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INTRODUCCION

El género Hyptis (Lamiaceae) esta compuesto por aproxi
madamente 400 especies. Se encuentra distribuido desde el
sur de los Estados Unidos hasta Argentina. Generalmente
son plantas de una gran diversidad en la forma vegetativa,
variando desde anuales effmeras hasta arboles pequefios,
predominantemente subarbustos o hierbas perennes; sus hojas
en la mayoria de los casos son ovaladas y muy amplias,
pecioladas o sésiles y con una estructura floral extraor-
dinariamente uniforme, la corola es bilabiada, caracteris-
tica de esta familia (Epling, 1949).

Este género estd conformado por un grupo de plantas de
gran importancia econdmica en la vida diaria de nuestro
pueblo, ¥y su uso especifico ha sido transmitido de gene-
racién en generacidn desde tiempos inmemoriables hasta
nuestros dias. La Tabla l.1 presenta una recopilacidn de
los usos que los pueblos latinocamericanos han dado a al-

gunas plantas de este género.

Todas las especies de este género se caracterizan por
ser aromdticas, propiedad que le confiere su alto conte-
nido en aceites esenciales (Altschul, :973}), de ahf su

gran uso como ténico-estimulantes (Roig, 1974).

Por lo tanto, estas especies representan una gran

importancia econémica tanto para la industria farma-



TABLA 1.1.

Afecciones intestinales
Analgésico

Analgésico estomacal
Antipirético
Antiséptico

Asmatismo

Bebidas refrescantes
Carminativo

Cefalaigias

Combatir la tos

Como condimento
Diarrea y disenteria
Diurético

Enfermedades del hfgado
Galact6geno

Hemost&tico

Insecticida y plaguicida
Pardsitos intestinales
Paludismo

Picaduras de insectos
Problemas del ofdo
Problemas del ojo
Soluciones sudorificas

albida

H.

USOS POPULARES DE LAS PLANTAS

branchiata

H.

H. brevipes

capitata

H.

H. carpinifolia

crenata

H.

decurrens

H. emoryi

laniflora

H.

H. melepoefolia

> x

DEL GENERO RYPTIS.

multirlora

H.

mutabilis

H.

XXX H. pectinata

>

xOX XX

H. rhytidea

savannarum

H.

ER ¥ 3 H. suaveolens

>

XX XX XX

sinuata

H.

tomentosa

H.

verticillata

Xxx

XNOoXKX XX



céutica como para la de la perfumeria (Wagner, 1977), y
en menor proporcidén, pero con una gran perspectiva, para
la industria de los saborisantes (Paredes, 1973). Asi,
la gran variedad de usos en este género, implica en forma
indirecta, una amplia diversidad en el metabolismo secun-
dario de estas especies, y conjuntamente un amplio pano-
rama en la investigacidén de nuevos productos naturales
como fuentes potenciales de sustancias biocldgicamente ac-
tivas.

El presente trabajo describe el estudio quimico de
algunos metabolitos secundarios en una de las especies
de este género, la Hyptis pectinata, cuyas caracteristi=-

cas se describen a continuacidn:

Nombre cientifico: Hyptis pectinata (L)} Poit.

Familia: Lamiaceae
Nombre vulgar: Salvia (México), hierba del burro., .
Descripciodn: Subarbusto de hasta 3 m de alto, ra-

mificado; tallos lefioscs, pubescen-
tes; hojas opuestas, ovadas y denta-
das, de 2-4 cm de largo y 1-2 cm de
ancho; peciolos de 4-5 cm de larxgo;
abundantes flores pequefias formando
glomérulos apretados y en espiga;

la corola bilabiada es de color
azul; semillas aplanadas, subovales,

de 4-5 mm y comestibles.



Distribucibn:

Usos:

Planta difundida como maleza.

Se distribuye abundantemente en los
trfoicos de ambos hemisferios. Lo mis-
mo se ha encontrade en Africa, en las
Indias Orientales, que en Colombia y
México (Epling, 1949).

Prigcipalmente se usa como analgésico
estomacal, antipirético y en enferme-
dades respiratorias (Garcia, 1975;

Martinez, 1975)}.



OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo fundamental del presente trabajo es el
andlisis quimico de la especie medicinal Hyptis pectinata
como parte de un estudio sistemdtico de este género, con
el fin de contribuir al conocimiento del contenidc meta-

bélico de la flora mexicana de importancia econdmica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

~ Realizar una revisidén bibliogrdfica que compendie
la informacidn quimiotaxondmica del género Hyptis,
con el propdsito de establecer un perfil fitogqui-
mico de estas plantas.

- Efectuar las operaciones fitoguimicas seglin la me-
todologia convencional con el fin de separar y pu=~
rificar los metaboclitos secundarios presentes en

Hyptis pectinata.

- Identificar los metabolitos aislados mediante el
empleo de los métodos quimicos tradicionales y el
andlisis de la informacién proporcionada por las
diferentes técnicas analiticas modernas (IR, EM,
RMNlH, RMN13C).

~ Discutir en forma detallada la elucidacién estruc-

tural v estereoquimica de los nuevos metabolitos

gecundarios aislados de esta fuente natural.



ANTECEDENTES

Diversos estudios fitoguimicos del género Hyptis han
permitido establecer un perfil guimico parcial de estas
plantas.

Las investigaciones del contenido metabdlico de este
género se han conducido sobre una base casi exclusivamente
empirica, es decir, de acuerdo a la utilizacidn tradicio-
nal que la medicina popular le ha dado a cada planta. De
tal manera, que un estudio quimico sistemdtico ofrece un
enfoque alternativo para las investigaciones fitoquimicas.
Asi, las investigaciones gquimicas de un grupo taxonémico,
con antecedentes en el aislamiento de sustancias activas,
puede conducir al descubrimiento de nuevos componentes

activos (Wagner, 1977).

3.1 PERFIL FITOQUIMICO DEL GENERO Hyptis.
A continuacidn se resumen las investigaciones fito-
quimicas que se han realizado sobre la distribucidn de

los metabolitos secundarics en el género Hyptis.

A) Terpenvides. Se le da este nombre a compuestos hidro-
carbonados que tienen un origen biosintético comin funda-
mentado en la molécula del isopreno, CH2=C(CH3)—CH=CH2.
Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades C5 que
contengan: C

107 monoterpencs: Cls' sesquiterpenos; CZO’

diterpenos; C25, sestesterpenos; C3O' triterpenos y C40,



tetraterpenos. Cabe aclarar que aunque el esqueleto bdsi-
co de los terpenoides se deriva biogenéticamente del iso-
preno, éste no es el precursor in vive (Harbone, 1973),
sino que scn derivados del dcido mevaldnice (Doeminguez,
1979}).

Los aceites esenciales de las Labiadas son meéclas
de sustancias orgdnicas olorosas constituidas en su mavo-
ria por compuestos de naturaleza terpénica, basados en 2 6
3 unidades de isopreno. Estos principios son los respon-
sables de las caracteristicas aromiticas de las especies
del génerc Hyptis utilizados ampliamente como condimentos
en la culinaria nacional, Por ejemplo para H. pectinata
se han aislado: B-elemeno, B-cariofileno, germacrenc D vy
biciclogermacreno (Brophy y Lassak, 1287).

Los diterpenos comprenden un grupc de compuestos
heterogéneos quimicamente, todos cen un esqueleto carbo-
nado C20 basado en 4 unidades de isopreno (Harbone, 1973).
Estos compuestos tienen un valor taxondmicc por la distri-
bucién limitada gue presentan {Dominguez, 1979}, En el
género Hyptis se han aislado sdélo cinco diterpenos, todos
con un esqueleto de abietano.

