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INTRODUCCION

En los ultimos aNos la quimica de los productos naturales
ha  concentrado sus esfuesrios en la localizacion [}
identificacién de compuestos farmacologicamente activos® " que
se encuentran en plantas que tienen tradicién como medicinales®
adquiriendo a su vez valiosa informacién boténica,
quimictaxcnsmica®, bioclogica®?, medica® ® y agricola,

Es asi como el hombre ha encontrado en el campo de los
producteos naturales nuevos horizontes deniro de la
investigacidn, en donde la quimica organica, mediante métodos
de purificacién como son cromatografia en columna y capa fina
entre otras, junto con las técnicas ospoc\.roscép&c:s’ cuv, IR,
Rm’l-l. RMN'"C y EMD , 1o han permitido aislar y asignar las
estructuras correctas a un gran namero de compusstos de origen
vegetal, para posteriormente utilizarlos como farmacos,
egsencias, colorantes, etc.

Una de las familias mis grandes del reinoc vegetal es de
las compuestas ya que cuenta con aproximadamente 1310 géneros y
13000 espeacies de las cuales estan divididas en 13 tribus.

Botanicamente el género Slevia se incluye en la familia de
las compuestas en la tribu Eupatoriaea y es uno de 1os que mas
facilmente se reconccen contande hasta el momento con 200
esSpecies aproximadamente. Y aunque este género esta bien

* uv: ultraviocleta, IR: infrarojo. RMN'H: resonancia magnética
nuclear proténica, RMN'"¢:  resonancia magnética nuclear de

carbono 13, y EM: espectrosccpia de masas.



delimitado morfeologicamente es sorpresivamente heterogénec con
rTespecto a su posicién quimica. Asi los diferentes estudios

fitoquimicos realizados sobre 16 especies wostraron, entre
otras estructuras, diterpencs del tipo labdanos y clerodanos,
asi como glicédsidos y sesquiterpenos.

El interés de estudiar este género radica no solo en
obtener datos quimictaxonémicos, sino también detectar 1la
actividad biolédgica de los metabolitos aislados en este género,
como serian: la inhibicién de Lumores concercses, la inhibicién
del crecimiento bacterianc, como mecanissos de defensa de las
pPlantas contra hervivoros & insectos, asi como endulcorantes

st y otros'®,

sustituyentes del azucar

La presente tesis describe el aislamiento y elucidacién
estructural vy esterecquimica de Lres nuevas lactonas
sesquiterpénicas alsladas de Stevia aff. tomentosa H.B. K.
llamadas: Bp-acetato de 4,5-en-173,8a,8f~trihidrodd ~11,13~dihi-
dro-eudesman-8-oclida CESTRUCTURA 2%); 6873-acetato de 3,4-en-11,
Sa,83-trihidroxi -11,13-dihidro-eudesman-8-olida CESTRUCTURA 280
Y 8f3-acetato de 4,18-en-1p3,6a,86-trihidrox -11,13-dihidro-eudes
man-6-olida CESTRUCTURA 272; mientras que la Stevia rhombifeolia
H.B.K. se aisl4é una flavona llamada 5-hidroxi-2-¢3-hidroxi-4-
metoxifenild-3,6,7-trimetoxi ~4H~1-benzopiran-4-ona C(Casticinad
CESTRUCTURA 202 la cual ha sido aislada con anterioridad de

otras especies de Stevia.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Como se comentd anteriormente, una de las familias mas
grandes del reino vegetal es la de las compuestas. en donde las
lactonas sesquiterpénicas son los metaboljtos secundarios que
mejor caracterizan a esta familia,

Por lo general es aceptado que estos metabolitos
secundarios son formados bicgeneticamente., a partir del
pirofosfato de farnesilo CCioHioP207) el cual inicialmente se
cicla y posteriormente sufre diferentes oxidaciones y
modificaciones, formando los diferentes tipos de esqueletos de
lactonas sesquiterpénicas CEsquema 1D.

También se ha mencionado que esta familia esta dividida en
13 tribus, a la cual pertenece la tribu Eupatoliaea dentro de
la cual el género Stevia es una de 1as que mas facilmente se
reconocen morfologicamente ¥y que consta de 200 aspecies
aproxi madamente hasta el momento,

El estudio quimico de esle género o5 Iimcompletc hasta
ahora, ya que solamente se han estudjiado 10 de las
aproximadamentes 200 especies en donde se muestra la existencia

de: diterpéncs del tipo labdanos en cuatro especies ""’.

clerodancs en 2". glicésidos an 4“. ademis de sesquiterpénocs
principalmente del tipo de longipinenc, en 18 de las 19 haxtla
hoy estudiadas. Comc hecho notable se ha encontrado, unicamente
en 7 especies la presencia de lactonas sesquiterpénicas que se
resumen en los esquemas II Y IlI.

Como se puede cbservar en estos esquemas la S . serrata, S,
achalensis, S. ovata y S. mercedensis continen lactonas

sesquiterpénicas del tipo de guaiandlida CESTRUCTURA 8);



mientras que las S, boliviensis y &, serrata contienen
esqueletes del tipo germacransdlida CESTRUCTURA 1) asimismo se
han encontrado  eudesmandlida on 5. achalensis, una
seudo-eudesmandlida en 5. rhombifolia CESTRUCTURA 3 y una
helenandlida en S, monaerdifolia, CESTRUCTURA 11).

