ve en la tercer columna de la
tabla 11 (en forma descendente).
Unaposible explicación a estas diferencias es la utilización
de acetona-d6 comosolvente.

Varios espectros de 1H-RMNregistrados en la lite?
ratura152 en tetracloruro de carbono o cloroformo deuterado no
muestran variaciones significativas para el valor de resonan
cia del H-3.

Comoejemplo,pueden compararse los desplazamien
tos químicos para el H-3 en tectocrisina 134:6,40 ppm,luteo
lina 1g: 6,30 ppm, diosmetina 135: 6,30ppm, luteolina-3‘,4'-di
metil éter 136: 6,32 y zapotinina 131: 6,32ppm.(figura 63)
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tectocrisina R1=CH3RZ=R3=H zapotinina
luteolína R1=H R2=R3=OH
diosmetina R1=H R2=0H R3=0CH3
luteolína-3',4'-dimetiléter R1=HR2=R3=0CH3HM

En cambio a1 usar acetona deuterada como solven
te,esta puede formar puentes de hidrógeno con los hídroxilos
fenólicos aumentandola densidad electrónica sobre los oxí
genos respectivos.

Esto resulta en un efecto dador de electrones del
anillo B sobre el doble enlace de C-Z y C-3.A mayor cantidad
de hidroxilos en el anillo B se ecentúa el mencionadoefecto.

Algo similar se observa en espectros registrados
en DMSO-d6que forma puentes de hidrógeno en forma análoga a la
acetona.

El compuesto lgl,cuyo 1H-RMNes analizado en la
página 125,fue realizado en DMSO-d6y muestra una señal corresd
pondiente al H-3 que resuena a 6,69 ppm, valor concordante
con el de selagina 139 que también posee dos hidroxilos en el
anillo B.

compuesto 131
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Con respecto a los H-Z' y -6' ocurre algo similar.En
cuanto a los metilos todos ellos resuenan entre 3,90 y 4,01
excepto el metilo del MeO-4' en el compuesto ll que resuena a
3,76, esto es debido a que dicho metoxilo al sufrir el im
pedimento estérico de los otros dos metoxilos vecinos se ve
obligado a salir del plano del anillo aromático,quedando por
consiguiente en la zona de protección del campodiamágnetico
inducido por los electronesw.

Espectros de masas

En todos los casos el M+resulta ser el pico base,
hecho que ocurre generalmente en flavonas.

En dos casos ,selagina ¿gg y 5,7,3‘-trihidroxi-4',5‘
dimetoxiflavona se observa el pico M-H; aunque su abundancia
relativa sea pequeña,es destacable ya que generalmente este pico
lo dan las flavonas con OH-óy los'flavonoles(OH-3)1 2'163.
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Las flavonas poseen preponderantemente un patrón de
fragmentación correspondiente a una de las dos posibles rutas
de rupturas de f1avonoides(ver página 91 ).

En los espectros obtenidos se pone de manifiesto
que las rupturas de estas flavonas siguen la ruta 1( RDAen el
anillo C) para dar(A1+H)+ principalmente y B1+en lugar de B2+.

Aquí también conviene destacar que tanto
Kingston163 como Bowie y Cameron 162 dan importancia a los

fragmentos A1+H ,B1 y B2 sólo en flavonas con menos de cuatro
sustituyentes oxigenados.Sin embargoen todos estos casos,los
fragmentos mencionados y especialmente A1+Hson importantes,por
lo que debería reconsiderarse esta hipótesis.

CLAR

Se trabajó con columna de fase reversa -p
Bondapack RP 18.

Se compararon los tiempos de retención de las cin
co flavonas variando 1a relación agua-metanol, manteniendo siem
pre un 0,05 a 0,10% de ácido acético para evitar la difusión de
los fenoles dentro de la columna.
El mejor eluyente resultó ser metanol-agua-ácido acético,55-45
0,1 ,ya que permite resolver el par tricina li y 5,7,3'-tri
hidroxi-4',5'-dimetoxiflavona 122 y no produce un ensanchamiento
excesivo de los picos.Al aumentar la cantidad de agua se observa
un notable ensanchamiento de los picos.Por el contrario,con ma
yor cantidad de metanol hay una pobre resolución del par crítie
co tricina y 5,7,3'-trihidroxi-4',S'-dimetoxif1avona.

Los tiempos de retención obtenidos con metanol-agua
ácido acético,55-45-O,1 sonztricetina lgl:3,12 min, selagina
139: 8,20min., tricina li: 14,00min.,5,7,3'-trihidroxi-4',5'
dimetoxiflavona 135: 15,25miny 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimeto¿
xiflavona ll: 23,22min.
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Cumarinas

La fracción menos polar eluída de la columna de
Sephadex LH-ZOtiene en su composición dos compuestosC g y á)
que presentan una fluorescencia celeste intensa a 254 y 366 nm
en CCDde silicagel y revelan con Cloruro férrico 2%,tratándose
por lo tanto de compuestos fenólicos.

Ambosfueron separados por CCde silicagel siendo
mayoritario el más polar( g ),mientras que el otro se encuentra
en muypequeña proporción.

Análisis estructural del compuestoE(umbeliferona)

El eSpectro de masas del compuesto ¿(figura 64)
tiene unM+am/z 162(casi 100%de abundancia) y un pico base a
m/z 134 que corresponde a la pérdida de CO.Se observa en el es
pectro una segunda pérdida de C0 y otros picos(m/z 105, 78,
77 y 69) correspondientes a un anillo aromático.

En base a este espectro de masas,la intensa fluo
rescencia en el UV y su naturaleza fenólica,puede concluirse
que se trata de una cumarina y que posee por lo menos un OH
en el anillo aromático

9
d 134

100 162

se

60 78

40 51 105

I 692 6“
50 100 150 m/z

FIGURA64:Espectro de masas del compuesto g
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Su eSpectro 1H-RMN(figura65) presenta dos doble
tes,uno de ellos a 6,16 ppm con un J de 10Hz y otro a 7,86 con
el mismo valor de J,que corresponden a los H-3 e H-4 respectiva
mente de un anillo de cumarina.

Aparecen además en la zona aromática otros dos do
bletes a 6,78 con un dee 2Hz y 7,50 con un Jo de 8Hz y un doble
doblete a 6,82 con Jm de 2Hz y Jo de 8Hz.

Estos tres hidrógenos corresponden a1 anillo aromáti
co,e involucran a dos hidrógenos en posición orto y otro hidró
geno en meta y para respecto de los anteriores.De acuerdo a
estos datos el compuesto g puede tratarse de una 6- 6 7-hi
droxidumarina.

FIGURA65:Espectro de 1H-RMNdel compuesto g

La comparación de este compuesto con testigo comer
cial de 7-hidroxicumarina( umbeliferona ) da concordancia por
IR, CGL y CLAR.

Por lo tanto, la señal a 6,78 ppmpuede asignarse
a H-8,1a señal a 6,82 a H-6 y la de 7,50 a H-S.
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En la figura 66 se muestra la estructura de umbeli?
ferona.

FIGURA 66

Análisis estructural del compuestoÉ( escopoletina)

El compuesto á, minoritario , se analizó por CGL-EM
y muestra en su EM (figura 67) un M+ a m/z 192 y al igual que
umbeliferona Z se observa una importante pérdida de C0.y además
pérdida de metilo a partir del ión molecular,seguida de pérdi
da de C0,entre los picos más importantes.

La diferencia de peso molecular con umbeliferona
(31 u.m.a) permite_suponer la estructura de una cumarina.con
unOH y un OMe.Por ello,se compararon los datos de CGL, CLAR
y UVdel compuesto É con testigo comercial de 7-hidroxi-6
metoxicumarina(escopoletina),encontrándose concordancia en
todos los casos.

En la figura 67 se esquematizan las rupturas
principales del espectro de masas de escopoletina

‘92100
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FIGURA67:Espectro de masas del compuesto g
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE Iïm HMWW

A diferencia de los extractos de éter de petróleo y
metanólico,la extracción con agua se efectuó en batch a tempera
tura ambiente y el extracto se llevó a sequedad por liofiliza
ción,previa centrífugación a 2000 rpm dando un rendimiento del
2%con respecto a planta seca.

Dadoque la planta resulta tóxica para el ganado,
se ensayó la toxicidad de cada uno de los extractos.Para ello
se utilizaron ratones Rockland, ya que se necesitaba un método
que reprodujera en el laboratorio la sintomatología de la enfer
medad y a su vez permitiera trabajar con pequeñas cantidades
de muestras.

Teniendo en cuenta la dosis letal para ganado lanar
(6 gr/kg)119,se inyectaron vía intraperitonea1(i.p) soluciones
acuosas de los extractos de éter de petróleo,metanólico y acuoso
respectivamente,resultando inocuos los dos primeros,mientras que
el extracto acuoso produjo la mortandad de todos los ratones
ensayados.

Con dosis elevadas como por ejemplo 100 mg de extrac
to por ml, se observó letalidad animal entre 1 y S hs después de
la inyección, mientras que con dosis menores( 40-50mg) se repro
ducía la sintomatología ,es decir,incoordinaci6n motora ,llegan
do en algunos casos a la parálisis de las patas traseras,pelo
erizado,temblores y contracciones de músculos y ceguera en algu
nos casos.

En función de los resultados biológicos obtenidos
se inició el estudio químico del extracto con el objeto de te
ner algün conocimiento sobre la identidad química de el o los
principios activos.

Se probaron distintos métodos separativos que permi
tieran trabajar con cantidades suficientes comopara efectuar
ensayos biológicos con los ratones.
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En primer lugar,se realizó la diálisis de una solu
ción del extracto acuoso con una membranade celulosa con un
tamaño de poro equivalente a un peso molecular aproximado
de 8000,contra agua destilada.

Se probó la toxicidad de las soluciones interior y
exterior de la bolsa,encontrándose que los principios activos
quedaban retenidos por la membrana.

Se repitió el procedimiento con una membrana de
celulosa con un poro de tamaño equivalente a peso molecular
12000-14000.quedando nuevamente la fracción tóxica dentro de la
bolsa de diálisis.

De esta manera puede reducirse 1a masa en un 50%
respecto al extracto origina1,siendo un métodoadecuado para
los fines buscados.

Paralelamente se realizó una CCcon Sephadex
G-25 utilizando agua como eluyente.En los eluidos de la columna
se evaluó el contenido de azúcares mediante la reacción con

169,e1 de proteínas mediante la lecturafenol-ácido sulfúrico
a 280 nmy la presencia de cloruros por precipitación con
N03Ag/N03H. '

El resultado del desarrollo cromatográfico puede
verse en la figura 68
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FIGURA68:Concentraci6n de proteinas en función del volumen



110

—r ‘77 iv fi_
V 20 40 60 80 100 m1

_O

continuación FIGURA68:Conentraci6n de azúcares en función
del volumen de elución.

De las cuatro fracciones separadas,solo la pri
mera resultó tóxica para los ratones.Esta primera fracción
representa menos del 50%del extracto; sin embargo, este
método fue desechado ya que para los ensayos toxicológicos
era necesario repetir el desarrollo cromatográfico aproxima
damente unas doce veces para tener una cantidad de muestra
suficiente.

Por último,como método alternativo se probó la
precipitación con etanol.

Se trabajó sobre la solución resultante de la
extracción acuosa de la p1anta,sin llevar a sequedad.Se
agregó etanol hasta tener un 40%en volumen,se centrifugó a
2000 rpm y filtró.La solución resultante se llevó hasta un 70%
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y se repitio el procedimiento. Nuevamentese agrego etanol hasta
un 85% en volumen.

Los valores de 40, 70 y 85%de etanol se encon
traron experimentalmente por agregados graduales de etanol y
correSponde a concentraciones en las que se logró precipi
tación.

Efectuados los ensayos toxicológicos sobre los
tres precipitados anteriores y la fracción soluble remanente,
se observó que la toxicidad recae en las fracciones que pre
cipitaron con etanol 70 y 85%, siendo la fracción de 70%la más
activa.

Las fracciones 70 y 85%representan en total el
52%en peso del extracto total y resulta por lo tanto un méto
do adecuado de separación, al igual que la diálisis.Se eli
gió comométodo separativo la precipitación con etanol ya que
demandamenor tiempo,es perfectamente reproducible y permite
trabajar con cantidades apreciables de muestra.

Posteriormente a la precipitación de la fracción
tóxica, se realizó una CCde DEAE-celulosa.

Se utilizó comoeluyente buffer Tris(Z-amino
Z-hidroximetil-1,3-propanodiol;pH 8) y concentraciones cre
cientes de cloruro de sodio desde 0,1M hasta 2M.

El desarrollo cromatográfico se evaluó mediante la
reacción de fenol-ácido sulfúrico para azúcares y lectura a
280 nmpara proteínas.E1 perfil cromatográfico puede verse en la
figura 69.

En función del gráfico obtenido se separaron
ocho fracciones diferentes en las que se evaluó el contenido
de azúcares por el métodos de fenol-ácido sulfúrico y proteínas
por el método de Lowry17o.

Estas ocho fracciones fueron inoculadas en ratones
para probar su toxicidad.Se encontró que las fracciones 3,
4

produjo muerte de los animales entre media hora y 4 horasr
5 y 6 eran tóxicas, especialmente las 4 y 5 ,ya que se“
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FIGURA69:Perfi1 cromatográfico de la columna de DEAE-celulosa.
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En el caso de las fracciones 3 y 6 algunos anima
les sobrevivieron por 48hs.

En la figura 70 está esquematízado el método se
parativo empleado.

extracto acuoso

Precipitación
con etanol

40% 85% solución
tóxico remanente

DEAE-celulosa
Tris pH 8/NaCl

12242272
Tóxicas

Diálisis
poro PM 12000-14000

FIGURA70:Esquema de separación del extracto acuoso.
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Electroforesis

Se realizó electroforesis en placa de poliacril
amida de las fracciones 4 y 6 con el objeto de conocer 1a
composición de las mismas,procediéndose al revelado con a2u1
de Coomassie para proteínas y reactivo de Schíff para azú
cares.

Se utilizaron patrones de glicoproteínas de peso
molecular 14400, 20100, 30000, 43000, 67000 y 94000.E1 reve
lado con reactivo de Schiff muestra para las fracciones 4 y
6 una mancha ancha con una movilidad intermedia entre los
testigos de PM67000 y 94000.Además la fracción 6 muestra
una mancha difusa y_a1argada en la Zona de PMentre 20000 y
30000.

A diferencia del reactivo de Schiff, el revelado
con azul de Coomassie no evidenció mancha alguna.Esto puede
deberse a la baja proporción de proteína(entre 10 y 17%)que
presentan estas fracciones.

Estudio de la composición de hidratos de carbono de las
fracciones 4 y 6

La composición de los hidratos de carbono se
evaluó por medio de la hidrólisis de ambas fracciones con'
ácido trifluoroacético 2My posterior reducción y acetilación
del hídrolizado,para poder comparar de esta manera por CGL
los tR de los correspondientes alditoles acetilados.

En ambos casos,e1 monosacárido mayoritario re
sultó ser glucosa( 62%en la fracción 4 y 59%en la fracción
6),mientras que manosa es el segundo en importancia(13,7 y
12,9% reSpectivamente).

Se identificaron ademásramnosa,arabinosa,xilosa y
galactosa en porcentajes variables y bajos en amboscasos(ver
parte experimental página 169).
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Estudio de la composición de aminoácidos de las fracciones
3z 4l 5 X 6

La composición de aminoácidos se determinó por
hidrólisis de la fracción proteica con ácido clorhídrico 6N
al vacío y posterior estudio del hidrolizado en un analizador
automático de aminoácidos '

Los resultados indican que el resto proteico que
compone los polímeros de estas fracciones es de tipo prolamina,
como era de esperar en gramíneas.E1 contenido en prolina es muy
alto en la fracción g ( 65%J y considerable en las otras tres
( 31,8 , 19,3 y 8,1%).Con reSpecto al ácido glutámico que es
el otro componente que generalmente es abundante en prolaminas,
aumenta su porcentaje a medida que disminuye el de prolina.

Esto es,en la fracción á se encontró en un 1,1%;mien
tras que en la fracción g en un 12,7%.

La composición detallada de aminoácidos se descri
be en la parte experimental ,página 170.

Comose observó en el capítulo I,página 15 las
prolaminas de gramíneas son insolubles en agua y solubles en
etanol 70%.

Sin embargo,estos productos tóxicos fueron extrai
dos en agua en frío y precipitados con etanol 70%;esto estaría
indicando la unión de estos restos proteicos a hidratos de car
bono que modifican su comportamiento de solubilidad.

El conjunto de resultados muestran que los prin
cipios activos de Ebahuecuposiblemente posean estructura gli
coproteica,de un peso molecular aproximado entre 70000 y
90000 ;síendo glucosa el monosacárido principal y prolina y
los aminoácidos de carácter ácido(glutámico y aspártíco),los
más abundantes dentro de la fracción peptídica.
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Estudio histopatológico de tejidos de ratones inoculados
con las fracciones 3 y 5

Se efectuaron cortes de tejido hepático, renal,
del bazo y cerebral, de los ratones muertos por inoculación
de las fracciones 3 y S de la columna de DRAE-celulosa.

La fracción 5, una de las dos más activas(jun
to con la fracción 4),mostró en el estudio histopatológico,
que produce lesiones en hígado,incluso con necrosis celular.
Se observa un aumento de pigmentación en el núcleo de los hepa
tocitos,característico de procesos inflamatorios.

En bazo no se evidencian lesiones ,aunque se detectó
presencia de megacariocitos.Una hipótesis sobre 1a presencia
de estas células plaquetarias inmaduras, es la posible alte
ración de la hemopoyesis a nivel de médula ósea;activándose
en otros tejidos hemopoyétícos.

