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INTRODUCCION



La comprensién de la naturaleza ha sido uno de los
ob jetivos principales de la investigacion cientifica y el
aprovechamiento practico de los conoclmientos generados por ella
durante las ultimas décadas, ha transformade a las sociedades
humanas y al medic ambiente de manera notoria v sin precedenbes.’
Sin embargo, el conocimiento de los diversos recursos haturales
disponibles en el mundo es solo parcial, y en el caso particular
de la vegetacion. tal lmitacion conlleva al uso irracional del
recurse y a la destruccion del mismo, lo que ha generado un grave
desequilibrio ecolo;ico,z que solo ha sido considerado
recientemente,

La solucién a este problema es de suma {mportancia si se
toma en consideracion que diversos corganismos vivos biosintetizan
numerosos compuestos organdcos, que son la fuente mas importante e
inmediata ds nutrientes y substancias bicactivas necesarias para
el ser humano, © bien, son compuestos modelo en la sintesis de
substanclas uotiles al hombre® Bt aprovechamiento racional de
estas substancias s6lo puede lograrse medlante la investigacion
interdisciplinaria integral de las fuentes naturales, y mediante
1a comprensién de las rutas blosintéticas y mecanismos enzimaticos
que las originan.

Precisamente la investigacidén de los productos naturales
organicos ha aportado substancias bioactivas modelo y materias
primas para la sintesis y semisintesis de farmo~ y agroquimicos,
ha motivado el intenso desarrollo reclente de la sintesis

orgénica" Yy la es'-ereoqulmica,s y ha permitido establecer las



rutas bioeintéticas principales, entre otras muchas diversas e
importantes aportaciones.

El descubrimiento de nuevas fuentes naturales vegetales
de substanclas organicas conocidas. y la determinacidn estructural
de substancias inéditas obtenidas de la [flora, contribuven al
conocimiento de ente recurso natural para su eventual
aprovechamiento racional, y establecen el perfil quimico de esta,
desarrollando un Area del conocimiento relativamente reciente: la
quimiotaxonomia.

E> ob jetivo general del presente traba jo de
investigacién es ia generacion de conocimientos sobre los
constituyentes quimicos de la wvegetacién de nuestro pals y sobre
la reactividad quimica de las substancias naturales. El objetivo
particular es lUevar a cabo el aislamlente y determinacion
estructural de los metabolitos secundarios presentes en dos
especies de rutaceas no estudiadas previamente: EsenbecRkia
neslotica y E. belizencis.

Los resultados generados en este estudio contribuiran al
conocimiento integral de ese recurso natural renovable pero
limitado que es la vegetacion, y al conocindento de la reactividad

de las substancias organicas.
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La familla Rutaceae del reino vegetal esta dividida en
slete subfamilias que incluyen 150 géneros, el mayor ntmerco de los
cuales pertenecen a las subfamilias Rutoideae, Toddalioidae v
Citroideae. Consta de 1500 a 2000 especles° que se localizan
principalmente en las zonas tropicales de América., Asia vy
Australia. La divisién infratamiliar aceptada para este grupe de

plantas se muestra en el esquema 1,

Rutaceae

P Ruteae
R - Zarthoxyleat — Diostmeat .
¢} Borswiese | Rutoidear ——w Esenbeckia
T Curparieas :
[o] Dictyol 3
R Flind ideae
INE
T pathelioid
A Toddalioid
‘e Citroideae (=
E Airantioidea =
1A Aurantiaceary
E Rhabdodendroid
L

Esquema 1. Division infrafamiliar de la familia Rutaceae.

Una gran variedad de metabolitos secundarios han sido
aislados de este grupo de plantas, algunos de los cuales presentan
actividad biolégica, otros han sido utilizados como marcadores
taxonémicos, y todos han contribuido al conocimiento de la
composicién quimica de la familia,

Practicamente todas las especles de Rutaceae contienen
aceites esenciales, entre los que se han caracterizado compuestos

monoterpénicos y sesquiterpénicos. Sin embargo, la caracteristica



mas distintiva de (a familia, ha sido el aislamiento de alcaloldes
de la mayoria de los generos hasta ahora analizados. Una
recopllacién importante de la informacidén sobre los constituyentes
quimicos de la misma es la presentada por Hegnauer en 1973,° 1a
cual indica que los acelites esenclales, los alcaleldes, las
cumarinas, los flavonoides, los MUgnanos y los limonoldes pueden
considerarse como los metabolitos secundarios mas frecuentemente
caracterizados.

La tabla 1 muestra de manera sucinta los tilpos de

metabolitos secundarios antes mencionados y su fuente natural.

Tabla 1. Tipos de metabolitos secundarios alislados de Rutaceae

SuBSTANCIA FUENTE NATURAL REFERENCIA

Aceltes egenclales,

o CH3
HaCO OH
CHjy
OCHy
Metilxantoxilina Acradenia franklinii 7
Pre-geljereno Geijera parviflora . 8



OH

Mullilamdiol

Zierona

Alcaloides

Zanthoxylum rhetsa

Zieria macrophylla

Ad. Derivados del Acido antranilico.

|
,I,,k "
CHy

R=H Glcorina

R=CHz-¢ Arborina

0

N 0

|

CH3
Iflayamina

Glycosmis arborea

Flindersia ifflatiana

10

11

12



0CHy

™
-
H3CO N7 o

OCH3

Skimmianina Fagara coco

B). Derivados de la Fenilalanina.

Berberina Fagara coco

Queleritrina

©), Derivados del Carbazol.

COCH

ey

H o ocHy

Ac. Mucoeico Murraya koenigii

13
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HaCO

CH3

Moo Sod
N
H

—

Koenimbidina

D>. Derivados del Imidazol,

NYN\Cﬂa

S
Zapotidina Casimtroa edulis
i
N~
WY Mo,

N\_~NH

N N-dimetilhistamina

Amidas.
O N
—
OH
(4]
OR .
R=H Severina Severiana buxifolia

R=COC(CHz)>14CHs Palmitato de Severina

16
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OCHy

T

OH

Aegelina Evodia belahe

Cumarinas.

Seselina Severiana buxifolia
OCHy
~
H3CO o o
o

5,7-dimeLoxi-8-(3*~me tilbutiDdcumarina

OCHz
3 ~>
o 0o
GCHy
Isopimpinelina

10

ie

17



Flavonoides,

OCH;

OCH3

H3CO o

Hibigscentin Eter- Murraya exotica

heptametilico
HaCcO
o I

Hzco O

HaGO

Zapotina Casimiroa edulis

Acidos Benzoicos.

Ac, cinamico Phebalium nudum

o]
o] OH
- Se
HO o
]

Ac. Elagico.

11

19

20
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Lignanos. ]

HaCO
(]
HO -
o

Q-—/

Pluviatolido Zanthoxylum pluviatile
OK
CHzo o
H H (o)
(O

Pluviatilol

Compuestos Fenolcos.

A, Cromonas,

Sorbifolina Spatelia sorbifolia

B>, Derivados Ca-Cs.

CH=0
=
' OCH3z
O
Parvifloral Zanthoxylum parviflorum

12

23

24



C>. Derivados del Floroglucinol.

HO OCH3
CH3
on ©
Acronilina Acrinichi. laurti folia - » 25
Limonoides. - . . _ R

Casimiroa edulls ) 26
Rut.aevina Evodia rutaecarpa . 27
Triterpenos. :

Arborinol Glycosmis arborea Lo 28

13



Isobaurencl Heltetta longifoliata 29

Los estudios quimicos mas recientes sobre miembros de
Rutaceae Indican el aislamiento de practicamente el mismo tipo de
constituyentes mostrados en la Tabla 1. De este modo, especles
incluidas en el complejo Zanthoxylum-Fagara presentan alcaloides

dorivados del &cido antrantlico,®®”*

acetofenonas, flavonoides,
cumarinas y amidas como constituyentes caracteristicos.®® Algunos
metabolitos aislados de este grupo de plantas bhan mostrado poseer
actividad biologica, como es el caso de los alcaloides
6~oxinit.idina <15, aislado de Fagara macrophylla, dque presenta
actividad antitumoral®® ¢ de la N-acetilanonaina ¢2), obtenida de
Zanthoxylum clava-herculls, que posee una marcada actividad

ictiotoxica*

oy G OCIEG O‘ b
N\cu;, O

H3CO

1

In

Dos nuevos alcaloides derivados de carbazol que

presentan actividad anticancerigena, son el

14



2-hidroxi-3-formil-7-metoxi-carbazol 3 v la T-metoxiheptafilina
<4>, aisladas de Clausena harmandiana>®

Burke ha sugerido las implcaciones quimiotaxonémicas de
la presencia de cumarinas en los géneros Amyris y Ruta. Las

3-¢3’,3’-dimetilalid-cumarinas pueden considerarse como

marcadores potenciales del género Jdmyris, en tanto que las

CHO CcHO
“3c°OH HyCO O " O oH
H H
\
3 4

3-<17,4~dimetilaltd-cumanrinas son mas bien distintivas del

87

género Ruta. % pe acuerdo con lo anterior, _5_so y & son ejemplos

de algunas cumarinas aisladas de especies del género Admyris,

mientras que 1“, 8" Yy g‘° se han encontrado frecuentemente en

Ruta.

7 8

I

15



Las especles pertenecientes a la familia Rutaceae han
sido fuente abundante de compuestos con estructura novedosa, como
es el caso de los Umonoides ouabanginona (10> ¢y del acido
rutaevinico <11), aislados de Teclea ouabanguiensis“ y Tetradium

glabrifollum‘z

respectivamente, de las amidas clausenamida <12),
neoclausenamida (13) y cicloclausenamida ({14), obtenidas a partir
de Clausena lansiun.*® de algunas rlayonas como (15> y (16) cuya
fuente natural es Citrus reticulata®® y de los floroglucinoles
sessifloreno <17), sessifloral A (18> y sessifloral B <12, los

cuales presentan actfvidad inhibidora contra el herpes simple vy

5

han sido caracterizados de Melicope sesstltﬂora.‘

16



HO

OH . OH 0

Ac Ac Ac
Ho

La diversidad de esta familia, el gran numero de géneros
y especies que la conforman, y su amplda distribucién en el mundo,
la han convertido en objeto de interés continuo para numerosos

grupos de lnvesugacmn.‘a's‘

17



ANTECEDENTES QUIMICOS DEL GENERQO Esenbeckia.

Esonbeckia os un géhero cosmopolita que esta constituido
por aproximadamente 30 especles,ss 17 de las cuales se locallzan
en México, principalmente en las zonas selvaticas y tropicales de

los estados de Veracruz, Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Ch.l.apas.:s‘s

Estudios quimicos previos de este grupe de plantas
indican que los limonoides, las [(uranocumarinas, los alcaloides
furoquinolinicos y los alcaloides derivados de la acridona son los
constituyentes principales de las mismas. La tabla 2 muestra los
metabolitos secundarios de las gels especles anallzadas hasta

ahora del género Esenbeckia.

Dado que en México se encuentra la mayoria de las
especies de Esenbeckia existentes en el mundo, tres de las cuales
ya han sido analizadas v.';u.u-u.lcament.e,“o resulta de Interes la
realizacion del analisis de las especies restantes, de manera que
se puedan generar resultados I(ntegrables al conocimiento del

contenido metab6lico de este grupo de plantas.

18



Tabla 2. Constituyentes Quimicos del género Esenbeckia.