Por otro lado, es conccido que la lactona sesquiterpénica

.I.-ucodlnaw. alslada a partir de Stevia pt lOltl.o"‘.

presentan
activiad biolégica como el ser anti-alimentaria para algunas

clases de insectos o como agentes citotéxicos o antitumoral.



BSQUEWA T

Biogénesis propuesta para las lactonas sesquitexplnicaa
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ESQUEMA IT

Principales metabolitos secundarios del género Stevia

ESPECIES

achalensis
monaerdl folia
rhombi folia
serrata
boliviensts
serrata
achalensis
ovata

mercedensts

ESTRUCTURAS

18
17
i8
1¢
20
21

23
24

REFERENCI AS

45,46
49
-2}

47

46

93
52,81



ESQUEMA III

Estructuras de lactonas sesquiterpénicas en Stevias

0

DY

o)

"»
S. achnlensdis

]
S, monaerdifolia
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b. R= Ac , R'= \

C. R= he, R's H
d. Re R' = Ac
e, Re R''=H
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El geénero Stevia presenta mis de 200 especies ubicadas en
nuestro pals siendo algunas de ellas abundantes. lo que i(ndica
sSU potencial como un recurso renovable, del cual soclamente se
han estudiado 19 especies.

Por esc es necesario conocer los componentes quimicos de
ias cdiferentes especies del génerc Stevia y de esta manera
aportar datos para su posible uso farmacéutico (citotdxicod,
as! como potencial proveedor de materias primas para la
cbtencién de productos sintéticos Gtiles.



OBJETIVO

Aislar y determinar las estructuras de metabolites
s..cund.rlos mediante téchicas espectroscépicas como RMN*H ¥ %
asi come IR, UV y EM, de las especies Stevia aff tomentosa
H.B.K. y Stevia rhombifolta H.B.K.



HIPOTESIS

Es sabido que distintas especies del género Stevia
presentan metabolitos secundarios como diterpencs, glicdsidos,
lactonas sesquiterpénicas, longipinencs entre otros, por lo que
59 espera que los metabolitos secundarios aislados por métodos
cromatograricos, e identificados por técnicas instrumentales
IR, UV, RMN'M. rRMN'"c y EM, pertenezcan a algunos de los tipos

de moléculas antes mencionadas.



MATERIAL. METODOS Y DESARROLLO

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato
Fisher-Jones.

Las cromatografias en columna, s=e efecluarén en silica gel
60 Merk (70-230 Mesh ASTMD, en proporcidn 1 a 30g con respecto
al extracto.

La pureza de los productos y el desarrolle de reacciones
se siguidéd por cromatoplacas de gel de silice MNerck F-284 con
espesor de O0.25 mm, usando como revelador sulfato cérico al 1%
eon 4cido sulfurico 2N.

Los espectros de infrarrojo CIR) se determinaron en un
espectrofotdémetro Perkin-Elmer, Mod. 337 en pastilla con KBr o
solucién cloroférmica,

Los espectro de ultravioleta (UV) se determinaron en un
especirofotdmetro Perkin-Elmer. UV-VIS, Mod. 202 en metanol.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno
CRMN'H y '™C) se realizarch en FT-80 Varian, y HA-300 Varian.
Los desplazamientos quimicos (> estan dados en ppm referidos
al tetrametilsilano CTMSD come referencia interna; las
constantes de acoplamiento (.J) estin dadas en Heriz.

Los espectros de masas CEM) fueron determinados en un
espectrémetro Hewlett-Packard SUBSB con un sistema GC/MS.



ESTRUCTURAS

OH

88 - acetato de 4,5 - en - 1§y Galy 8P -
trinidroxi - 11, 13 - dihidro - eudesman -
6 - olida

OCOCH,

' o..-

8- acetato de 3,4 - en - 1Py bety 8P -
trihidroxi - 11, 13 - dihidro - eudesman -
6 - olida



8p - acetato de 4, 15 - en - 1P 4 6, 8P -
trihidroxi - 11, 13 - dihidro - eudesman -
6 - olida

8r

Acetato de p=bromo benzoato de 4, 5 - en -
ip, 6=, 8p- trihidroxi - 11, 13 - dihidro -
eudesman - 6 - olida



CH30
CH30

O O OCHg3
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La Stevia aff tomentosa H.B. K. se colectd en Valsequillo
Puebla, México en agosto de 1987, (Cvoucher MNartiinez 40
depositada en el herbarioc del Instituto de Biologia, UNAND. Las
partes aéreas secas y molidas de la planta (197g) se colocaron
en una c¢olumna con celita al fondo, y fue extraida con Hexano,
AcOEL ¥y MeOH sucesivamente, El extracto de AcCOEL se concentré a
presién reducida €l residuc obtenido (3.7g) fue colectado en
una columna empacada con Sioz(sutca gel), usando comoc sistema
eluyente una mezcla de Hexano-AcOEL de polaridad creciente.

En las fracciones eluidas con Hexano-AcOEL ©:2 se aislaron
10mg de un producto cristalino incoloro CRf=0.34), p.f.=197-104
°c. los datos espectroscépicos para este producto son los
siguientes:

IR Vmax CCHCle), cm : 3611 C~-OHd; 1772 C(Cr-lactona);
1737 (éster) CESPECTRO 15. .