En riñón se observa hiperemia( aumento de la circula
ción sanguínea) y en cerebro se detectó gliosis, esto es,1a des
trucción inflamatoria de 1a neuroglía que es el sistema de sos
tén ;como así también edemaintracelular en sustancia blanca,
que comprometeel citoplasma de los astrocitochélulas nervio
sas reSponsables del sostén).

Estas lesiones cerebrales concuerdan perfectamente
con la incoordinación motora que presenta el ganado y que impi
de que el mismo se mantenga en pie Cuando padece la enfermedad.

Además se observa edema en el citoplasma de los
axones, pudiendo relacionarlo con la hipersensibilidad que mues
tran los animales luego de la ingestión de la planta.

La fracción 3 también produce lesiones en hígado y
cerebro,en forma más atenuada ,a diferencia de bazo y riñón que
no presentan lesiones aparentes.

Los resultados de este estudio son muy importan
tes por cuanto muestran una estrecha relación entre la sinto
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matología de 1a enfermedad producida por la planta y por los com
puestos aislados del extracto acuoso,confirmándose ademásla
posible utilización de animales de laboratorio para reproducir
los síntomas.
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ESTUDIO QUIMICO DE POA ANNUAL.

Se trabajó con planta entera,seca y molida.La
extracción se efectuó en Soxhlet con éter de petróleo y
luego metanol.

Ambosextractos fueron evaporados al vacío hasta
sequedad,siendo este material el que se sometió a estudio.

Estudio químico del extracto de éter de petróleo de RmzannwL

Se procedió al fraccionamiento de Zgr de este
extracto mediante CCde silicagel H;se recogieron seis
fracciones de distinto comportamientocromatográfico.

En la tabla 12 se indica la composición general
de estas fracciones:
N°fracción composición

hidrocarburos
ceras
alcoholes lineales y triterpenos
alcoholes lineales y esteroles
esteroles

O‘U‘I-‘ïhLNN-h ácidos grasos

1221342

Hidrocarburos

Se efectuó una comparación por CGLcón los hidro
carburos de szhuama Se detectó 1a presencia de la serie homó
loga de hidrocarburos lineales de 21 a 37 átomos de carbono,
siendo el hidrocarburo de 29 átomos de carbono el más abun
dante ,a1 igual que en Iba huecu.
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Alcoholes lineales

La fracción 3 del extracto fue separada por CCde
silicagel H,aislándose una fracción principal de alcoholes li
neales y otra de menor proporción, que por su comportamiento
cromatográfico ,ya sea su polaridad en CCDo bien el color
violeta con que revela con ácido sulfúrico-anisaldehido,puede
tratarse de triterpenos.

Los alcoholes lineales fueron comparados con sus
análogos de Poainwcu encontrándose los de 24, 25, 26, 27, 28,
y 30 átomos de carbono,siendo el alcohol C26H540el más abun
danteCal igual que en.szhuem4).En este caso no se encontraron
los alcoholes correspondientes a la serie iso, a diferencia de
la otra Eba.

TriterEenos

Esta fracción no fue estudiada ya que en la
literatura163 se describe al friedelinol gg comoúnico tri
terpeno de la planta.

friedelinol gg

ESteroles

La fracción 5 del extracto está compuestaprinci
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palmente por esteroles.Por CCde silicagel H se eliminaron las
clorofilas y otros pigmentos coloreados.

La presencia de esteroles se probó comparandocon tes
tigos por CGLy CCD,identificándose los mismos por CGL-EM.Deesta
manera se pudieron identificar colesterol ZA, campesterol Zé, estig
masterol 12g, sitosterol 12, dihidrositosterol Zé y las cetonas
esteroidales estigmasta-S,S-dien-7-ona 112 y sitosterona 113.

Todos estos compuestos a excepción de estigmasterol,
ya fueron analizados en Pbaímecu.Conrespecto a estigmasterolei

gura 71),muestra en su espectro de masas un M+a m/z 412,1as pérdi
das de metilo,agua y los iones a m/z 273,255,231 y 213,típicos de
esteroles,como ya se vio en la discusión de los esteroles de Poa
huecu.(página 74 ).Además su identidad se confirmó comparando con
testigo auténtico por CGL.

HO

ggGURA 71

Acidos grasos

La última de las fracciones deila columnapresenta
por CCDuna serie de manchas,correspondiente a ácidos,ya que se
detecta metilación por agregado de diazometano,en placa delgada.

Por CCDcon testigos de ácidos grasos se encontró con
cordancia de Rf y además al revelar con ácido sulfúrico se obser
vó un color violeta que con el tiempo se transformaba en verde en
ambos casos.

Estudio químico del extracto metanólico de Poa annuaL.

Una solución metanólica del mismo se evaporó
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al vacío en presencia de poliamida para columna hasta obtener
una pastilla.

Unavez seca,1a pastilla fue percolada sucesiva
mente con cloroformo, agua y metanol.

Por evaporación a1 vacío de los solventes se obtu
vieron, en cada caso,residuos que se denominanpercolado clo
rofórmico,acuoso y metanólico.

Estudio químico del percolado clorofórmico.

Conel objeto de aislar los glicósidos esteroida
les y comparar con los de Pbalnwcu,se procedió a separar por
CCde silicagel H parte del percolado.

Se obtuvieron seis fracciones,analizándose solamente
la fracción 5 que posee los glicósidos esteroidales, ya que las
fracciones anteriores contienen compuestos que ya fueron descrip
tos en el extracto de éter de petróleo.

La fracción S fue recromatografíada en silicagel H
para eliminar pigmentos oscuros que acompañana los glicósidos.

Dada la insolubilidad de los mismos en cloroformo
y en metanol,los glicósidos cristalizaron en los tubos en que se
recogieron las fracciones de la columna.

Se hidrolizaron 10mgde la mezcla de glicósidos con
ácido sulfúrico acuoso al 7%.

Las agliconas se aislaron mediante extracción con
éter etílico y se compararon con testigos por CGL.

De esta manera, se identificaron colesterol Zí,campes
terol 1g, estigmasterol lag y sitosterol ZE.Este último esterol
es el más abundante en la mezcla.

En 1a fase acuosa quedó la parte glicosídica que
fue identificada comoglucosa por CCDde celulosa con testigos.
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De esta manera quedan establecidas las estructuras
de colesterol-S-O-glucósido 132, campesterol-3-O-glucósido 121,
estigmasterol-3-O-g1ucósido 132 y sitosterol-S-O-glucósido EEE.

Excepto el glucósido de estigmasterol los otros
tres fueron aislados en Iba huecuLEnninguno de los casos pudo
establecerse la configuración del carbono anomérico en función
de los datos obtenidos

Estudio químico del percolado acuoso.

Se efectuó una marcha de alcaloides con 1 gr de per
colado.

Se extrajo con cloroformo a pH12y sobre la fase
acuosa se precipitó con sal de Reinecke.Se repitió el mismo
procedimiento a pH 8, S y 1.Durante las extracciones con
cloroformo se probó la presencia de alcaloides en CCDreve
lando con reactivo de Dragendorff.En ningún caso se obtuvo
resultado positivo.

Con sal de Reinecke se obtuvo precipitado a pH 12.
Este precipitado fue redisuelto en acetona y liberado del
reineckato pasándolo por resina aniónica.

Por CCDde alúmina se detectó la presencia de un
único compuesto que revelaba con Dragendorff,el cual fue iden
tificado como colina 12;,comparando por CCDcon colina tes
tigo aislada de Poainwcu,Se utilizaron comofases fijas para
1a cromatografía alúmina y celulosa,encontrándose siempre
concordancia de Rf.



Estudio qyïmico

La

se realizó con
En

cares, cristalizó un compuestoque una
cado comomanitol 130(fígura 72).Dicha
tuó realizando el derivado acetilado y

Sephadex LH-20,e1uyendo
las primeras fracciones
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del percolado metanólico

separación cromatográfica de este percolado
con metanol.
corre5pondientes a azú
vez aislado fue identifi
identíficación se efec
comparando por CGL con

una mezcla de testigos de aldítoles acetilados de las hexo
sas y pentosas habituales.

Se recristalizó hasta PF constante encontrándose
un valor de 166-168°C,concordante con la literatura.

QHZOH
Ho H

Hó H

H OH

H OH

CH¿0H

manitol 130

FIGURA 7g

C-glicósidos de flavona

La fracción siguiente a los azúcares está compues
ta por glicósídos de f1avonoídes( color amarillo al revelar
con ácido sulfúrico,fluorescencia a 366nmque se intensifica
con vapores de amoníaco),destacándose uno de ellos, el com
puesto 131,amp1iamente mayoritario
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Análisis estructural del compuesto131 (1uteolina-6-C-(-2"-0-o
-D-manopiranosi1- B-D-glucopíranósido).

La purificación de este compuesto se realizó
nuevamente por Sephadex LH-ZO.

En la tabla 13 pueden verse los datos del eSpec
tro UVdel glicósido en metanol y con el agregado de los reac
tivos de deSplazamiento.

Banda II ¡Banda I
metanol 2551269 291(h)-347
NaMeO 268-277(h) 335(h)-4OS

AlCl3 276 301(h)-425
AlClS/HCI 263(h)—277 296(h)-370
NaAcO 275 324(h)-405

NaAcO/BOSH3 272 425

Tabla 13:Espectro UVdel compuesto 1 1

El agregado de metóxido de sodio,produce un cow
rrimiento batocrómico de 58 nm,1a intensidad de la banda es
estable con el tiempo,esto es indicativo de un OHen el
C-4'

E1 corrimiento batocrómico de 6nm en 1a banda
II por agregado de acetato de sodio revela 1a presencia de
un 0H-7

El agregado de ácido bórico produce en 1a banda
I,un desplazamiento batocrómico de 78 nm,por lo tanto en el
anillo B se hallan presentes dos hidroxilos aromáticos ve
cinos.
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El agregado de cloruro de aluminio produce un
corrimíento de 78nmque con agregado de ácido clorhídrico
se reduce a 23nm.

Este resultado indica la formación de dos com
plejos del aluminio,uno de ellos con HO-Sy el carbonilo de
C-4'(estab1e en medio ácido) y el otro con dos hidroxilos
vecinos( inestable en medio ácido).

De esta manera queda establecida la presencia
de un HO-S, H0-7 y HO-4' y otro hidroxilo vecino a alguno
de ellos,seguramente al HO-4' debido al corrimíento con
ácido bórico de la banda I.

El espectro de 1H-RMNcorrobora estas suposicio
nes ya que las señales correspondientes al anillo B indican
una sustitución 3', 4'(esqueleto de luteolina ,figura 73).

FIGURA73:Esque1eto de luteolina

El singulete a'6,50ppm es 1a única señal prove
niente del anillo A y el H-3 de flavona resuena a 6,69 ppm
como se observa en la figura 74.

La presencia de un solo hidrógeno en el anillo
A,indica la existencia de un sustituyente en C-6 6 C-8;observan
do el espectro de 1H-RMN,la única posibilidad es un azúcar.

Por tratamiento con ácido clorhídrico 7%en meta
nol-agua,1-1 ,no fue posible el aislamiento de una aglicona,
aún cuando no se recuperó el producto de partida y la extrac
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OH -5

1FIGURA 743Bspectro de H-RMNdel compuesto 131

ción con n-butanol de la fase acuosa rinde más de un pro
ducto de origen flavonóideo.

Estos dos hechos son evidencias que llevan a su
poner la estructura de un C-glicósído,ya que estos compuestos
en medio ácido sufren reordenamiento de Wessely-MosserC capí
tulo III,página 35 ),no siendo posible hidrolizar la unión
C-glicosídica.

En la fase acuosa proveniente de la hidrólisis,
se identificó manosa por CCDde celulosa con testigos y por
CGLdel manitol acetilado obtenido por reducción con borohi
druro de sodio y posterior acetilación.

Si se compara la señal a 6,50 ppm con los datos
de literatura correspondientes a los 6-C- y 8-C- glucósidos
de luteolinasó( tabla 14) se puede asignar la señal de 6,50
ppm al H-8 de un anillo de luteolina.
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H-6 H-8 H-3

orient1na(1ute011na- 6,30 6,67
8-C-g1ucósido)

isoorientinaCluteolina- 6,54 6’70
6-C-g1ucósido)
compuesto 131 -——— 6,50 6,69

Tabla 14:Datos de 1H-RMNpara los H-3, 6 y 8.

Por 10 tanto,e1 compuestolil presenta el C-6
C-glicosidado.El 13C-RMNconfirma este dato ya que 1a señal a
93,3 ppmque aparece ennel espectronigura 75) correSponde
al C-8 de luteolina sin sustituir,míentras que 1a señal del C-6
que debería resonar en la zona de 98-100ppm,está desplazada
a 108,0ppmdebido a la C-glicosidación.

13
FIGURA 75:Espectro de C-RMNdel compuesto 1 1.
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Queda entonces por establecer la naturaleza de la
unidad C-glicosídica y la posición de la unión de manosa a esa
unidad.

La presencia de dos unidades de azúcar también se
evidencia por los datos del espectro de 1H-RMN,yaque apare
cen dos señales en la zona de H-anoméricos, una a 4,30 ppm
como doblete con un J de 2Hz y otra a 4,70 ppm como doblete con
un J de 8Hz. Por otra parte el eSpectro de 13C-RMNmuestra
una señal correspondiente al carbono anomérico de una unidad
de O-glicosilo a 102,4 ppmy nueve señales entre 61,3 y 81,3
ppm entre las que se encuentra el carbono anomérico de una
unidad de C-glicosilo.

La posición de unión de la manosa pudo determinarse
por EMdel derivado permetilado de lil y por H-RMNdel deri
vado peracetilado.

Comose vio en el capítulo IlI,es posible distin
guir entre O-glicosil-C-glicósidos de di-C-glicósidos por
EMde los derivados permetilados y además se puede estable
cer el sitio de unión entre ambos azúcares,ya que en cada
caso se obtendrá un espectro de masas distinto.

El EMdel derivado permetilado de lil da un patrón
de rupturas típico de una 2"—O—hexosil-ó-C-hexosilflavona
(figura 76); con un M+de m/z 764,ausencia de M-15 y M-31 y
un ión g pico base a m/z 529.

En la tabla 15 se compara este eSpectro con el de
luteolina-2"-O-glucopiranosíl-6-C-glucopiranósido 191, ob
servándose Concordancia de los datos.

fragmento compuesto 104 compuesto 1 1
m/z(%)

M+ 764(S) 764(2)
M-15 ___ ___
M-31 ___ _c;
SO. ___ ___

J M
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fragmento compuesto 193 compuesto lil

so s45(44) s45(75)
s 529(100) 529(100)

5-32 497(7) 497(19)
¿ 385(7) 385(21)
i 371(34) 371(95)
5 355(9)' 355(47)

OMe

í) Ar
OMe\

Md)

g_m/z 529

PMnnmsa ‘ Mim

S-MeÓH m/z 497

CHbe
ó Ar _

mw3\ Ap4}hó4}% AP{H—Ó1 Ar41g

OH

ggrmu.s4s

Ar=1uteolina permetilada; PMmanosa=manosa permetílada

FIGURA76:Esquema de rupturas del compuesto 131
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Unamanera habitual de verificar la unión intergli
cosídica 1——o2,esmediante 1H-RMNdel derivado peracetilado, ya
que es sabido que el metilo del acetato del HO-Zen el tetra
acetato de Cïglucosil benceno sufre una protección del orden de
0,3ppm con reSpecto a los otros metilos de acetato,debido a que
que se encuentra en 1a zona de protección creada por la corriente
diamagnética de los electrones w del anillo164.

OAc
Ac

AcOHZC

Acetato 5
O OAc

2 1,78
3 2,04
4 2,03
6 1,98

benceno-C-glucósido
tetraacetilado.

La ausencia de la señal en la zona 1,75-1,80 ppm
en el derivado acetilado indica-que,la posición 2 está ocupada
por algún sustituyente.

En el caso del derivado acetilado de 131 no aparece
ninguna señal en la zona 1,70-1,80 ppm,estando todos los aceta
tos de azúcar entre 1,97 y 2,05 ppmy los acetatos de los hidro
xilos fenólicos entre 2,35 y 2,50 ppm;confirmandose de esta mae
nera la unión de la manosa a1 HO-Zde la unidad de C-hexosilo.

La identidad del C-hexosilo se determina habitual
mente por 13C-RMN,dada 1a imposibilidad de hidrólisis del C
glicósido.

Si se comparan los datos del eSpectro de 13C-RMN
de 131 con los de literatura puede concluirse,sin lugar a
dudas, que la unidad de C-glicosilo corresponde a C- p-D-gluco



piranosa sustituida en la posición 2,comopuede verse en la ta
"bla 16

C-glucosa compuesto lia compuesto lá; compuesto l_l

c-1 71,4 71,9 71,3».
c-z 81,0 ¡79,7 80,0

78,4 78,8 78,5
c-4 70,3 70,5 70,3

81,0 80,8 81,3
60,9 60,4 61,2

compuestolág: apigenina-ó-C-(2"-0-glucopíranosilglucopira
nóSido)—7-O-galactopiranósido.
compuestoláázapigenína-ó-C-(Z"-O-ramnopiranosi1- p-D-gluco
piranósido)—7-0-galactopiranósido.

Tabla 16

La configuración del carbono anomérico de la manosa
se determinó por hidrólisis enzimática con o-manosidaSa.La pre
sencia de manosa luego de 1a incubación a 37°C indica que la
unión interglicosídíca es a .

El espectro de 1H-RMNconfirma este dato,ya que la

señal a 4,30ppm tiene un J1,2=ZHz(acop1amiento ecuatorial
ecúatorial) que coincide con el del o-metilmanósido, mien

tras que el p-metilmanósido tiene un J1,2=4Hz[acop1amiento
axial-ecuatorial).