Especie Constituyentes Referencia

E. febrifuga

{Corteza) 20. 22, 28, 292. 30 s7-58
E. hartmanii
CTallos) 20. 21, 22, 25, 26 89
E. ltoralis
{Semiliasd 20, 21 L.34]
(Capsula de semillas) 27, 34, 35
CHo jas y tallos) 28
(Cortezad 31, 35, 3¢, 37, 38, 32
(Maderad> 23, 24, 25, 28, 29,
34, 37, 38
E. berlandteri
(Semillas) 20
{Cascara de frutes) 34
E. flava
(Semlllas) 20
(Madera) 23, 24, 25, 26, 30, 32
E. ptlocarpoides
(Raiz) 27. 28, 20, 30, 31, 338 61
LIMONOIDES

19



RuLéév.\ria 200~ Limonina (2D Limonina Diosfenol (22>

ALCGALOIDES
ocHy
R
1 ~ N\
~
o]
N
Ra
Ry
Dictamina (23> Rs wR2 mRs = H
Evolitrina <245 Ri = Rs = H, Rz = OGCHa
Skimmdanina (23> Re1 = H, R2 = Rs = OCHs
Maculosidina €26) R: = Ra = OCHa, Rz = H
Kokusagina <272 R1 =« H, Rz, Ry = OCHz20
kokusaginina (28> Rt = R2 = OCHa, w3 = H
Maculina <29> Rt, Rz = QCHz2Q, Rs = H
Flindersiamina <30 Rs, Rz = OCHz0, R3 = OCHs
OHR o
QIO
CH40 ‘
CHs.

i~hidroxi-3-metoxi-N-met.ilacridona (31>

20



=
" CHyg

iet11-2,4-quinoldiona <32)

CH3

isomaculina 33>

CUMARINAS
R
74 R
o 0 N0
Rz
bergapteno (34> Ry = OCHa, Rz = H
Isopimpinelina (35> Rye = Rz = OCHs
8-hidroxibergapteno (36> Ri1 = OCHs, Rz = OH
imperatorina (37> R1 = H, Rz = OCHz2CH=C(CH3s>2
Felopterina <38> R1 = OCHs, Rz = OCHzCH=CCCHad2
Alloimperatorina (39 R1 = CH2CH=C(CHad2. R2 = OH

21
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1. DETERMINACGION ESTRUCTURAL DE LOS CONSTITUYENTES QUIMICOS DE

Esenbeckia nesiotica

1.9 Kg de las hojas secas de E. nesiotica se sometieron
a maceraclén con hexano y posteriormente con acetona, obteniéndose
los extractos correspondlentes. La aplicacion de los métodos
cromatograficos convencionales., desaritos en la seceldn
experimental, permitieron la resofucién de los mismos en sus
componentes. Ei anallsis de sus propiedades fisicas, quimicas,
espeulroscapicas y espectrométricas, y la comparacion de estas con
las informadas en la literatura para las mismas yrs© compuestos
relacionados fueron los argumentos utilizados para su elucidacién

estructural.

A partir dol extracto hexanico fus posible aislar vy
caracteprizar un sesqulterpend. tres triterpenos, dos esteroles vy
tres mezclas de compuestos de naturaleza pollisoprénica.

En las primeras fracciones de la columna inicial,
eluidas con n~hexano, se logro la obtenciéen de una mezcla de
substancias de consistencia cerosa, que contienen un éster en su
estructura, de acuerdo con la banda de absorcion observada en 1665
em ! en su espectro de IR. Un singulete amplio en 1.25 ppm en el
espectro de RMN iy para esta mezcla, establece la presencla de
cadenas hidrocarbonadas. La hidrélisis de los ¢ésteres en las

condiclones informadas en la seccion experimental, permitio

23



obtener como fraccién alcohdlica, una mezcla de tres substancias
que pudo resolverse por cromatografia en capa fina, lograndose
identificar, mediante el analisis de sus propiedades
espectroscépicas, al z,2,2,2,2,2,E,E,E>-decaprenol (ﬂ)?‘qcy,
por comparacién con muestras auténticas en cromatografia en capa
fina, al lupeo!l <41> y i-sitosterol <422, La elucidacion

estructural del componente poliprendlico se describira

posteriormente.

S

4 2

La substancia de naturaleza sesquiterpénica se obtuveo en
fracciones subsecuentes eluidas con n-hexano de esta misma
columna., Su purificacién final se realizdé por cromatografia en
placa fina. El analisis de su espectro de RMN ‘H {espectro 1),
revela la presencla de tres metilos en la molécula, de acuerdo con
la observacién de tres singuletes con Iintegracién para tres
hidrégenos cada wuno, en la =zona de 122 a 098 ppm. Esta
caracteristica, aunada al valor de 220 para su peso molecular,
establecido por espectrometria de masas, correspondiente a una
férmula molecular C15H240, sugleren la estructura de un

sesquiterpeno con cuatro insaturaciones.

24



En este mismo espectro. en la zona de resonancia de los
hidrégenos vinilicos, dos dobletes en 498 y 4856 ppm, con
integracién para un protdén cada uno, establecen la presencia de un
metilenc eaxociclico, el cual se corrobora por las bandas de
absorcion en 1630 y 892 em™ en el espectro de IR. La constante de
acoplamiento de 2 Hz para las sehales antes mencionadas, indica la
conectividad alilica de este grupo con al menos un hidrégeno
figura 1),

El desplazamiento quimico en 1.19 ppm para uno de los
tres metilos, permite establecer su vecindad a un carbono unido a
oxigeno. La ausencia de la banda caractertstica para hidroxilo en
el espectro de IR y la presencia de dos sefiales para carbonos
unidos a oxigeno <(una como doblete y la otra como singulete) en
el espectro de RMN g (espectro 2), establecen que el hetercatomo
se encuentra formando parte de un oxlrano (figura 2>. Lo anterior
Justifica dos de las cuatro insaturaciones en la molécula. Las dos

insaturaciones restantes deben corresponder a una estructura

biciclica.
”~ \ -
AW \. 7
; —ft-c c—c
/ \\ VAYAN
H CH, H 0 cuy
Figura 1 - Figura 2

En el espectro de RMN g Cespectro 2> es posible

observar a campo bajo un singulete y un triplete en 15174 .y



112,73 ppm respectivamente, sefjales caracteristicas del carbono
cuaternario y del metileno de la Iinsaturacién exociclica antes
indicada {(figura 1). En 6380 y 59.94 ppm se observan el doblete y
el singulete de los carbonos unidos a oxigeno y en la zona entre
51 y {7 ppm resuenan un carbono cuaternario, dos metinos, clnco
metilenos y tres metilos, de acuerdo con el analisis del espectro
APT.

La comparacién de los datos espectroscopicos antes
mencionados con los informados para compuestos sesquiterpénicos
cor; esqueleto carbonado ' biciclico,  permitié ldentificar a esta

substancia como el epoxido de cariofilenc (figura 3D.

H CH3

Figura 3

La configuracién absoluta para este compuesto ha sido
establecida™ y correlacionada con el valor de la rotacisn
motecular,®? quedando establecido que un valor negativo indica una
fusjon trans entre los anillos de cuatreo y nueve miembros, cuande
el epoxido presenta orientacion beta [-epéoxido de cariofileno
{433). Un valor positivo para la misma Iindica una rusién cis en
ambos anillos y wuna orientacién beta del epdxddo [F-epodxido de

9~epi-f~cariofileno <1421

26



43 44

Estos dos estereocisomeros pueden también ser

diferenclados por el analisls de su espectro de RMN 13

C, donde el
desplazamiento quimico de carbonos analogos presenta diferencias
significativas® (tabla 3.

13

Tabkla 3. Desplazamientos Quimicos en RMN "C de 43 y <-4

43 24 13*
cau 50.9¢d> 53.6¢Cd> 50.71<d>
[ 3] 27.3CW 21.3CL)> 27.22¢LD
CC3d 30.2CL) 41.4CL> 30.14CLD
4 63.7¢s> 59.9(s> 59.94¢(=)
(o] ¢ip] 59.7¢d) . 61.7¢d) 63.80Cd>
[o{ -] 30.3¢L) 27.2¢L> 30.19<tL>
[yl 39.8CL) 36.6Ct.> 39.76<LD
[o{42)] 151.8(s)> 148.5¢s) 151.74¢s)
[+{ 4] 48.8<d> 42.3Cd> 48.72<d>
G0 29.9CL) 38.3¢CLy 29.71CLD
{48 5] 34.0Cs> 33,0¢s> 34.03¢sD
C12> 29.9CqQ 29.8(q> 29.90¢q>
[o{& kh3 21.6<q> 25.0¢q> 21.64<q>
C14D> 112.8CL) 114 5CLD 112.73¢L)
caUsy 17.04q> 18.5Cq> 17.01(q>

* Yalores obtenfdos en el presente trabajo.
El intercamblo de los wvalores de €3> v CG>  de 43
tndicados en la primera columna con respecto a la tercera puede

atribuirse a un error tipografico en la publicacidén (ref. 6-).
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EL valr.;x- negative para la rotacion meolecuwar vy la
comparacién de los datos obtenidos ‘del espectro de RMN 3¢
permiten identificar a este compuesto como el [-epoxido de
carfofileno (43).

En fracciones de mayor polaridad de este mismo estracto
y de acuerdo con el orden de elucion, pudo identificarse

fridelina (4_5_)65. lupeoc! (41> v f~sitosterol 42D,

45

Adicionalmente, se obtuvoe un residuo homogéneo en CCF.
que al ser analizado por cromatografia de Ulquidos de alta
precisién (HPLC) mostré estar constituido por una mezcla de
substancias. La cromatografia preparativa en fase Inversa
utilizando la misma técnica pernmitié su fraccionamiento en dos
mezclas de menhor comple jidad que fueron analizadas
espectroscopicamente como tales, debldo a que la separacién en sus
componentes se Intente repetidamente sin  obtener resultados
positives. Por otro lado, los datos espectroscopicos de las
mezclas son claramente interpretables, como se desecribe a
continuacion.

La mezcla original presenta en su espectro de IR bandas



"%y 'y doble lgadura

caract‘.‘erxsb’lcas para hidroxilo <3350 cm
t.i-isusi.ltuida €1662 cm *>. El maximo de absorcion en 197 nm en su
eghecbro de UV indica la ausencia de croméforos conjugados.

La integracién en el espectro de RMN H {espectro 3
para . cada wuna de las seflales correspeonde a un promedio, que
depende del numero de componentes de la mezcla y de su proporcion
relativa en la misma.

El analisis de dicho espectro establece la presencia de
sefiales caracteristicas para hidrogenos vinilicos, metilenos
alllicos y metilos vimlicos, lo que permite suponer la naturaleza
isoprenica de los compuestos presentes. De esta manera, un
triplete en 5.45 ppm, con Integracion relativa para un hidrégeno y
constante de acoplamiento de 7 Hz, permite establecer la presencia

de! fragmento molecular indicado en la figura 4.

I~

Figura 4

H

cHy — {

El, metilenc altlico de este mismo f;‘agmento se
manifiesta como un dobiébe que integra para dos hidrogenos
desplazado en 420 ppm <(J = 7T Hz), lo que establece su
conectividad e interaccién con el .carbono e hidrogeno vimilico,
respectivamente. El  desplazamientoe dquimico del mismo indica la

unjon  del metileno con ¢l hidroxilo, por lo que la estructura
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parcial’ inqlcéda e‘h'».l'a_ﬂg‘u.ra:‘t »Se a_‘mpu:ar a-la estructura mostrada

en la figura 5.

I~
(;HZ—OH
Flgura &

Un singulete amplio en 2.03 ppm Indica la presencia de
metilenos alilicos, que pueden suponerse unidos al fragmento antes
descrito y a fragmentos analogos. De la misma manera, el singulete
amplio en 512 ppm se asigha a los hidrédgenos vinillicos de

unidades analogas de Isopreno <(estructuras parclales indicadas en

las figuras 6 y 7.

~ S
{ —HZC; :cna——on {-—Hzc; ‘ :cuz—}

Figura 6 Figura 7
Finalmente, en la regién de 1.75 a 155 ppm se observan.
tres singuletes, asignables, de acuerdo con su desplazamiento
quimico, a metilos vinilicos. La existencia de Isémeros
configuracionales en las unidades de Iisoprenc presentes en los
compuestos es evidenclada precisamente por las diferencias en

el desplazamiento quimico de estos metilos vinilicos,
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Las caracteristicas espectroscépicas anteriores permiten
deducir gque estas substancias presentan una estructura aciclica
formada por un conjunto de unidades de {sSopreno agrupadas
linealmente, unoc de cuyos extremos es la unidad enlazada al
hidroxilo <{unidad alfa) en tanto que el otro extremo debe estar
constituido por una unidad de Isopreno con un gem-dimetilo scobre

carbono vinilico <unidad omega, figura 8).

Figura 8

De acuerdo con estudlos realizados por Bates y Ga.le,66
un  grupoe metilo tLrans a un hidrégeno olefinico se encuentra
desplazado en 0.07 ppm a campo alto con respecto al metilo analogo
con orlentacién cis, debido al mayor congestionamiento espacial
que ejerce la cadena lateral. El mismo razonamlento es aplicable a
aquellos metilos gue tienen como vecino un grupo hidroximetileno
(figura 9>.