RMV'H CCDClud, 300 MMz, &6: %.51 Ci1H, q, J=2.% y 2.6 Hz,
H-8); 5.3% C1H, bd, J=11 Hz, H-8>; 3.%1 (1iH, dd, J=4.1 y 11 Hz,
H-13; 2.73 (1H, qt, J=7 Hz, H-11)>; 2.38 (1H, ddd, J=11, 8 y 2.3
Hz, H=7); 2.33 (1H, dd, J= 2.7 y 18 Hz, H-Q); 2,30-2,40 C2H, m,
H-3); 2.07 C3H, =, -OCOCHs); 1.87 (3H, bs, H-18>; 1.78-1.88
C2H, m:, H~-2); 1,48 C(1H, dd, J=2.7 y 18 Hz, H-0 >; 1.28 (3H, d.
J=7 Hz, H-13); 1.20 C3H. =, H-14)> CESPECTRO 2.

RMN'"C cCDClad 75.4 MHz, & 178.7 CC-12); ' 170.0
C-COCHs); 128.8 CC-8); 1287.0 CC~4>; 77.8 (C-1D>; 77.4 (C-®8O;
88.8 CC-8); 48,0 CC-7); 43,3 (C-Q); 41.4 CC-100; 3I7.3 CC-11);
33.4 (C-3>; @8.8 C(C-2>; 21.8 (-COCHsd>; 20.01 (C-14>; 20,0
CC=18); 11.8 CC-13) CESPECTRO 3, 3a).

Diagrama de Correlacidn Heteronuclear 18c4H CHETCORY ,
C(CDCla 300 MHz 75.4, d: 77.8 C3.51>; 77.4 ¢8.3%; 08.6 (6.8M;
48.9 C2.38); 43.3 C2.33 y 1.48); 37.3 C2.73); 33.4 C2.20~2.000;
26.8 C1.79-1.88>; 21,8 €C2,07>; 20,01 C1.20>; 20.0 C1.87>; 11.8
¢1.25> CESPECTRO 477

EM. mz ¢70 ovd Cabund. rel.>: 308 M' (20; 2.86 c™0;



248 (182 215 (27%0; 153 C15%; 107 C286%; 91 C3SX); 43
C100%0.

Los datos espectroscopicos antes descritos pertenecen al
compuesto 68fi-acetato de 4,5-en-13,6a,80-trihidroxi-11,13~dihi~
dro-sudesman-6-clida CESTRUCTURA 28D,

Con el mismo sistema eluyente se aislaron 8Bmg de un
producto aceitoso transparente cuya espectroscopia esti dada a
continuaecién:

IR Vmax CCHClsd, cm™ : 3480 (~OH); 1780 Cp-lactonad;
1740 Césterd; 1460 Califatico C-H); 1440 CC~0d CESPECTRO %.

RMN'H CCDCls> 80 MHz, &: S.51 C1H, q. J=2.5 y 5.5 Hz,
H-8); 4.58 C1H, dd, J=12 y 12 Hz, H-8); 3.68 (iH, dd, J=6 y 8
Hz, H-12; 2.74 C1H, qt, J=7 Hz, H-11); 5,37 (iH, bs, H-3>; 2.04
C3H, s, ~OCOCHs>; 1.83 (3H, bs, H-15); 1.30 (3H, d. IJ=7 Hz,
H-13>; 1.08 (3H, s. H-14) C(ESPECTRO 6).

EM, m/z ¢70 @v> Cabund. rel.>: 308 M'" ¢s20; 248 C10%;
220 CO; 159 C8%); 124 C23%; 61 C20%); 41 (25%; 43 C100%.

Que corresponden al compuesto Bfi-~acetato de 3,4-en-173%,
Ba, Bf-trihidroxi-11,13-dihidro-eudesman-6-olida CESTRUCTURA
200,

De las fracciones eluidas con Hoxanq-AcOE\. 1:1 se obtuvé
una mezcla que fue recromatografiada sobre Si0Oz utilizando como
eluyente una mezcla de Hexano-AcOEL 7:3 obteniendose Omg de un
producto aceitoso Lransparente con los datos especirales que a
continuacién se describen:

IR Vmax CCHCl®d, cm = :3600 C-OH); 3500 C—~0OH); 1770
¢ y-lactona J; 1730 Costerd; 1650 C-C=C); 1450 (-C-H>



CESPECTRO 7D,

RMN'HCCDCls> 80 MHz, d: B.47 CiH, q, Js3 Hz, H-8);
4.75 CiH, dd, J=11 Y 11 Hz, H-8>; 3.45 C1H, dd, J=8 Y 10 Hz,
H-13>, 2.73 C1H, qt, J=7 Hz, H-11); 2.058 C(3H, s, -OCOCHa*>; 4.90
CiH, bs, H-15); 4.97 (i1H, bs, H-18); 1.285 (3H, d, J=7 Hz,
H-13); 0.98 (3H, s, H-14> CESPECTRO 8.