La configuración del carbono anomérico de la glu
cosa es p ya que la señal de H-RMNa 4,70 ppm tiene un

J1,2=8Hz correspondiente a un acoplamiento axial-axial del
anómero p .Esto también se confirmó con la señal de 13C-RMN



132

71,3 ppmcorreSpondiente a p-C-glucosa unida ai anillo
aromático(ver tabla 16). .

En Base a todos estos datos se llega a la conclu
sión que el compuestolil es luteolina-ó-C-(2”-O-a-D-manopi
ranosil-p-D-glucopiranósido)(figura 77).

La hidrólisis enzimática de lil libera ademásde manosa,
el ó-C-glucósido de luteolina( isoorientina) 22(figura 78),que
también esta presente en la planta,en la fracción minorita
ria de glicósidos.

Esta presencia se confirmó comparando por CCDy
CLARal producto de hidrólisis con la fracción aislada de la
planta.

En esta fracci6n(menos polar que la que contiene a1
diglicósido) también se encuentra orientina(1uteolina-8-C
glucósido) 32(figura 78),que ya fue descripta en-la literatura14

FIGURA77: Estructura del compuesto 131

R1 =C-glucosa R2= H
orientina gg
R1 =H R2: C-glucosa
isoorientina 30W
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Análisis estructural del compuestolíCtricína)

La fracción menospolar del extracto(la última
en eluir de la columna de Sephadex LH-ZO) posee en su com
posición solamente una flavona en cantidad suficiente como
para ser aislada.

Esta flavona resultó ser trícina líCfigura 79)
ya aislada‘en Pbalnwcu, comparando este compuesto por CCD
y CLAR.

OH

tricina li
FIGURA 79
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Correlación de los resultados obtenidos del estudio químico
de Poa huecu y Poa annua.

El extracto de éter de petróleo de ambasplantas
presenta gran similitud en varias de sus fracciones constitu
yentes_

La composición de las fracciones de hidrocarburos
y alcoholes lineales es prácticamente 1a misma, siendo el hi
drocarburo n-ngH60 y el alcohol n-C26H540los compuestos más
abundantes en ambos casos.

Algo similar ocurre con la fracción correspondiente
a los esteroles.En las dos plantas se encontraron A - este
roles, esteroles saturados y cetonas esteroídales.Existen
pequeñas diferencias en las fracciones ya que 5,6-dihidro
colesterol y 5,6-dihidrocampesterol fueron aislados unicamente
enIba huecu ,mientras que eStigmasterol fue aislado en Poa annua.

La diferencia más importante entre los dos extrac
tos se observó en la fracción triterpénica. Mientras Pbainecu
presentó una serie de ¿etonas triterpénicas( germanicona, lu
penona, hopenona y ciclolaudenona ),todas con diferente esque
leto básico; Pbacnmúano presenta cetonas triterpénicas.

En ninguna de las dos plantas se encontraron metil
éteres de triterpenos,compuestos que son habituales en otros
géneros dentro de la familia.

En el extracto metanólico,las dos plantas muestran
una composición similar en los percolados clorofórmico y acuoso,
y diferencias importantes en el percolado metanólico.

Del percolado clorofórmíco se aislaron los 3-0
glucósidos de los AS-esteroles presentes en cada planta, y
del percolado acuoso se destacó 1a presencia del alcaloide
cuaternario colina.

Con respecto al percolado metanólico,en Poa
huecu la fracción mayoritaria del mismoestá compuesta por agli
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conas de flavonoides y cumarinas;en szannwz la fracción princi
pal corresponde a C-glicósidos de flavona.

El único componente común a ambos percolados es
tricina,una flavona presente en la mayoría de las gramíneas.

En Pbalwecu se aislaron tres flavonas y dos cuma
rinas y las fracciones correspondientes a los glicósidos de
flavonoides no presentan compuestos en cantidades apreciables.

En cambio Poaannua posee tres C-glicosilflavonas y
comoaglicona solo se aisló tricina.

En la tabla 17 puede verse un cuadro comparativo
de los compuestos aislados de ambas plantas.

Pbainwcu Pbacnmua

cetonas triterpénicas —
AS-esteroles +

esteroles saturados +
cetonas esteroidales +
glucósidos de AS-esteroles +
colina +
acetilcolina —
tricina +
selagina-umbeliferona-escopo- .
1etina-5,7,3'-trihidroxi-4',5'- 4
dimetoxiflavona
C-glicósidos de flavona —

Tabla 17
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Acción antimicrobiana de los extractos de Poahuecu.

Se ensayó 1a acción antimicrobiana del extracto
de éter de petróleo y de los percolados clorofórmico,acuoso y
metanólico de Ebaíuecu frente a una serie de bacterias Gramposi
tivo y Gram negativo.

En la tabla 18 se describen los resultados ob
tenidos;expresando las actividades de los extractos como
concentraciones inhibitorias mínimas( ¡ig/m1).

clasifica- clorofor
ción. E.P. m0. HZO MeOH

1) Staphylococcus aureus Gram + —— —- _ __
2) Staphylococcusfaecalis " — —. _ _
3) Enterobacter aerogenes — —— _ __
4) Micrococcus lutens 1000 — _ __.
5) Bacillus subtilis 4000 ——— __. __.

6) Salmonella newport Gram - —— — _ _
7) Salmonellaoranienburg — _. ._ _
8) Escherichiamolildm — _ _ _
9) Escherichia coli B —— _ _ _
10) Klebsiella pneumoniae — __. _ _
11) Serratia marcescens — __. _ _
12) Pseudomonasaeruginosa — — _ _
13) Proteus vulgaris — — ._ __
14) Mycobacterium phlei 500 2000 — 1000

Tabla 18

Si se toma 500 ¡lg/ml como valor aceptable de inhi
bición,puede considerarse a1 extracto de éter de petróleo
inhibidor del crecimiento del Mycobacteriumphlei.
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Se realizaron antibiogramas con cada una de las ocho
fracciones del extracto de éter de petróleo,encontrándose
que la última de las fracciones eluídas de la columna madre
del extracto, es la responsable de la inhibición; la fracción
7 presenta una pequeña inhibición y las demás fracciones son
totalmente inocuas.

De la fracción 8 del extracto de éter de petróleo
se aislaron los derivados del ácido cinámico: ácido ferú
lico, ácido p-cumárico, ácido cafeico,y ácido sinápico.

Este trabajo fue realizado por la Lic. Claudia
n.Tomes bajo la dirección del Dr. Alberto A.Viale en la cá
tedra de Microbiologia e Inmunología del Departamento de
Química Biológica de FCEN ( UBA).
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PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentos y métodos empleados

Los puntos de fusi6n(PF) fueron determinados en un
aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los e5pectros de absorción ultravioleta (UV)de fla
vonoides y cumarinas se realizaron en un espectrofotómetro

'Beckman DK-ZA.Enlos espectros UVde flavonoides se utiliza
ron como reactivos de de5plazamientozmetóxido de sodio(NaMeO)
al 5% en metanol,cloruro de Aluminio (A13C1) 315% en metanol,
ácido clorhídrico acuoso(HCl)1-1,acetato de sodio anhidro
(NaAcO) y ácido bóricoCHSBOSJ sólido.

Para cumarinas se utilizó comoreactivo de des
plazamiento Na Me0.En todos los casos mencionados se usó
metanol como solvente.

La determinación de la concentración de azúcares
por medio de la reacción con fenoleolución acuosa al 5%) y
SO4H2(concentrado) se efectuó en un espectrofotómetro UV
visible Spectronic-20,midiéndose a 490 nm.

La determinación de la concentración de protei
nas por lectura a 280 nm se realizó en un espectrofotómetro
Gilford 260.

Los eSpectros de absorción infrarroja(IR) se reali
zaron en un e5pectrofot6metro Perkin-Elmer 137-3 Infracord y en
un espectrofotómetro Perkin-Elmer 710-B,en pastillas de KBr
o en suspensiones de nujol.

Los eSpectros de resonancia magnética protónica
(1H-RMN) se efectuaron a 60 MHzen un espectrómetro Varian
A-360,a 100 MHzen un espectrómetro Varian XL-100.Los espec
tros de 13C-RMNse efectuaron a 25,2 MHzen un eSpectrómetro
VarianXL-100.

Las abreviaturas qüe se utilizan en la descripción
de los espectros son: s singulete; d doblete; t triplete;
c cuarteto y m multiplete.Los desplazamientos químicos se
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expresan en ppmy las constantes de acoplamiento\(J)en Hz.
Comoreferencia interna se utilizó en todos los

casos tetrametilsilano y el solvente en que se disolvieron las
muestras se indica en cada caso.

Los espectros de masas se realizaron a 70 eV
en un espectrómetro de masas Varian Mat.CH-7Acon inserción
directa.Las cromatografías gas-líquido combinadascon espec
trometría de masas(CGL-EM)se efectuaron en un cromatógrafo
Varian 1400 acoplado al eSpectrómetro de masas Varian Mat-CH
7A con procesador de datos(computadora Varian Mat Spectro
System 166 con teletipo Tektronix 4010-1 e impresor Tektronix
4631) y en un espectrómetro de masas Hewlett-Packard 5995-A.

Todos los solventes utilizados en cromatografía
fueron purificados por destilación.y evaporados a.presi6n
reducida a temperatura menor de 50 °C.

Todas las mezclas de solventes utilizadas en croma:
tografía están expresadas en relaciones de volumen( v/v).

Métodos cromatográficos

Cromatografía en capa delgada (CCD):Se utilizaron placas pre
paradas con silicagel G(Merck)con indicador fluorescente a
254 nm,de un espesor de 250 micrones,activadas una hora a 105
°C ;cromatop1acas de silicagel G-60 F254(Merck),ce1ulosa F
(Merck) y alümina F254(Merck) de 100micrones de espesor.

Tambiénse utilizaron cromatoplacas de alta reso
1uci6n( HPTLC) de silicagel 60 F2S4 y celulosa F. En todos los
casos se utilizó 1a técnica ascendente.

Comorevelador universal se empleó SO4H2-HAc0en
relación 1-1.Comoreveladores eSpecíficos se utilizaron:
a)para terpenos anisaldehido al 5%en isopropanol y luego
SO4H2—AcOH 1-1
b)para alcaloides reactivo de Dragendorff segun Thíes,Reuther,
modificación de Vagujfalvi 65.
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c)para compuestos fenólicos FeCl3 al 2%en etanol.
d)para azúcares AgNO3en acetona al 5% y luego KOH2% en
etanol-agua 1-1
e)para cetonas 2,4-dinitrofeni1hidracina 1%en etanol-HCl
10-1

f)para aminoácidos ninhidrina 3%en n-butanol.
En todos los casos se calentó el cromatograma a

105-110 °C durante 10 minutos.
Cromatografía en columna(CC):Losrellenos utilizados fueron:
silicagelH (Merck),Sephadex G-ZS,Sephadex LH-20( Sigma1,DEAE
celulosa y alümina neutra (Woelm).

Las columnas de silicagel H fueron eluidas a me
diana presión con aire comprimido o con una bomba impulso
ra de solventes Prominent-Electronic 1001 SCJ con amortigua
dor de pulsos.Los solventes de elución se indican en cada
C350 .

Cromatografía líquido-líquido de alta resoluciónCCLAR):

Se utilizó un cromatógrafo líquido-líquido
Waters 6000 A con detector UVonda fija(254 nm) Waters 440.

Se trabajó en condiciones de cromatografía anali
tica y se utilizó una columna pBondapack RP 18( 30cmux
4mm,10pm).La señal de salida del detector se registró con
un graficador Sargent modelo SR.

Comosolventes de elución se emplearon distintos
gradientes de metanol-agua.El metanol se purificó reflujándolo
sobre NaOHaproximadamente 8 hs. y luego bidestilándolo,mien
tras que el agua se purificó por bidestilación.
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Cromatografía gas-líquido(CGL):

Se usaron los siguientes cromatógrafos: Hewlett
Packard 5830 A y 5840 A,ambos con detector de ionización de
llama(FID) y nitrógeno comogas portador.

Excepto la fase de columna ECNSS-M,todas las demás
tienen como soporte Chromosorb W-AW-DMCS,malla60-80.En cada
caso se indica la columnay condiciones utilizadas.

La fase ECNSS-Mtiene como soporte Chromosorb Q.

Reacciones generales:

1)Acetilación:Todas las acetilaciones se efectuaron con anhídri
do acético-piridina (0,9-1) a temperatura ambiente durante
12-20 hs.;los productos fueron aislados por evaporación de la
mezcla acetilante o por precipitación de los productos en agua
acidulada a 0 °C y posterior filtración.
2)Trimetilsililación:Se agregaron cantidades iguales de hexame
tildisilazano y trimetilclorosilano a la muestra disuelta
en piridina.Se agitó durante 5-10 minutos y se evaporó a se
quedad a presión reducida.El residuo se tomó con C13CHanhi;
dro y se filtró a través de un embudode vidrio sinterizado
para eliminar las sales inorgánicas formadas.

El filtrado se llevó a sequedad obteniéndose así
el producto trimetilsililado.
3)Preparacíón de alditoles acetilados:Se sintetizaron alditoles
acetilados para estudiar 1a composición de hidratos de carbono
provenientes de la hidrólisis de distintos glicósidos por
CGL166,167

Los monosacáridos disueltos en agua se redujeron
con NaBH durante 12-15 hs. a temperatura ambiente.El exceso4
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de NaBH4
eliminó con metanol por repetidas evaporaciones.

se destruyó con ácido acético;el BOSHSformadose

Los alditoles Obtenükfi se acetilaron de la manera
usual.

Material vegetal

szhuecuPar.:ejemplar de herbario SI 14036.Recolectada en 1a
eSthia.Llamuco,Zapala por INTACZapala)y en 1a zona de Bari
loche por INTACBariloche).Se empleó planta entera en todos
los estudios.
Iba annuals.:ejemplar de herbario BAFC1343 .Recolectada en la
Ciudad Universitaria de Bs.As. e identificada por el Lic.
Enrique Zallocchi.Se empleó planta entera en todos los estu
dios.

Las plantas enteras fueron secadas a 37 °C en
estufa con circulación de aire y molidas posteriormante
en un molino Wiley modelo ED-S.

El material molido fue extraído en Soxhlet con
los solventes que se indican en cada caso.Los extractos ob
tenidos fueron evaporados a presión reducida a menos de 50°C
hasta eliminación del solvente

En el caso de Pbainecuse efectuó una extracción,
posterior a la de los solventes orgánicos,con agua a tempera
tura ambiente,en batch y con agitación.El agua fue eliminada
en un liofilizador Eliovac.
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ESTUDIO QUIMICO DE POA HUECU

Se extrajeron con éter de petróleo(60-.80 °C)
2,5 kg de planta entera,seca y molida,obteniéndose 48,34 gr
de un extracto verde( 1,9 %del_peso seco)e1 que se refiere
comoextracto de éter de petróleo.

El residuo vegetal fue extraido con metanol obte
niéndose 169,85 gr de un extracto marr6n(6,8% del peso seco)
el que se denomina extracto metanólico

Este último extracto se fraccionó disolviendo
145 gr del mismo junto con 180 gr de poliamida para columna
en metanol.

Se percoló la pastilla formada luego de evaporar
el solvente con 2,3 l de CLSCH,obeniéndose 65,30 gr de un ex
tracto verde oscuro( 45 %del extracto metanólíco y 3,0%
del peso seco total);se continúo la percolación con 2 1 de
agua ,obteniéndose luego de liofilizar el solvente 60,90 gr
de un jarabe marr6n(42% del extracto metanólico y 2,9% del
peso seco total).Por ültimo,se percoló con 1,5 l de metanol,
pesándose 8,3 gr de un extracto marr6n( 5,7 %del extracto
metanólico y 0,4%del peso seco total).

Estos tres últimos extractos se referírán como
percolado clorofórmico,percolado acuoso y percolado metanólico.

El residuo vegetal fue,por último,extraído con agua
en batch utilizando 100 gr de material vegetal con 800 ml de
agua,repitiendo la operación varias veces.Luego de liofilizar
el agua se obtuvieron 2,0 gr(en promedio) de un polvo marrón
(2%del peso seco total).
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO DEZÏM HUECU

24,0gr del extracto de éter de petróleo fueron sem
brados en pastilla,en una columnade silicagelH(100 gr),elu
yéndose sucesivamente con éter de petróleo,gradientes de éter
de petróleo-CISCH,C13CH y gradientes deClSCH-metanol.hasta
llegar a una relación C13CH-metanol7-3.Se obtuvieron ocho
fracciones que se detallan a continuación.

Fracción N° masa(gr) componentes

1 1,50 hidrocarburos
Z 5,68 ceras
3 1,88 cetonas y alcoholes triter

pénicos
4 2,06 alcoholes lineales
5 2,14 ” " y cetonas

esteroidales
6 2,11 esteroles
7 1,54 producto marrón no analizado
8 7,40 ácidos fenólicos.

De la fracción 1 se obtuvieron hidrocarburos li
neales que fueron estudiados por CGLy CGL-EMcon testigos

La fracción 2 esta constituida principalmente
por ceras,hecho que se verificó por el eSpectro IR de la mez
cla(KBr pastilla)cm-1: 2900(tens. C-H),1740(tens. c=o) fuerte,
1475(defor. C-H),1180(tens. C-O),740(defor. C-H) fuerte.