En H. fructicosa, del extracto metandlico de la raiz,
se aislaron tres hidroquinonas: 1la horminona (1)}, la l4-
metoxitaxodiona (2) y el hiptol (3), (De Araujo, et al.,
1974; Marletti et al., 1976; Delle Monache et al., 1977).

Del extracto de las partes aéreas de H. suaveolens se
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aisléron'dpéfderiyados estructurales del abietano: el ac.

-suavedlico (4} y el suaveclol (S))“fManchand et al., 1974),

C02H

CHZOH

Los triterpenoides son compuestos con un esgueleto
carbonatado basado en seis unidades de isopreno (CBO)'
Son compuestos Spticamente activos, frecuentemente sdélidos
cristalinos con altos puntns de fusidn (Harbone, 1973)
y Se encuentran extensamente distribuidos en el reino ve-
getal {(Dominguez, 1379). Los triterpenos constituyen los
productos del metabolismo secundario mds abundantes y am-
pliamente distribuidos en el género Hyptis.

Se han aislado e identificado hasta el momento die~
cinueve compuestos triterpenocides en las diferentes espe-
cies del género Hypcis. Todos estos son derivades pentaci-

clicos con diferentes grados de oxidacidn de los esqueletos bd-



sicos de lupano, ursano y oleanano. La especie medieinal H.
albida constituye un ejemplo representativo de la diversi-
dad metabdlica de estos triterpenos pentaciclicos en el gé-
nero. El estudioc fitoquimico de estas plantas permitid la
caracterizacidén de novedosos constituyentes. Por ejemplo,
las s-lactonas () ¥y (7 ), (Pereda-Miranda, 1988) derivadas
del dcido oleandlico. Al mismo tiempo, corrobordé la coexis
tencia de derivados del urseno, oleanano y lupano en esta
especie, como ya habia sido observado para la especie H.
suaveolens: (g), (9) (Misra et al., 1983 , a y b) y (10)
(Mukherjee et al., 1984). La friedelina (11) constituye un
caso aislado ya gque sSlo se ha reportado en H, suaveolens
(Saluia y Santini, 1984).

Los esteroles son compuestos sélidos con Cyy @ ng
&Stomos, basados estructuralmente en el sistema tetraci-
clico de perhidrofenantreno. Tres de ellos se encuentran
en plantas superiores, ya sea en estado libre o como gli-
césidas simples: el sitosterol (12), el estigmasterol
(13) y el camfesterol (14), (Harbone, 1873). En el géne-
ro Hyptis se han aislado sblo dos de ellos: el camfeste-
rol y el sitosterol, ambos sin ningln valor taxonémico

debido a su amplia distribucién en el reino vegetal.



(8) 27- coon, al?

te)  28- coon, 220(29)

(10)

{11)
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HO HO
(12) R= Et (13)
{14) R= Me

B) Compuestos fendlicos. Este término incluye un amplio
grupo de sustancias vegetales que poseen un anillo aromi-
tico con uno o mds sustituyentes hidroxilo (Harbone, 1973).
Los flavonoides son pigmentos vegetales gue poseen un
eééueleco carbopatado Cg-Cy-Ce (Dominguez, 1979) estruc-
turalmente derivados de la flavona (Harbone, 1973). La
distribucidén de los flavonoides en el género Hyptis es suma-
mente escasa y aislada. El metabolismo de estos compuestos
en este género se caracteriza por la metoxilacidn de las
pesicicnes CG'CB ¥y C3 del nicleo hdsico de apigenina
(Pereda-Miranda, 1988). Esta tendencia se ejemplifica
con el contenido de los cenctituyentes de H. albida: neva-
dencina (15); 4',7-éter dimetflico de la apigenina (16};
3,4',7-éter trimetilico del kaemferol (17) y ermanina (18},
Esta caracteristica la comparte con algunos guimiotipos

de especies de los gé&neros Mentha, Thymus y Sideritis.
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OCH3
R Ry Ry R,
(15) H H Me H
(16} OMe H Me H
(17) oMe H 8 H
(18) H OMe H OMe

Los lignanos son dimeros oxigenados del fenil propano
(bominguez, 1979), responsables junto con la celulosa de
la rigidez de los tallos vegetales (Harbone, 1973). 8e
encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal
(Germdn, 1971} y sdlo cuatro de estos gompuestos se han ais
lado en el género Hyptis: 1la sesamina (19), la desoxipo-
dofilotoxina (20), la 4'~dimetildesoxipodofilotoxina (21)
y la 8-peltantina (22), los cuales demostraron una impor-

tante actividad citotdxica (German, 1971, Kingston et al.,

19793, e H
o L]
{ 5
o o
* H O
0 ORg
ORy

(20) R;=Ry=R;=Me; R,=H

(21} Ry=R,7Me; R,=R,=H

(22) R1=R2=R3=Me; R4=0H
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C) a~pironas. Dentro del género Hyptis existen compuestos
pertenecientes a las z-pironas, especificamente lactonas
de 6 miembros i,3 -insaturadas con una cadena lateral C-7
en el carbono CG' Estructuralmente, estas & ~lactonas son
derivados del Acido dodecanocico y su distribucibn se lipi-
ta casi exclusivamente a este género. Biosint#ticamente,
la estructura principal de este grupo de lactonas parece
relacionada con una derivacién pelicétida; sin embargo,
la posible participacién de carbohidratos no debe excluir-
se (Achmand gE_gl., 1987). Este grupo de compuestos se ca-
racteriza también por poseer la misma estereogquimica abso-

luta (R) en el centro guiral ¢, (Delgado et al., 1985;

6
bDavies-Coleman y Rivett, 1987; Achmand et al. 1987)

A continuacifn se presentan las f-lactonas gque han
sido aisladas y estudiadas dentro de la familia de las
Labiadas. La olguina {23) y anamarina (24) representan
los constituyentes mayoritarios de las partes aéreas de
una especie sudamericana nn identificada perteneciente
al género Hyptis {Alemany et »1.,1979 a; idem., b). Del
extracto acetdnico de las partes adreas de Hyptis oblon-
gifolia {Delgado et al., 1985) se aisl6 la 4-desacetoxi-
10-epi-olguina (25) y recientemente tres x-pironas adi-
cionales: la 6-(5',6'=-diacetoxi-1',2'~dihidroxi-3-hepte-
nil)=5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (26a) y su derivado ace-

tilado (26b), y la 6-(5,6-diacetoxi-l-hidroxi-2-metoxi-

3-heptenil) -5, 6~dihidro-2H~piran-2-ona (27). Estos tres



(24)

QAc¢

B
~H
A2Q AcO g

o /
(26a) R,=R,=0H
(26B) R, =R,=Ohc (28)
t2n R,=CH, R,=OMe
ro ?Ac %Ac
e Py i N
| .
° A0 ACO @
0
o 2
28 Rehe {34)
(33) BR=H
Cna(Csz,‘ .
0.
Q (37)

{25)
[ Me]
"9 ‘!'!4
\/\A!/\i/ l
0Rz O.
0
(29) R;=R,=R,=Ac
(30) R,=R,=Ry=H
(31) Rl=R2=Hr R3=Ac
i
H
0
0o
(35)
n=6
n=4
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compuestos aislados de H. oblonaifolia presentan una mode-

rada actividad biolfgica en ensayos con larvas de hrtemia-
salina y fueron inactivas en pruebas de citotoxicidad
(Pereda-Miranda et al., 1990}.

La hiptflida (28]} se obtuvo del extracto etanblico
de hojas secas de Hyptis pectinata (Gorter, 1920;
Achmand et al., 1987).

La boronSlida (29} obtenida del extracto de los tallos

y la corteza de Tetradenia fructicosa (France y Polonshky,

1971; Kjaer et al., 1985) y de las hojas de Tetradenia
barberae ({Davies-Coleman y Rivett, 1967). Dos derivados

de este compuesto han sido aislados en otra especie,

la desacetilboron&lida (30) y la 1',2'-didesacetilborond—
lida (31), aisladas del extracto clorofbSrmico de las hojas

de Tetradenia riparia (Van-Puyvelde et al., 1979; idem.