EM, m’z C70 ev) Cabund. rel.>: 308 M'® C1%0; 248 co%;
230 C20%); 158 C14%; 118 C18%; 107 (25%; 81 C27%; 55 (28%;
41 C34%0; 43 CLO0%D.

La cual corresponde al compuesto Bfi-acetato de 4,13-en-1f,

Ba, 83-trihidroxi =11.13-di hidre—eudesman-8-olida CESTRUCTURA
27>,

Preparacién del Cloruro del Acido p—Bromb.nzélco": Se
mezclaron 2g de acido p-bromobenzéico y 2g de PCl®s colocsndose

eh un matraz de fondo redondo de 100 mi adaptado a un aparato
de destilacién a presién reducida, con una trampa que contiene
uha Solucién de NaOH saturada para atrapar el HCl producido en
la reaccién. Una vez eliminado el HC1 en forma gaseosa se
destils el oxicloruro de fosforo (POCle), posteriormente se
destild el cloruro del scido p-bromobenzdico a 154-155 °¢ a uma
presitn de 50 mm, se realizé con hexano obteniéndose cristales
en forma de agujas transparentes con un p.f, de 40-60 C.

Preparacién del Acetato de p-Bromobenzoato de Bpi-acetato

de 4,5-en~103,08a,83-trihidroxi-11,13-dihidro d »-8-olida:

Se mezclarcn 10mg de Bf-acetato de 4,5-en-1/,8a.83-trihidroxi=-
11 ,13~dihidro~eudesman-6-clida en 0.8 ml de piridina y 40mg de
cloruro de acido p-bromobenzéico, dejandose reaccichar por 72
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horas, con agitacisdn continua, despuéds de este tiempo se diluyd
con CHiClz ademas de lavarse con una solucién satlurada de
NaHCOs y H20. La fase organica fue reducida en volumen mediante
presion reducida, para que la piridina se eliminara se adiciond
toluenc y posteriorments se sometid a presidn reducida, Se
purifico @l producte de la reaccién mediante procescs de
recristalizaciédn con MeOH y Hexano obteniendose Bmg del
producto: acetato de p-bromobenzoato de 4,.5-en-1/3.6a,8(3-Lrihi-
droxi ~11,13~di hidro~eudesman-8~clida C(ESTRUCTURA 2B, con un
p.T. de 1680-183 °c, con las stguientes constantes
espectroscépicas:

IR VmaxCCHCl#d, em™® : 2015 Califatico C-H>; 1780 (p-
lactohad, 1740 (ésterd ;1720 C(-C=0D; 15680 (-C=C-) CESPECTRO 3.

RMN'H CCDC1ad 300 MMz, & 7.85 (2H, d. J=8.7 Hz.
p~BrCoHed; 7.83 (2H, d, J=8.6 Hz, p-BrCaHed; 5.48 (1H.q, J=2.5
y 4.5 Hz, H-8D; 5.36 CiH, bd, J=11.2 Hz, H-6); 5.01 <(iH, dd,
J=11 ¥ B Hz, H-12; 2.78 (itH, gq. J=7 Hz, H-11D; 2.41 (14, ad,
J=2,5 Y 18 Hz, H-8Y; 2.08 (3H, =, -OCOCHI; 1.82 C(3H. bs,
H~18>; 1.58 C1H, dd. J=2.6 y 19 Hz, H-@ D: 1.24 (3H, d, JI=7
Hz, H-13); 1.28 (3H, s, H-14> CESPECTRO 103.

RMN'H CBencenod 300 MHz, &: 7.84 C2H, o, p-BrCaHed; 7.1
C2H, d, p-BrCeHed; B.01 (3H, m, H-8,3,60; 2.1 C(2H, m, H-1,11D;
1.968 (3H, bs, H~1%); 1.43 (3H, s, -OCOCHa): 1.282 C3H. s, H~-13;
0.86 (3H, s, H-14> C(ESPECTRO 11).

EM, msz C70 ev> Cabund. rel.d: 446 M'  -44 C2%; aoa
C100%0; 200 {98 ,; 185 (82%); 183 (BE%I; 75 (25%); 45 (10%>.

La Stevia rhombifolia N.B.K. S¢ colectd en Valsequillo
Puebla México en julic de (9B8, "Cvoucher MEXU 4603782,
depositandose un ejemplar en el hervarico del Instituto de
Bioclogia, UNAM, Las partes adreas secas y molidas de la planta
€112.1g) se colecaron en una columna coh telita en el fordo vy
se hizd pasar Hexano hasta extraccidn total, posterfiormente
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AcOEt y por uUltimo MeOH. Los extractos resultantes se
concentraron a presion reducida.

Del extracto hexdnico, se precipité un polve de color
amarille claro ¢30mg> @l cual fue sometido a recristalizacidédn
con ACOEL obteniéndose un p.f. de 202-205 °C y un Rfs 0.83 en
AcOEt-Hexano 4:1 de la que se describe la siguiente
especlroscopla:

UV C(MeOH) Amax=210 CE=123000; 279 CE=1200); 345
CE=1800> CESPECTRO 12).