Esta diferenciacién en cuanto a desplazamiento quimico
permite determinar la configuracion de los dobles enlaces
presentes, y la Integracién del area bajo la curva para cada

sefial, el niimero de los mismos.
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Figura 9

La sefial en 158 ppm en el espectro de RMN *H de esta
mezcla de substancias (espectro 3) Integra para quince hldrdgenos,
lo que indica que existe un promedio de cinco metilos sobre doble
enlace tLrans; y la sefial en 1.67 ppm, que Iintegra para veincuatro
hidrégenos, establece la presencia de ocho metilos sobre doble
ligadura cis.

Tomande en consideracion gque el {(soprenc omega de un
poliprenol no es una unidad estereogeénica, se puede deducir la
presencia de cuatro unidades de isopreno con cor\.ﬂgupacion trans y
slet.e con configuracién gis. Por otra parte, la seflal singulete
que jintegra para tres hidrogenos en 175 ppm corresponde al metilo
da la wunidad alfa del polliprenci, el cual, por su desplazaniento

quimico, indica que e¢sta tiene una estereoquimica cis.
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Lo anterior establece un promedio de trece unidades de
isopfeno en la molécula, lo cual se wve corroborado por las
sigulentes observaclones: (ad la Integracién para trece hidrogenos
vinilicos <5.45 ppm, t, tH y 524 ppm, sa, 12H, espectro 3> y (b

*>

por el wvalor del coeflciente de extincién molar (111456 X 10
obtenido del espectro de UV y su correlacién con el valor de B.07
x 10* observado para el solanesol, como se ha establecido en
estudios px-evios.':i7

7 El singulete amplio en 2.03 ppm corresponde por
consigulante, a un promedio de veinticuatro metilenos no
oxigenados.

3¢ de la mezcla

Las sefales de]l espectro de RMN
Cespectro 42, fueron asignadas mediante el analisis comparative de
los desplazamientos quimicos observados para estas substancias con
lo:s de compuestos modelo.”™ ast como con la Informacién obtenida
del espectro APT. Debido a que el desplazamiento quimico para
carbonos analogos de una unidad de i{sopreno a otra se localizan en
zonas muy restringidas del espectro, es cuestionable realizar una
agignacién exacta y confiable para cada uno de ellos, razén por la
cual, esta asignactéon se lievo a cabo por Intervalos Jde
desplazamiento quimico, adoptandose para elio 1a numeracién
mostrada en la figura 10 para los carbonos de cada unidad de
isopreno.

La localizacién de las unidades de {sopreno cis y trans

en los poliprencles fue establecida por primera ocaslén a través
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2
1 3

Figura 10

del espectro de RNM g por Tanaka 'y col. *®

De acuerdo con
estudios reallzados por estos autores, el desplazamlento quimico
de los metilenos CC1) de cada unidad de isopreno depende de la
goometria en el doble enlace de la unidad de isopreno de la que
forma parte y de la unidad inmediatamente unida a él. De esta

manera, en una unién de dos unidades con configuracién trans, este

metileno resuena en 3972 ppm; en una unién trans-cis, en 3197

ppm; en una unidén de tipo cis-¢is, en 8222 ppm y en una unién

cis~trang, en 39.90 ppm (figura 11D,

trans-irans trans-cis

‘Figura 11
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La presencia de las tres primeras seflales y la ausencia
de la uwtima, permite determinar que ‘las unidades de Isopreno

trans estan unidas secuencialmente.

Se ha establecido que el atomo de carbono (2> de la
unidad omega en una uniétn w-trans resuena de 131.0 a 1313 ppm, en
tanto gque en una unién de tipo w~cils se manifiesta en 1315 a
131.6 ppm‘sp {figura 12>. La unién w-trans en esta muestra gqueda
definida por la sefial simple para dicho carbono olefinico, el cual

resuena en 131.19 ppm.

. s ) L :
g-tran w-cis o

1310 <13

131,56 - 1316

Figura 12

La localizacidn de estos fragmentos y las as{gnaciones

para cada carbono se reallzé tomando en consideracién compuestos

modelo reportados en la Lteratura®’® y se muestran en la tabla

4.
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Tabla 4. Desplazamientos Quimicos en RMN 2C de la mezcla de

poliprencles.
Desplazamiento
Quimico Asignacién
(ppm)
15.97 —CH3 Trans
17.66 -CHy wtTrans)
23.40 ~CHy Cis
25.67 -CHy w(Cis)
26.21 - 26.51 -CH, Cis
26.61 - 26.65 -CH, Trans
26.74 -CH, © -
31.96 -CH, Trans-Cjs e
32.18 ~CH, Cis-Cis h—i
39.73 ~CH, I‘_’ﬁlns :
58,97 -CH,-OH
124.11 - 124.99 =C-H
131.19 €
134.84 =C  Trans-Cis
134,92 =C  Cis-a
135.15 - 135.23 = Cis /k/\/k/\
135.32 =€ Trans-Trans = >
139.80 = q

Las evidencias espectroscopicas descritas permiten

deducir la secuencia w-CLrans), -(clsd,~a-0OH
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«Z,2,2.2.2,2,Z2.Z,.E .E.E,E)-tridecaprenol C451] como el promedio
obtenido para esta mezcla de substancias. .
El mismo analisis espectroscépico realzado a las dos

mezclas obtenidas del fracclonamiento por HPLC de la mezcla

original. permitdo . ldentiricar al
2,2,2,2,2,2,2.2,2.E,E,E>-tridecaprencl C46A> Y al
K2,2,2,2,2,2,2,2,2,2,2,2,2,2.2,2,E,FE,E>~dodecaprenol 46B> como

las estructuras promedio para los constituyentes de la misma. Esta
deduccivon esta de acuerdo con los resultados obtenidos de los
estudios bilosintéticos realizados para analogos del m:lsrno,ﬂqd
que indican la incorporacién del pirofosfato de
trans-geranilgeraniol en plantas que producen este tipo de

compuestos.

46 n=4, me7

46A n=3; m=g

468 n=3; m=i5

De acuerdo con estos resultados, es probable que el
éster de poliprenol mencionade al principlo de esta discusion sea
una mezcla de substancias. A continuacion se describira la

determinacion estructural del componente premedio de la porcién
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alecohodlica de la misma, la cual se realiz6 una vez determinada la
estructura de 46. por comparacién de sus datos espectroscépicos
en IR y RMN *H.

En ¢l egpactro de IR de la mezcla de ésteres fueron
observables las bandas caracteristicas de carbonilo (1735 cm Yy
doble Hgadura trisustituida (1662 cm '3, En su espectro de RMN H
fue posible observar como diferencia notable, con respecto al

46, el desplazamiento a campe bajo de la sefial

espectro de
correspondiente al metileno unido a la funcién oxigenada (4.55
ppm, SA 0.35 ppm), lo cual es consistente con la presencia de un
éster sobre este Atomo de carbono.

La mezcla fue hidrollzada come se indica en la seccion
experimental. obteniéndose la mezcla de alcoholes correspondiente,

de acuerdo con la banda en 3362 cm '

en el espectro de IR vy
la presencia de la sefial doblete caracteristica del
hidroximetileno en 420 ppm <Cospectro 5>, que es el mismo
desplazamiento cobservado para estos hidrogenos en 46.

Un promedlio de dlez hidrogenos vinilicos establece la
incorporacién de diez unidades de isopreno y concuerda con la
integracién para las sefales de metlics y metilenos. El area bajo
la curva de la sefial en 158 ppm determina tres unidades de
isopreno de configuracion trans, y la sefal en 1.66 ppm indica gque
son cinco las unidades con geometria cis. El singulete que integra
para tres hldrégenos en 1.75 ppm establece la estereoquimica cis

en la unidad alfa de isopreno. Estas evidencias espectroscépicas

establecen al 2,2,2,2,2,Z,E,E,E>-decaprenol <10y, como la
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estructura promedieo., 40 fue caracterizada px‘evlament-e. de Cleome

spinosa y Mallotus japontcus.”4™?°

40

Existen informes en la literatura sobre el aislamiento y

determinacién  estructural de compuestos simlla.xves,”_“ que de

89
acuerdo con Hemming,

han sido clasificados en tres grupos,
dependiendo del numero de wunidades trans que presentan: <1 dos
unidades trans y el resto cis; (2> tres unidades trans y el resto
cls; y €3> todas las. unidades trans. Las substancias aisladas de
E. nesiotica partenecen al segundo grupo de esta clasificacién.

Reclentemente Sato y colaboradores han realizado la

sintesis estereoselectiva de un analogo de estos compuest.os.po

De las fracclones eluidas con hexano-acetato de etilo
€95:5> del extracto aceténico de E. nesiotica fue posible obtener
un producte sélide blanco, que revela homogéneamente con sulfato
cérico al! ser analizado por cromatografia en capa fina. La
comple fidad observada en su espectro de RMN H Cespectro 6> y el
i6n  molecular definido (346 wuma) registrade en EM, hicieron

suponer que sSe trataba de una mezcla de substancias. Ei

39



cromatograma obtenido por cromatografia de gases establecio que la
muestra consiste en una mezcla de dos substancias principales <ca.
1:1>. La elucidacivn estructural de las mismas se realizéd a partir
del analisis e integracién de los datos espectroscépicos de la
mezcla.

El pesc molecular registrade por espectrometria de masas
fue de 346, concordante con una ro_rmu.la molecular Cz21H3004, lo
cual suglere que los dos constituyentes principales de la mezcla,
son {sémeros.

La presencla de grupos hidroxilo fue establecida por las

1

andas de absorcion en 3570 cm =~ caracteristica de hidroxilo Ubre

1

y 3380-3340 cm  deblda a hidroxilo quelatado. La banda intensa en
1620 cm™! debe correponder a un grupoc acllo quelatade L;.nido a un
anillo aromatico que, considerando los maximos de absorcion en 223
nm Ce 18 919, y 290 nm (£ 22 336> en el espectro de UV, es

bencenolde. Los fragmentes estructurales deducidos se ({lustran en

la figura 13.

Ho—f

-0

w0

Figura 13
En el espectro de RMN *H (espectro 65, las sefales
simples con integracién para seis hidrégenos cada una (tomando

como unidad de Integracion a la sefial de 375 ppm> y desplazadas
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en 182, 169 y 162 ppm, dan evidencia de la presencia de seis

metilos vinilicos, que se localizan, de acuerdo con su

multiplicidad sobre carbenos cuaternarios (figura 14?.

AR
C=C

V Neng
CFigira 14

En este mismo espectro, el singulete en 209 ppm Iindica
la existencia de cuatro metilenos .a.l.lucos, en concordancia con la

integracién para ocho hidrogenos de esta ditima sefial (figura 15).

| —Hyc

Figura 15
En 5.24 y 5.03 ppm son observables dos tripletes con

integracién para dos hidrégenos cada uno, que son asighados a

hidréogenos  vinilicos. La multiplicidad de estas sefales indica la

vecindad de los hidrdgenos a un metileno (figura 16).
La asoclacién de las tres estructuras parclales antes

descritas permite establecer el fragmente molecular indicade por

la figura 17, que proporciona evidencia de la existencia de

cadenas isoprenoldes en la molécula.
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s —HsC . c
P =HaC F=He N oM
) - C = l /C=C\
H-T H CH3
Figura 16 Figura 17

La observacion dedtres seNales para metilos vinillicos y
la integracion para sefs protones de cada wuna de ellas con
referencia a la misma sefial de 3.75 ppm <(vide supra), indica la
existencia de tres pares de metilos equivalentes magnéticamente.
Esto permite determinar la presencia de dos fragmentos
Isoprencides lguales, cada uno con tres metllos, estableciéndose
de esta manera, al residuo geranilo como const.u.uyenhe. de la
estructura, el cual se corrobora por la correlacién observada de
las seflales antes indicadas en el espectro COSY homonuclear.

De acuerds con una hnumeracién convencional para‘ este
fragmento, en el espectro antes mencionado es posible observar la
correlacién existente entre el hidrdgenco vinilico H-3 con el
singulete asignado a los protones de los metilenos CG4) y G5,
especificamente con H-d4, Por otra parte, el triplete debido al
hidrégeno H-7 presenta correlacién con el doblete centrado en 3.38

Ppm, que corresponde a los hidrogenos -H-8 (figura 18),
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Figura 18
El desplazamiento a campo bajo <AS 129 ppmd> de los
hidrégenos del metileno en C(8) con respecto a los hidrdgenos de
los metilenos en CC4> y G(5> establece la naturaleza bencilica

del mismo (figura 19>,

figura 19

Llos cinco singuletes amplios, que integran para un total
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de seis hidrégenos 1.62 ppm, 1H; 1149 ppm, 1H; 85 ppm, 1H;

]

838 ppm., IH y 6.0 ppm, 2H> observables en el espectro de RMN
de B0 MHz (cuyos datos sSe Informan en la secclén experimental) y
que desaparecen después de la adicion de agua deuterada, se
establecen como las seflales correspondientes a los protones
hidroxilicos.