1981), al igual que la umuravumbSlida (32) y su derivado
desacetilado (33).

El extracto acetSnico de las hojas de Syncolosteron
rotundifolius proporciond la sinrotdlida {34) (Davies-
Coleman y Rivett, 1987).

También en otros genéros no pertenecientes a la fami-
lia de las Labiadas se han encontrado compuestos de este

grupo de g-pironas, come en la Aristolochia ardentina

(Aristolochiaceae) cuyo extracto de éter de petrSleo obte-
nido de las raices proporcioné la argentilactcna {353). De

las hojas de Cryptocarya massoia (Lauraceaej se aislaron




dos ‘-lactonas -, z-insaturadas (36, 37) (Priestap
et al., 1977).

Ningunc de estos compuestos presentd actividad far—
macolégica o gquimioterapfutica. Por el contrario, estos
metabolitos se consideran, al igual aque todas las lacto-

nas 1,#-insaturadas, como posibles agentes carcinogénicos

potenciales {Vlietinck, 1987).

16
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3.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA Y METABOLISMO

SECUNDARIO DEL GENERO Hyptis

La gran variedad de metabolitos aislados en este gé-
nero permite atribuir una gran diversidad de actividades

bioldgicas a las especies de Hyptis:

a) Actividad antibacteriana. En la mayoria de los casos
la actividad bacteriostdtica y bactericida se atribuye
a los constituyentes de los aceites esenciales. Por
ejemplo, los componentes mayoritarios de las esencias
del género Hyptis como: el citral, el citronelal y
linolool son monoterpencs bacteriostatices (Mése v
Luckas, 1957).

Las propiedades antisépticas de algunos aceites esan-
ciales se deben al alto conterido de borneol y eucalip-
tol {(Hegnauer, 1967). El timol, también constituyente
mayoritario de algunos aceites esenciales, se usa en

la terapéutica de las inflamaciones de las vias respi-
raterias y como profildctice, por su gran accidn bac-
tericida (Wagner, 1977). Uil diterpenoide de la serie
del abietano, la l4-metoxitaxodiona {2) aislada de H,
fructicosa, mostrd una buena actividad contra bacterias

Gram positivas (De Araujo et. al., 1974).



b} Actividad carminativa y espasmolitica. Diversas inves-

c)

tigaciones han demostrado que todos los alcoholes y fe-
noles monoterpénicos presentan una poderosa actividad
musculotrépica espasmolitica (Imaseki y Kitabatake,
1962; Wagner y Sprinkmeyer, 1973), la cual explica la
actividad carminativa de las especies del género Hyptis,
ricas en estos aceites esenciales (Roig, 1974).
Actividad citotfxica y anticancerfgena. La observacién
de que los extractos acuosos de las hojas y tallos de
H. verticillata inhfbian el dssarrollo de los hueveci-
llos del erizo de mar, permitif el aislamiento de dos
lignanos: la s-peltantina y la 4'-~demetil-desoxipodofi-
lotoxina, que demestraron ser agentes antimit6ticos en
pruebas de células fibrobl&sticas de ratdén (German,
(1971). Un estudio con plantas con actividad antitumo-
ral demostr6 que el extracto cloroifrmico de las partes
aéreas de H. emoryi era activo contra el carcinoma de
Walker en ratas y el compuesta responsable de esta
acci6n es el dcido betulinico (Sheth et al., 1972; Kings-
ton y Hunjal, 1978).

La l4-metoxitaxodiona (2), aislada de H. fructicosa,

también es activa sobre el carcinoma de Erlich en ratas
(De Araujo et al., 1974). Un estudio relacionado con
la actividad citotdxica del extracto etanblico de las
partes aéreas de H. tomentosa demostrd la actividad po-

tencial de esta planta sobre un sistema de leucemia
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linfocitica y sobre un cultivo de c&lulas KB. De este
extracto se aislaron tres componentes activos. E2

agente citotSxico m8s efectivo {EDg, 0.038 ug/ml) fue

]
identificado como el lignano desoxipodofilotoxina (20).
Dos constituyentes adicionales que contribufan con la
citotoxicidad total del extracto (ED5° 6.0 ug/ml) fue-
ron dos flavonoides: la gardenina B (38) (ED50 6.0
wg/ml), que también es el constituyente mayoritario de
H. albida (Pereda-Miranda, 1987}, y la 5-OH-4',3,6,7,8-
pentametoxiflavona (39) (ED50 1.8 ug/ml) (Kingston et
al., 1979; Edwavds et al., 1979}.

De la raiz de H. suaveolens se aislS el lupeol {40) que

mostrd ser un potente agente citotbdxico (Kingston y

Munjal, 1978).

(38) PR=H (40)

(3%) R=OMe
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d) Otras actividades., El extracto bencénico de las rai-
ces de H. suaveolens mostrd una actividad fungicida
efectiva sobre el hongo patégeno Helminthosporium
oryzae. Cuatro especies de este género se utilizan

como insecticidas: H. capitata, H. verticillata, H.

emoryi y H. albida (Altschul, 1973}, pero no existe
ninguna investigacidn fitoquimica especifica relacio-
nada con tal accidn.

Otra actividad que presentan los extractos acuocsos y
metandlicos de H. pectinata y H. suaveolens es el
efecto molusquicida potencial (Kleoos y Mc Cullough,
1887). &Estas tres actividades en conjunto podrian
presentar una alternativa bioldgica al control de las

plagas con minimas repercusiones ecolégicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

La Figura 4.1 muestra, mediante un diagrama de bloques,
la secuencia de trabajo desarrollada en el presente estudio.

Cada paso se describe a continuacidén en forma detallada.

1. MATERIAL VEGETAL,

Las partes aéreas de una poblacidn de H. pectinata
Poit. (Lamiaceae} se colectaron en noviembre de 1987, en
el Km. 9 de la carretera Jalapa-Puerto de Veracruz, estado
de Veracruz, México. Un ejemplar de referencia se deposi-
té en el Herbario Nacional, Instituto de Biologia, UNAM

(M-21853).

2, EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL Y ELABORACION DEL EX-

TRACTO QRGANICO.

El material vegetal se dejd secar a temperatura ambien-
te y se cortd en trozos pequefos proporcionando un total
de 3.7 Kg mismos que fueron sometidos a una extraccidn con
cloroforme (13 1) a temperatura ambiente durante 5 dias,
Posterjormente, el residuo vegetal se decantd y el disol-
vente filtrado se concentrd a presién reducida, obtenién-

dose 200 g de extracto.

3., RESOLUCION DEL EXTRACTO MEDIANTE PARTICION CROMATOGRA=~
FICA.

El total del extracto se fracciond en una-.columna em-
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pacada con 2.5 Kg de gel de silice, utilizando como siste-
ma de elucidn mezclas de CHC13-Me2CO de pnlaridad crecien-
te. Todos los eluatos de aproximadamente 800 ml cada uno
se analizaron por CCF y se reunieron considerando la
homogeneidad y semejanza de los constituyentes presentes
en ellos. Cada fraccidn obtenida se tratd de manera in-
dependiente a fin de poder aislar y purificar todos los
metabolitos presentes.

Las cromatografias en columna (CC) se realizaron en
gel de silice (Merck 60).

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron
en cromatoplacas de gel de silice (Merck 60 F-254).

De la reunidn de eluatos se obtuvieron vinco fraccio-
nes numeradas en orden creciente de polaridad, las cuales
contanian cinco compuestos mayoritarios perfectamente

diferenciables por CCF (Tabla4.1).

4. ALSLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES MAYO-

.RITARI 0s.