La saponificación con KOH40%en etanol-agua 1-l,
seguida por extracción con éter etílico,permiti6 detectar la
presencia de n-hexacosanol(n-C26H54O) como componente alcoho
lico mayoritario y en menorproporción los alcoholes lineales
C H 0, C H 80, CSOHÓZO, C32H660, C34H700, y los alcoholes24 50 28 5

de la serle zso C24H500, C26H54O, C28H580, CSOHÓZO,C34H700‘
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La fracción 3 fue cromatografiada en columna de si
licagel H utilizando éter de petróleo-CIZCH2,75-25,comoelu
yente.La fracción principal recolectada de la columna fue ana
lizada por CGLcon columna capilar con sustancias testigos y
por CGL-EMdeterminándose la presecia de lupenona llg,ciclo—
laudenona ll; y hopenona llÉ.De una fracción minoritaria se
aisló germanicona 192 pura que fue identificada por EM,1H-RMN
y 13c-RMN

La fracción más polar de la columna con que se
separó la fracción 3,mostró por CGLla presencia de por lo me
nos tres compuestos de los cuales fue identificado el mayo
ritario como lupeol lll por CGL-EMy comparación con muestra
auténtica por CGL.

La fracción 4 también fue cromatografiada en co
lumna de silicagel H obteniéndose casi con exclusividad alco
holes lineales de 24 a 34 átomos de número par de carbonos,
siendo el n-hexacosanol lgg(n-C26H54O)el principal y alcoho
les de la serie iso de 24,26,28,30 y 34 átomos de carbono.La
recristalización de esta fracción con acetona permitió obte
ner n-hexacosanol puro.

La fracción 5 cromatografiada en columna de silica
gel H rindió dos grupos principales de compuestos,que son los
alcoholes lineales antes descriptos y las cetonas esteroi
dales,las cuales,analizadas por CGL-EMfueron identificadas
comocampesterona 112 y sitosterona 111.

La fracción 6 está compuesta principalmente por
alcoholes y cetonas esteroidales.El análisis se efectuó por CGL
y CGL-EMidentificándose:colestan-S- p-ol(5,6-dihidrocoleste

rol) ZZ;5,6-dihidrocampesterollg; 5,6-dihidrositosterol lá;
colesterol 13 ; CampesterolZ; ; sitosterol Z; ;estígmasta
3,5-dien-7-ona y sitosterona 111.

La fracción 7 no fue estudiada y la fracción 8
contiene una serie de ácidos,ya que por metilación en placa de
silicagel G con diazometano en éter etílico muestra por lo
menos quince manchas de mayor Rf que las correSpondientes a la
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fracción original
El análisis por CCDde los ácidos libres comode

los metil ésteres y el análisis por CLARcon testigos permi
tió identificar una serie de ácidos cinámicos sustituidos.en
tre los que se encuentran sinápico lá ,p-cumárico g , cafeico
112 y ferülico lg. Dada la complejidad de la mezcla no se
pudieron aislar los componentes de la misma.

Datos espectroscgpicos y constantes físicas de los compuestos“
aislados del extracto de éter de petróleo de Pbalnwcu

Hidrocarburos

Se analizaron por CGLcon testigos y por CGL-EM
En CGL se utilizó una columna OV-101 2% a 235 °C en condicio
nes isotérmicas.

tR(fórmula, %): 1,06(n-C23H48,0,06); 1,34(n-C24H50,0,07);
1,71(n-C25H52, 0,6); 2,21(n-C26H54 , 0,2); 2,88(n-C27H56, 2,4);
3,79(n—C28H58,0,85); 5,37(n-C29H60, 52,4); 6,61(n-C30H62, 0,9);

9,21(n—C31H64, 32,2); 11,50(n—C32H66, 0,3); 15,47(n—C33H68,
9,6); 20,08(n-C34H70, 0,3); 26,44(n-C35H72, 0,3).

En CGL-EMse utilizó una columna SE-30 3%,longi
tud 1,8 m y se trabajó en las mismas condiciones.Se efectua
ron los espectros de masas de los picos más importantes y en
todos los casos se observó que se trataba de hidrocarburos liL.
neales;por ejemplo para el hidrocarburo n-ngHóose obtuvo:
m/z(%): 408(M+,21,2), 379(M+—Et,1,1), 365(1,4), 351(2,8), 337
(2,2), 323(2,6), 309(2,5),295(2,5), 281(1,5), 267(2,4), 253(2,2)
239(2,5), 225(3,0), 211(2,7), 197(3,0),183(3,0), 169(3,0), 155
(4,5), 141(5,0), 127(6,6), 113(9,4), 99(12,5), 85(34,5), 71(59,3)
57(99,3), 43(100).
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Alcoholes

Tanto los alcoholes provenientes de la hidrólisis
de ceras como los que se encuentran libres fueron analizados por
IR,CGL con testigos y CGL-EM.
IR(pastilla KBr) cm-1: 3420(tens.OH),2920(tens.C-H),1435(defor.
C-H),1100(tens. C-O),760(defor.C-H).

CGcholumna OV-17 3%,longitud 1,2 m,temperatura 220 °C,isotér
mica

tR(f6rmula, %) minutos: 3,72( iso-C24H500, 0,06)z 4,00(n-C24H500,
0,15); 4,68(i30-C26HS40, 0,04); S,01(n-C26H540, 47,83); 5,85
(iso -C28H580,O,04); 6,21(n-C28H580, 8,64); 7,02(iso-C30H620, 4,76)
7,57(n-C30H620, 16,0); 9,52(n-C32H660, 3,08); 10,16(i30-C34H700,
5,72);11,94(n-C34H700, 11,40).

En CGL-EMse utilizó una columna 0V 101 2%, 1,2 m de
longitud a 250°C,isotérmica.Para el n-hexacosanol se obtuvo:
EMm/z( %): 364(M-H20,3,4), 336( 364-CH2=CH2,1,4), 294(10,S),
280(0,8),266(0,8), 254(1,4), 238(1,9), 224(2,3), 210(3,2), 195
(5,9), 181(7,6), 167(10,8), 153(15,9), 139(23,2), 125(37,8),
111(58,0), 97(88,0), 83(81,0), 71(47,2),69(68,2), 57(93,5), 55
(84,3),43(100),41(58,7).

Por recristalización de la mezcla de alcoholes con
acetona se obtuvo n-hexacosanol puro(por CGL).

PF n-hexacosanol=78-79°C;lit.168=80°C

Cetonas triterpénicas

135
germanicona 109 : PF=182-184 °C(metanol-agua);lit. =186 °C
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EMm/z(%):425(M+1, 7,1), 424(M, 20,7), 409(M—CH3,29,4), 218
(anillos D y E,14,1), 205(anillos A yB + anillos D y E,53,4),
204(anillos D y E,63,6), 203(14,7),189(anillos D y E,64,4),
177(RDAen múllo D+anillo c,100), 133(10,9), 109(26,9).

1H-RMNUoo MHz,DCC13)ppm: 0,76(s,3H,CH3—27),0,96(s,6H,CH3-29
y 30), 0,98(s,3H,CH3-25), 1,05(s,3H,CH3-24), 1,09(s,6H,CH3-23
y 28),1,12(s,3H,CH3—26),.2,48(m,2H,CH2-2),4,86(s ancho,1H,H-19).

13c-RMN(25,2 MHz,DCC13)ppm: 14,5(c-27), 15,9(C—25), 16,6
(c—26), 19,7(C-6), 20,9(c-24), 21,7(C-11),25,7(C-28), 26,2
(c-12), 26,9(c-23), 27,5(c-15), 29,2(c-30), 31,3(c-29), 32,3
(c-zo), 33,3(c-21), 33,8(C-2)a, 34,1(c-7)a, 34,3(c-17), 36,9
(c-10), 37,3(c-22), 37,6(c-16), 38,5(C-13), 39,9(c-1), 40,6
(c-a), 43,4(c-14), 47,2(c-4), so,5(c-9), 54,9(c-5), 129,7
(c-19), 142,4(c-13), 217,9(c-3)
azlas señales pueden intercambiarse.

El análisis de la fracción original de cetonas por
CGL-EMpermitió obtener los espectros de masas de lupenona 119,
ciclolaudenona ll; y hopenona11;.E1 desarrollo cromatográfico
se efectuó en columna 0V 17 3%,lbngitud 1,8 m,temperatura:
200 290 °C,4°C/min

luBenona 11

EMm/z(%): 425(M+1, 10,3),424(M, 29,4), 409(M—CH3,17,7),.334
(M-43,.6,4),313(28), 245(24,5), 218(anillos D y E, 32,8), 205
(anillos A y B, 100), 204(41,3), 203(3s,5), 189(anillos D y E,
48,9), 133(35,3), 109(97,0).
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ciclolaudenona 11

EMm/z(%): 439(M+1, 4,0), 438(M,.13,4), 423(M—CH3,7,2), 395
(M-43, 4,8), 354(M—84, 4,8), 313(M—cadlat, 12,2), 311(313—2H,

8,0), 300(M—anillo A;C-6-C—19, 9,5),28S(300—CH3, 4,2), 257(22),
216(10,0), 175(300—cadlat, 20,3), 173(18,8), 161(22,1), 149(23,1),
147(28,8), 135(3o,5), 133(3o,5), 123(31,0), 121(42,0), 109(64,6),
107(45,0), 95(100), 81(52,5), 55(85,6), 43(36,3).

hoEenona 11

EMm/z(%):425(M+1, 6,7), 424(M,17,1), 409(M—CH3,4,2), 381(M—43,
3,3), 245(9,0), 218(anillos D y E, 9,1), 205(an11165 A y B,14,5),
204(61,0), 203(17,6), 189(anillos DyE, 89,6), 135(4s,2), 133
(36,9), 109(100).

Las comparaciones con testigos se efectuaron por CGL
en columna capilar SP-Z100,longitud LS m,temperatura ZOO-’280°C,
10°C/minutos.

tR(min.):germanicona 8,61 ;lupenona 8,98 ;ciclolaudenona 9,53 y
hopenona 10,52.

También se efectuó 1a comparación con testigos en
CGLcon columna de fase 0V 17 3%,longitud 1,2 m,temperatura
255 °C,isotérmica.

tR(min.): germanicona 9,33 ;lupenona y ciclolaudenona 10,84
hopenona 11,84.En estas condiciones no se separan lupenona y

i

ciclolaudenona.
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Alcoholes triterpénicos

lupeol 111

EMm/z(%): 427(M+1, 27), 426(M, 79,2), 411(M—CH3,19,6), 408
(M-HZO, 7,8), 393(M—H20—CH3,6,3)383(M-43, 5,5),218(anillos D
y E,71,8), 207(anillos A y B, 92,8), 203(52,8), 189(207—H20+
anillos D y E,.93,S), 109(92,9), 95(90,0), 69(100).

CGL:columnacapilar SP-2100,longitud 15 m,temperatura programada
180—n280°C,10°C/min. ;tR(min.):terpeno l 11,93;lupeol 13,91;
terpeno g 17,59.

Los otros dos compuestos triterpénicos presentes
en la fracción,poseen un M+a m/z 426 y fragmentos típicos
de triterpenos,pero dada la baja proporción en que se encuen
tran y la superposición de los picos,no fue posible identi
ficarlos.

Cetonas esteroidales

El estudio de esta fracción se efectuó por CGL
EM;se trabajó con columna 0V 17 3%,longitud 1,80 m,temperatu
ra 200-»290, 6°C/min. El análisis de los eSpectros de masas
reveló la presencia de campesterona 115 y sitosterona 114

campesterona 11

EMm/z(%): 399(M+1, 6,2), 398(M, 18,36), 383(M—CH3,3,6), 356
(M-cetena, 7,3), 313(M-85, 3,0), 275(M—123,12,7), 271(M—cad.
lat., 7,0), 229(356—cad.lat., 26,0), 147(ZS,3), 124(anillo A+
c-6, 100).
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sitosterona 11

EMm/z(%):412(M, 10,2), 370(M—cetena, 4,4), 289(M—123,10,6),
271(M—cad.1at., 7,0), 229(370—cad.1at., 22,2), 147(24,0),_124
(anillo A+ C-6, 100).

CGcholumna 0V 17 3%,longitud 1,2 m,temperatura ZOO-+280,

5°C/min. ;tR(min.):campe5terona 20,16 ;sitosterona.22,10

Esteroles

El análisis de la mezcla se efectuó por CGL-EM
y la comparación con testigos por CGLcon columna capilar.

E1 desarrollo cromatográfico para el análisis
por EM se efectuó en columna 0V 17 3%,longitud 1,8 m,tem
peratura 200——+290°C,4°C/min.

colesterol li

EMm/z(%): 387(M+1, 28,7), 386(M, 100), 371(M—CH3,35,4), 368
(M-HZO, 46,3), 353(M—CH3¿H20,40,9), 301(M—85,35,5), 27S(M—111,
36,6), 273(M—cad.lat., 20,6), 255(273-H20, 38,4), 247(M—139,17,7),
231(273—42,22,1), 213(255_42, 39,4),173(26,0), 161(56,5),
148(33,7), 107(55,1), 106(63,6), 93(10,1).

5,6-dihidrocolesterol ZZ

EMm/z(%): 389(M+1, 20,0), 388(M,100), 373(M—CH3,35,5), 37o
(M-HZO, 8,5), 355(M—CH3—HZO,5,5), 27S(M—cad.lat., 28,4), 257
(275-H20, 6,8), 233(275—42,54,6), 215(257_42, 45,3), 109(18,3),
95(16,4), 81(13,4)
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campesterol Z;

EMm/z(%): 401(M+1, 31,1), 400(M,100), 385(M—CH3,22,1),382
(M-HZO, 33,9), 367(M—CH3—H20,25,3), 315(M—85, 36,1), 289(M—
111, 23,7), 273(M—cad.lat., 14,9), 255(273—H20,5,4), 231
(273-42,9,9), 178(6,0), 163(7,0), 145(9,6), 109(5,7), 95(9,6),
81(9,5), 69(14,4),.57(5,8).

5,6-dihidrocampesterol 1Q

EMm/z(%): 403(M+1, 29,0), 402(M,100), 387(M—CH3,23,0), 384
(M-HZO, 6,1), 369CM-CH3—H20,12,0), Z75(M—cad.lat., 3,1), 257
(275-H20, 3,1), 233(275—42,39,5), 215(2s7—42,36,7),180(2,7),
165(9,8), 147(13,1), 109(7,8),95(13,4), 81(13,3).

gitosterol zz

EMm/z(%): 415(M+1,31,2), 414(M, 100), 399(M—CH3,19,5), 396
(M-HZO, 28,6), 381(M—CH3-H20,17,2), 329(M;85, 28,8), 303(M—111,
13,8), 273(M—cad.lat., 9,2), 255(273-H20, 11,9), 231(273—42,
10,0),213(255—42, 16,4), 178(5,0), 163(5,6), 14S(6,0), 109(4,1),
95(8,1), 81(8,3), 57(28,1), 43(76,0).

5,6-dihidrositosterol lá

EMm/Z(%): 417(M+1, 32,3), 416(M, 100),401(M—CH3, 32,5), 398
(M-HZO,41,4), 383(M—CH3—H20,13,0), 275(M-cad.lat., 9,8),257
(275-H20, 1,4), 233(27s—42, 37,9), 215(257—42, 15,4), 180(1,0),
165(3,7), 109(5,7), 95(8,1), 81(8,3).

estigmasta-S,S-dien-7-ona 11

EMm/z(%): 411(M+1,25,0), 410(M, 75,0), 395(M—CH3,5,0),269
(M-cad.lat., 25,1),227(269—42, 5,0), 187(M—cad.1at.—82,28,0),
174(M—cad.lat.—95, 100), 161(M—cad.1at—108,40,0),159(174-CH
10,0), 134(18,1), 81(10,3),S7(7,0), 43(20,0).

3!
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CGcholumna capilar SP-2100,longitud 15my 0,2 mmde diámetro
interno,temperatura 150——»280°C,10°C/min.

tR(min.):hidrocarburo esteroidal l 12,11 ;hidrocarburo esteroidal
2 12,81 ;hidrocarburo esteroidal É 13,13 ;colesterol 13,44 ;
5,6-dihidrocolesterol 13,61 ;campesterol 13,81 ;5,6-dihidrocam
pesterol 14,02 ;sitosterol 14,52 ;5,6-dihidrositosterol 14,95 ;
estigmasta-S,5-dien-7-ona 15,50 ;sitosterona 16,14.

CLARde ácidos fenolcarboxílicos

El desarrollo de los cromatogramas se efectuó con
los siguientes solventes:
1)metanol-agua 55-45
2)metanol-agua 1-1
3)metanol-agua 42-58
4)metanol-agua 39-61

tR(min.)
solvente 1: ácido p-cumárico 3,88 ;ácido sinápico 4,25 ;ácido fe
rúlico 4,13 ;fracción 8: 3,50-3,88-4,10-4,30-4,75 y 6,15.

solvente 2: ácido p-cumárico 4,88;ácido sinápico 4,88;ácido ferü
lico 4,56 ;fracción 8: 3,50-3,75-4,56-4,93-6,0 y 7,75.

solvente 3: ácido gálico 3,21;ácido cafeíco 4,81 ;ácido p-cumá
rico 6,69 ;ácido sinápico 7,31 ;ácido ferülico 6,81 ;ácido
cinámico 12,25;fracci6n 8: 3,75-4,81-5,38-6,63-6,88-7,25-11,38
y 13,88.

solvente 4:ácido gálico 3,70 ;ácido cafeíco 5,19 ;ácido pa
cumárico 8,25 ;ácido sinápico 8,88 ;ácido ferülico 8,50 ;áci
do cinámíco 15,75 ;fraccíón 8: 4,25-5,25-6,0-8,38-8,75-10,25
13,88 y 17,38.
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ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DEIïM HMRW

Percolado metanólico

Se subfraccionaron 4,5 gr de extracto en columna de
silicagel H(80 gr).De esta manera se separó el extracto en dos
grupos de sustancias;las agliconas y los glicósidos.El estudio
de estos últimos se vio dificultado por la gran variedad de
compuestos presentes en muypequeña cantidad.

Las agliconas fueron separadas en sephadex LH
20 con metanol como eluyente.