IR Vmax CCHCle), cm ' : 3844 C-CHD; 1663 (-C=0D; 19895
(~C=C-2; 1328 (-C-0-); 2883 (CHs-0-); 12867 (-C-OH> <CESPECTRO
13,

RMN'H CCDClsd 300 MHz. & 12.41 C1H, s, -COzH,
intercambiable con D20); 7.72 C1H, dd, J=2 y © Hz, H-86 >; 7.67
CiH, s, J=2 Hz, H-2 D; 6.88 C1H, d, J=0 Hz, H-S >; 6.8¢ C1H, s.
H-8); 3.90 C3H, s, ~OCHsD; 3,968 CBH, s, OMe); 3.88 (3H, s, OMed
CESPECTRO 1 4.

RMN'"C CCDCl®d> 78.4 MHz, 6: 178.74 (C-4); 186.12 CC-2);
182.97 (C-7), 151.45 (C-9): 140.75 (C-Q0; 148.84 CC-3 D; 145.32
CC-4 D; 139.83 (C-8); 128.28 (CC-1 ); 123.08 (CC-8)D; 122.20
CC-5 23 111.42 CC-2 D3 110. 43 CC-10 D; 108,30 (C-30; 90.21
CC=-8); 60.19 C(B-QCHsd; 36,50 (7, 3 , -OCHsD CESPECTRO 15>,

EM, mrz C70 evd Cabund. rel.)>: 374 M' C100x%); 373 M'ci8
+18) (48%; 181 C(10%0; 1851 (C150; 123 C10%0; 60 (4D
CESTRUCTURA 282.

Estos datos pertenecen a la S-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-meto-

Xifenil)=3,6,7-trimetoxi —4¢H-1-bemzopiran-4-one CCasticinad,
previamnete aislada de las siguientes plantas: Par theniun'*
Brickellia choroL.ptl“. Brickelllia lacinata ¥ Brickellta
veronicasfolia®’, Vi tex T .entre otras.

La identidad de este producto se confirmdé también por

comparacién directa de sus espectros asi como de su p.f., con

los datos descritos en la lit-ratur-"—“.
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RESULTADOS Y DISCUCION
Stevia aff. tomentosa M. B.K.

f.a Stevia aff. tomentosa MN.B.K. fue colectada en
Valsequillo Puebla, Méxice en Agosto de 1987. Del extracto de
AcOEt se lograron aislar mediante procesos cromatograficos Lres
compuestlos, dos de ellos oblLenidos en eluciones de Hexano-AcOEL
8:2, mientras que el mas peolar fue obtenido en elucicnes de la
misma mezcla peroc en proporcién 1:1.

El compuesto  menos polar aislado an el sistema
Hexano-AcOEL 8:2 presenta un p.f. de 1628-164°C. Su peso
molecul ar determinade por espectrometria de de masas M*= 308,

@Sta de acuerdc para un compuestsc de férmula de C“H“og. Esta

sustancia se denominé Bfi-acetato de 4,5-en-1{3,6a,803-trihidroxt
-11,13-di1hidro-eudesman-6-olida (ESTRUCTURA 25).

La elucidacion de su estructura se describe a
continuacidn,

El espectro de IR del 8fi-acetalo de 4,S5-en-13,6a,83-tri-
hidroxi-i1,13-dihidro-eudesman-6-olida C(ESPECTRO 1) presenta
una banda en 1772 cm-', caracteristica de una py-lactona, ast
como una banda intensa en 1737 cm ' que se asigna a una funcién
éster.

El estudio de los espectros de RMN'H, RMN'"C  CESPECTRO
2 ¥y 3) asi como la espectrometria de masas permiten establecer
las siguientes evidencias.

LLa presencia de un grupo acetato se establece
espectrometria de masas tanto por el pico,.a m-z 43 CC2H30+.
100%) que corresponde al aclilo respctivo asi como por el pico a
mrz 248 CM* -80) que indica la pérdida de una molécula de acido
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acético, lo cual fue confirmado por la seffal caracteristica del
grupc acetato en RMN'H que aparese a 2.07 ppm, asi como el
espectro de RMN'™C donde el carbén del carboniloc se localizé a
170.0 ppm y el metilo aparese a 20.0 ppm.

La presencia de un grupo oxhidrilo en el compuestc fue
elucidada de acuerdo con los siguientes datos: una banda a
3611 em* en el espectro de IR CESPECTRO 12>, la pérdida de una
molécula de agua a partir del 1én molecular observada a ms2z 230
en @l espectro de masas del compyesto y la presencia de un
doble de doble en el espectro de RNN'H a 3.51 ppm, que integra
para un protén el cual fue asignado a un hidrégenc geminal de
un grupco alechol.

Es necesario puntualizar que el doble de doble
anteriormente descrito a 3.81 ppm (J= 4.1 y 11 Hz) fue
asignado al protén a axial geminal del grupo alcohol que por su
despl azamiento se ubicd en el c-1 ¥

Si seresta de la férmula molecular del 6f-acetato de
4,5 -en-13 .Ba ,8A-trihidrosxi~-11 ,13 ~dihidro- sudesman-8-olida
(C"H“Os) CESTRUCTURA 26> leos atomos que corresponden al
acetate y al aleohol , tenemcs una férmula parcial de
C“Hzooz; que aunado a la presencia de una py-lactona detectada
eh IR se deduce que el esqueleto de éste compussto corresponde
a una lactona sesquiterénica, en donde la presencia de un
doblete que integra para tres protones a 1.28 ppm asi como la
ausencia de las seffales caracteristicas del metilo exociclice,

es evidencia de que este producto es un —1i1,13-dihidro

derivado.
La férmula residual cm":ooz indica «que Jla molécula
contliene sels insaturaciones, las cuales son facilmente

localizables; una del carbénilo, otra insaturacién es por la
presencia de un doble enlace tetrasustituido detectado por