En la FPigura 4.2 se esquematiza la secuencia desarrolla
da para el aislamiento y la purificacién de los constitu-
yentes. La caracterizacidn de cada uno de los compuestos
serd discutida en la siguiente seccidn.

La Tabla 4.2 enlista los productos naturales aislados,
asi come su rendimiento expresado en base al peso seco

del material vegetal empleado.



TABLA 4.1 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ORGANICO DE H. pectinata MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
SOBRE GEL DE SILICE.

Sistema de No. de eluatos Sistemas de elucién Eluatos No. de No. de constituyen- *Clave
elucitn para la visualiza- combinados  fracciSn tes mayoritarios de la
CHC 4~Me,CO cién en CCF visualizados mediante muestra
CF
CHCL 3 -Me 2CO
100:0 1- 5 10:0 desechados _— -— -—
6= 53 10:0 6~ 14 I 1 HP-I-6
15~ 57 11 2 HP-I~6
HP~-II-16
95:5 54- 68 9:1 58—~ 67 I1I 1 HP-IIXI-58
9:1 69~101 v 1 HP-IV-69
75:25 94-114 1:1 102-127 --= - -——
1:1 - 128-147 v 1 Hp-V-128
1:1 148-162 ——— - -—
50:50 115-173 1:1 163-177 — -— ——
0:100 174-212 1:1 178-214 —-— -—— —-—

*La clave utilizada paxa la numeracifén de los diferentes compuestos aislados, de cada una de las
fracciones, estd constituida por tres elementos. El primero representa las iniciales del nombre
genérico y especifico de la especle vegetal en estudio (HP). El segundo sefala el nmero de la
fracci6n de la columna original de la cual se obtuvo el metabolito en cuestién. Por Gltimo, el 2
tercero indica el nGimero del eluato a partir del cual se obtuve el producto natural,
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Fig. 4.2 5Secuencia de andlisis cromatogrifico del

extracto acétonico de H. pectinata.
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TABLA 4.2 RENDIMIENTO DE LOS METABOLITOS ALSLADOS DE H. pectinata

COMPUESTO AISLADO CLAVE RENDIMIENTO

gramos % (peso seco)
ACIDO URSOLICO HP- IV-69 27.27 0.7370
PECTINOLIDA HP- II-16 5.6 0.1513
ACIDO BETULINICO HP-III-58 5.0 0.1351
GLUCOSIDO DEL A-SITOSTEROL HP- Vv =128 1.28 0.0346
8 ~SITOSTEROL HP- I ~§ 0.479 0.0129

92
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4.1 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO HP-I-6 (c-sitosterol).

La ‘fraccién II (13.07 g) de la columna original se pu-
rificd mediante CC (300 g gel de gflice). De las fracciones
eluidas con n-hexano-CHCl, (2:3) precipitaron 209 mg del

sélido incoloro HP-I-6, con un punto de fusidn 135-137°C,

4.2 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO HP-II-16 {(pectinélida).

La fraceién II (23.79 g) fue recromatografiada median
te una columna de gel de silice (250 g) y eluida con
n—hexano—CHCl3 (1:3). De las fragciones de menor polari-
dad (Rf = 0.35} se obtuvieron 270 mg adicionales del s&li-
do HP-I1-6. Las fracciones posteriores de esta columna
(Rf = 0.5) mostraron mediante CCF un producto activo en
UV y que desarrollaba un color azul con CeSC¢/H2504.El total de
estas fracciones se reunieron en dos partes: fraccidn I
{fracciones 50-98) y fraccidn II (fracciones 99-142), de-
bido a que las primeras fracciones presentaron una gran
cantidad de piymentos.

Se realizd una decoloracién a 2 g de muestra de la
fraccidn II disueltos en CHCl; con carbén activado, des-
pués de reposar la suspensidén durante diez minutos se
filtrd en vacio a través de celita y se efectuaron suce-
sivos lavados con CHCl3. El filtrado se concentrdé a pre-
sién reducida y luego de una CCF se comprobd que el pro-
ducto no sufrid ninguna alteracién. De esta misma forma
se procedid con el resto de la fraccidn II y con toda la

fraccidn I.
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Del tratamiento a la fracecién II se obtuvd un semisé-
lido (6 g) de color amarillo y textura aceitosa, el cual
luego de 4 dias en reposo mostrd la presencia de un pre-
cipitado que se pudo separar mediante filtracidn a vacio.
Este s6lido blanco (4.5 mg) no fue activo en UV y no generd
ninguna ceoloracidén con Cesoq/82504. Todo el residuo (5 g)
de la fraccidén II se sometid a una CC (300 g de silice)
eluida con n-hexano~-CHCl, (1:3) y de las fracciones de
Rf = 0.52 se obtuvé un aceite amarillo (3g).

De la fraccién I, después de la decoloracién se cohtu-
vé un producto {10 g) que fue tratado mediante una CC (300 g
de gel de silice), eluida con n-hexano—CHCl; (1:3) obteniéndose
de las fracciones de Rf = 0.53 un semisdélido amarillo acei=-
toso (7 g). Este producto junto con el aislado‘de la frac-
cidén II {3 g}, se purificaron a través de una columna de
gel de silice (100 g) eluida con n—hexano—CHCl3 (1:3),
proporcionando 5.6 g de un aceite amarillo inodoro de

RE = 0.38.

4.3 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO HP-III-58 (&cido betulinico).
La fraccidn III (2.6 g) después de ser sometida a CC

(300 g gel de silice) y eluida con CHC13, proporciond 5 g de

un soélido amorfo (HP-III-58) inscluble en disolventes no

polares.

4.4 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO HP~IV-69 (dcido ursdlico).

De la fraccidén IV precipitaron 27.27 g de un sélido
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amorfo, el cual al compararse con referencias auténticas de
metabolitos aislados de otras plantas del género Hyptis se
comprobd que que se trataba del dcido ursdlico.

Esta identificacidn se realizd mediante CCF utilizan-
do diferentes sistemas de elucidn, la determinacidn del
punto de fusidn mixto (280-282°C) y la comparacidn con el
espectro paralelo de IR del producto natural obtenido de

la fraccién IV con el registrado para la muestra auténtica.

4.5 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO HP-V-128 (glucdsido del
g-sitosterol).
La fraccidn V (7.81 g) de la columna original se puri-
ficé mediante CC (200 g gel de sflice), Las fracciones eluidas
con CHClB-MeZCO {3:1) proporcionaron 1.28 g de un sdlido

cristalino incoloro con un punto de fusidn de 282-284°C.

5. PREPARACION DE DERIVADOS.
A continvacidn se describe la metodologia utilizada
en las reacciones quimicas realizadas a los productos ais-

lados de H. pectinata para facilitar su completa identifi-

cacidn.
El desarrcllo de las reacciones y la obtencidn de los

derivados sintetizados se comprobd mediante CCF.