Este tratamiento permitió el aislamiento de cinco
compuestos fenólicos;dos cumarinas y tres flavonas.

Las cumarinas fueron identificadas comoescopole
tina ¿(7-hidroxi-6-metoxicumarina) y umbeliferona ¿(7-hidro
xicumarina),1as flavonas comotricina li(5,7¡4'-trihidroxi
3',S'—dimetoxif1avona),selagina ngCS,7,3',4'-tetrahidroxi
5'-metoxiflavona), y 5,7,3'-trihidroxi-4',S'-dimetoxif1avona
125.

Datos e5pectrosc6picos y constantes físicas de los compuestos
aislados del percolado metanólico

escoRoletina á (ng)

El análisis espectroscópico se efectuó por CGL-EM
y comparación con testigo comercial por CGLy UV.

CGL:columna0V 17 3%,1ongítud 1,2m,temperatura 200°C,isotér

mica; tR(min): 4,90.

UV AEÉSOH:ZSO,ZSS(h),295,341.Esta última banda se de5plaza con
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NaMeO-a 375 nm.

CGL-EMzcolumna0V 17 3%,1,8 m.de longitud,temperatura 130—_.290
°C , 10°C/min.

EMm/z(%):192(M,100),177(M—CH3,61,3), 164(M—CO,28,4), 149
(177—co, 59,5), 121(149—co,32,4), 79(26,4), 69(89,6).

umbelíferona g (10mg)

El análisis eSpectroscópico se efectuó por
1H-RMN,EM, IR, y comparación con testigo comercial por CGL.

EMm/z(%): 163(M+1, 17,0), 162(M, 99,2), 134(M—co,100), 133
(M-HCO,5,2), 106(134-CO, 13,8), 105(134—HCO,37,2), 78(49,0),
77(25,3), 69(19,S).

IRCpastilla KBr) cm'1: 3200(tens. O-H),1710(tens. C=0),1610
1500(tens. C=C),900-840-760(f1exí6n fuerá del plano C-H de
aromático).

1H-RMN(100MHz,acetona-d6) ppm: 6,16(d,1H,JCiS=1OHz,H-3), 6,78
(d,1H,Jm=2Hz,H-8), 6,82(dd,1H,Jm=ZHz y Jo =8Hz,H-6), 7,50(d,
1H,J0=8Hz,H-5), 7,86(d,1H,JCiS=1OHz,H-4).

CGcholumna 0V 101 2%,longítud 1,8m,temperatura 140——a260,10°C/

min.; tR6,30

CLARzeluyentemetanol-agua,3-7,flujo 2 ml/min.;tR(min): umbe
liferona 5,30 ;escopoletina 6,00.
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tricina 15(70 mg)

El análisis espectroscópico de esta flavona se
efectuó por UV, EM, 1H-RMNy 13C-RMN;se analizó además por
CLAR.

uv Aígso“: 349,304(h),269,243(h); NaMe0:415,327(h),276(h),262;
A1C13: 378,368(h),305(h),277; A1c13/Hc1; 378,367(h),304(h),
277; NaAcO: 355,310(h),275,247(h); NaAcO/BOSHS:353,306(h),
270.

EMm/z(%): 331(M+1,20), 330(M,100), 31S(M-CH3, 3,5), 302(M—CO,
5,0), 301(M—HCO,7,0), 300(M—2x CHS, 20), 287(M—CO—CH3,5,0),
181(B;,7), 178(Bï,10), 166(B;—CH3,4),163(Bï-CH3,5), 153(A,+H+,
20),152(A1+,5), 151(B;—CH3x2, 12), 150(B;—OCH3,10), 147(B;—OCH3,
5),125(A1+H+-CO,7), 124(A1—C0, 6).

1H-RMN(100MHz,acetona-d6)ppm:3,99(s,6H,0CH3 3' y 5'), 6,28
(d,1H,Jm=2Hz,H-6), 6,58(d,1H,Jm=ZHz,H-8), 6,74(s,1H,H-3), 7,40
(s,2H,H 2' y 6').

13c-RMN(25,ZMHz,acetona-d6) ppm: 62,2(OQH3 3' y 5'), 93,9(c-8),
98,5(C-6), 103,3(c-3), 104,2(c-2' y 6'), 120,1(c-10), 139,5(c-1')
147,9(c-3' y 5'), 156,9(C-S), 161,0(C-9),163,2(C-7 y c-2),
163,7(C-4'),181,4(C-4).

selagina 126(5mg)

El estudio de este compuesto fue realizado por EM,
UV, 1H-RMN y CLAR.

uvxfiïso“ :347,300(h),270,264(h); NaMeO:400,324(h),272,265(h),
257(h); A1C13: 41o, 306(h),273,265(h),257(h); A1C1/HC1:360,
305(h),274,265(h); NaAcO:410,324(h),274,265; NaAcO/BOSHS:



157

375,270,264(h).

EMm/z(%): 317(M+1,29),316(M,100), 315(M—1,2,8), 288(M—C0,

6), 287(M—HCO,3,9), 286(M-OCH3, 4,3), 273(M—CH3—C0,8,5),167
(8;, 2,9), 164(B;, 7,9), 153(A1+H+,22,9), 152(A;, 2,8),149
(B1—CH3, 10,0), 139(B2—C0, 2,9), 125(A1+H+—C0,5,1), 124(A1—C0,
3,3), 123(A1—HCO,4,7).

1H-RMN(100MH2,acetona-dó) ppm: 3,98(s,3H,QH3u5!),6,27(d,1H,Jm=
ZHz,H-6), 6,56(d,1H,Jm=2Hz,H-8), 6,66(s,1H,H-3), 7,26(s ancho,
2H,H-2' y 6').

5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dimetoxiflavona 125(4mg)

El análisis espectroscópico se efectuó por UV, EM,
1H-RMNy se realizó además CLAR.

UV SÏQOH(nm): 329,284(h),271: NaMeO:350,298(h),278: A1C13:
355,298(h),278; A1C13/HC1:354,305(h),277: NaAcO:350,302(h),
278; NaACO/B03H3 323,270.

EMm/z(%): 331(M+1, 21), 330(M,100),329(M—H, 2,4),315(M-CH

3,0), 302(M—C0, 3,2), 301(M+—HCO,2,4), 299(M—OCH3,1,4), 287
(M-CO-CH3,1,2), 272(8,7), 1818;, 5,0), 178(B;, 7,8), 166(B2—
CHS, 1,5), 163(B1—CH3,7,6), 153(A1+H+, 10,8), 152 (A;.,.2,7),
151(9,8),148(19,2), 147(B1-0CH3, 23,8), 125(A1+H—CO,1,5), 124
(A1—CO, 2,4), 123(A1—HCO, 3,1).

3!

1H-RMN(100MHZ,acetona-dó) ppm: 4,00( s,3H,0c_H3 4l 65'), 4,01
(s,3H,0CH3 4' 6 5'), 6,27(d,1H,Jm=2Hz,H-6), 6,56(d,1H,Jm=2Hz,H-8)
6,79(s,1H,H-3), 7,40(s ancho,2H,H2' 6 6').
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CLARde flavonas:

eluyente:metanol-agua-ácido acético, 1-1-0,01, flujo 1,7 ml/min.
tRCmin.):se1agina8,20 ;tricina 14,0 ;5,7,3'-trihidroxi-4',5I_
dimetoxiflavona 15,25.

Preparación de tricetina 127(S,7¿3';4',5'-pentahidroxiflavona)

Se reflujaron 9mgde tricina lí(5,7,4'-3',5'—dime
toxiflavona) durante 3 hs con 0,15 m1 de HI y 0,15 m1 de anhi
drido acético.Luego se agregó agua y se llevó a ebullición por
10 minutos.El producto desmetilado se extrajo con n-butanol y se
purificó mediante columna de silicagel H,con ClZCHZ-CHSOH,9—1,
como eluyente.
Se obtuvieron 4mgdel producto lil con un rendimiento del 49%.

CH OH
uv Ama; (nm): 269,350.

1H-RMN(100MHz,acetona-d6) ppm: 6,22(d,1H,Jm=2Hz,H-6), 6,45
(d,1H,Jm=2Hz,H-8), 6,SO(s,1H,H-3), 7,00(s,2H,H-2' y 6').

Percolado acuoso

Este percolado está compuesto principalmente por
azúcares libres y aminoácidos.

Por CCDde celulosa F se detectó la presencia de
glucosa,galactosa,manosa,arabinosa y ramnosa,pero no se cuanti
ficó su contenido.

La presencia de aminoácidos se detectó por CCDde
silicagel 60 revelando con ninhidrina,pero no se ana1i26 la
composición de los mismos.
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Sobre este percolado se efectuó una marcha de
alcaloides.

Se disolvió el extracto a pH 1 con HCl obtenién
dose una solución límpida,a continuación se llevó a pH 11 con

COsNazyse extrajo con C13CHobteniéndose un residuo por eva
poración del solvente,que no posee a1caloides(Dragendorff nega:
tivo).

A la solución acuosa remanente se le agregó sal

de Reinecke(Cr(SCN)4(NH3)2)NH4hasta saturación,obteniéndose
un precipitado color bordó(170 mg).Se disolvió el precipitado
en acetona y se desechó el insoluble.

Para eliminar el anión de la sal compleja y libe
rar los alcaloides se eluyó con MeOH1a solución acetónica del
reineckato en una columna de intercambio aniónico Amberlite
IRA-400(forma Ho‘).

Por evaporación del solvente se obtuvieron 45mg
de bases libres que fueron posteriormente separadas por CC
de alumina neutra.

El sobrenadante de la precipitación de los
reineckatos fue extraído con C13CHa pH 8,pH 5 y pH 1, y en
ningún caSOse detectó la presencia de alcaloides.

Las bases libres antes mencionadas daban por CCD
de alúmina dos manchas al ser desarrolladas con n-butanol
agua-ácido acético,4-S-1(fase superior) y reveladas con reac
tivo de Dragendorff ;una de Rf 0,59,color anaranjada. y otra
de Rf 0,47,color rojo.

La separación de estos dos compuestos se efectuó
por CCde alümina neutra,con ClSCH-MeOH-ácidoacético,10-1-0,1.

De esta manera se aislaron 40 mg del compuesto de
Rf 0,47 que resultó ser colina la; ,en función de los datos
obtenidos del espectro de 1H-RMNy co-cromatOgrafía en CCD
con una muestra auténtica.

cloruro de colina
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Para evitar la presencia de la señal del anión acetato,se
procedió al intercambio porrcloruro eluyendo una solución
metanólica del acetato de colina aislado,en una columna
con resina de intercambio anónima Amberlite IRA-400(forma Cl-j.

1H-RMN(60MHz,D20) ppm: 3,19(s,9H,-Ñ(CH3)3), 3,48(m,2H,—gfiz-Ñ),
4,03(m,2H,Ho-ggz- )

El otro componente (Smg) fue identificado como
acetilcolina lgí,identidad confirmadapor co-cromatografía
en CCDconuna muestra de acetilcolina obtenida por acetila
ción de colina comercial mediante la técnica general ya des
cripta.Tambien se confirmó esta estructura por H-RMN
cloruro de acetilcolina

A1 igual que colina para realizar el espectro de 1H-RMN,sein:
tercambió el anión acetato por Cl_.

1H-RMN(60MHz,DZO)ppm: 2,21(s,3H,CH3coo'), 3,30(s,9H,-Ñ(CH3)3),
3,80(m,2H,-Efiz-Ñ), 4,70(m,2H,AcO-gfi2-). 

Percolado clorofórmico

Se separaron por CCde silicagelH( 90gr), 9gr del
percolado,uti1izando C13CHy gradientes de C13CH-MeOHhasta
una relación 1-1,como eluyentes.

La mayoría de las fracciones no fueron estudia
das,ya que presentaban igual composición química que las
fracciones máspolares del extracto de éter de petróleo.Los
esteroles presentes,una vez analizados ,no mostraron diferen
cias con los del extracto de éter de petróleo.

Se encuentran también en este extracto,pero en
muypequeñas cantidades,las cumarinas y flavonas aisladas
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del percolado metanólico.
Es de destacar que en este percolado estan concen

tradas_casi todas las clorofilas y:otros pigmentosde la planta.

Glicósidos esteroidales

Al disolver el percolado en metanol se Separa
un precipitado blanco y abundanteCBOOmg).

Dicho precipitado dio positivo el ensayo de
Liebermann-Burchardtpara esteroles y glicósidos esteroida
les.Por CCDde silicagel con C13CH-MeOH,9-1,seobtiene una
mancha violeta(revelador SO4H2),Rf0,4 y otros pigmentos
fluorescentes a 366mm.

La eliminación de dichos pigmentos se efectuó por
CC de silicagel H(20gr) con C13CH—MeOH,95-S,y luego 9-1.

Dada la polaridad que presentan estos compuestos
en CCD,se hizo una hidrólisis con SO4H2a1 7% en metanol-agua
1-1,en tubo cerrado a 100°C,partiendo de 10 mg de producto y
extrayendo 1a solución,luego de una hora,con éter etílico.

Luego de evaporar el solvente,se efectuó CCD
observándose concordancia de Rf entre la o las agliconas y
los esteroles libres de la planta.(e1uyente C13CH-MeOH,99,5-O,S
Rf 0,5).

Los esteroles aislados de los glicósidos fueron
identificados-por CGLy CGL-EMen columna 0V 17 3%,1,8m longi
tud,temperatura 255°C,ísotérmica.

Se confirmó la presencia de colesterol(tR 7,95 min
y 0,54% en la mezcla),campesterol(tR 9,92 min y 11,1%) y sitos
terol(tR 12,12 min y 59,6%).

Para identificar el o los azúcares presentes se
eliminó el SO4H2con CO3Bay luego se desalificó la solución
acuosa por elución de la mismapor resina catiónica fuerte(
forma H+) y posterior tratamiento con resina aniónica débil
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(forma HO')
x La CCDde azúcares se realizó en placa de celu

losa F,desarrollando el cromatogramacon n-butanol-piridina
agua,6-4-3.Se observo una sola mancha de Rf 0,55 concordante
con el testigo de glucosa.

Se preparó el glucitol acetilado,de acuerdo con
la técnica general ya descripta para alditoles acetílados,y
se cromatografió por CGLcon columna ECNSS-M3%,longitud 1,8m,

temperatura 180°C,isotérmica;tR(min): 36,96 ;concordante con
el testigo.

Se recristalízó la mezcla de glic651dos de esteroles
con etanol obteniéndose luego de tres recristalizaciones sitos
terol-S-p -0-g1ucósido 122 prácticamente puro.Para conocer la
configuración del C-anomérico de la glucosa se efectuó el es
pectro de 1H-RMNdel derivado trímetilsililado:
1H-RMNUoorvmz,ncc13)ppm: 0,68(s,3H,CH3-18),(‘0,83(d,6H,J=7Hz,
CH3-26y 27), 0,84(t,3H,J=6Hz,CH3-29), 0,92(d,3H,J=6Hz,CH3-21),
1,00(s,3H,CH3-19), 3,1-3,82(H-3 y fl-C-OTMSde azúcar), 4,32
(d,1H,J=7Hz,H-1'), 5,36(m,1H,H-6).
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ESTUDO QUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE POA HUECU

El resto vegetal proveniente de las extraccio
nes cOn éter de petróleo y'metanol fue extraido con agua
a temperatura ambiente en batch.

La suSpensión acuosa resultante se centrifugó a
2000 rpm hasta obtener una solución límpida.

En todos los casos se trabajó con 800 m1 de agua
por cada 100 gr de planta,obteniéndose luego de liofilizar
la solución,aproximadamente 2,0 gr de un polvo fino marrón
claro(2% de rendimiento).

Diálisis del liofilizado:

Se suSpendieron 500 mg del extracto en un volumen
de agua de 20 ml.Se efectuó la diálisis de esta su5pensi6n con
una membrana de celulosa(A H Thomas Co) con un poro que permite
el paso de moléculas de un peso molecular aproximado de 3000.

Se repitió el procedimiento con una membranade
poro aproximado a peso molecular 12000-14000.En este último ca
so se redujo la masa del contenido de la bolsa en un 50%
aproximadamente,ya que luego de liofilizar se obtuvo un pol
vo fino que pesó 258 mg.

En ambos casos los componentes tóxicos de1.extrac
to quedan retenidos por las membranas.

Cromatografía del extracto acuoso en Sephadex GmZS:

Se trabajó con una columna de 1,5cm de diámetro
con 1,8gr de relleno.Se partió en cada caso de 100mgde mues
tra,utilizando agua comoeluyente.

Se obtuvieron cuatro fracciones que pesaron:
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fracción masa(mg) %peso respecto
del'total

1 32 34,3

2 20 21,7
3 30 32,6
4 1o 10,9

Sólo 1a primera de las fracciones produjo letalidad
en ratones .

Precipitación del extracto acuoso con distintas proporciones
de etanol

Se trabajó con la soiución acuosa del extracto
en un volumen que conteníalrms 3m3mgde sustancias.Se agregó
etanol gradualmente hasta lOgrar precipitación,hecho experimen
talmente encontrado con 40%de etanol( en volumen), 70%y
85%.Deesta manera,quedó subdividido el extracto en cuatro
fracciones que pesaron:

fracción masa(gr) %pesorespecto
del total

40% etanol 0,0119 4
70% etanol 0,1001 33,9
85 0,0513 17,4
solución rema- 0,1321 44,7
nente.

Las fracciones que precipitaron con 70%y 85%
de etanol ,resultaron tóxicas para ratones,siendo separadas
cromatográficamente por DEAE-celulosa.