RMN'?¢, donde se observan dos sefiales a 127 y 128.8 ppm, ¥y
cuatro insaturaciones correspondientes al esqueleto triciclico.
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Estos datos son determinasntes para la elucidacidn del
esqueleto del compuesto en estudio; ya que hasta el momento se
puede pensar sol amente en cinco tipos de lactonas
sesqui terpénicas como sSon la Ambrosandlidas , Helenandlidas,
Eremofilancdlidas y Eudesmanclidas cerradas tanto en la posicién

8 como en la posicién 8 CESQUEMA IVD.

ESQUEMA 1V
30
k1]
Ambrosanél ida Hel enanélida
22 3
Eremofilandlida

Eudesmanolida
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OR

34
Eudesmanélida

Como se menciond anteriormente existe en la molécula una
doble ligadura tetrasustituida ya que solo fue detectada por
RMN'®C, siendo uno de los sustituyentes un metilo, ya que la
sefial caracteristica del metilo vinilico aparece en RMN'H a
1.97 ppm, este regquerimiento estructural elimina la posibilidad
de que sea Eremofilanédlida.

Por otra parte en RMN'H se obszervan dos sefales a campo
bajo un aparente cuarteto a 5.81 ppm CJ= 2.6 vy 2.8 Hz) y un
deblete a 5.35 ppm (J= 11 Hz) que pueden ser asignados tanto a
la base del cierre de la lactona, como & la base del acetato.
Se puede apreciar que estos dog proteones sufren un
desplazamiento quimico mayor a campe bajo que los esperados
para una base de una lactona normal, lo que indica que esta
pbase esta en una posicion alilica™™®. Este hecho elimina la
posibilidad de Qque los esqueletos sean del Lipo de las
Ambrosandlidas y Helenandlidas. En este punto faltaria
solamente elucidar el cierre de la lactona en un esqueleto de
Eudesman¢lida. Si el cierre de la lactona es trans en el C-8,
dejandc el H-8 con una orientacién f-axial seria como el
acetato de la chloplreLhroslnau, ol cual presenta
desplazamientos a campo mAs alto comparado con los presentados



para el compuesto en discusidn; per lo tanto se descarta la
posibilidad de una lactona de éste Lipo. Por otro lado si se
considera el cierre de la lactona en la misma posicidn C-8 o
con el protédn H-8 con una orientaciédn a-ecuatorial, seria como
la Lul:pr-ra"la cual presenta desplazamientos diferentes a
los observados, por lo que estos datos permiten descartar la
ESTRUCTURA 35,

De acuerdc con lo anterior., el unico esqueleto que cumple
con los requisitos de la lactona sesquiterpénica os
necesariamenie una Eudesmanédlida que est& cerrada en 1la
posicion & CESTRUCTURA 34>, de la cual se ha encontrado una
similitud del compuesto en estudio y las torrentina®, que es
una Eudesmandlida con cierre de lactona en a-Cc y un acelatoc en
posicioén a-C.. asi{ mismo posee un grupo hidroxilo en ﬂ-C‘ y una
doble ligadura tetrasustituida entre C~4 y C-5, La comparacién
de los espectros de RMN'H del compueste en estudio y la
torrentina permiten deducir que la diferencia entre estes dos
compuestos s debido soclamente al girupo acetato en C-8, ya que
la constante de acoplamiento sefflalan que el éster en C-8 posee
una orientacién fi-axial en el compuesto en estudio quedando la
estructura como la Bf-acetato de 4.5-en-173,68a.80-trihidroxi-11,
13-di hidro-eudesman-6-olida (ESTRUCTURA 253.

OH

3
Torrentina
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La relacién axial-axial de H-8 y el H=7 fue determinada
por la constante de acoplamiento del H-8 CJ= 11 Hz) lo que
indica un anguloc dihedro ¢ de aproximadamentie 180°C tomandc en
cuenta las consideraciones biogenéticas las cuales sefalan al
H-7 coma o-axial, por lo que se deduce que el H-8 tiene una
orientacidn 3.

Por otro lado la determinacién esterecquimica del centro
quiral del C-8 se dtablecib como base en los valores de las
constantes de acoplamiento cbservada para los protones 7ol y
H-8 relacicnandolos con el &ngulo dihedral ¢, por medio de la
ecuacién de Karplus“.

La constante de acoplamiento entre H-7 y H-8 es (J= 2.8
Hz), esLle valor corresponde al angulo de 0°. Por lo tanto si
H-7 @3 & implica que el H-8 debe Lenher una orientacidn 3 del
grupo acetato que se localiza en la posicién del C-8. Esta
orientacion se ve apoyada por el hecho de que el 6fH sufre un
desplazamientc mayor en este compuesto que en la torrentina, ya
que &sLo Se explica facilmente si se Loma en cuenta la
interacién que se establece entre el lado /3 en el C-8 y B83H del
compuesto en estudio ¥y que no se presenta en la torrentina.