5.1 REACCIONES DE ACETILACION.
a) Acetilacidn del B8-sitosterol (HP-I-6). 100 mg del

compuesto se disolvieron en 0.5 ml de Ac,0 y 0.5 ml de pi-
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ridina. La mezcla de reaccidn se dejdé reaccionar con agi-~
tacién y a temperatura ambiente durante 12 hs. Transcurri-
do este tiempo, se adicionaron 10 ml de agua destilada y

se realizaron dos extracciones sucesivas utilizando en

cada una volimenes de 20 ml de CHCla. Las fases orgdnicas
se reunieron y fueron tratadas con 20 ml de HCl 1IN, seguido
.de un tratamiento alcalino con una solucidn saturada de
NaHCOy. Por dltimo, la fase orgdnica se lavd dos veces

con voldmenes de 10 ml de agua en cada ocasién, se secd

con Na,50, y se concentrd a presién reducida, obteniéndose
un precipitado amorfo blanco, el cual se purificd mediante
CC (15 g gel de siliaﬂ eluida con CHCly. De las fracciones de
Rf = 0.32 precipitaron 80 mg de un s8lido blanco (HP-I-6a)
con un punto de fusidn de 95-97°C,

b) Acetilacién del dcido betulinico (HP-III-58).
200 mg del compuesto HP-III-58 se disclvieron en (.5 ml de
Aczo y 0.5 ml de piridina, dejdndose reaccionar con agita-
¢ién y a temperatura ambiente durante 48 hs. Transcurrido
este tiempo, la mezcla de reaccidn se traté siguiendoc el
procedimiento indicado en el inciso anterior. El crudo de
reaccidén (L65 mg) se purificd mediante una CC {15 g gel de
silice) utilizando CHCl3 como eluyente. E1l producto ace-
tilado (HP-ITI-S58a) se obtuvo como un sélido blanco cris-
talino con un punto de fusién de 275-278°C,
c) Acetilacidn del glucdsido del g-sitosterol (HP-V-128}.

100 mg del glucédside del g-sitosterol se disolvieron en
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0.5 ml de Acy0 y 0.5 ml de piridina, dejdndose reaccionar
a temperatura ambiente durante toda una noche. Despuéds de
este tiempo se realiz8 el mismo tratamiento utilizado en
la reaccién 5.1l.a para la extraccib6n del producto. De aqui
se obtuvieron 76 mg de un sélido blanco con un punto de fu-

sién de 159-160°C {(HP-V-128a).

5.2 REACCIONES DE ALQUILACION CON DIAZOMETANO.
Preparacién del reactivo:

A 4 ml de una solucidn de KOH (50%) y 20 ml de éter
etilice se adicionaron 2 g de N-nitroso-N-metilurea en
10 ml de Et,0. La mezcia de reaccidn se mantuvo en un
bafio de hielo.

a) Obtencidn del betulinato de metilo (HP-III-58c).
50 mg del Acido betulinico (HP-II1-58) se disclvieron en
10 ml de EtoH y fuercn alquilados con un exceso de solucidn
etérea de CH,N, a una temperatura de 5°C. La adicidn del
agente alquilante se efectud hasta gue ya no se observé
desprendimiento de N,. La mezcla de reaccidn se evapord
al vacio, proporcionando un semisdélido que al ser purifi=-
cado por CC (15 g gel de silice) eluida con CHCLJ. Se obtuvie-
ron de las fracciones de Rf = 0.45, 30 mg de un sélide
blanco con un punto de fusién de 206-208°C,

b) Obtencidn del acetil betulinato de metilo (HP-III-58b},
80 mg del producto acetilado (Hp-III-58a) se disolvieron
en 10 ml de EtOH y fueron alquilados con un exceso de

solucién etérea de CH2N2 a una temperatura de 5°C. La
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obtencidén del producto de reaccidn se realizd siguiendo
la metodologia descrita en el inciso anterior. El deriva-
do metilado (HP-II1-58b) se obtuvo como un sdlido incoloro
(60 mg) con un punto de fusidn de 192-194°C.

c) Obtencidn del ursolato de metilo (HP-IV-69a}.
32 mg del dcido urs8lico (HP-IV-69) se disolvieron en 5 ml
de EtOH y se metilaron con un exceso de la solucidén alqui-
lante (CH2N2-Et20) proporcionando 34 mg del éter metilico
derivado, como un sdlido amorfo blanco (11 mg) con un

punto de fusidén de 168-169°C,

6. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FPISICAS DE LAS SUSTAN_
CIAS AISLADAS Y DE SUS DERIVADOS PREPARADOS.
Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato
Blchi 530 y no estdn corregidos. Las rotaciones Spticas
se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241, tras pre-

via disolucidn de los productos en CHCls.

7. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES ESPECTROSCOPICAS DE
LAS SUSTANCIAS AISLADAS Y SUS DERIVADOS PREPARADOS.
Los espectros de IR te realizaron en un espectrofo-
témetro Perkin-Elmer 599B, Los espectros de masas se
obtuvieron en un aparato Hewlett-Packard 5985-B mediante
la introduccidn directa a 70 eV. Los espectros de RMN
de baja resolucidn se registraron en un aparato Varian

1

M-390 y los de alta resolucidén (RMN"H y 13C) en un apa-

rato Varian VXR-300.



DISCUSION

Las diversas crcmatografiac realizadas del extracto
aceténico cbtenido de las partes aéreas de una poblacisdn
de H. pectinata permitieron el aislamiento de una nueva
q-lactona-u,e—insaturada:

De este mismo estudio se aislaron y caracterizaron
cuatro metabolitos conocidos; el B-gitosterol (HP-I-6),
el &cide hetulinico (HP-II[~58), el dcido ursélico
(HP=-IV~69) y el glucositosterol (HP-v=-128).

En el presente capitulo se describe el andlisis de
los resultados que permitieron la caracterizacidén e iden-
tificacién de estos productos naturales, prestando una
atencidn especial a la elucidacidn estructural y estereo-

quimica del nuevo producto natural, la pectinflida.

1. CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES CONOCIDOS.
Para estos compuestos el anflisis de las constantes

espectroscfpicas, ademds de la comparacién con muestras

auténticas (pf, IR Yy RMN1H), fueron las herramientas que

permitieron su completa caracterizacién.

1.1 'CARACTERIZACION DEL £-SITOSTEROL {HP-I-6) y DE SU
GLUCOSIDO (HP-V-128),
Las constantes fisicas y espectroscépicas del
producto natural HP-I-6 se resumen en el cuadro

sinbptico 5.1,
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La caracterizacifn de ambos productos se realizé por
comparacifn de las constantes fisicas y las propiedades
espectroscépicas con las descritas en la literatura para
B-sitosterol y su glucbsido, asi como la comparacibn con

muestras auténticas de estos productos (Espectros 1 y 2).

1.2 CARACTERIZACION DEL ACIDO BETULINICO (HP-III-58}

La fraccién HP-III-50 permitif el aislamiento de un
s6lido amorfo insoluble en disolventes no polares apré-
ticos nor lo que se procedié a su derivatizacibn mediante
reacciones de acetilacifn (HP-III-S58a), esterificacién (HP-
III-58c) y ambas reacciones de manera consecutiva HP-III-58b).
Las constantes fisicas y las propiedades espectroscbpicas
de estos dorivados sintetizados se incluyen en los cuadros
sindpticos 5.2, 5.3 v 5.4. Las caracteristicas espectroscé-
picas que permitieron establecer la estructura propuesta
para el producto (HP-III-58) se analizaron como sigue:

a) El espectro de IR para el &ster metilico (HP-III-58c)
mostr6 una banda en 3550 c:m_1 caracteristica para el gru-
po hidruxilo, wuna banda en 1720 cm_l para un grupo éster
y una olefina trisustituida que se identificé con las se-
nales a 1640 y 980 cm~i,

Al formar el derivado acetilado (HP-I1I-S8a) del pro-
ducto natural, su espectro de IR mostrd la desaparicién
de la banda del grupo hidroxilo y se observ6 la presencia