De acuerdo con la férmula molecular propuesta (C2:Hso04
es posible deducir la presencla de tres hidroxilos en cada
componente de la mezcla, uno de los cuales se encuentra quelatado
con el carbonilo.

Los tres grupos hidroxilo antes mencionados se ubican
sobre el anillo aromatico, ya que en el espectro de IR de la
mezcla de diacetilderivados de estas substancias <(obtenidos de la
acetilacion de la mezcla de productos naturales> es posible
observar dos bandas para carbonilo: una en 1780 em™*
caracteristica de carbonilo de éster sobre anillo aromatico y la
de 1620 em™® de acilo quelatado unido al anillo bencenolde,
presente también en el espectro de IR del producto natural.

Un singulete con integracién para dos hidrégenos en 5.85
ppm <Espectro &) suglere la presencia de un protén aromatico
altamente protegido en cada componente de la mezcla, que debe
encontrarse por tanto en relaclén meta con respecto al aclilo,
posicion en la que el efecto desprotector de grupos
electroatractores es minimo. El desplazamiento quimico de esta

sefial es también indicative de la ubicaclédn orte y para de estos

hidrégenos con respecte a los hidroxilos, cuye efecto protector se
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hacé_ efectivo en estas posiciones por resonancia (figura 20).""

Figura 20

£l patrén de sustitucion indicado se confirmé por los
sigulentes hechos experimentales: (ad el desplazamiento a campo
alto de la sefal debida a los hidrogenos del metileno bencilico y
del protén vinilico vecino a é1 (H-F y H-8. Tabla 5> en el
producto dlacetilado con respecto al producto natural H-7 AS =
-00vY y H-8 AS = -0.42 ppnd, lo gque Indlca que al menos uno de los
hidroxilos MHbres se encuentra en posicién orto a la cadena del
geranileo, <b) la observacion ‘del mismo efecto para el producto
triacetilado con respecto al dlacetilado H-7 Aé = -0.16 v H-8B 4d
= <0061, lo que establece la vecindad del grupo geranilo con el
hidroxdleo quelatado, y <o) el desplazamiento a campo bajo de la
sefial debida al proton aromatico H-5 a medida que el compuesto es
acetilado (rigura 2.

La naturaleza del grupo acilo para los tres componentes
de la mezcla fué  dJdeterminada por el anallsis del espectro

homo-COSY (figura 22).
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Figura 21

6.5
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Figura 22
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En dicho espectro son observables un doblete en 294 ppm
¢J] = 7 Hz, 2H), asignable por desplazamiento quimico a un metileno
alfa a carbonilo y su correlaciéon con el heptuplete en 2.26 ppm ¢J
7 Hz, 1H), el cual a su vez presenta interaccién con el doblete
en 094 ppm (J = 7 Hz, 6H), estas tres seflales establecen la
presencia del fragmento 3-metil-butancilo y permiten identificar
al 1-(3-mebll.bubanoﬂ)-S-geranu-ﬂorosh_xclnol AT como uno de

los componentes de la mezcla.

Por otra parte, la presencia del fragmente
2-metil-butancilo para el achndo componente de la mezcla, pudo
deducirse por la presencia de un multiplete en 3.75 ppm, el cuat
presenta correlacién con el doblete en 1.15 ppm. Estas dos
sefales, aunadas a la presencia de un multiplete en 140 ppm y un
triplete en 0.84 ppm, indican como segundo componente de la mezcla
al 1=-(2-metilbutancil)>-3-geranil-floroglucinol (48).

Dos sefales adicionales, un heptuplete en 390 ppm y un
doblete en 118 ppm, ambas con J = 7 Hz en el espectro de RMN
1

H establecen la presencia de 1-(Z2-metilpropanoild-3-geranii-

floroglucinol (49> como un constituyente minoritario en la mezcla.
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48 49

El analisis del espectro de imasas de esta mezcla permite

establecer el patrén de f(ragmentaclén, el cual es una evidencia
adicional a las estructuras propuestas. En particular, la
generaclén de los fragmentos con mvre 289, 277, 223, 165 y 69 a
partir del i46n molecular para 47 y 48, y los fragmentos con mfe

332, 263 y 209 para 49, son explicables de acuerde a las rupturas

dirigidas por los grupos funcicnales presentes (esquema 2).

o o’ * -
" F e, c"2\2\
+
Ho oM . Ho ot
0¥ > \ ROvO m/e 69
47.48 mye 223 47.45 mse 277
" a3 mse 209 43 m/e 263
o \ oK
a+C
/ u & Z
Wo oH 47, 58 [u] =348 "o R on
+ ¢
<o : 49 (] =332
mje 165

Esquema 2. Patrén de fragmentacion de 47, 48 y 49.
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Los datos obtenidos del espectro de RMN ¢ Cespectro 7>
de la mezcla de productos naturales se (nforman en la secclén
experimental y son concordantes con las estructuras
propuestas. Dichas asignaciones son intercambiables para los
carbonos anélo;r.wé en las tres substanclas y fueron realizadas
mediante el analisis comparativo con los datos reportados en la
literatura para moléculas a\nalogasr.“"'o1

Estas caracteristicas espectroscépicas indican por tanto
a los derivados del floroglucincel 47, 48 y 49 como les componentes
de la mezcla original. 48 y 49 han side previamente reportados en
la ]Jt.erat.ura,Ql y 47 representa un nuevo producto natural.

La revisién en la literatura iIndica gque este tipe de
substancias han sildo caracterizadas como mezclas, ya que su
separacién por métodos convencionales muestra una extrema
diffcultad experimental. Afortunadamente, se logro la purificacién
del diacetilderivado de 37, <505, mediante cromatografias
sucesivas de la mezcla de acetilacién.

El producto diacetilado, 50, registra un {6n molecular
en mse 430 y presenta en su espectro de IR las bandas
caracteristicas de carbonilo de éster sobre anillo aromatico <1780
em ™ y de grupo acilo quelatads (1620 cm™H.

En el espectro de RMN H {espectro 9> es posible
observar la sehal singulete del protén del hidroxile quelatado en
125 ppm, la cual se intercambia después de la adicidn de agua
deuterada. Un singulete con integracion para un protén en 6.68 ppm

caracteriza al uanico hidréSgeno aromatico en la molécula,

49



desplazado a campo bajo con respecto al hidrégeno analogo del
producto natural (A5 = 0.83 ppm), debido al efecto desprotector
que ejercen los grupos acetatoc veclinos a élL. Estos altimos se
manifiestan por las sefales singulete en 228 y 2.35 ppm.

Los grupos geranilo y 3-metil-butanoilo se identifican
por sus correspondientes sefiales descritaz en el producto natural,

lag cuales presentan 4 1 jentos a

P

po alto en RMN ‘H

después de la reaccidén de acetillacién.

OAc

2

El producto diacetilado de 48, <515, fue caracterizado a

partir del espectro de RMN *

H de 1a mezcla de productos
diacetilados <(espectro 8) por 1la eliminacién de las sefiales

correspondientes a 50.




En el espectro antes mencionado (espectro 8>, la
identificacién de los grupos geranilo, 3-metilbutanoilo de 47 vy
2-metilbutanocilo de 48, se corrobora por la correlacién observada
en el espectro COSY homonuclear, la cual se muestra en la figura

23.
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Figura 23
1-¢(3-met.ilbutanocil>-3-geranil-triacetilfloroglucinol
S22 y 1-CZ-metilbut-anciD-3-geranil-triacetilfioroglucinol 3,

pudieron ser caracterizados del analisis de su espectro de m
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Cespectro 10), a partir del cual también fue posible determinar la
presencia de 1~¢2-metilpropancild-3-geranil-triacetilflorsogiucinol
(54>, de acuerdo con la observacion de las sefiales heptuplete en

3.40 ppm (] = 7 Hz) y doblete en 118 ppm (J = 7 Hz).

OAcC

Log datos de desplazamiento quimico en RMN ‘H para estos
tres productos naturales y sus productos de acetlilacidn son
enlistados en la tabla 5.

Algunos compuestos relacicnados estructuralmente con los
floroglucinoles reciéen descritos, han sido informados en ila
literatura como productos naturales -pretenecientes a las familias

PL-94

Compositae ¥ Rutaceae.*
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€S

a7
s 5.2 ()
H7 '3.39 (d)
He8 5.24 (1)
OHA10 T T 2,10 {s)
Hell.. _2.10°(s)
M2 5.06 (t)
H-14 1.68 (s)
H-15 1.50 (s)
H-16 1.81 (s)
H-2* 2.94 (d)
H-3° 2.26 (n)
-1 0.97 (d)
H-5* 0.97 (d)
OH en C-2 11.62 {sa)
08 en C-4  8.50 (sa)
OH en C-6 6.08 (sa)
0COCH, -

48

5.82 (s)
3.39 (d)
sz ()
2.10°(s)i e
2.10 (s)

5.06 (t)

1.68 {s). .

1.59 (s}
1.81 (s}
3.75 (q)
1.40 (m)

0.82 (t)
1.15 (d)
11,62 (sa)
8.50 (sa)
6.08 (sa)

5.82 (s). - o 6.47 (5)
3,39 (d) £+ (

5.23.(¢)

1,64 (s)’

1,57 (8)

1,74 (s) 1.69 (s)

: :; ka'.ag (a) 2.62 (d)
RS (m) ¢ 2,20 (h)
S 0.0 (8 - 0.96:(d)

11.'52'(5'5)" S
B,Sb'(sa)
6.08 (sa) -0 =

0.6 ()

53

5.5 (s)"

3.14 {d)

5.06 (t)
2,03 (m)

1,97 (m)
5.01 {t)

164 (s)
1,57 (s)

1.69 (s)
2,80 (q)
1.40 (m)

10,92 (t)

1,12 (d)

54
6.85 (s)
3,07 {d)
5.06 {t)

2.03 (m}
1,97 (m}

5.0t (t)

) !.64 (s)
1,57 (s)

1.69 (s)
3.41 (h)
1.17 (d)

1.17.(d)

< 220237 (s) 2.20-2.37 (s) 2.20-2.37 () 2.20-2.37 (s). 2.20-2.37

* Las seRales pueden ser intercambiadas.

Tabla 5. Desplazamientos Quimicos en RMN ‘H de 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53 y 54.
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Finalmente, a partir de las fracclones eluldas con
hexano-acetato de etilo <6:4), fue posible obtener una substancia
cristalina que revela en forma homogénea en cromatografia en capa
fina como una nancha azul intensa al ser revelada con sulfato
cérico. Este compuesto presenta una banda en 3614 em™ en el
espectro de IR, caracteristica de hidroxilos presentes en la
molécula.

En el espectro de RMN *H {espectro 11> es posible
observar dos sefiales asignables, por su desplazamiento quimico, a
hidrégenos geminales a hidroxile, una come doble de doble en
3.;1‘6 ppm y la segunda como singulete amplio (Wisrz = THz) en 3.31
ppn, identificando a este compuesto cemo un diol Los tres metilos
presentes en la molécula presentan sefiales de resonancla en 1.04,
098 y 086 ppm en este mismo espectro. Esta substancla fue
identificada, por comparacion con una muestra auténtica, como

clovandiol (G3).

55
De acuerdo con consideraciones biogenéticas, el
clovandiol tiene como precursor Dblogenético al epoéaddo de

cariofileno, el cual también es constituyente de esta especle.ps
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I1. DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LOS CONSTITUYENTES QUIMICOS DE

Esenbeckia belizencis

La aplcacion de los meétodos cromatograficos
convencionales a los extractos organicos de las partes adreas de
esta especle, como se deseribe en la seccidn experimental,

permiti® la separaclidén en sus componentes.