Con el objeto de obtener cristales adecuados para el
estudic cristalograficeo por difraccion de rayos-X, se
estorificé el Bfi-acetateo de 4.8-en-1f3,8a,83-trihidroxi-11,13-
dxhsdr'o—eudasman—e-cllda con cloruro de aAcido p-bromobenzéico,
desafortunadamente Loz cristales obtenidoa no fueron los
adecuados para realizar este estudic, Sin embargo, el producto
obtenido de la reacclién, la 1 p~bromchenzcato Bfi-acetato-4,5-
en -1/7,8a,80~ trihidroxi—- 11,13- dihidro- eudesman-f-olida fue
utilizado para elucidar la estereoquimica del metilo que se

40,46 el

encuentra en el C-11, siguiendo el metodo de Narayanan
cual es empl eado para lactonas sesquiterpénicas con
configuracion ©AH-7ald, como la propuesta para la molécula en

estudic, Este método se basa en la diferencia de desplazamiento
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quimice del grupo metilo ubicadeo en @l C-il en el espectro de
RMN'H cuando se determina en CDCI. y en Cdl)‘. Asi, e} grupo
metilo del C-11 muestra un desplazamiento a campo bajo de O.38
PPM en CaDo relativo al CDC].'. lo cual es indicativo de la

-orientacion del metilo CESPECTROS 10 y 11D.

La estructura propuesta se ve corroborada por el espectro
de RMN'®C, asi como los experimentos del C(ESPECTRO 3ad y el
diagrama de correlacion heteronuclear ‘"c.'H CHETCORY CESPECTRO
4.

El segundo de los compuestos obLenidos del aislamiento de
la mezcla del Hexano—-AcOEtL 8:2 resulléd ser un liquido aceitoso
transparente. Su peso molecul ar de 308 obtenido por
espectrometria de masa esta de acuerdo para la formula
condensada Canoa' Esta sustancia fue determinada como la
Bf3-acetato de 3,4 -en-1{3,6a.8A-Lrihidroxi-11,13-dihidro-eudes-
man-6-clida C(ESTRUCTURA 263 En su espectro de IR (ESPECTRO 8>
presenta enlre otras bandas una a 3460 cm—'as;gnada para un
grupo alcohel; otra a 1780 cm-' caracteristica de una r-lactona
Yy una banda intensa en 1740 cm™® propia de una funcion éster.
Los datos obtenidos de RMN'H CESPECTRO &) y espectrometiria de
masas nos permite asegurar que este compuestu es un isdmero del
Bfi-acetato 4,5-en-1/3,8a,.803-trihidroxi-11.13-di hidro~eudesman-6-
olida CESTRUCTURA 2%); a continuacion se describen algunas de
las seNMales mis importantes en RMN'H., Ast el protén de la
posicion H-6, a diferencia del primcr.compuosto. no es alflico.
por lo cual su desplazamiento es a campe alto, observandose
come un doble de doble a 4.8 ppm con constantes de
acoplamiento de CJ= 12 y 12 Hz>. Estos valores corresponden a
las interaccicnes entre H-6, H-5 Yy entre H-6, H-7

respectivamente, lo cual implica valores de angulos dihedrales



29

de aproximadamente 180° para cada uno segin la ecuacidn de
Karplus, donde por consideraciones biogendticazs el H-7 es a ¥y
el H-86 es 3. En base a lo anterdor vy a la scuacidn de Karplus
H-8 se localiza en una orientacidén a, el desplazamiento del
proilén en la posicién H-8 es el mismc para ambos compusstos,.
observandose en esie compuestc un cuarteto a 6,81 ppm asignada
al H~8, asimismo se localiza un multiplete a campo bajo que fue
asignade al protén vinilico en la posicién H-3; ademis se
observa un singulete que integra para tres protones a 183 ppm
que es el desplazamiento adecuado para @1 metilo vinilico de
C-4. Finalmentese localizan los desplazamientos tanto para el
protén como para el grupo metilo en C-1i, el primerc se cbserva
come un cuarteto a 2.74 ppm ¥y @l segundo como un doblete a
1.3C ppm. Estos desplazamientos son muy semejantes a los
presentados por el S-acelato de 4,5-en-1£3,8a,85-trihidroxi-11,
13-dihidro-eudesman-6-clida, lo cual es indicativo de que ambos
poseen la misma esterecquimica en C-11.

El compuesto de mayor polaridad resultid ser un liquido
aceiloso transparente., su peso molecular de 308 obtenido por
espectrometria de masas esta de acuerdo con la férmula
condensada CﬂH“Os. Este compuesto es un isomerc de los
compuestos Cestruclura 25, 20) denominandosele la Bfi-acetatc de
4.15 ~en~ 13, 6o, 83 ~trihidroxi~- 11,13~ dihidro-eudesman-8~olida
CESTRUCTURA 270, De acuerde con log siguientes datos
espectroscopicos en et IR (ESPECTRO 70 se observan sntre otras
seffales a 3800 y 3600 cm? corrrespondientes al grupo alcohol;
a 1770 _sm" otra selal caracteristica para unas y-lactona. Por
otro lado considerando el desplazamiento para el protén H-6 a
4.7 ppm come un doble de doble ¥ con constantes de
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acoplamiento de (J= 11 y 11 HzD) correspondiendo a las
interaccicnes entre el protdén H-8 y H-5, H-8 y H-7. Permiten
postular una orientacién 2 para H-6 y una orientacién a para
H-8 y H-7 tomandose en cuenta las consideraciones bicgenéticas
antes mencionadas; Sse presentd un doble de doble con un
despl azamiente a2 4,78 ppm H-8 con constantes de acoplamiento de
CJe 11 ¥y 11 H2) al igual que la estructuras 25 y 26 estas
constantes corresponden a las interacciones 6H-7aH
respecti vamente.