1

de una sefial adicional en 1735 cm - caracteristica del
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grupo acetoxilo y otra seflal a 1690 em~! asignable al gru-
po carboxilico. Estas observaciones estructurales se com-
probaron al generar el derivado esterificado del acetato
(»-TIT-568b) su espectro de IR mostrS una sola seflal en
1730 <:m-l correspondiente a las funciones carbonflicas de
los dos esteres en los carbonos C3 Yy 028'
b) El espectro de masas para el ester metilico (HP-III-58c)
presentd un i6n molecular de m/e 470 [M]+, compatible con
la f6rmula molecular C31H50905- Ademds, mostr6 el patrdn
de fragmentacifn caracteristico para la serie del A20(29)
lupeno. Los principales fragmentos se generan mediante
rupturas de los enlaces en el anillo C, ya sea en los car-
bonos CB-C14 y Cg_cll o en los carbonos Clz-c13 b4 CB—Cl4,
seguidas de una migracibn de hidrbgeno a fin de formur los
iones catifnicos (A) y (B) con los anillos restantes D y E
del esqueleto bdsico (Budzikiewickz, et. al., 1963). La
Figura 5.1 muestra los fragmentos m&s importantes que
corresponden a los iones m/e 207 (D) y su forma deshidra-
tada m/e 189 (E).
c) Por Gltimo, los espectros de RMN constituyeron
la principal evidencia para la caracterizacidn del produc-
to natural como el &4cido betulinico. Las caracteristicas
de los espectros RHNlH para los tres derivados son: la
presencia de cinco senales simples correspondientes a
grupos metilo terciarios, un grupo metilo vinilico cen-

trado en ¢1.68 (3H, s) y dos protones olefinicos corres-
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pondientes a un grupo metilénico terminal en £4.73 y
64.60 donde las sefiales aparecen como singuletes. Estos
datos comprobaron la presencia de un grupo isopropenili-
deno en el nficleo estructural hisico y sus desplazamien-
tos guimicos cerrespondieron con los observados para un
esqueleto triterpénico pentaciclico de lup-20 (29)-eno
(Chin et al., 1973; Rasool et al., 1989). De manera es-
pecial, el desplazamiento quimico y la multiplicidad para
el nficleo H-198 (s 3.00, ddd, J=10.6, 10.6, 5.3 Hz) de-
mostr6 la presencia del grupo isopropenilideno y por lo
tanto corrobord la asignacibn estructural correspon-
diente al 4cido betulinico (Achmand et al., 1987).

Las interacciones de acoplamiento se verificaron me-
diante la correlacién bidimensional 'H-'H (COSY-2D}, la
cual mostré la conectividad entre los ndcleos H2-29 Y
el singulete para el grupo Me~30, al mismo tiempo se ob-
servaron los acoplamientos para el H-19g con los hidrége-
nos H-18a y H,-21. Estas conectividades se ejemplifican

en el espectro de) derivado acetilado (Figura 5.2).
105 espectros de R0 (Tabla-5.1) de los derivados fueron simi-
lares a los descritos parz el betulinato de metilo (HP-III-58c)

y el acetil betulinato de metilo (HP-III-58b) (Monaco y

Previtera, 1984; Wenkert et. al, 1978).

1.3 CARACTERIZACION DEL ACIDO URSOLICO (HP-IV-69).
lLas constantes fisicas y espectroscbpicas para este

metabolito se resumen en el cuadro sinéptico 5.5.



Tabla 5.1 Espectrog de R.MNIBC de los derivados del &cido

betulinico (HP-III-58).

c $
a b c

1 38,31 36.32 38.79
2 23.63 23.63 25 .46
3 80.94 80.87 78.81
4 34.74 37.74 38.66
5 55.34 55.35 55.30
-6 13.08 18.12 18.25
7 34.16 34.17 34.26
8 40.62 40.61 40.62
9 50.33 50.38 50.49
10 37.06 37.04 37.15
11 20,78 20,83 20,83
12 25,36 25.40 27.29
13 38.35 38.16 38.22
14 £2.35 42.32 42.34
15 30,51 36.51 29,63
16 32,190 32,10 32,13
17 56.36 56.48 56.51
13 46,90 46.92 46.92
19 49.1% 49,37 49.41
20 150,41 150.49 150.55
21 29.63 29,60 30.55
22 37.01 36.91 36.93
23 27,90 27.88 27.93
24 16.41 16,44 16.08
25 16,12 16.13 15.90
26 15,98 15.89 15.33
27 14.59 14.61 14.27
28 171.15 176.71 176.67
29 109.73 109.59 109.54
30 19,29 19,28 19.33

a, Rl=Ac, R,=H

b, R1=Ac, R2=Me

=H, R,=Me
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a} El espectro de IR presentd bandas de absorcién en
3430 y 1030 em™t caracterfsticas para el grupc hidroxilo,
tna banda intensa en 1700 r:m'l asignable al grupo carboxfi-
lico y una seial en 1000 cm_1 para una olefina trisustituida.
b) El espectro de masas present$.un ién molecular
m/e 456 [M}¥ que es compatible con la f6rmula molecular
C3OH4803 y un patrSn de fragmentacién caracterf{sticoc para
la serie de triterpenos pentaciclicos con esgueleto bi-
sica de 12-urseno y 12-oleaneno (Budzikiewichz et al.,
1963). El mecanismo de fragmentacidén sucede a través de
una reaccifn de Retro Diels~Alder del anilloC y
gque coincide con la generacibn del pico base del espectro
con una m/e de 248. El catifn de m/e 203 se produce me-
diante la eliminacidn parcial del anillo E para generar
el catidén de m/e 133.

c) Por Gltimo, el espectro de RMNl

H presentf cinco
sefiales simples centradas entre 30.70 y & 1.80 asignables
a los grupos metilo terciarios. Las sefiales para los me-
tilos secundarivs caracteristicos de este compuesto apa-~
recen sobrepuestas a las anteriores sefales, por lo que
no son distinguibles. Se observa tambié&n un dobklete cen-
trado en § 2,2 (1H) asignable al protén H~188 el cual
constituye una sefial caracteristica del esqueleto de
urs-12-eno (Cheung y Yan, 1972), Una sefial en : 3.17

(14, a4, J=9, 7 Hz) en forma de doblete de dobletes gue

corresponde al protén germinal del grupo OH secundario
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y una sefial centrada en 55.24 {1H, m) asignable al protén
vinfiico H-12.

Las caracterfsticas de este compuesto, asf como las
observadas para su éster metilico sintetizado (HP-IV-69a;
{(cuadro sinfptico 5.6), coinciden perfectamente con las
reportadas en la literatura (Romo de Vivar et al., 1985)
para el &cido ursélico. Este constituyente se identificé
por comparacién de sus constantes fisicas y espectroscé-
picas con las observadas para una muestra auténtica aisla-

da de H. mutabilis ({Pereda-Miranda v M. Gasctn, 1988).

2, ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE UNA NUEVA ¢-LACTONA

4, B-INSATURADA, LA PECTINOLIDA.

El compuesto HP-II-16 corresponde a la £&6rmula mo-
lecular CygH,,0¢ {espectrometria de masas) y sus cons-—
tantes ffsicas y espectroscdpicas se resumen en el cua-
dro sinfptico 5,7.

Su especéro de IR present$ una banda ancha en
1735 cm_1 caracteristica de los alargamientos del grupo
carbonilo en funciones de &steres y otra sefial en
1240 cm-1 correspondiente a las flexiones de los enlaces
C~0. Tamhi&n se cobservaron varias sefiales que sugieren
la presencia de dobles enlaces, cuyos midximos se obtu~

vieron en 3015, 1620 y 815 cm .

La absorci®n en UV {MeOH) a una amax de 208 nm apoyé



Tabla

5.2 Desplazamientos guimicos y multiplicidades
para los ncleos de hidrSgenc de la pectind-
lida (HP-II-16).

NUCLEO 6 / ppm MULTIPLICIDAD J (Hz)
H=-3 6.24 {1H, d ) J= 9.7

How ¢ 6.96 (1H, dd) J= 9.7, 5.7

BE-5 5.19 (1H, dd) J= 5.7, 2.9

H-6 5.60 (14, dd) J= 8.1, 2.9

H - 1 5.73 (1H, 4d) J= 10.5, 8.1

H-~ 2 5.62 (1H, 4d) J= 10.5, 10.1

H -~ 3 5.35 (1H,ddd) J= 10.1, 7.3 , 6.6
H - 4 1.70 (2H, m )

H-5 1.54 (21, m )

H - 6 1.29 {28, m )

H 7' 0.90 (3H, t ) J= 6.9

B

L%
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la presencia de una lactona @, #-insaturada.