De las fracclones de menor polaridad obtenidas a partir
de la cromatografia del extracto hexanico, fue posible aislar, en
ox'd-en creciente de polaridad, una mezcla de ésteres de poliprenol
slende el éster de decaprencl el componente promedie, y un éster
de fA-sitosterol, caracterizados camo sus correspondiantes
aleoholes 40 y 42, obtenidos mediante hidrélisis en medio basico,
ast como al epéxide de carlofileno (43). Estos tres metabolitos
secundarios también fueron alslados de E. nesiotica y su
elucidacién estructural se describe en la parte correspondiente a
esta especie.

En fracciones de mayor polaridad se logrd la obtenclén
de una mezcila de tres substanclas dos de las cuales fueron
purificadas medlante cromatografia en capa flna, lograndose la
{dentificaciéon de (Z,2,2,2,2,Z,E,E,Ed>-decaprenol 40> como ol
constituyente menos polar de la mezcla.

ElL compuesto de polaridad intermedia presenta
coensistencia aceitosa, es incoloro y de olor agradable. El peso

molecufar de 220 y el analisis de sus espectros de IR y RMN ]
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Cespectro 12>, permiten suponer a éste como un isémero estructural
del epéixdo de cariofileno.

La formula molecular C1sH240 determina cuatro
insaturaciones en 1la molécula, mismas cbservadas para al epéxido
de cariofilenc, =sin embargo, la presencia de una banda en 3393
cm™ caracteristica de hidroxilo en el espectro de IR y la
existencia de sdlo dos hldrégenos‘ vinilicos en la molécula
(pertenecientes a un metileno exociclico), de acuerdo con la
integracitn para las sehales presentes en la zona de resonancia de
dichos hidrégenos <470 y 4.67 ppm> en el espectro de RMN *H,
permiten determinar a éste come un sesquiterpenc triciclico.

Tres metilos terclarios son evidenciados por los
singuletes con desplazamiento en 126, 104 y 102 ppm, el primero
de los cuales ubica a uno de estos metilios sobre el atomo de
carbono unido al hidroxilo. Los dos metilos restantes se
encuent.ran ubicados sobre carbono cuaternario, de acuerdo con su
multiplicidad, estableciendose ciue deben formar parte de un grupo
gem-dimetilo. El1 grupo hidroxilo se supone terclario debido a su
nula reactividad en las condiciones normales de acetilacién

{figura 24).

Flgura 24



La presencia de un anillo de clclopropano es manifiesta
per las sefiales doble de doble en 045 ppm y doble de doble de
doble an 0.71 pPpm, que establecen, de acuerde con su
multiplicidad, s=su vecindad a dos vy tres hidrogenos diferentes

raspectivamente (figura 25)>.

Flgura 25

Estos fragmentos estructurales, las caracteristicas
observadas a partir de los espectros de RMN ”c Cespectro 13> y
APT y el valor obtenide para la rotacién éptica, permiten
determinar la estructura del d-espatulenol (56> para esta
substancia, el cual fue aislado por primera ocasiotn por Bowyer y

Jefferies en 1963 a partir de Eucaliptus s’pathula'ta.p‘s

El <#>-espatulencl ha sido informado como constituyente

de Citrus junas,g‘.’Melampodium divaricatum®® y Salvia sclarea
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entre otras especies. Inagaki vy Abe.2®® en un  anallsis del

espectro de RMN 1%¢ obtenido a partir del experimento INEPT de
esta molécula, levaron a cabo las asignaciones de desplazamiento
quimico para cada uno de los carbonos presentes en la molécula. A
través de la correlacién de los desplazamientos quimicos COSY
heteronuclear (‘H-’BC) y COSY homonuclear (‘H-’H), determinaren la
conectividad H-C en la molécula, lUevando a cabo en forma
inequivoca las asignaciones para cada seBal observada en el

espectro de RMN'H. Las asignaciones para el (+)-espatulenol

aislade de E. pentaghylla se muestran en la figura 26.

106.85

Figura 26
Los dos compuestos sesquiterpénicos aislados a partir de
este extracto: epéxido de cariofileno (43) y (#d-espatulenol 56>
presentan actividad como disuasivos de la allmentacién de
insectos.™®
Adicionalmente, de acuerdo con sus parametros
espoctroscéoplcos y la analogia de los mismos con los datos

informados en la iHteratura, tres compuestos de naturaleza

58



triterpénica y wun esterol pudieron ser identificados, lupenona

{577, fridelina (45), fridelanol (S8) y f3-sitosterol <12).

Elb 3-sitosterol (42>, la fridelina <485 y el fridelanol
58> son lo= constituyentes de menor polaridad alslados a partir
del extracto de acetato de etilo y también estan presentes en el
extracto hexanico.

En este misimo extracto, de las fracciones eluidas con
hexano-acetato de etilo 7:3, s obtuvo un producto sélido de color
blanco, que en cromatografia .en capa fina se observa como una
mancha roja homogénea al ser revelado con luz utravicleta. La
recristallzacién de éste dié como resultado la rformacién de dos
tipos de productos soélidos, uno amerfo y otro cristalino cuya
separaciétn fue extremadamente dificil por meétodos cromatograficos.
Afortunadamente, la separacién manual de los ndsmos fue posible y
el analisis de sus espectros de IR en solucion, obtenidos en forma
paralela, indicé que se trataba de dos substancias diferentes.

El producto sdlido amorfo presenta un peso molecular de
273 de acuerdo con su espectro de masas. El valor impar del mismo
indica la presencia de un numero ilmpar de atomos de nitroégeno en

la molécula. En su espectro de IR es observable una banda en 1628
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em™* caracteristica de doble lHgadura en anille aromatico. EIl

trazo del espectro de absorcién al UY <(espectro 14) de este
compuesto es caracteristico de un nucleo furoquinolinico.
Especificamente. los maximos de absoreidén en 249 nm y la banda

1
©% confirman este

ancha compleja en la reglén de 2905 a 334 nm
esqueleto fundamnental.

En el espectro de RMN H (espectro 15), se observa un
sistema AB asignable al par de hidrégenos de la doble ligadura del
anille furanico; la sefal centrada en 753 ppm <¢d, J = 3Hz
corresponde -al hidrégeno alfa al oxigeno y la sefial en 6.98 ppm

<d, J = 3 Hz> al hidrégeno beta (figura 27).

ST
N 0

Filgura 27
Dos singuletes en 4.25 y 4.37 ppm con Integracidon para
tres  hidrégenos cada uno, evidencian la presencia de des

metoxilos, Las consideraciones bicogenéticas para este tipe de
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compuestos y el desplazamiento paramagnético en 0.12 ppm para

uno de estos metoxllos, sugiere que éste se encuentra ubicado en

-

C(4).'° posicién sobre la cual el nitrégence ejerce un  efecto

desprotector por resonancia (figura 28).

CHz0
2
= \/
N o}
Figura 28

60



La presencia de un grupo metilendioxi fue confirmada por
la sefial singulete que integra para dos hidrégenos en 602 ppm en
el espectro de RMN'H. Finalmente, un singulete en 7.24 ppm en este
mismo egspectre, es asignable a un hidrégeno aromatico. La
ubicacidn de este protédn, del grupo metilendioxi y del metoxilo
restante se hizo por comparacién de los desplazamientos guimicos
antes mencionados para los hildrégenos correspondlentes a cada uno
de ellos con los datos reportados en la literatura, lo que

permitio identificar a este compuesto como 1la flindersiamina

c30>.*
OCH3
CTITD
o NF 0
OCH3

30

La estructura propuesta esta de acuerdo con los datos

obtenldos del espoctro de RMN *c (espectro 16> para este

<:ompuest.c>,‘°5 cuyas asignaciones se llustran en la figura 29.

Figura 29
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El preducto sélido cristalino presenta el 16n molecular
en m-’e 259 y el perfil caracteristico de nucleo de furoquinolina
en su espectro de UV,

En el espectro de RMN'H Cespectro 17), es observable
nuevamente el sistema AB del anillo furanico como un par de
dobletes centrados en 752 y 700 ppm (J = 3 Hz2), y la seRal
singulet.e caracteristica del metoxile én CC4> en 442 ppm. Un par
de singuletes con Integracién para un hidrogene cada uno, en 7.43
y 7.33 ppm, indican la presencia de dos hidrogenos aromatices en
posicién para uno respecto del otro, y dos metoxlos adicionales,
son conlirmados por la presencia de los singuletes
correspondientes en 4.04 y 4.02 ppm.

Las anteriores evidencias espectroscépicas caracterizan

como kokusaginina (28> a este producto natural.

OCH3
CHx0
3 RS
\
CH.0 0
3 N

Cabe mencionar gque 28 ha sido peviamente caracterizado

de Esenbeckia lil:orczl'i.s60 y E. pilocarpoides.'” nfentras que 30 se

5?7

ha alslado de E. febrifuga, E. flava ¢ E. pilocarpoides.d‘
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111. OXIDACION ESPONTANEA DE ALCALOIDES FUROQUINOLINICOS

Durante el proceso de aislamiento de la flindersiamina
30 y la kokusaginina 28, se observd que estas substancias sufren
descomposicién, obteniendose come resultado de ia misma, wuna
mezcla compleja de substancias en ambos casos. El unico producto
aislable de cada mezcla es un solldo amorfo amarillo que revela en
forma homogénea de color verde fosforescente al UV al ser
analizado por cromatografia en capa fina y que es
considerablemente mas polar que los alcaloides de partida.

Una experimentacion detallada sobre dicha
transformacién, la cual se desceribe en la seccldn experimental,
indicé que ésta se ileva a cabo en presencia de luz y aire, por lo
que presumiblemente se trata de una oxidaciéon. A continuaciéon se
describira la determinacién estructural de los productos de la
transformacion.

El producto derivado de la kokusaginina registra un peso
molecular de 263 en su analisis por espectrometria de masas, lo
cual indica un aumento de cuatro unidades de masa atdmica a partir
del producto natural. El estudio del espectro de IR permite
establecer la presencia de dos carbonllos: uno de amida 1647
em . el cual forma parte de un nicleo de 2-quinoclona, de acuerdo
con los manimos de absorcién caracteristicos para este sistema en
233, 260, 315 y 337 nm en el espectro de UV'®°? (espectro 183, y
uno de aldehido (1683 cm '), confirmado por la sefiai no
intercambiable con agua deuterada en 1035 ppm en el espectro de
RMN 'H Cespectro 19). Por el anallsis de este ultimo espectro es

posiblo confirmar la presencia de los dos hidrogenos aromaticos
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r25 ppm, tH, s y 679 ppm, IH, s) y los tres metoxilos <4.14
ppm, 3H, s; 396 ppm, 3H, s y 385 ppm, 3H, s> establecidos
anteriormente para la kokusaginina (282, lo que iIndica que el

producto de descomposicién conserva el

(figura 30).

Figura 30
La ausencia del sistema AB
mismo espectro indica que durante Ila

modificado, siendo por tanto Ca3

ublicacién del grupo aldehido, debido

anterioridad el nuclec de 2~quinolona

estas substancias., De esta manera,

mismo patron de sustitucion

del anillo furanico en este

transformacién éste se ve

la anica posibilldad de
a gque se establecid con
come estructura base para

queda estableclda la estructura

para este compuesto como 3-formii-4,6,7- trimetoxi~-2-quinolona
<59).
0CH3 o
CH30 X H
CH30 N
H
59
La estructura del producte de oxidacién de la
flindersiamina pudo ser elucidada tomando como referencia la
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estructura establecida péya 52 y por ‘la comparacion de sus
caracteristicas espectroscoépicas con las del producto natural

En su espectro de IR nuevamente es observable la
presencla de las bandas para carbonilo de amida {1648 ) y de
aldehido <1680 cm™'>.

En el espectro de RMN'H Cespectro 200 es posible
observar el protén aldehidico como un singulete en 10.41 ppm, el
singulete para el protédn aromatico el:l C(S> en 7.06 ppm, la seffal
singulete en 604 ppm caracteristica del grupo metilendioxi en
C6> y CC7) y los dos grupos metoxilo en 4148 y 446 ppm. Un
singulete amplio en 895 ppm es asignada al proton lactamico, de
acuerdo con el intercambilo observado al adiclonar agua deuterada a
Ia muestra. Este analisis permite establecer la estpructura de
3-formil-4,8-dimetoxi-6,7-metilendloxi-2-quinolona 60> como

producto de oxidacién de la rlindersiamina (30).