Columna de DEAE-celulosa

Se decantaron 20 gr de DEAE-celulosa en agua
para eliminar la celulosa microcristalina,posteriormente se
efectuó un lavado con NaOH0,1M y por último con buffer
tris hasta alcanzar pH8'
buffer tris O,2M:Sedisolvieron en un litro de agua 24,20gr
de tris(trihidroximetil aminometano) y 8,92 m1 de HCl concen
trado.

El desarrollo cromatográfico de 400mgde los
precipitados con 70 y 85%de etanol se efectuó con buffer
tris 0,05M,.Cada 100 ml de buffer se fue agregando NaCl en
concentraciones crecientes,comenzando con 0,1M y luego 0,2 ,
0,4 , 0,6 , 0,8 , 1 , 1,5 y 2M.

Se evaluó en los eluídos el contenido de azúcares

por el método de fenol-SO4H2169y proteínas por lectura a280nm.
De esta manera se separaron ocho fracciones:

fracción peso(gr) %proteinas %hidratos de carbono**
1 0,0359 1,3 70
2 0,0296 4,5 37
3 0,0353 6,8 58
4 0,0280 11,0 78
5 0,0414 10,2 6o
6 0,0316 14,2 82
7 0,0331 17,8 40
8 0,0416 45,2 16

*Medido por el método de Lowry por el Lic.Eduardo Orti en el
Instituto de Biología y Medicina Experimental.
** Medido por el método de fenol-SO4H2.



Determinación del contenido de hidratos de carbono por el
método de fenol-SOAHg.

A 0,5 ml de solución,que contiene como máximo 70
pg de azúcares,se agregaron 0,5 m1 de solución acuosa de

fenol al 5%y luego 2,5 m1 de SO4H2concentrado.Se midió la
absorbancia de las soluciones a 490nmen un espectrómetro
Spectronic 20.

Para el cálculo de la cantidad de hidratos de car
bono se tomó una curva patrón realizada con glucosa y los
mismos reactivos,tomando como absorbancia 1 a una solución de
0,1mg/m1 de azúcar.

Electroforesis de las fracciones 4 y 6 de la columna de
DEAE-celulosa.

Dado que las fracciones 3, 4 , 5 y 6 resultaron
tóxicas,se intentó conocer la composiciónde estas fracciones.

Es por ello que se efectuó electroforesis en gel
de poliacrilamida (en placa).

Preparación del gel:

solución A:solución acuosa a1 30%en acrilamida y 0,8% de
N,N'-metilen-bis acrilamida;conservada a 4°C.
solución stolución acuosa de 18,17 gr de tris, 2,0m1de
dodecilsulfato de sodio(SDS),hasta un volumen de 100 ml,ajustan
do el pH en 8,8 con HCl 6N.
solución C: solución acuosa al 30 %de acrilamida y 1,6% de
N,N'-metilen-bis acrilamida;conservada a 4°C.
solución Dzsolución acuosa de 6,60gr de tris, 2,0m1 de SDS20%
(p/v),,hasta un volumen de 100ml,ajustando el pH a 6,8 con
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HCl 6N.

Para geles de gradiente de poliamida (8-1S%) se prepararon
las mezclas I y II
ngÏl:Se mezclaron 3,45 ml de agua,3,00m1 de solución A, 2,81ml
de solución B,0,17 g de persulfato de amonio, 0,13 m1de glices
rol y 1,9 g de poliacrilamida 3%;a continuación se procedió a
desairear y se agregaron 10 pl de Temed.
II(1S%):Se mezclaron 0,18 m1 de agua, 5,75 m1 de solución A,
2,81 ml de solución B, 0,17 gr de-persulfato de amonio, 0,66
ml de glicerol y 1,9 gr de poliacrilamida 3%;luego de desairear
se agregaron 10 pl de Temed.

Las mezclas I y II se colocaron en un sistema de va
sos comunicantes y se dejaron fluir a las placas a baja velo
cidad mediante una bombaperistáltica hasta llenar el espacio
contenido entre las dos placas de vidrio.

gel de precorrida:

Se mezclaron 6,34 m1 de agua, 1,0m1 de solución
C, 2,50 ml de solución D y 0,15 gr de persulfato de amonio;luego
de desairear,se agregaron 20 pl de Temed.

Despues del llenado con gel de precorrida,se
insertó un peine eSpecial entre las dos placas de vidrio,para
facilitar el sembradode las muestra.Se dejó polimerizar el
gel 30 min.,se retiró el peine,quedando así los orificios para
la siembra de las muestras.

Electroforesis de las fracciones 4 y 6:

Se llenaron las cubas con buffer de corrida prepa
rado con 12,0gr de tris y 57,6 gr de glicina en 1 1 de agua.

í Se diluyó al cuarto y se agregó SDS al 20%hasta
una concentración final de 0,1% p/v.

Se inyectó la muestra correspondiente a 100pg
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de cada fracción disueltos en una solución preparada con 2,5m1
de solución D, 2,5 m1 de SDS 20% , 2,0 m1 de glicerol y 0,1 de
EDTA(0,1%),llevada hasta un volumen de 18,5 m1 con agua.En el
momento de usar esta solución se tomaron 1,85 ml de la misma,
se agregaron 0,05 m1 de p-mercaptoetanol y 0,1m1 de azul de
bromofenol a1 10% en agua.

La electroforesis se efectuó a ZOmAhasta que el
azul de bromofenol penetró en el gel de corrida;en ese momen
to,se llevó la intensidad de corriente a 25 mA.

Una vez realizada la corrida se separaron las
placas y se procedió a1 reyelado.

Revelado de los hidratos de carbono
v

Después de la corrida,se dejó una noche el gel
en presencia de fijador.Como fijador se utilizó una solución
de etanol 40%,ácido acético 5%y agua 55%.

Luego,se trató con IO4H(0,7%)en ácido acético al
5%durante 2hs y posteriormente se lavó con metabisulfito de
sodio 0,2%hasta desaparición del color amarillo debido al iodo.

Por ültimo,se realizó la coloración de los geles
con reactivo de Schiff.

reactivo de Schiff: 0,8 gr de fucsina básica en 200m1de solu
ción de metabisulfito de sodio al 0,8%,a la que se le agregó
2,1ml de HCl concentrado.5e agregó 1gr de carbón,se filtró y
se guardó en heladera.

Revelado de proteínas

Comosolución fijadora se utilizó una mezcla de
50%de metanol,10% de ácido acético y 40%de agua.Se dejó el
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gel en contacto con el fijador durante 30 min. y luego se
agregó la solución de tinción de Coomassie(0,2% de azul de
Coomassie R en solución fijadora).

Finalmente se agregó una solución decolorante de
metanol 30%,ácido acético y agua 63%.

Hidrólisis de los azúcares de las fracciones 4 y 6.

Se hidrolizaron 3 mg de ambas fracciones con dos
m1 de ácido trifluoroacético 2Mdurante 2hs a 110°C en tubo
cerrado.

Luego de evaporar el solvente,se eluyó una solución
acuosa del hidrolizado por resina catiónica fuerte(f0rma H+)
Dowex50 para retener la fracción proteica del mismo.

La composición de hidratos de carbono se deter
minó por cmsde alditoles acetilados por comparación de los
tiempos de retención con muestras auténticas

La reducción de los'azúcares se efectuó con BHaNa
en NH4OHa pH 9 y la acetilación se realizó por 1a técnica habi
tual.

El resultado de los cromatogramas puede verse en
la tabla 19.

compuesto tR(testigo) fracción 4' fracción 6
(min) tR % tR %

ramnosa 6,05 5,86 5,56 5,75 1,34
arabinosa 9,69 9,67 8,14 9,57 7,07
xilosa 13,52 13,41 6,02 13,13 8,81
manosa 23,85 24,87 13,66 24,11 12,88
galactosa 28,27 28,47 4,00 27,63 10,02
glucosa 32,90 32,97 62,32 32,85 59,04

Tabla 19



170

Hidrólisis de las fracciones proteicas de 3, 4 , 5 y 6.

Se hidrolizaron 1 a 1,5mg de las fracciones
3, 4 , 5 y 6 con 5m1 de HCl 6N en ampolla cerrada al vacío,a
105°C por 24 hs.

Se evaporó el solvente al vacío y se separó la
fracción de afiknres por pasaje en columna de resina catió
nica fuerte(forma H+) Dowex50.La fracción de aminoácidos

retenidos en en la columna se eluyó con NH4OH-H20,1-3.
El análisis de la composición de aminoácidos se

efectuó en un analizador automático Beckman 119 CM171.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

aminoácido fracción 3 fracción 4
nmol %re1ativo nmol %relativo

lisina . .
histídina 1,68 0,60 1,08 1,57
arginina 0,44 0,16 0,65 0,94
ácido aSpártico 3,40 1,24 4,57 6,64
treonina 1,27 0,46 3,05 4,43
serina 8,06 2,94 7,99 11,61
ácido glutámico 3,02 1,10 3,91 5,68
prolina 177,89 65,08 21,89 31,81
glicina 8,37 3,06 8,43 12,25
alanina 6,46 2,36 5,99 8,70
valina 16,02 5,86 3,40 4,94
metionina — — ——
isoleucina 24,49 8,96 2,88 4,19
leucina 8,64 3,16 2,36 3,43
tirosina 1,06 0,39 0,59 0,85
fenilalanina 12,52 4,58 2,02 2,94



aminoácído

lisina
histidina
arginina
ácido aspártico
treonína
serina
ácido glutáminco
prolina
glicina
alanina
valina
metionina
isoleucina
leucina
tirosina
fenilalanina

fracción 3
nmol

0,70
0,33
2,29
1,05
3,66
2,51
5,79
6,10
3,35
1,49

0,82
1,24

0,71

%relativo

2,33
1,10
7,62
3,50

12,18
8,36

19,27
20,31
11,15
4,96

2,73
4,13

2 ,3'6'

171

fracción 4
nmol

0,95
0,86
0,49
3,25
0,84
3,47
4,45
2,84
8,52
4,10
1,66
0,34
0,64
1,60
0,29
0,65

%relativo

2,72
2,46
1,40
9,30
2,40
9,93

12,73
8,13
4,10

11,73
4,75
0,97
1,83
4,58
0,83
1,86

Es importante destacar que por este método no
fueron cuantificados los aminoácidos triptofano,hidroxipro
lina y cisteïna.
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ENSAYOS TOXICOLOGICOS REALIZADOS CON HM MMWU:

Animales de experimentación:

Se trabajó con ratones Rockland,de ambos sexos, de
17 a 24gr de peso.

Todos los ensayos se efectuaron por inyección de
0,5ml del inóculo correspondiente,vía intraperitoneal (i.p.)

Ensayos efectuados con los extractos obtenidos de Pbainmcu

Se probó la toxicidad de los extractos de éter
de petróleo,metan61ico y acuoso.Para ello se inyectaron 120mg
de cada uno de los mismos disueltos en 0,Sml de agua;efectuan
dose cada ensayo por triplicado.El peso promedio de los ratones
fue de 22,10gr y en el caso de los extractos de éter de petró
leo y metanólico se agregó una gota de Tween 80 para lograr
una mayor dispersión de las muestras en el vehículo.

Solamente mostró toxicidad el extracto acuoso pro
duciendo letalidad en un tiempo de 4 a 18 hs;siendo los extrac
tos de éter de petróleo y metanólico,totalmente inocuos.

Esta dosis corresponde a 5,5gr/kg de peso de ratón.
Se encontró experimentalmente que dosis menores a 1gr de extrac
to por kg-de peso de ratón,si bien producen una sintomatología
1eve,no producen mortandad;míentras que dosis mayores a 1,5gr/kg
son letales en la totalidad de los casos.

Esta última dosis es inferior a la informada para
ovinos (ógr/kg).119
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Ensayos toxicológicos efectuados sobre el fraccionamiento
del extracto acuoso.

Precipitación con etanol:

Se ensayó la toxicidad de los precipitados con 40%,
70%y 85% de etanol ,y de la solución remanente.

Se trabajó con tres ratones en cada caso y las do
sis inoculadas fueron:
40% etanol ZSmg/ml
70% etanol 100mg/m1
85% etanol 85mg/m1
solución re- 120mg/ml
manente

Los ratones inyectados con la fracción que preci
pita con 70%de etanol,mueren antes de las 26 hs,mientras que
con la de 85% uno de los raUMmsmuere a las 96 hs y los otros
dos a las 130 hs,resultando inocuas las otras dos fracciones.

En los animales muertos se observa un aumento de

tamaño en hígado y bazo así c0moun enrojecimiento del cere
bro.

Columna DEAE-celulosa.

El fraccionamiento de los precipitados con
etanol 70 y 85%por CC de DEAE-celulosa,permiti6 obtener ocho
fracciones que fueron ensayadas para probar su toxicidad.

La concentración de las soluciones inoculadas fue
la siguiente:
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fracción concentraci6n(mg/ml)

36

30

35

28

41

32

33

42
(DxlO‘U’l-bblN-l

Las fracciones 3 , 4 , 5 y 6 produjeron muerte en
los ratones,siendo las fracciones 4 y 5 las más activas ya
que se observó letalidad en 45 min.para un ratón y el último
de ellos murió a las 4hs.

Los ensayos toxicológicos fueron realizados por
la licenciada Melania Gambinoy el Prof Dr.Carlos Mazzini.

La Lic Gambinorealizó los ensayos con los extrac
tos éter de petróleo, metanólico y acuoso.y de los e1úidos de
1a columna de Sephadex G 25,como asi también las separaciones
por diálisis.

El Dr Mazzini efectuó los ensayos correspondientes
a la precipitación con etanol y cromatografía de DEAE-celu
losaa

Estudio hist0patológico de las fracciones 3 y 5

Informe histopatológico

Material recibidonuestras de riñón,hígado,bazo y cerebro de
ratones inoculados y testigo,fíjados en formol al 10%.

En las muestras recibidas se observa:
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fracción 5: tacos procesados 14

hígadozleve hepatosis,necrosis coagulativa focal con cuadros
nucleáres de picnosis y cariorexisa
bazo: sin lesiones histológicas aparentes.Presencia de megacario
citos.
riñón: hiperemia.
cerebro: gliosis,edema cerebral intracelular en la sustancia
blanca que comprometeel cit0plasma de los astrocitos y axones.

fracción 3:tacos procesados 4

hígado: leve hepatosis,hiperemia.
bazo: sin lesiones histológicas aparentes
riñón sin lesiones histológicas aparentes.
cerebro: gliosis

control: tacos procesados 7
Tanto hígado ,bazo,riñ6n y cerebro no presentan lesiones his
tológicas aparentes.

El estudio histológico de las dos fracciones
fue realizado por la Prof. Dra. Rosa Debenedetti.de la
Facultad de Ciencias Veterinarias( UBA)
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ESTUDIO QUIMICO DE POA ANNUA

Se extrajo el material vegetal(1,10 kg) en
Soxhlet con éter de petróleo(60-80°C) obteniéndose luego de
evaporar el solrente,un extracto Verde oscuro que pesó 2,10gr
(2,0% del peso seco).E1 vegetal remanente fue extraido con
CHSOHobteniéndose 65 gr de un extracto marrón oscuro(5,9%
del peso seco)

Fraccionamiento del extracto de éter de petróleo

A1 igual que en Pbainmcu se efectuó por CC de
silicagel H(4Ogr) a partir de 2,06gr de extracto,sembrando
en pastilla.Se eluyó con éter de petróleo,gradientes de éter
de petróleo-CIZCH2,C12CH2, y gradientes de éste con metanol
hasta una relación 1-1.

Se obtuvieron seis fracciones,segün se indica en 1a
tabla 20.

N°de fracción masanr) componentes

1 0,22 hidrocarburos
0,70 ceras

3 0,31 alcoholes lineales y
triterpenos

4 0,17 alcoholes lineales y
esteroles .

0,09 esteroles
6 0,52 ácidos grasos

Ta_b1¿¿0_
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Datos esnectroscónicos y constantes físicas de los compuestos
aislados del extracto de éter de petróleo de Eba<vmua.

hidrocarburos:

Se analizaron por CGLcomparando con los hidr
carburos de Pba huecu,utilizando ¡mia columna 0V 17 3%,longi
tud 1,8m ,temperatura 200—-+280°C,5°C/min.,obteniéndose los
siguientes resultados:

tR(f6rmu1a,%)mín: 1,95(nsC21H44, 2,23), 2,57(n-C22H46, 1,23),
3,37(n-C23H48, 5,16), 4,29(n-C24H50, 1,15), 5,41(n-C25H52, 14,83),
6,50(n-C26H54, 0,99), 7,80(n-CZ7H56, 12,90), 8,99(n—C28H58,
1,61), 10,42(n-C29H60, 20,84), 11,55(n-C30H62, 1,49), 12,94
(n-C31H64, 15,43), 14,05(n-C32H66,0,54), 15,33(n-C33H68, 5,59),
16,49(n-C34H70, 0,13), 17,84(n-C35H72, 1,40), 19,41(n-C36H74,
0,02), 21,35(n-c H 0,02).37 76’

Alcoholes lineales:

Al igual que los hidrocarburos se comparó la
fracción que contenía los alcoholes ,con los testigos aisla
dos de Poa huecu por CGL.

columna Ov 17 3%,longítud 1,8m ,temperatura 200—-*280°C,
5°C/min.

tR(fórmula,%)min.: 9,22(n-C24H500, 0,40), 10,92(n-C25H520,
0,76), 11,83(n—C26H540,67,52), 13,24(n-C27H560, 0,03),14,40
(n-C28H580, 3,61), 17,05(n-C30H600, 6,20).

Esteroles

Esta fracción fue analizada por CGL-EMy CGL
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comparando con testigos.

CGL-BM:columna0V 17 3%,longitud 1,2m,temperatura 200-+280°C,
6°C/min.