El espectro de RMN1H {Tabla 5.2) present6 resonan-
cias que fdcilmente fueron asignadas de la siguiente ma-
nera:

1. dos singuletes que integraron cada uno para tres pro-
tones con el desplazamiento caracteristico parz gru-
pos metilo de funciones acetoxilo (¢ 2,05 y 2.09});

2. un grupo metilo primario (3H, t,% 0.9, J=6.9 Hz);

3. dos protones olefinicos de una funcién carbenilica
u, 3-insaturada (§ 6.24, d, J=9.7 Hz; 6.96, 44,
J=9.7, 5.7 Hz),;

4. dos protones olefinicos centrades en §5.72.

El espectro de RMN13C confirm$ las observaciones an-

teriores y proporciond informezcién adicionai. En los

experimentos de desacoplamiento total y APT se cobserva-
ron regonancias para n@icleos carbonilicos de dos grupos
acetoxilo ( 6170.25, s, y 169.78, s} y de una §-lactona
a,8-insaturada (i 162.12, 5), cuatro seifiales simples pa-

ra 4tomos de carbono clefinicos centrados en 35140.01,

133,17, 126,18 y 124.99, Las senales restantes en el

espectro fuerorn asignadas como se indica a continuacifn:

tres carbonos secundarics geminales a un dtomo de oxige-
no ( 875.04, 69.42 v 64.24), tres metilenocs alifiricos

{ 834.01, 27.20 y 22.44), dos metilos pare las funciona-

lidades acetoxilo (321.07 vy 20.46)y, finalmente, un singu-

lete para un grupo metilo terminal (513.88), (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3 Espectros de RMN13C de la pectinélida (HP-II-16)

y la umuravumbSlida (32).

c §
a b

2 163.37 162.12
3 121.73 124.99
4 144.15 140.01
5 30.09 64.24
6 74.07 75.04
1t 131.72 133.17
2! 130.12 126,18
3 69.45 69.42
41 34.32 34.01
5 27.60 27.20
6 22.47 22.44
7 13.88 13.88

N

AcQ R a, R=H (32)
o
P b, R=OAc (HP-II-16)

(]



45

Los siquientes fragmentcs estructurales satisfacen
los requerimientos para la f6rmula molecular C16H2206 Y
al mismo tiempo, ebedecen a las observaciones espectros-

cbpicas anteriores:

?Ac

SR
o V- on=cn- - (CHy) 5~CH, ~ CH-0Ac

La correlacidén bidimensional de cada uno de los ni-
cleos de hidrdgenc (2D-COSY) Y los experimentos de doble
resonancia realizados permitiercon establecer la conectivi-
dad de estos fragmentos proporcionando las siguientes con-
clusiones:

1. La multiplicidad observada para la sefial centrada en
$6.24 (H-3} correspondidé con el valor de acoplamiento
olefinico CIS con el protén en ¢6.96 (H=4, Jd3_, = 9.7}
(Pigura 5.3).

2. El acoplamiento adicional que se observé para esta
dltima sefial se correlaciond con el protén geminal
a una de las funciones acetoxilo centrada en $5.19
(H-5), <cuya interaccién se identificé fdcilmente en
el espectro 2D-COSY (Figura 5.3) y correspondié al
valor de J=5.7 Hz. Esta observacidn permitid asignar

inequivocamente la resonancia correspondiente al ni-
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Fig. 5.3 Expansifn del espectro 2D-COSY (lH—IH) para la
regién vinilica de la pectinSlida.
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5.8 8.7 5.5 9.4 5.2 5.2 pom
Fig. 5.4 Fxpansi6n del espectro de RMN‘II para la
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cleo -5 Y, por lo tanto, la interaccién restante repre-
sentd la constante de acoplamiento con el protdén gemi-
nal a la funcién etérea de 1la lactona, cuyo desplaza-
miento quimico se observd en §5.60 (1H, dd, J=8.1,

2.9 Hz) ({Figura 5.4}.

El valor de esta interaccién fue similar al observado
para la olguina (23) (J;_c= 2.9 Hz) (Alemany et al., 1979),
el cual confirmé una configuracidn cuasi-ecuatorial
para la cadena lateral y una orientacidn axial para el

protén H-6 y el grupo acetoxilc en C; (Figura 5.5).

OAc

%

N
5

" Fig., 5.5 Proyeccibn de Newman del enlace CS—C de la

6
pectinglida.

La sefial compleja centrada en §5.25, que se asign6 al
protén geminal del grupo acetoxilo restante, presentsd
interacciones vecinales cor la cadena alifdtica y con
las sefiales vinflicas del doble enlace de la cadena la-

teral. Esta observacifn se verificé mediante el desaco-
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fig. 5.6 Zspectro de rnll bidimensional (QOSY-2D)

de la pectinflida (HP~IL1-16}.
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plamiento del metileno centrado en £1.70 y gue permi-
ti6 calcular la constante de acoplamiento con el pro-

tén vinflico (J= 10.1 Hz) (Figura 5.6).

La multiplicidad observada para la sefial centrada en
85.73 cerrespondidé con el valor de acoplamiento ole-
finico CIS con la sefial centrada en §5.62 (H-2',

Jy1.2:=10.5) (Figura 5.4).

l L}
Las asignaciones propuestas para los nicleos de lJc

(Tabla 5.3) se establecieron por comparacidn con los datos

descritos para ambientes estructurales semejantes, en es-

pecial con los valores descritos para la umuravumbSlida

(32) (Davies et al., 1987).

Por lo tanto, la correspondencia encontrada en los

datos espectroscdpicos (JH_H y 613C) con los modelos uti-

lizados permitieron proponer la siguiente fdérmula parcial

para el compuesto HP-II-16:

Finalmente, sdélo resta por establecer la configura-

cién relativa del nicleo C-3' y la configuracidn absoluta

para este compuesto.
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CONCLUSIOQONES

El estudio fitoquimico de Hyptis pectinata (L) Poit.,
objetivo principal del presente trabajo, permite generar
1as siguientes conclusiones relacionadas con eL metapolis-

mc de esta especie:

~ Los principales constituyentes del metabolismo secunda-
rio de esta especie medicinal son los triterpenos penta-
ciclicos, representados por los &cidos betulfnico (HP-
ITI-58) y ursblico (HP-IV-69).
Fl constituyente mis abundante del extracto aceténico
fue el &cido ursdlico, caracteristica bilosint&tica que‘
comparte con otros miembros de la familia Lamiaceae

(Pereda~Miranda., 1988).

~ Se aisld y caracterizé una nueva é-lactona a,8-inssatura-
da denominada pectindlida (HP-If-16), cuya estructura se
estableci6 como la 5-(acetiloxi)-5,6-dihidro-6-[3- lace~

tiloxi)-1i-heptenil]-2H-piran-2-ona.

- Los metabnlitos restantes fueron dos esteroles conocidos
y ampliamente distribuidos en la familia Lamiaceae: el

g-sitosterol (HP-I-5) y su glucSsido (HP-V-128).
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Cuadro sinfptico 5.1 Constantes fisicas y espectroscs-

picas del g-sitosterol.

WO
p.£. 135-137 °C
|a|§5 - 35.0  (c 1.9, CHCL,)
IR v$§§ (en™ 3400, 2920, 2850, 1460, 1375,1050,
(Espectro 1) 950.
EM 70 ev a6 |M*?| (7.2), 415 M"Y (29.3),

m/e (% abund. rel.) .
414 {M"| (o0.0), 399 |mM-15] (37.5),

396 |M-18| (51.2), 381 [M-15-18|
(36.5), 330(44.2)y, 303(56.7), 275
(12.0), 273(28.2), 255(34.0), 246
(6.2}, 231(28,3), 213(41.2), 145
(43.8), 135(30.9), 95(48.0), 81
(41.2).
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Cuadro sinfptico 5.2 Constantes ffsicas y espectrosc6—

plcas del &cido acetil betulinico.