OCH3z o
e
(o] N 0

H

OCH3

6_0

La reaccién que representa la oxidacion de estos
productos naturales se muestra en el esquema 3. De acuerde con
ella, la diferencia de cuatro unidades de masa entre el peso
molecular del producto natural (kokusaginina, 28> y su producto de
oxidaciéon <592, mencionada anteriormente. es debida a la ganancia
de oxigeno y la pérdida de monoxido de carbono durante la

transformacion.
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¢28> RimRzw OCHs ; Ram H (58> RimRzm OCHa ; Rsm H

€307 RimR2m OCH20 ; Rs= OCHs (59> RamR2= OCH20 ; Rs= OCHs

Esquema 3. Reaccion de oxidacion espontanea de los alcaloides
furoquinolinicos 28 y 30.

El analisis de las cromatoplacas analiticas de las
muestras en descomposicién permitid observar, como se indicéd
anteriormente, la obtencién de una mezcla compleja de substancias
como producto de la oxidacién. La resolucién cromatografica de
est.a mezcla fue parcial, xogra-ndo obtener en forma pura solo los
prod'uct-os mas polares en cada caso (ver seccion experimentald.

Con el objeto de obtener Iinformacién acerca de las
substancias adicionales presentes, algunas fracciones de la
columna cromatografica de ta  mezcla de descomposicién de
kokusaginina €28>, fueron analizadas por RMN ‘H y RMN ¢ Las
evidencias espectroscopicas obtenidas a partir de este estudlo vy
los datos reportados en la literatura para reacclones analogas
permitieron proponer un posible mecanismo para esta
transformacion.

En el espectro de RMN *H Cespectro 210 de la mezcla
antes mencionada se observa el par de dobletes caracteristico de
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un sistema AB en 6.18 y 558 ppm (J = 6 Hz). La pertenencia de
estas dos sefales al sistema antes indilcado se confirmé mediante
la irradiacién de cada una de las ramas del mismo, lo gque produjo
la simplificacisn a singulete de la sefial restante. El
desplazamientoe quimico para estas sefiales permite determinar que
la sehal en 648 ppm corresponde a un hidrogenc de tipo
acetanco.’°7 en tanto gque el doblete en S5.58 ppm puede asigharse
al hidrogeno de un metino bencilico. Estas evidencias
espectroscopicas permiten establecer al intermediario A en el
mecanismo de transformacién, cuya presencia puede explicarse a
través de una reaccion de cicloadicion [A2e + 72a] de oxigeno al

doble enlace del anillo furanico (esquema <4).

CH30
3 0
R X
] BN A o} hv
" Nl [nZS + nZS]
2
R3

Esquema 4. Reaccion de cicloadicién de oxigeno al doble enlace
de! anillo furanico.

La cicloadicion de oxigeno a derivados furanicos en
presencia de luz v rotosensibilizador se encuentra bien
documentada en la literatura. El Intermediario A sufre apertura

del anille de dioxetano, generande el intermediario dicarbonilice

107 -100
B

(esquema 5).
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\eol

Esquema 5. Apertura del aﬁlUO de dioxetano.

La transformacién del intermediaric dicarbonillco al
producto final involucra la conversion del carbono base del
formlat.o a carbonilo. Esta transformacion puede ocurrir a través
de una de las tres posibilidades mecanisticas [llustradas en el
esquema 6.

La ruta 1 involucra la hidrolisis del formiato de B, en
contraste con la ruta 2, que implica la decarbonllacién directa de
este grupo funcional. La posibilidad 3 suglere Lla N-oxidacion de
B, lo que genera la oxaziridina €, la cual sufre pérdida de GOz
con apertura de la misma, para generar el producto.

No se cuenta con evidenclas experimentales que permitan
determinar la ruta mecanistica de esta ultima transformacion, para

ello, se hace necesario llevar a cabo experimentacién adicional.

Es de particular importancia la determinacion
estructural de los productos de transformacién espontanea de los
productos naturales, ya que se contribuye al conocimiento de la
reactividad quimica de estos ultimes y puede haber un mayor
discernimiento acerca del origen natural de los mismos, o de su

posible formacién en el proceso de aislamiento y caracterizacion.
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En este contexto, puede mencionarse que recientemente fueron
caracterizados los productos de la oxidacion espontanea de la

110
reserpina,

Esquema 6. Posibilidades mecan{sticas para la transformacién

del intermediario B a producto.

1}

3).
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SECCION EXPERIMENTAL
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I. AISLAMIENTO Y PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

DE LOS CONSTITUYENTES QUIMICOS DE Esenbeckia nestiotica

Esenbeckia nesiotica Standl. <(C. H. Ramos 84) fue
recolectada en ta carretera Playa Azul-Tecoman, Municiplo de
Aquila, Michocacan. El respaldo se encuentra depesitado en el
Herbario Nacional <(MEXU>. El material fue identificado por Ja M.
en C. Clara Hilda Ramos, de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

19 Kg de planta seca <(hojas) fueron macerados con
hexane durante tres dias y on dos ocasiones. proceso que permitié
la obtencion de 375 g del extracto correspondiente. una vez que
fue eliminado el disolvente por destilacién a presién reducida.

En una segunda maceracién, efectuada con acetona, se
obtuvieron 108 g de residuo.

El extracto hexanico fue adsorbldo en 35 g de silice
70-230 y fraccionado por cromatografia a presién reducida en una
columna empacada ¢on 190 g de gel de silice para placa, suspendida
en n-hexane, Este mismo disolvente fue utilizade como sistema
eluyente inicial, colectandose fracciones de 250 ml.

En las fracciones iniclales (3-12) obtenidas a partir de
esta columna, se logrd la elucién de una mezcla de substancias de
consistencia cerosa, que de acuerdo con sus propiedades
espectroscopicas contienen en su estructura un grupo éster. La
purificacién de 172 mg de esta mezcla se ensayd por cromatografia
en columna, utilizande gel de =illce 70-230 lmprégnada con  una

solucién de nitrate de plata al 5% como fase estaclonaria vy
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n-hexano como siastema eluyenhe.“‘ La elucién  _de noventa_
fracciones de 50 ml permitié recuperar 153 mg de la mezcla de
substancias originalmente aplicada, sin lograr su resolucisén.

En un intentoe mas por llevar a cabo dicha separacion, se
realizé la hidrélisis alcalina de los 1853 mg de la me=zcla,
utilizando para ello 10 ml de una solucién al 10X de KOH MeOH:H20
<95:5>, refluyendo por 30 minutos, durante los cuales la reacclén
fue controlada por cromatografia en capa fina. La extraccion sin
neut.ralizacfén de la mezcla de reaccién con tres porciones de 20
ml de n-hexano permitié la separacidtn de la fracclén alecohodlica de
w ndsma.

De acuerdo con el analisis de las placas cromatogaficas
obtenidaz, esta fraccién alecohélica estuvo constituida por una
mezcla de tres substancias, cuya separaciéon se efectus por
cromatografia preparativa en placa fina, 123 mg de la ndsma,
aplicados en dos placas de 20 X 20 cm y 1 mm de espesor, se
eluyeron con n-hexano-acetato de etilo <(9955) en dos ocasiones,

lograndose la separacién de sus componentes.

El compuesto de menor polaridad corresponde de acuerdo
con sus propiedades fisicas y espectroscopicas a una mezcla de
poliprencles cuyo componente promedio es al

?4~7C

£2,2,2,2,2,2,E,E.E)-decaprenol  (40), esta mezcla se obtuvo

como un aceite incoloro.

Rendimiento: 48 mg <0.0025 %)
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IR <(peliculad: 3362, 2961, 2919, 2855, 1665, i448, 1376,

1000 y 836 cm .

1

RMN H <CDCls, espectro 53 é<integracion,
multiplicidad, J, Asignacién): 545 H, t, J = 7 Hz, w=CH-CHz20H),
543 <9H, s a, Wisz2 = 10 Hz, =CH-CH2->. 4.09 (2H, d, J = 7 H=z.
~CHz-OH>, 2.04 <€36H, s, -CHz->, 175 «3H. =, -CHCCHad>-CHz0#>, 1.68

C18H, s, -C(CHad>=CH- cis), 1.62 <12H, s, -CKCH3X=CH- trans>.

El tupeol 41> es el compuesto de polaridad

intermedia.

Rendimiento: 27.4 mg <0.0014 %)
Pf. 196-108 °C.
IR CCHCls>: 3611, 2946, 2968, 1458, 1380, 1026 y 887

-t
cm .

RMN *

H (CDCla, 300 MHz>: 468 CiH, 4, J = 3 Hz, Hze),
458 UH, 4, J = 3 HZ, str)', 32 (H, dd, J = 5.8, 10.5Hz, Had,
238 <2H, ddd, Hz>, 1.70 «3H, s>, 104 (3H, s>, 098 (3H, s> 095
<3H, s, 0.82 (3H, 5>, 0.79 <(3H, s>, 0.76 <(3H, =).

EM dntroduccién directa, 70 evd; m/e {especie]
(ntensidad relativa en . 2%>: 426 (M7) (154>, 41t [M'-CHs) (6.2),
393 M'-CHs-Hz0] <(2.55, 218 (347>, 203 <42>, 180 <325, 135 <26).
133 <24), 123 €257, 121 <47), 119 €382, 109 <4625, 107 <61>, 105
46>, 95 571, 93 (7>, 91 (52), 81 7>, 79 49>, 69 (91), 68

89>, 67 (86>, B7 (62>, 55 (100>, 43 (98>, 41 €B86).
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Finalmente, el conpuesto de mayor polaridad pudo ser
identificado como p-sitosterol <(42), cuyas propiedades fisicas vy

espectroscoéopicas son las sigufentes:

Rendimiento: 31 mg <0.0016 25>
Pf. 138-139 °C.
IR <CHCla>: 3608, 2959, 2938, 2869, 1464, 1380, 1044 y

956 cm .

) RMN 'H <GDCla>: 542 <iH, dd, ] = 6,6 Hz, Hed, 3.41 GH.
ddad, ] = 11, 6Hz, aﬂs),' 225 (2H, d, ] = aﬂ{z, Hz2), 151 CiH, sa,
~OH), 0.89 (H, s, Hisd, 079 C3H, d, J = 7 Hz, Had, 072 C3H, ¢,
J = 7 Hz, uzed, 0.69 <6H, d, J = 7 Hz, Hze.27d, 055 (3H, s, Hied.

EM: 414 [M"), 396 {M'-Hz0] <273, 48 <100,

Con el objeto de obtener la fraccién Aacida de los
ésteres, la fase metandlica remanente fue acidulada y extraida con
tres porciones de 20 ml de acetato de etilo, sin lograr la
extraccion de la misma. La operaciétn fue repetida con clorotformo
con los mismos resultades, razon por la cual su caracterizacion no

pudo llevarse a cabo.

De las fracclones 13-23 de la columna {inicial, eluidas
aun con n-hexano se obtuve una substancia cristallna (eristales
incoloros en forma de agujas), que fue identificada como

fridelina <45>,
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Rendimiento: 204 mg <0.0407 245

PI: 262-2064 °C.

IR C(CHCl3): 2943, 2867, 1703, 1455 y 1388 :m“.

RMN ‘H (CDCls, 300 MH=z>: 2.42 (iH, dd, J = 5,2 Hz, H2),
2375 (1H, dd, J = 5,2 Hz, Hz2)>, 225 UH, C, J = & Hz, He, 118
3H, s>, 105 < 3H. =), 1.00 3H, s>, 0993 <3H, =1, 095 «3H, s,
087 <3H, d, J = 7 Hz, Hzsd, 0.86 <3H, s), 0.72 <3H, =d.

rRMN 1P

C DCs, 75 MHzd) 6 (Multiplicidad, Asignacién):
213.19 s, C3>, 59.47 &d, Ciod, 58B.22 d, Ca), 53.10 d, Cad,
42.79 <d, Cie>, 4154 <, C2d, 4129 (L, Cod, 4116 (s, Csd, 3970
Cs, Ci42, 3926 <«t, Cz22), 3831 s, C132, 3745 (s, Cpd, 36.01 (4,
Cis), 3563 «(t, Ci1d, 3535 ¢ t, Ciod), 3504 (g, Caod, 3278 <(t,
C21), 3243 ., Ci2), 32140 Lq, C28>, 3179 (g, C2ed, 3052 <,
Ci5>.  30.01 (s, C17>, 28.19 (s, Cz20), 22.31 ., Cid, 2029 <q,
272,870 < g, Cza), 18.26 <t, C2>, 17.97 <q, G233, 14.68 <q,
Cza>, 6.86 (q, Cz23).%°

EM: 426 [M'1 (29>, 411 [M'-CHs) C7.4>3, 302 <165, 274
€22>, 273 (37>, 246 (25>, 231 (25>, 218 (29>, 205 (24>, 191 30),
179 <325, 164 <B36d, 125 S99, 123 60>, 121 40>, 109 <77, 107
€49), 96 <520, 95 <100), B1 C(60), TP (36), 69 (96>, O67 (62>, 55

€93), 43 (331, 41 (53D,

Las aguas madres oblenldas de 1a filtraclén de la
fridelina <45), estaban constitudas por una substancia
mayoritaria que revela de color azul intense con sulfato cérico,

por friedelina y por compueastos de mayos polaridad. La
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purificacién de la substancia mayoritaria se logro mediante
cromatografia preparativa en placa fina. 179 mg de la mezcla
fueron aplicados en una placa cromatografica, que fue desarrollada
con n-hexano-acetato de etilo (9:1), obteniéndose un  acelte
incoloro de olor agradable, gue de acuerde a sus propledades

espectroscopicas corresponde al f3-epoOxido de cariofileno (ﬁ).“

Rendimiento: 117 mg €0.0061 5%
[13”: - 35.45° ¢29.7 mg/ml, hexanod.