Se detectó la presencia de colesterol Zí,campeste
rol Zá,estigmasterol lgg,sitosterol la, 5,6-dihidrositosterol
Zé, estigmasta-S,5-dien-7-ona llg y sitosterona llí.Todos los
espectros de masas,excepto el de.estigmasterol estan consig
nados en la página 74,

estigmasterol 128

EMm/z(%): 413(M+1, 15,0), 412(M,40,Z), 397(M-CH3, 7,0), 394
(M-HZO,8,1), 379(M-CH3-H20, 6,2), 369(M-43, 6,3), 351(369-H20,
4,2), 300(M-112, 20,7), 273(M-cad.lat., 9,2), 271(273-2H, 17,0)
255(273—H20, 40,3), 231(273—42, 9,9),213(255—42, 20,8), 163
(12,4), 133(28,1), 95(40,0), 33(70,2), 69(50,2), 57(96,2),
43(100).

CGcholumna OV-J7 3%,longitud 1,8m ,temperatura 200——a280°C,
10°C/min.

tR(compuesto,%)min.: 15,6(colesterol, 0,5), 16,82(campeste
rol,,20,17), 17,31(estigmasterol, 9,08), 18,08(sitosterol+
5,6-dihidrositosterol,62,72), 19,95(estigmasta3,5-dien-7-ona,
0,12), 21,0(sitosterona, 0,99).

Fraccionamiento del extracto metanólico

Se disolvieron en metanol los 65 gr de extracto.
y se agregaron 80 gr de poliamida para columna.Por evaporación
del solvente se obtuvo una pastilla que se percoló en un embu
do de vidrio sinterizado,utilizando C13CH,aguay MeOHcomo sol
ventes de percolación.
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El percolado clorofórmico,luego de evaporar el
solvente,pesó 25,2gr(38,5% del extracto metanólico y 2,3% del
peso seco de la p1anta),el percolado acuoso,luego de liofili
zar el agua,pesó 32,4gr(49,8% del extracto y 3,0% del peso seco)
y por último el percolado metanólico pesó 6,5gr(10% del extrac
to y 0,6% del peso seco).

Percolado clorofórmico

Glicósidos esteroidales

A1 igual que enfbalnmcu, este percolado presenta
gran similitud con las fracciones máspolares del extracto de
éter de petróleo.Se efectuó una separación-del percolado por
CCpara aislar los glicósídos esteroidales.Para ello,se partió
de 5,78 gr del percolado y se cromatOgrafió en columna con 40
gr de silicagel H,obteniéndose seis fracciones, siendo la fÏ3C7
ción 5(0,8023gr) la que posee los glicósidos esteroidales.

Estos fueron purificados por CCde silicagel H
(ZOgr) obteniéndose 570 mg de la mezcla de glícósidos.

Se hidrolizaron 10 mg de la mezcla con SO4H2al
7%en etanol-agua 1-1.Los esteroles libres se extrajeron con
éter etílico y fueron identificados por CGLcomparandocon tes?
tigos.

CGcholumna 0V 17 3%,longitud 1,8m ,temperatura 220--270°C,
5°C/min.

tR(compuesto,%): 12,69(colesterol, 0,15), 13,55(campesterol,
12,76), 14,12(estigmasterol, 2,87), 15,23(sitosterol, 47,47).

El SO4H2se eliminó de la fase acuosa con C03Ba
y lugo se desalifícó mediante tratamiento con resina de inter
cambio catiónico .fimrte(f0rma H+) y posteriormente con resi
na aniónica débil.

La presencia de azúcares se determinó por CCD



de celulosa F,solvente nbutanol-piridina-agua,6-4-3,obtenién
dose una sola mancha concordante con el Rf del testigo de
glucosa.

Se identificaron de esta manera,colesterol-3-O
glucósido 123, campesterol-3-O-glucósido lil,estigmasterol-3-O
glucósido 132 y sitosterol 3-O-glucósido ng.En ningún caso se
analizó la configuración del carbono anomérico de la glucosa.

Percolado acuoso

colina lg_

Se efectuó una marcha de alcaloides con 1gr del
percolado.Se precipitó con sal de Reinecke a pH 12,0bteniéndose
20 mg de un precipitado rojo oscuro.Se extrajo con CHZCH2a pH
12, 8, 5 y 1,pero en ningún caso se detectó presencia de al
caloides.

El precipitado fue disuelto en acetona y libe
rado del complejo de reineckato pasándolo por resina Amberli
te IRA-400(forma HO_) em MeOH.

Se obtuvieron S mg de base libre.Por CCDde alü
mina neutra se obtuvo una sola mancha que se identificó como
colina 123 comparando con el testigo aislado en.szhuecu.

CCDzalúminaneutra, solvente 1:n-butanol-HZO-AcOH,4-5-1,fase
superior,Rf D,51(Draggendorfcolor rojo).
solvente 22C13CH-MGOH-ACOH,10-1-0,1;Rf 0,40.
celulosa F: MeOH-NH4OH,4-1, Rf 0,72.

Percolado metanólico

Se fraccionaron 1,3gr del percolado en CCde
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Sephadex LH-ZO con MeOHcomo eluyente.
De dicho fraccionamiento se aislaron dos glicósidos

de flavonoide,una aglicona que resultó ser tricina li y manitol
lág que precipitó en forma cristalina al eluírse de la columna
de Sephadex,

manitol 130

PF 166,168°C(acetona);lit.168 168°C.
Se preparó el alditol acetilado de acuerdo a la

técnica general.
CGcholumna ECNSS-M3%,longitud 1,8m ,temperatura 180°C,iso

térmica; tR 27,20,concordante con un testigo sintético.

tricina li

Se comparó con el testigo aislado de Pbalumcu por
CCD y CLAR.

CCDsilicagel G:solvente 1:C13CH-MeOH195-5, Rf 0,42.
solvente 2:C13CH-MeOH,9-1, Rf 0,67.

CLAR

solvente de eluciónzMeOH-agua-ACOH,7-1-0,01 ,flujo 1,7 ml/min.
t 14,6 min.R

luteolinaáó-C-(-2"-O- a-D-manopiranosil- p-D-glucgpiranósido),131

CHSOHaxUVAm (nm):ver tabla página 124.
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1H-RMN(1OOMH2,DMSO-d6)ppm: 3,0-3,6(m,fi-C-OH de azúcares,la
señal no pudo ser integrada dado que coincide con la señal
de agua en DMSO),4,30(d,1H,Je_e=2Hz,H-r"), 4,70(d,1H,Ja_a=8Hz,
H-1" ),6,50(s,1H,H-8), 6,69(s,1H,H-3), 6,92(d,1H,J0=8Hz,H-S'),
7,4Z(m,2H,H-2' y 6').

13c-RMN( 25,2MHz,DMSO-d6)ppm: 61,3(C-6"),64,3(C-6'"), 66,7
(c—4"1),7o,2(c-4" y c-2"'),71,3(c-1"), 72,2(c-3"' y 5"'),
73,5(c-3"), 80,0(C-2"), 81,3(C-5"), 93,3(c-3), 102,3(c-1"'),
102,4(C-3),104,8(C-10), 108,0(Cáó),112,8(C-2'), 115,9(c-5'),
118,6(C-1'),120,9(C-6'), 145,7(c-3'), 149,9(c-4'), 156,2
(c-5), 160,7(C-9), 165,2(c—2y c-7), 181,3(C-4).

Preparación del derivado permetilado de 1 1

Se disolvió 1 mg de lil en 2 m1 de DMF,se agrega
ron 100mg de NaH y luego 0,5 m1 de IMe. Se dejó a temperatura
ambiente al resguardo de 1a humedad.Luego de 1 hr. se interrum
pió la reacción por agregado de agua y se extrajo el permetil
éter con C1 CHZ.Se repitió el procedimiento para asegurar la2

permetilación.

EMm/z(%): 765(M+1, 0,19), 764(M, 1,19), 545(so, 75,3), 543
(so-2, 6,5), 529(s,100), 497(s-32,19,0), 385(i, 21,2), 371
(j, 95,7), 369(j-2H,17,1), 355(k, 46,9).

Hidrólisis ácida:

Se calentaron 2 mg del díglicósido lil con ClH
7%en metanol-agua,1-1 , durante una hora a 100°C.Luego de
neutralizar,se extrajo la fase acuosa con n-butanol,aislán
dose de esta manera la fracción de flavonoides con la unidad
de C-glicosilo.

La fase acuosa se desalificó pasándola sucesiva
mente por resina de intercambio catiónico fuerte y aniónico
débil.
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La manosa se identificó por CCDde ceiulosa F
con n-butanol-piridina-agua,6-4-3, Rf manosa0,58;coincidente
con testigo de D-manosa.

Se preparó además el manitol acetilado,por reduCr
ción de la manosa con BH4Naa pH 9 y posterior acetilación por
la técnica general.Se comparó tR en CGLcon columna ECNSS-M3%,
longitud 1,8m ,temperatura 180°C,isotérmica.
tRmanitol acetilado: 27,65 min.

Hidrólisis enzimática:

Se incubaron a 37 °C, ng del glicósido lil disuel
tos en 0,2 m1de buffer ácido cítrico-citrato,pH 4,60,con 0,1
m1 de solución de u-manosidasa de Canavalia ensiforrmls(Smg/ml),
(Boehringer,Mannheim,Alemania Federal).

Se tomaron muestras a 24 y 48 hs,comprobándose
hidrólisis total.La manosay el resto del flavonoide se sepa
raron del mismo modoque en el caso de hidrólisis ácida.

buffer ácido cítrico-citrato:Se disolvieron 0,5360gr de ácido
cítrico y 0,7200gr de citrato de sodio dihidratado en 100 m1
de agua.E1 pH medido con peachímetro dio un valor de 4,60.

Derivado acetilado de 1 1

3 mg de 131 fueron acetilados mediante la técnica
general.

1H-RMNdel derivado acetilado del compuesto lál(100MHz,DC13CH)
ppm:1,98-2,10(m,21H,7 x CH3-COOde azúcar), 2,3-2,6(m,12H,4 x
CH3—COOde fenol), 4,42(d,1H,Je_e=2Hz,H-1"'), 4,86(d,1H,Ja_a=
óHz,H-1"), 6,41(s,1H,H-3), 6,44(s anhco,H-8), 6,52(d,1H,J0=7Hz,
H-S').Los H-Z' y 6' quedan incluídos dentro de la señal de

C13CH.
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isoorientina EQy orientína gg

CCDde silicagelzsolvente AcOEt-piridina-agua-MeOH,8-2-1-0,5.
szisoorientina 0,59 ,orientina 0,65 ,compuestp 131 0,10 ,Hidro
lizado del compuesto 131 0,57

CLAstolvente.agua-metanolwácído acético, 55-45-0,1.
tR(mín.): isoorientina 3,2 ,orientina 3,6 ,compuesto 1 1 ¡hidro
lizado del compuesto 131 3,2.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo estuvo centrado en
el estudio químico de Pbainecu Par.(Familia Gnmdneae),planta
argentina tóxica para el ganado,que crece en nuestra cordi
llera patagónica.

Se estudió además PbacvmuaL. como comienzo de

un estudio quimiotaxonómico del género Pba.
En base a estos objetivos se desarrollaron los

siguientes temas:

1)Introducci6n a la Familia Gnmfineae,aspectosbotánicos,econ6mi
cos y quimiotaxonómicos detallando los estudios químicos re
gistrados en 1a literarura.

Se describe además el género Pba desde un punto de
vista químico y botánico.
2)Toxicidad de Poa huecu ParzDescripción de la sintomatolo
gía de la enfermedad producida por la ingestión de la plan
ta.Suposiciones hasta el presente acerca de los principios
tóxicos.
3)C-g1icósidos de f1avonas:Introducci6n a la familia de
estos compuestos.Distintos tipos.A5pectos sobre 1a biosínte
sis.

Elucidación estructural por 1H-RMN,13C-RMNy
EM.Distinción entre los distintos tipos.Datos de utilidad para
los resultados de esta tesis.
4)Discusión de los resultados obtenidos: Se discute el aisla
miento e identificación de los compuestos aislados de los
extractos de éter de petróleo y metanólico de Pbaínwcupor
mediode distintas técnicas espectroscópicas.

. Del extracto de éter de petróleo de Pbaïnwcu se
aíslaron:
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a)hidrocarburos lineales de C23H48a C35H72.
b)a1coholes lineales de C24H500a G34H700
c)a1coh01es de 1a serie iso de C24H500 a C34H700
d)germanícona 192
e)lupenona 119
f)cic101audenona ll_
g)hopenonall;
h)1upeollll
i)campesterona 115
j)sitosterona _l_ _
k)estigmasta-3,S-dien-7-ona llg
l)colesterol 11 .
m)5,6-dihidrocolesterol ZZ
n)campesterol Z;
ñ)5,6-dihidrocampesterol lg
o)sitosterol Z;
p)5,6-dihidrositosterol Zé
q)ácido ferúlico lg
r)ácido sinápico lá
s)ácido p-cumarico g
t)ácido cafeico 112

Del extracto metanólico se aisló:
a)colesterol—3-O-g1ucósído lg;
b)campester01-3-O-g1ucósido 131
c)sitosterol-3-O- p-Dglucopiranósido 139
d)escopoletina á
e)umbelíferoná g
f)trícina li
g)se1agina ¿gg _
h)5,7,3'-trihidroxi-4',5'-dímetoxíf1avona 135
.i)colina 122
j)acetílcolina 131

Se efectuó una comparación espectroscópica con
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los datos obtenidos de tricina lí,se1agina lgg y 5,7,3'-tri
hidroxi-4',5'—dimetoxif1avona 122,3isladas de szhuan4, junto
con tricetina 131 obtenida por desmetilación de tricina con
ácido iodhídrico y con 5,7-dihidroxi-3',4',5'-trimetoxiflavo
na ll testigo.

Se estudió la acción antimicrobiana de estos ex
tractos frente a una serie de microorganismos,encontrándose
actividad del extracto de éter de petróleo frente a
MycobacteriumphZei..Dicha acción se adjudicó a 1a fracción rica
en derivados del ácido cínámico(ácidos ferülico lg,cafeico 112,
sinápico lá y p-cumárico g).

Posteriormente se analiza la toxicidad del ex
tracto acuoso y los estudios farmacológicos realizados para
conocer la estructura de los principios activos.

Por último se analizan los resultados del estudio
químico de Poa annua .

Al igual que en Pbainecu se aislaron los compuestos
li! E! Z_3’ 14.! 7_5_’El! DE, 1_20_’.1_2_1_"yademás
a)estigmasterol 135
b)estigmasterol-3-O-glucósido 123
c)isoorientina gg I
d)luteolina-6-C———(2”-O-o-D-manOpiranosi1)- p-D-glucopira
nósido) lil
e)manitol lág

Los compuestos 122 y 121 resultaron estructuras
nuevas,no descriptas anteriormente en la literatura.
5)Parte experimental:8e describen los métodos separatívos
y sintéticos,así comolos datos espectroscópícos de los
compuestos aislados en ambas plantas.



188

Parte.de este trabajo dio.lugar a las siguientes
publicaciones:

-"Steroids and a Flavone from Paa hueca"
-—Ricardo D.Rofi y Alicia B.Pomi1io
-Fitoterapia áá,183(1982)

-"3‘,5.7-trihydroxy-4',5'-dimetoxjflavone and Other Phenolics
from Poa hueca"

-Ricardo D.Rofi y Alicia B.Pomi1io
-Phytochemistry Ei,2131(1985)





1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8

9)
10)

11)

VV

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)
20)
21)
22)

23
V

'Seike1,M.K y Geissman,T.A

189

Prat,H ; Bu11.Soc.Bot.France 121,32(1960)
Nicora,E.G "Flora patagónica,tomo VIII,parte III".Colec
ción científica del INTA.(1978)
Cabrera,A.L ; "Flora de 1a provincia de Buenos Aires,tomo
IV,parte II".C01ecci6n científica del INTA.(1970).
Burkart,A ; "Flora ilustrada de Entre Ríos,tomo VI,parte II"
Colección científica del INTA.(1968)
Hegnauer,R ; "Chemotaxonomieder pflanzen,vol II".Birkhauser,
Basilea-Stuttgart(1963)
van Sumere,C ; Hi1desron,H y Massart,L ;Naturwissenschaften
íá,292(1958)
Gorter,K ;Arch.Pharm. Eil,184(1909)
Hulme,A.C y Richardson,A ;J.Sci.Food Agr. 2,221(1954)
Heumann,K;Naturwissenschaften íá,111(1958)
Anderson,J.A ;Can.J.Res. ll,667(1934)
Williams,C;A ;Harborne,J.B y Clifford,H.T ;Phytochemistry
lg,1059(1971)
Kaneta,M y Sugíyama,N ;Agric.Biol.Chem.'ÉZ,2663(1973)
Harborne,J.B y Hall,E ;Phytochemistry 2,421(1964)
Harborne,J.B; "Comparative Bíochemistry of the Flavonoids"
Academic Press,London-New York(1967)
;Wílliams,C.A ;Harborne,J.B y Smith,P ;Phytochemistry lg,
1141(1934)
Inglett,G.E; Nature 112,1346(1956)
Inglett,G.E; J.0rg.Chem. 23,189(1957)
Redeman,C.T ;Wittwer,S.H ;Ba11,C.D y Se11,H.M ;Arch.Biochem.
Biophys.zá,277(1950)
Paris R; Ann.Pharm.Franc. ll,424(1953)

:Arch.Biol.Biophys. Zl,17(1957)
;J.Org.Chem.gí,1995(1959)
y Bingalis,R ;Arch.Biol.Biophys.