COOH
13
H
AcD

p.£. 275-278 °¢

a]25

alp +23.4 (o 0.343, cHCly)

1 oNET e 2925, 2850, 1738, 1690, w4s50,1360,

(Especizo 1) 1240.

] $4.73(1H, m, H-29), 4.6(14, m, He

(300 hHz, cDClg, THS)

(Eapactro 41 29'), 4.45(1H, ad, H-3a), 3.0(1H,
dd4d, I=10.6, 10.6, 5,3z, H-19),
2.05(3H, 3, ~00CMm), 1.7 (3H, s, Ma=
33), 0.57(6H, s, Me-27), 0.53(3A,
3, Me-26), 0.84(3H, 2, Me-24), 0.82
(3H, 3, Ma=235).

rvt e Ver tabla 5.1

(15 MHz, CD:IJ, ™S)
{Espactros 5 y §)

M 70 ov 498in}*(3.0), 483|8-ve]t(2,0), 233
m/e {V abund, rel.) "
1=coMe T (5.0, 138 M- icop4m) [F(25.00,
335{13.0), 135(22.0), 119(10.0), 93

{24.0), B1(26.0), T9(19.0), 43(100.0).



Cuadro- sinfptico 5.3

AcO

-

KBy -1

tea”ty

(Espectze 7}

1

RMNH
{300 MHz, CDCJJ. TH3)
(Espectzo 8}

ralle
{Espactros % y 10)

EM 70 oV
w/e {% abund. rel.)

Constantes fisicas y espectroscé-
picas del acetil betulinato de

metilo.,

COOCH3

192«194 °C

+20.0 (¢ 0.04, CllCl))

3450, 2950, 2875, 1735, 146¢, 1386,
1365, 1245, 1160, E135, 1025, 980,
900,

64.73 (1H, m, H~29), 4.6{14, m, H-
29'), 4.4A(1N, dd, H-3a), 3.66(JH,
3, -COOMe), 3.0(LH, ddd, H-19),
2.05(3H, s, -00CHe), 1.68(3H, s,
Me-10}, 0.96(6H, s, Me-23,-27),
0.91(3#, a, Me-26)}, 0.85(3H, s,
He-24), 0.83(38, s, Ma-25).

Ver tabla 5.1

512 iM{*(6.0), 455 |u-Mel*(2.0},
452 [u-my0i*(28.0), 437 14130~
Hal*15.00, 411 j%-COMa]*i2.0),

420 |¥-(co Masu) T (2.0), 262(27.0),
243(23.0}, 233(10.0), 189(94.0),
149(34.0), B81(37,0), 43(L00.0).



Cuadre sinbptice 5.4

HO

-2
ia'.;s

IR ::: tcn™hy

{Eapactrs 11)

movtn

(300 MHz, COCLy, THS)

{Espectro 12)

notle
(Espectros 1J ¥ 14)

EM 70 8V
/e (¢ abund. zel.)

Constantes ffsicas y espectroscé-

picas del betulinate de metilo.

COOCHy

206-208 °¢
+ 8.03  (c 0.005, CHCl,)

3540, 3450, 2940, 2860, 1730, 1700,
1450, 1380, 1360, 1160, 990,

5473014, m, H-29), 4.6Q28, m,
#-23'), 3.66(3H, g, -COOMe}, 3.12
(11, 4d, J=9, 7 Hz, H-3a), 3.0 U8,
add, 3=10.6, 10.6, 5.3 Hz, H-19),
1.68 (3H, 3, Me-3G}, ¢.96{34, s,
Mo-25, 29), 0.91(3H, s, Ma-16},
G.81 (34, 3, Me-24), 0.75(3#, s,
Me~257

Var tabla 5.1

470 iu{*(12.0), 455 In-2e)*(3.0),
452 {N-H0) 718G, 437 M- Q-stel”
(5.0, 1L [m-copel* (11,0}, 410
1M~ (o Mes) | T (200}, 262(e3.00,
233(12.0), 220(25.0), 207{45.03,
183(102.0), 81(55,0), 55{39.0,
43{38.0) .

55



Cuadro sinbptico

p.£.

| o PO
D

KBr

max
(Espectro 15)

Y

IR v (em”

revty
(30 MHz, CDClJ, TMS)
(Espactro 16)

EM 70 ev
m/e (% abund. rel.)

56

5.5 Constantes fisicas y espectrosct-

picas del #cido vrsélico .

COOH

292-294 °C
+18.8 (c 6.9, CHCl,)

3430,
1280,

2920,
1230,

2870,
1030,

5 5.24(18, m, H-12),
J=9, 7 Hz, H-3ea),
Hz, H-18g), 1.08(3H,
0.99(3H, s, Me-23),
Me-25), 0.84(3H, s,
(3H, s, Me=24)}.

1700,
100G.

1450,1380,

3.17{1H, 4d,

2.20(1H, 4, J=10

s, Me-27),

0.93(3H, s,
Me-26),

0.78

ase |M|* (3.8), 248(100,0), 235

(2.5},
189(16.3),
43(38.0).

133(18.8),

233(8.7), 207(15.8),

203(48.7),
€9(29.5),
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Cuadro sinfptico 5.6 Constantes ffsicas y espectroscé-

KBr
mix.

I.R. v (cm‘l)

(Espectro 17)

RMNIH

(80 Muz, CDC13, TMS)

{Espectro 18)

EM 70 ev
m/e (% abund. rel.)

picas del Ursolato de metilo.

COOCHy

168~169 °C
+ 66.8 (¢ l.6, CHCll)

3600, 2952, 2868, 1719, 1462,
1387, 1364, 1261, 1236, 1193,
1169, 1029, 994.

§ 5.24(1H, m, H-12), 3.60(3H, s,
MeCOC-~), 3.19(1H, 44, J=9, THz, .
H-3), 2.22(1H, 4, J=10 Hz, H-18),
1,07(3H, s, Me-27), 0.97(3H, s,
Me-23), 0.91(3H, s, Me-25), 0.78
{34, s, Me-24), 0.75{3H, s, Me-26).

470 |t (4.5), 468(1.0), 455
IM-Mel ™ (L.0), 452 |M-H,0| (1.2),
437 |M-Hy0-¥e| T (1.0), 411 |M-cO,-
Me| (2.0}, 410 |M~(CO,Me+H)| " (2.0,
262(100.0), 249(6.0), 207(27.3),
203(73.8), 189(10.0), 133(33.4).
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Cuadro sinbptico 5.7 Constantes ffsicas y espectrosch=-

QAc

CHC1
méx.

{Espectro 19)

IR v 3 (em D

Ry H
(300 MHz, CDCly, TMS)

(Espectro 20)

RMNlBC

(75 MHz, CDC13, TMS)
(Espectros 21 y 22)

EM 70 ev
m/e (% abund. rel.)
{Espectro 23)

picas de la PectinSlida.

208 nm.

+ 202

3440, 2925, 2840, 1735, 1620, 1450,
1420, 1360, 1220, 1060, 1020, 940,

B15.

Ver tabla 5.2

Ver tabla 5.3

250 |M—OHACIT(0.1), 226 lM-Z(CHZCO)iT
(G.1), 208 lzsu-cuzcolfts.o), 155
(3.0), 151(10.0), 126(10.0), 125
(9.0}, 113 llss-cazco|+(s.0), 84

|126-CH CO| " (16.2), 55(12.2), 43

(100.0), 41(8.8).
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