¢k - 77.33°

IR <CCHCled>: 2950, 2930, 2860, 1630, 1450, 1366, 1359,
892, 860 cm *.

RMN 14 «<cpcls, 300 MHz, espoctro 1> 498 CH, d, J = 2
Hz, Hi4ad, 486 CH, d, J = 2 Hz, Hubd, 288 CGH, dd, J = 4, 10
Hz, Hs>, 262 <iH, ddd, J = 8, 8 8 Hz, Hed, 119 <3H, s, H1%,
1.01 (3H, =, H12 6 H13d, 098 (3H, s, Hiz & Hisd.

RMN *°c CDCls, 75 MH=z, espectro  2): 15174 (g5, C8),
11273 <L, Cu4d, 6380 <d, Cs), 5994 (s, e, 5071 4, ¢,
4872 <d, Cpd. 39.76 <t, C7>, 39.14 <t, Cad, 3403 <&s Cud, 3019
t, Ce), 2990 <(q, GCi12), 29.71 <«t, Ciod, 27.22 <t, C2d, 21.64 (q,
Ciad, 17.01 (g, Cisd.

EM: 220 tM"1  <0.7%>, 205' M-CHal €25, 187 [M'-CHs-H203
€3>, 177 IM'-CHa-COl <32, 136 (10>, 123 <10), 121 <13>, 109 <18,
107 C20>, 95 (220, 91 (33>, 79 <44d, 69 (29>, 67 (2B, 55 <25, 43

63>, 41 <(100), 39 (42).
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A partir de la fraccion 26 y hasta la 35 se eluyd una
mezcla de substancias de acuerdo con el analisis por cromatografia
de liquidos de alta presicién efectuado a estas fracciones. El
analisis espectroscopico de dicha mezcla permitid establecer su
naturateza poliprenslica, logrando determinar la estructura

promedio come a continuaciéh sSe describe:

Rendimiento de la me=zcla: 1200 mg <0.063 26

2.2,2,2,2,Z2,2,2,E.E.E,E>-tridecaprenol <465,

UV (Hexanod nm C&d: 197 €11.4456 x 10>,

IR <CHCls)>: 3330, 2960, 2920, 2850, 1665, 1445, 1378,
1000, 830 cm .

RMN *H «CDCls, 300 MHz, espectro 3): 545 <H, J = 7 Hz,
=CH-CHz-0H>, 5.2 <«12H, sa, Wirz = 8 Hz, =CH-CHz->, 42 (2H, d, J
= 7 Hz, =CH-CHz2-OH>, 2.03 <#8H, =sa, =CH-CHz2->, 1.95 <3H, =, V
~C(CHad=CH-CH2-OH>, 1.67 <(24H, s, ~C(CHa)mCH- cigd, 158 C5H, =,
~C(CHs>=CH~ trans)>. '

RMN ¢ <CDCla, 75 MHz, espectro -4): 139.80 (s. C2 ),
136.02 (s, Cz trans-cis, 135.32 (s, Cz trans-trans), 135,23,
135.20, 13515 (s, Cz cis), y 183492 (s, Cz cis-a), 134.84 (s, QCz
trans-trans), 13119 (s, Cz wtrans), 12499 y 12491 d, Cs cisd.
124.85, 124.79, 124 50, 124.44, 124.37. 124.29, 124.23, 124.24 v
12411 (d. Ca w, Ca trans, y C3 o), 5897 (L, Cs @, 39.73 y 3270
Ct, Ci trans-trans y Ci w-transd, 3218, 3204 y 3202 <t, Ot
cis-cis), 3196 <Ct, C: trans-gis), 2674 <Ct, Cs wI), 2665 y 26.61

t, Ca transd, 2651, 2649, 2637, 2629 y 2621 <t, C¢ cisd.
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25.67 (g, 'G5 w-trans?. 2340 <gq, OG5 eis?, 2334 g, C5 @, 17.66

<q, C5 w), 15.97 <g. Cs trans).

Esta mezcla fue fraccionada en dos mezclas de menor
comple jildad por cromatografia preparativa (HPLC) en fase reversa.
utilizando n-propanol como fase movil. El espectro de RMN H de
las mismas presenta el nismo trazo que el de la mezcla original,
diferenciandose unicamente en la integracion del area de cada
seflal ¥y corresponden, de acuerdo con ello a las estructuras
promedio CZ,2,2,2,2.2,2,2,Z,E,E,E>-tridecaprenocl CH0AD> s 1.67,
2T vy & 158, 124} vy <2,2,2.2,2,2.,2,2,2,2.2,2,2,2,2,2,E,.E,.E>~do-
decaprenol (46B> [6 5.12, 19H; 2.03, 76H: 1.67. 48 H y 158, {12Hl

El  lupeol 11> y el [-sitosterol (42> fueron los
compuestos obtenidos en forma mayoritaria de las fracclones <0-56.
eluidas con hexano-acetato de etilo <(955) y 82-105, elusdas con

hexano—-acetato de etilo 9:1>, respectivamente.

El extracto acetdnico adsorbldo en 100 g de silce
TO-230 fue aplicado a una columna empacada con 540 g de silicagel
para placa, utifizando hexano-acetato de etilo <9553 como sistema
eluyente ¥ cromatografia a presion reducida. Las primeras 16
fracciones de esta colunina estaban constituidas por colorantes y
ceras que no presentaron homogeneldad en su anAlisis por
cromatografia en capa fina, por lo cual no fueron analizadas.

A partir de la fraccion 17.- y hasta la 45, se obtuve un
producto solido blanco que revela con sulfate cérico como una

mancha homogénea al ser analizada por cromatografia en capa fina.



ESTA TESIS MNO DEBE
SAUR Dc LA BiBuLUIECA
peroc cuyo espectro de RMN *H presenta gran complejidad. EI
analisis por cromatografia de gases del mismo, indico la presencia
de dos compuestos mayoritarios en relacidbn ca. 111, El estudio
espectroscépico de la misma permitié identificar a los derivados
del floroglucinol: 1~{3-metilbutanoild-3-geranilfioroglucinol
47>, al 1-<2-met.ilbut anolld-3-geranilfloroglucinol <48> y al
1-{2~-metilpropancild~3-geranilfioroglucinol <49> como
constituyentes de la misma, en una relacion aproximada de 3:3:,
respectivamente. A continuacion se informan las propledades
fisicas y espectroscépicas de la mezcla.
Rendimiento: 2026 mg <0.106 2.
Pr: 128-130 °C
UV CELOHD: 207 (286-18), 223 (18919), 290 <(22336D.
IR (CHCls, espectro 4> 3570, 3360, 2960, 2920, 2870,

1630, 1610, 1430, 1365, 1060 cm *.

RMN 1

H «<CDCls, 80 MHz>: 1162 <«iH, s, -OH quelatado),
1149 (1H, s, -OH quelatadod; 850 C¢iH, =, -OH>, 838 ««H, =s,
-OH>, 6.00 <2H, sa, -OH>, 582 (2H, s, Hs de 47, 48 y 49>, 5.24
@H, t, J = 7Hz, Ha de 47 y 48), 5.06 <2H, m, Hiz de 47 y 48,
372 CAH, m, J = 7 Hz, Hzr de 48>, 3.35 <«4H, d, J = 7 Hz, H» de 427
y 48, 292 2H, d, J = 7Hz, Hz- de 47>, 243 y 209 <8H, s, Hio ¥y
His de 47 y 48>, 1.83 <(3H, s, Hic de 47 ¢ 48), 182 (3H, s, Hic de
47 6 48), 1.69 C(6H, s, Hi¢ de 47 y 48>, 161 (6H, s, His de 47 y
48>, 118 (G6H, d J = 7 Hz, Hs y He de 49>, 116 GH, d, J = 7

Hz, Hs- de 483, 097 (6H, d, J = 7 Hz, He y Hs de 47), 0.90 <3H,

t, He de 48D,
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RMN *H <CDCls, 300 MHz, espectro 6.

1~ (3~metilbutanoild-3-geraniifioroglucinol <47): 11.62
(1H, s=sa, -OH quelatado), 850 {iH, sa, -OH), 608 H, s, =OH),
582 <H, s, Hsd, 524 AH, y, J = 7 Hz, Hed, 506 CH, t., J = ?
Hz, Hiz>, 339 2H, d, J = 7 Hz, H?, 294 <2H, d, J = 7 Hz, Hz)>,
226 <1H, hept, J = 7 Hz, Hs)d, 210 <4H, s, Hio y Hisd, 181 <(3H,
s, Hisd, 1.68 (3H, s, Hied, 159 (3H, S, His), 097 «6H, d, J = 7
Hz, He y Hsd.

1-<2-metilbutanoild-3-geranilfileroglucinol 1482; 11.62
(1H, sa, -OH quelatado)d, B850 <(1H, sa, =-0H>, 6.08 1H, s, -OH),
882 (1H, s, Hs), 524 (1H, ¢, J = 7 Hz, Hed), B5.06 (H, ¢, J = 7
Hz, Hi2d, 875 CH, c, J = 7 Hz, Hz>, 3390 (2H, d, J = 7 Hz, H»,
240 <44, s, Hio y Histd, 181 <3H, s, Hied, 168 <C3H, s, Hie,
159 <3H, s, H15), 140 <(2H, m, Hed, 115 3H, d, J = 7 Hz, Hs),
082 C3H, t, J = 7 Hz, Hed.

1(2-met.l{lpropancild~3-geraniifloroglucinol <49>: Véase
tabla 5 <Pag. 53,

RMN **c <oDCla, 75 MHz, espectro 7> 21179 y 207.30 <s,
Ce), 163.80, 163.67, 162.13, 162,03, 161.28 Yy 16111 (s, Caz, Cq,
y Co), 14132 (5, Ceo y Ci3), 13341 (s, €13, 12482 <4, Ceo,
122.68 <d, Ci2), 10693 y 10680 (s, C3), 9675 y 9666 <, Cs,
54.14 Ct, Cz- de 47>, 47.24 <d, Gz de 48), 4098 <t, Ciod, 2825
Ct, €7, 2758 (t, Cisd, 2702 <4, Ca de 47, 2412 &, C» de
48>, 2289 y 2293 {(C« de 48 y Cs5- de 473, 2061 (q, Ci143, 19.02
<q, Ci5> 1800 <(q, Ce de 47>, 1753 <(q, Cior, 1323 <(q, Cs° de

48>,
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EM: 346 (M) de 47 y 48 <205>, 289, [M'-C-oﬁv] 39>, 277
M'-CsHel (15>, 261 1B), 259 «7), 223 [M'—Cpﬁ:s] (86)7, 205 33,
165 (M -CuHo-CoHis] <100, 69 ICsHel <51>, 41 (76D,

332 (M'1 de 49 &6, 263 (M -CsHel <93, 209 (M -CoHisl
<14,

Las fracclones 46-107 estuvieron constituidas de mezclas
muy coloridas y de bajo contenido de metabolitos secundarios, de
acuerdo con su analisls por cromatografia en capa. fina, donde
revelan como bandas continuas desde el punto de aplicacion hasta
el frente del eluyente, razoén por la cual no se continud con su

estudio.