Seike1,M.K y Bushne11,A.J
Seike1,M.K 7 Bushne11,A.J
gg,451(1962)
Metche,M y Urion,E ;Compt.Rend.Acad.Sci.Paris 252,356(1961)



190

24 Harris,G y Ricketts,R.W ;Chem.and Ind. 686(1958)
25) C1are,E.M y Morice,J.M ;New Zeal.J.Sci.Technol. ZZÉ,36(194S)
26) Rabítzich,G ;Planta Medica g,103(1958)
27) Rabitzich,G ;Planta Medica 1,268(1959)
23) Bóit,G;"Eigebrusse der Alkaloidchemie bis 1960";Ver1ag(1961)
29) Demaree,G.E v Tyler,V.E ;J.Am;Pharm.Assoc.4á,42(1956)
30) Brad y,L.R yTyler,V.E ;Plant.Physiol. 33,334(1958)
31) Reti,L ;Fortschr.Chem.0rg.Naturstoffe É,254(1950)
32) Wilkinson,S ;J.Chem.Soc. 2079(1958)
33) Mudd,S;H;Nature lg2,489(1961)
34) Tyler,V.E;J.Am.Pharm.Assoc 41,97(1958)
35) Madinaveitia,J ;J.Chem.Soc. 1927(1937)
36) Axelrod,B y Belzile,J.R ;J.Org.Chem.23,919(1958)
37) Fridrichson,J y McMathieson,A ;Tetrahedron Letters 18(1960)
38) Salgues,R ;J.Pharm.Chim. 31,339(1938)
39) Alsberg,C.L y Black,O.F ;J.Biol.Chem El,601(1915)
40) Guerin,P ;Compt.Rend.Acad.Sci.Paris 122,1036(1932)
41) Dunstan,W.R y Henry,T.A;Phi1.Trans.Roy.Soc.London 1225,

399(1902),Citado en 5.
42) Bové,C y Conn,E.E ;J.Biol.Chem.332,207(1961)
43) Virtanen,A.I y Hietala P.K ;Acta Chem.Scand.g,1543(1955)
44) Smissman,E.E; Lapidus,J.B y Beck,S.D ;J.Org.Chem 33,220

(1957)
Argandoña,V.H; Niemeyer,H.My Corcuera,L.J ;Phytochemistry
gg,673(1981).

46) Argandoña,V.H; Peña,G.F ;Niemeyer,H.M y Corcuera,L.J,
Phytochemiétry ¿1,1573(1982)

47) Níemeyer,H.M ;Corcuera,L.J y Pérez,F.J ;Phytochemistry El,
2287(1982)

48) Burkhardt,H.J ;Maízel,J.V y Mitchell,H.K ;Bíochem.á,424(19
49) Burkhardt,H.J ;Maize1,J.V y Mitche11,H.K ;Biochem.3,426(19
50) Ohmoto,T e Ikuse,M ;Phytochemistry 2,2137(1970)
51) Smith,R.M y Martin-Smith,M ;Phytochemistry ll,1307(1978)

V

45
V



52)

53)

s4)

55)

56)

57)

58
V

59)

60)

61)
62)
63)
64)
65)
66)
67)

68)
69)
70)
71)
72)
73)
74)
751

191

Martin-Smith,M ;Subramanian,G y Connor,H.E ;Phytochemistry
6,559(1967) t
Bryce,T.A ;Eglinton,G ;Hamilton,R.J ;Martin-Smith,M y
Subramanian,G ;Phytochemistry g,727(1967)
Martin-Smith,M ;Ahmed,S. y Connor,H.E ;Phytochemistry lg,
2167(1971)
Russe11,G.B ;Connor,H.E y Purdie,A.W ;Phytochemístry 12,
1933(1976)
Nishimoto,K ;Ito,M ;Natori,S y Ohmoto,T;Tetrahedron gi,
735(1968)
Bryce,T.A ; Martín-Smith,M ; Osske,G ; Schreiber,K y
Subramanian,G ;Tetrahedron 32,1283(1967)
Ohmoto,T ; Nishimoto,K ; Ito,M y Natori,S ;Chem.Pharm.Bull.
lá,224(1965)
Nishimoto,K ;Ito,M ;Natori,S y Ohmoto,T ;Tetrahedron
Letters 2245(1965) 1
Eglinton;G ; Hamilton,R.J ; Martin-Smith,M ; Smith,S y
Subramanian,G ;Tetrahedron Letters 2323(1964)
Ohmoto,T y Natori,S ;Chem.Comm.601(1969)
Abe,S ;Bu11.Chem.Soc.Japan É;,271(1960)
Ohta,G y Shimizu,M ;Chem.Pharm.Bull.á,40(1957)
Ohta,G y Shimizu,M ;Chem.Pharm.Bull.g,325(1958)
Ohta,G ;Chem.Pharm.Bull.g,9(1960)
Ohta,G ;Chem.Pharm.Bu11.E,5(1960)
Tamura,T ;Hibino,T ;Yokoyama,K y Matsumoto,T ;Nippon
Kágaku Zasshi gg,215(1959) ;C.A :áí,4889(1961)
Osske,G y Schreiber,K ;Tetrahedron gl,1559(1965)
Fowden,L ;Nature lgg,406(1958)
Archbold ;NewPhytologist.gg,185(1940)
Percival,H.;Brit.J.Nutrition É,104(1952).Citadoen S
Schilubach,J.D ;Fortschr.Chem.0rg.Naturstoffe lí,1(1958)
Willie,M y De Cugnac,J ;Bull.Soc.Chim.Biol lá,125(1931)
Parodi,L.R ; Rev.Arg.Agron.lZ,163(1950)
Ohmoto,T ; Ikuse,M y Natori,S ; Phytochemistry 2,2137(1970)



76)
77)
78)

79)

80)
81)
82)

83)

84)
85)
86)

87)

88
V

89
V

90)

91)
92)
93)
94)

95)
96)
97)
98)

192

Harborne,J.B ; Phytochemistry i,107(1965)
Hills,W.E y Carle,A ;Aust.J.Chem.lg,147(1963)
Seike1,M.K ;Chow,J.H.S y Feldman,L ;Phytochemistry 2,439
(1966) '
Monties,B ; Bouillant,M8L y Chopin,J ;Phytochemistry lá,
1053(1976)
Williams,C.A y Murray,B.G ;Phytochemistry ll,2507(1972)
Wagner,H ; Rosprim,L y Galle,K ;Phytochemistry lí;1089(1975)
Hostettman,K y Jacot-Guillarmond,A ;Helv.Chim.Acta ¿2,
1584(1976)
Wallace,J.W ;Mabry,T.J y Alston,R.E :Phytochemistry g,
93(1969)
Wallace,J.W ; Phytochemistry lí,1765(1975)
Wallace,J.W y Grisebach,H ;Biochim.Biophys.Acta Egi,837(1973)
Kamsteeg,J ; van Brederole,J y van Nigtevech,G ;
Z.Naturfosh. gí_g,249(1980)
van Brederole,J y van Nígtevech,G ;Biochem.Genet. _l,65(1974)
C.A: 82,118272 v(1974)
Heinsbrock,R ; van Brederole,J ; van Nigtevech,G. y
Kamsteeg,J ; Phytochemistry 18,935(1979)
Heinsbrock;R; van Brederole,J ; van Nigtevech,G. ;
Kamsteeg,J ; Besson,E y Chopin,J ; Phytochemistry 12,1935
(1980)
Sutter,A ; Ortmann,R y Grisebach,H ; Biochim.Biophys.Acta
328,71(1972)
Wessely,F. y Moser,G.H ;Monatsch. ág,97(1930)
Shah,R.C ; Mehta,C.R y Wheeler;T.S ; J.Chem.Soc.1SSS(1938)
Horowitz, y Gentilli, ; Chem. and Ind. 498(1964)
Evans,W.H ; Mc Gookin,A ; Jurd,L ;,Robertson,A y Williamson,
W.R.N ; J.Chem.Soc.3510(1957)
Brigss,L y Cambie,R.C ; Tetrahedron á¡269(1958)
Koeppen,B.H y Roux,D.G ; Biochim.J.21,444(1965)
Agrawal,P.K y Rastogi,R.P ;Heterocyc1es lg,2181(1981)
psterdahl,B.G ; Acta Chem.Scand. igg,93(1978)



193

99) Ternai,B y Markham,K.R;Tetrahedron ¿2,5650976)a
100) Hostettmann,K y Jacot-Guíllarmond,A ; Helv. Chim.Acta ¿2,

1584(1976)
101) Chopin,J ; Dellamonica,G ; Besson,E ; Serypczakowa,L ;

Budzianowski,J y Mabry,T.J ; Phytochemistry lg,1999(1977)
102) Chopin,J ; Bouillant,M.L ; Ramachandran Nair,A.G ;Ramesh,P

y Mabry,T.J ; Phytochemistry'11,299(1978)
103) Woo,W.S ; Kang,S.S ; Shim,S.H ; Wagner,H ; Mohan Chari,V.:

Seligmann,0 y Obermeier,G ;Phytochemistry lg,353(1979)
104) Wagner,H ; Obermeier,G ; Seligman,0 y Mohan Chari,V,

Phytochemistry lg,907(1979)
105) Besson,E ; Dombris,A ; Raynand,J y Chopin,J ; Phytochemistry

lg,1899(1979)
106) Mabry,T.J ;Rev.Latinoamer.Quim.g,105(1975)
107) Chopin,J ; Durix,A ; Bouillant,M.L y Wallach,J ;Compt.

Rend.Acad.Sci.Paris 321,17ZZC1968)
108) Prox,A ; Tetrahedron Ei,3697(1968)
109)¡Bouillant,M.L ; Bonvin,J.F y Chopin,J. :Phytochemistry li,

2267(1975)
110) Bouillant,M.L ; Besset,A ; Bonvin,J.F y Chopin,J ;

Phytochemistry ll,527(1978)
111) Bouillant,M.L ; Besset,A ; Bonvin,J.F y ChOpin,J ;

Phytochemistry lg,690(1979)
112) Bouillant,M.L ; Besset,A ; Bonvin,J.F y Chopin,J ;

Phytochemistry lg,1755(1980)
113) Theodor,R ; Markham,K.R ;Mues,R y Zinsmeister,H.D;

Phytochemistry 32,14S7(1981)
114) Theodor,R ; Zinsmeister,H.D ;Mues,R y Markham,K.R:

Phytochemistry 32,1851(1981)
115) Theodor,R ; Zínsmeister,H.D ;Mues,R.y Markham,K.R;

Phytochemistry lg,1695(1980)
116) Elliger,C.A ; Chan,B.A ; Waiss,A.C ; Lundín,R.E y Haddon,W.F;

Phytochemístry lg,293(1980)



117)
118)

119)

120)

121)
122)
123)
124)
125)

126)
127)
128)

129)

130)

131)
132)

133)

134)
135)

136)
137)

194

Hilsenbeck,R.A y Mabry,T.J ;Phytochemistry EZ,2215(T983)
Dellamonica,G ; Meurer,B ; Strack,D ; Weissenbock,G y
ChOpin,J ; Phytochemistry EE,2627(1983)
Corbellini,C.A ;Ruksan,B.E ;Miquet,J ; Viera,J.B ; Etchego
yen,M ; Sala de Migue1,My Carrillo,B.J ; Rev.Inv.Agrop.INTA
lg,159(1981)
Acosta,J.L ; "El huecu o huáicu",Tesís N°86(1914),Facu1tad de
Agronomia y Veterinaria .U.B.A
Jones,F.S y Arnold,J.F ; J.EXper.Med. EQ,805(1917)
Lerena,E.A Rev.Zootécnica il,20(1944)
Salces,F ;Rev.Med.Vet. gl,477(1939)
Manzullo,A ; La Chacra É,Z7(1933)
Bonazzi,E.F y 0rtiz,R.E j "Intoxicación experimental de
ovinos con Pbalnwcu".1nforme técnico N°10 INTABariloche.
Salazar Gerard,R ; Ovina 3,364t1940)
Seibl,J ;"Espectrometría de masas" Ed.Alahambra(1973)Madrid
Budzikiewicz,H ;Djerassi,C y Williams,D.H ; "Mass
Spectrometry of Organic Compounds".HoldenDay.(1967)San
Fransísco.
Budzikiewicz,H; Wilson,J.M y Djerassi,C ; J.Am.Chem.Soc.
55,3688(1963)
Radler de Aquino Neto,F y Sanders,J.KM ;J.Chem.Soc.,Perkin
Trans.I,181(1983)
González,A.G ; Breton y Fraga,B;Rev.Latinoam.Quim.g,167(1971)
Gonzales,A.G ; Fraga,B ; González,P ;Hernández,M.G 'y
Ravelo,A.G ; Phytochemistry gg,1919(1981)
Galbrait,M;N ; Miller,C.J ; Rawson,J.W.L;Ritchie,E ;
Shannon,J.S y Taylor,W.C ; Aust.J.Chem.lg,226(1965)
Ogunkoya,L ; Phytochemistry_Zg,121(1981)
González,A.G y Mova,M.L.G; Anal.,Real Soc.E5p.Fis.Quim.
ígg,475(1952)
Aplín,R.T y Hornby,G.M ;J.Chém.Soc(B),1078(1966)
Andier,H.E ;Bengelmans,R y Das,B.C ; Tetrahedron Letters

.4341(1966)



138)
139)

140)
141)
142)
143)

144)
145)

146)
147)

148)

149)
150)

151)

152)

153)
154)
155)

156)
157)
158)
159)
160)

195

Schmidt,J y Huneck,S ; 0rg.Mass Spectrom.lí,656(1979)
Budzikiewicz,H ; Djerassi,C y Williams,C.H ;"Structure
Elucidation of Natural Products by Mass Spectrometry”,vol 2
Steroids,Terpenoids,Sugars and Miscellaneous Classes
Holden Day ,San Francisco(1964)
Djerassi,C ; Pure and Applied Chem.ág,171(1978)
Brown,F.J y Djerassi,C ; J.Am.Chem.Soc.lgz,802(1980)
von Unruh,G y Spiteller,G ; Tetrahedron gg,3329(1970)
Bieman ; "Mass Spectrometry,0rganic Chemical Applications"
Mc Graw-Hill,New York(1962)
Knights,B.A ; J.Gas.Chromatog.á,273(1967)
Wulfsem,N.S ; Zaretakii,V.I ;Zaikin,V.G ; Sega1,G.M ;
Torgev,I.V y Frandkína,T;P ; Tetrahedron Letters 3015(1964)
Budzikiewicz,H y Ockels,W ; Tetrahedron Eg,143(1976)
Stahl,E ;"Thin-Layer Chromatography, a Laboratory
Handbook" ,Springer-Verlag,New York(1969)
Thompson,M.J ; Dutky,S.R ; Patterson,G.W y Gooden,F.L ;
Phytochemístry ll,1781(1972)
Lee Kum-Tatt ; Nature 123,655(1958)
Gosa1,S ; Banerjee,P.K y Banerjee,S.K ; Phytochemistry g
429(1970)

"The Sadtler Standard Spectra”,e5pectro de H-RMNN°6803,
Sadtler Research Laboratories Inc.U.S.A (1976)
Mabry,T.J ;Markham,K.R y Thomas,M.B ; "The Systematic
Identification of Flavonoids",Springer-Verlag,New York(1970)
Chiríkdjian,J.J y B1eier,W ; Sci.Pharm.ág,65(1971)
Agrawal,P[K y Rastogi,R.P ;Heterocycles lg,2181(1981)
Braz,R ;Gottlieb,O.R ; Viera Pinho,S.L ; Queiroz Monte,F.J
y Da Rocha,A.I ; Phytochemistry lg,1184(1973)
Wollenweber,E y Díetz,V.H ; Phytochemistry EQ,869(1981)
Voirin,B ; Jay,M y Hanteville,M ; Phytochemistry 15,84OC1976)
Voirin,B y Jay,M ; Biochem.Syst.Ecol. É,99(1978)
Yong-Long Liu y Mabry,T.J ; Phytochemistry ll,209(1982)
Burwell,R.L Jr ; Chem.Rev.áí,615(1954)

1



161)

162)
163)
164)
165)

166)

167)
168)

169)

170)

171)
172)

173)

WM

196

Gaydou,E.My Bianchini,J.P ; Bull.Soc.Chim.France 43(1978)
patre II
Bowie,J.H y Cameron,D.W;Aust.J.Chem.lg,1627(1966)
Kingston,D.G.I ; Tetrahedron 31,2691(1971)
Hillis,W.E y Horn,D.H.S ; Aust.J.Chem.lÉ,531(1965)
"Reactivos de coloración para cromatografía en capa fina
y en papel" ,E.Merck,Darmstadt,A1emania Federal
Bjorndal,H ;He11erqvist,C.G ; Lindberg,B y Svensson,S ;
Angew.Chemie,Internat.Edit g,619(1970)
Dutton,G.G.S ;Adv.Carbthd.Chem.Biochem.gg,11(1973)
"Handbook of Chemistry and Physics" Weast,edici6n 61 ,
CRCPress(1980)
Dubois,M ;Gilles,K.A ;Rebers,P.A ;Hami1ton,J.K y Smith,F ;
Anal.Chem.zg,350(1956)
Lowry,O.H ;Rosebrough,N.J ; Farr,A.L y Randa11,R.J ;
J.Biol.Chem.lgá,265(1951)
Spackman,D.H ;Stein,W.H y Moore,S ; Anal.Chem.ÉQ,1190(1958)
Harborne,J.B ; Mabry,T.J y Mabry,H ; "The Flavonoids",
Chapman and Hall ,Londres(1975)
Lee,K.H ; Tagahara¿K ; Suzuki,H ; Wu,R.Y ; Harume,M ;
Hall,I.H ; Huang,H.C; Ito,K ;Iida,T y Lai,J.S ;J.Nat.Prod.
ii,530(1981)


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaturas.
	1. Familia Geamineae.
	2. Toxicidad de Poa huecu par. 
	3. C-Glicósidos de flavonas. 
	4. Discusión de los resultados obtenidos. 
	5. Parte experimental. 
	Resumen
	Bibliografía