Los desplazamientos anteriormente mencionados son muy
somejantes a los dos compuesteos descritos al inicio de esta
discusién lo cual indica que este producto posee la misma
estereoquimica en C-11 para los tres.

Los protones vinilicos en C-5 presentan singuletes anchos
a 4.80 ppm y 4.90 ppm, lo que demuestra que existe una doble
ligadura entre C-4 y C-15, a diferencia de los compuestos
descritos para las estructuras 25 y 26 que presentan otros
desplazamientes para C-iS.

La Stevia rhombt foltia M. B. K, fue recol ectada en
Valsequillo Puebla, México en Julio de 1988, De la extraccion
de las partes aéreas secas Yy molidas c¢con Hexano se lagro
aislar un compuesto.

Este compuesto resulio ser un polve amarillo con p.f. de
2028-205 °C. sus constantes ﬂsx'cus Y espectiroscopl cas
corresponden a las descritas para el compuesto S-hidrox:-2-(3-
hidroxi -4- metoxifenil) -3,6,7- trimetoxi -4H-Benzopiran-4-ona
CCasticinad. (ESTRUCTURA 28 previamente aisl’ada de las
siguientes plantas: Achilea millefolium, Parthentum, Bickell:ia

verontcaefolia, Vitex, entre otras. La 1dentidad de esta



sustancia se confirmo por comparacién directa de sus especiros
de UV CESPECTRO 12>, IR CESPECTRO 13>, RMN'H CESPECTRO 14) y
RMN'™C ademas de sspectrometria de n;asas. con los descritos en
1a literatura®™ ™,
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CONCLUSIONES

Pel estudico fitoquimico de dos plantas mexicanas del
génerc Stevia: Stevia aff. tomentosa M.B.K. Yy Stevia
rhombijolia H.B.X., recolectadas en Valsequillo Puebla, se
llegé a las sigulentes conclusiocnes.

1. El estudio quimico de estas dos especies muestran que su
composician es muy diferente. Asi de Stevia rhomdifolia M. 8.K.
se aisld un compuesto conocido,4H-1-benzopiran-4-one-S-hidroxi -
2-C3-hidroxi —-4-metoxifenil>-3,8,7-Lrimetoxi 11l amada tambien
Casticina CESTRUCTURA 29); 1la cual ha sido aislada de Achi-
llea millefolium, Bickelia veronicaefolia. MNentras que de
la Stevia aff. tomentosa H.B. K. se aislaron tres compuestos que
resultaron ser laclonas sesquiterpénicas con esqueleto de
Eudesmanédlida denominadas: 8fi-acetato de 4,8-en-17,8a,88-tri-
hidroxi=-11,13=dihidro-sudesman-6-olida C(ESTRUCTURA 2%>; y dos
miAs que son isOmeros de éste; Bi-acetato de 3,4-17,8a,803-tri-—
hidroxi -11.13- dihidro-eudesman—-6-olida C(ESTRUCTURA 28) y 83-
acetato de 4,15-en-1/3,.8a,83-trihidroxd -11,13~-dihidro~eudesman~-
B-clida (ESTRUCTURA 27).

2. La esterecquinica de estos compuestos fue determinada por
metodos quimicos y espectroscépicos.

3. Debido a la diferencia de composicién para Stevia
rhombifolig H.B. X., con la previamente publicada para la misma,
se suguiere ampliar su estudio fitogquimico, no solo de las
partes aéreas de la planta sino también de las raices.
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4. Asi mismo se suguiere ampliar el estudio fitoquimico de la
Stevia aff. tomentosa N.B. K. con el fin de obLener mayor
cantidad de los compuestos aislados y de esta manera delerminar
su posible actividad biocloégica.
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ESPECTRO 1
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ESPECTRO 3
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BENZDATO ESPECTRO 31

EXP1 FULSE SEQUENCE: STD1H
DATE 28-04-89

SOLVENT C60D6

FILE H

OBSERVE FROTON
FREQUENCY 298.343 HZ Br
SPECTRAL WIDTH 4000 HZ
ACO. TIME 3.752 SEC
PULSE WIDTH 45 DLIGREES
AMBIENT TEMFERATURE
NO. REFETITIONS 72
SPIN RATE 20 HZ
DOUBLE FRECISION ACOUISITION

DATA FROCESSING
RESOYUTION ENHAMCED
Frosize 3
TOTAL ITIMZ 4.5 IMINUTES
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alEVIA SSP FLAVONA 22
EXP2 PULSE SEQUENCE: STD13C s
DATE 29-09-87 e
SOLVENT €DCL3 7
FILE c ~
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AMBIENT TEMPERATURE
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