Flnalmente, de las fracciones 108-122, eluidas con
hexano-acetato de atilo <6:4), se aislé una substancia cristalina
que reveila como una mancha homogénea de color azul con sulfato

cérico, ¥ Ila cual corresponds al clovandiol (88>,

Rendimdento: 17 mg <0.0008 26,

Pf. 150-152 °C

IR <CHCl3): 3614, 2053, 2866, 1464, 1365, 1068, 1037,
989, 940 cm *. : )

RMN *H <CDCls, 80 MH=z, espectro 11): 376 UH, dd, J = 67
Hz, Hs>, 3.31 (H, sa, Wiz = 7 Hz, He), 2.1-11 C13H, m. CH vy

CHz>, 1.04 <3H, s>, 095 <3H, sd. 086 (3H, sd.
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REACCION DE ACETILACION DE LOS DERIVADOS DEL FLOROGLUCINOL.

52 mg de la mezcla de 47 y 48 fueron acetilados con 1 ml
de :anhidrido acético y 0.5 ml de piridina a temperatura ambiente.
El control cromatografico realizado a la reacclon indicd que
despues de un minute de iniclada, la materia prima se agotaba
completamente, c¢on la obtencién de dos productos de menor
polaridad que la materia prima que se encontraban en una pelacion
aproximada 111 y cuya proporcidn permanecia hasta los clnco
minutos. Después de este perilodo, el producto de menor polaridad
relativa disminuwa gradualmente hasta agotarse, aproximadamente
doce minutos después de (niclada la reaccidn, transformandese en
el producto de mayor polaridad relativa.

El proceso de recuperacién usual permitié obtener 59 mg
de la mezcla de reaccion, la cual fue cromatografiada por columna,
utillizando 12 g de gel de sililce 70-230 como fase estacionaria y
mezclas de n-hexano~acetato de etilo de polaridad creciente como
fase movil, obteniéndese eluatos de 5 ml. En las fracciones
obtenidas con la mezcla n-hexano-acetate de etilo <€94:4) fue

posible aislar 6 mg del producto de reaccién, el cual es un aceite

incoloro que estaba constitudo por la mezcla de
1=(3-metilbutanoild-3-geranil-triacetilfloroglucinol 52,
1i~-<2-metilbutancild>-3-geranil-triacetilfloraglucinol 53> y

1-CZ-metilpropancil>-3-geranil-triacetilfloroglucinol <54>.

IR (CHCla): 2965, 2925, 1780, 1370, 1185, 1045 cm .
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RMN *H (CDCls, 300 MHz. espectro 103: 6.99, &6.95 y &6.85
¢ca. 3H, s, Hs de 52, 53 6 8545, 5.10-492 (ca. 3H, m, Hs y Hiz de
52, 53 y 54>, 341 <1H, h, J = 7 Hz, Hz- de 53>, 314 C(6H, d, J =
7 Hz., H7 de S52. 53 ¢ 54>, 307 <2H, d, J = 7 Hz, Hv de 52, 53 ¢
54>, 280 (i1H, q. J = 7 Hz, Hz- de 53> 262 <(2H, d. J = 7 Hz, He
ée 52>, 2.37-220 (8 s, -O0COCHad, 2140-195 m, Hio y Hid, 169
<s, Ciod, 164 s, Ci¢ I, 157 Cs, 15, 1.40 <2H, m, Ha de 853,
147 (d, J = 7 Hz, He y H> de 54>, 112 GH, d, J = 7 Hz, Hs de
53>, 096 (3H, d. J = 7 Hz, He y Hs de 52>, 092 (3H, t, J = 7
Hz, He: de 53>, La relacién aproximada de 51 52 : 53 es de 3 : 3
1, calculada por la Integracion del area bajo la curva en el
espectro de RMN ‘H.

Con la finalidad de caracteri{zar el producto de menor
polaridad mencionado anteriormente, presente hasta los cinco
minuto de reacch;.m y tomando en consideracién los resultados’
descritos, un segunde lote de la mezcla de productoes naturales fue
acetilado. 615 mg de la misma se hicieron reaccionar con 5 ml de
anhidrido acético y 1 ml de plridina, deteniends la reaccién por
adicién de hlelo tres minutos despues de f{niclada, lo que permitis
obtener 635 mg de la mezcla de productos de reaccién. La
resolucion de una parte de ésta mezcla se Intentd por
cromatografria preparativa en placa fina con resultados negativos,
por lo que el material restante <450 mg) fue cromatografriado en
una columna aplicande la metodologia descrita para la separacién
de los productos triacetilados. De las fracclones eluldas con la

mezcla n-hexano-acetato de etilo (97:3> se obtuvieron 106 mg de
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una substancia de consistencia aceitosa aparentemente pura, la

cual después del analisis espectroscopice convencional mostrd

astar constituida por dos substancias. el
1-¢3-metilbutanoild-3-geranil diacetilfloroglucinol 80> y el
1-<(2-metilbutancild-3-geranil-diacetiifiorogliucinol 51, De las

fracciones eluldas posteriormente se logrd la recuperacion de la
mezcla original.

Una segunda recromatografia en columna, de 200 mg de
mezcla, permitié obtener o601 mg de una segunda substancia que
presenta el mismo valor de Rf que la mezcla de 50 y 51, pero que
revela con diferente intensidad en e! color, la que fue
ldentificada de acuerdo a sus constantes espectroscépicas como 50.

Los datos espectroscéplcos de estas substancias son
los sigulentes.

1-(3-metilbutanoil)-3-geranil-diacetilifloroglucinol
50).

Acelte Incoloro.

UV CELOHD: 213 <22802), 250 <4400), 295 (2414).

IR CCHCl9): 3540-3100, 29060, 2920, 1780, 1640, 1370,
1180, 1135, 1112, 1045, 892 cm’ '

RMN *H <CDCls, 80 MHz, espectro 93 125 CH, s, -OH
quelatadod, 6.66 <1H, s, Hsd, 505 H, m, Hed, 496 <H, m, Hizd,
305 2H, 4, J = 7 Hz, Hv, 272 2H, d, J = 7 Hz., Hzd, 234 GH,
=. —-OCOCHs>, 2.28 (3H, s, -OCOCH3), 2.0 C(4H, sa, Wirz = 6 Hz, Ho
y Hisd, 172 (@H, s, Cied, 1.68 3H, s, Ciedd, 160 (3H, s, Ci3d,

006 H, d, ] = 7 Hz, He y Hs).
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EM: 430 M1 0.2, 387 (M"-COCH3s) 2>, 345
M- COCH2-421 2.5, 289 M"-COCH3-42-CsHol 4.7, 277
[M’-COCH:-QZ-CsHo] <6, 223 {M"-COCH3~42~CpH15] <10), 165
{M"-COCHa~42-CaHo~CsHol €63, 69 [CsHol £44), 43 {100), 41 (53D,

1-(3-metllbutancil)-3-geranil-diacetilfloroglucinol V305
¥y 1-C-metilbutanoil>-3-geranil-dlacetiifioroglucinol (513,

Acelte inceloro.

UV CELOHD: 202 <31609>, 213 <(28161>, 260 8891>, 325
<3330>.

IR CCHCLad: 3500-3100, 2960, 2920, 1778, 1630-1600,
1405, 1368, 1175, 1093, 1060 cm *

RMN 'H (CDCla, 300 MHz, espectro 8> 1335 «H, s, =-OH
quelatadod, {3.19 <4H, s, -0OH quelatado?, 6.47 H, s, Hs de 50 ¢
51>, 645 UH, 5, Hs de 50 o 51>, 512 <2H, ¢, J = 3 Hz, Ha de 50
y 517, 506 2H, t, J w 7 Hz, Hiz de 50 y 51>, 332 CH, q, J = 7
Hz, H2r de 51>, 3.30 «4H, d, J = 7 Hz, H» de 50 y 51>, 2.78 (2H,
d J = 7 Hz, Hz de 80>, 220 {H, h, J = 7 Hz, Hs de 50O,
2.37-2.20 <12H, 38s, -O0COCHa), 2.18-194 <BH, m, Hio y Hu de S0 vy
51), 174 C6H, s, Cacd, 164 (6H, s, Ci¢ de S50 y 517, 157 C6H, s,
Cis de 50 y 51>, 145 2H, m, Hs de 51>, 118 (34, d, J = 7 Hz,
Hs- de S1), 097 (6H, d4, J = 7 Hz, He y Hs de 50>, 090 (34, ¢,
J = 7 Hz, He de S1.

EM: 430 (2>, 387 <253, 345 (22>, 289 <2305, 277 (56>, 223

€632, 165 (50>, 69 (55>, 43 (100D, 41 (525.
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1I. AISLAMIENTO Y PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DE

LOS CONSTITUYENTES QUIMICOS DE Esenbeckia belizencis.

Las hojas de Esenbeckia belizencis Lundell fueron
recolactadas en el predio el Aguila, eljido San Agustin, municipio
Santa Maria  Jacatepec, distrito de Tuxtepec, en Oaxaca. EI
respalde de la misma se encuentra depositado en e! Herbario
Nacional (MEXU)> con el numero CH-89.

Después del proceso de secado, 253 Kg del material
vegetal fue macerado c¢on hexano, obtenléndose 38 g de este
extracto. La maceracién del material vegetal desengrasado con
metancl produjo ‘la extraccléon no selectiva de los constituyentes
de polaridad intermedia Y alta. El extracto metanclico se
fracciond® mediante particiones agua-cloroformo y agua-acetato de
etilo, recuperandose 12 y 131 g de los extractos correspondientes,
los cuales fueron anallzados por cromatografia en capa fina,
observande la misma composicién en ambos, por lo gue fueron
reunidos.

El extracto hexanico (535 g) adsorbido en 50 g de gel
de silice, se aplicé a una columna empacada con 280 g de gel de
silice para placa, utilizando como sistema eluyente n-hexano y
recolectando eluatos de aproximadamente S00 ml a lo largo del
proceso cromatografico, el cual se realizo utilizando presiéon
reducida. El1l desarrollo del mismo y la reunién de las [fracciones
que presentaban homogeneldad en composicién fue reallzado por

cromatografia en capa fina, lo gue permiti¢ obtener cuatro mezclas
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principales.

La primera de estas mezclas (fracciones 7-16, 3.6 gd fue
adsorbida en 4 g de silice ¥ recromatografiada en columna,
utilizando 110 g de gel de sillce como fase estacionaria vy
n-hexano come sistema eluyente. La elucién de 103 fracciones de 350
mi permitié la obtencién de una mezcla de consistencia cerosa
constituida por dos ésteres principales, cuyos fragmentos
alcohélicos fueron lIdentificados como el componente promedio
2,2,2,2,2,2,E,E,E)-decaprenol <40> vy f-sitosterol <42, las
caracteristicas fisicas y espectroscépicas de los mismos se
informan en la seccién experimental correspondiente a E.

nesiotica, de donde también fueron caracterizados.

En lag fracciones 17-28 se observo la formacién de
crigtales incoloros en forma de agujas, que fueron identificados

como fridelina <455 de la cual se obtuvieron en forma pura 132 mg.

De las aguas madres de esta segunda mezcla, se
obtuvieron 2 g de residuo, que fueron adsorbldos en 2 g de stilice
y aplicados a una columna de cromatografia empacada con 60 g de
cel de silice £70-230, la cual fue eluida con n-hexano,
obteniéndose fracciones de aproximadamente S0 mi. A partir de la
fraccién 108 y hasta la 124 =se obtuvo una mezcla de dos
substancias, la que fue resuelta por cromatografia preparativa en
capa fina desarrollada c¢on la mezZcla n-hexano-acetato de etilo

€95:5) como sistema eluyente. Este proceso permitid la obtenciéon
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en forma pura de sus dos componentes.

La substancia de menor polaridad fue Iidentificada como
lupencona 57> de acuerdo con sus propledades fisicas Yy
espectroscopicas.

Rendimient.o: 19 mg (0.0007 %),

pr. 170°C

IR <CHCla>: 2950, 2869, 1699, 1640, 1461, 1383, 1112,
893 cm™t.

RMN 'H (CDCls>: 468 C(iH, sa, Wiz = 6 Hz, 0, 4.62
UH, sa, Wiz = 6 Hz, Haed, 1.65 (3H. s>, 108 (3H, s>, 104 3H,

52, 1.00 <3H, 51, 094 C(3H, s>, 089 C3H, =), 0.74 <(3H, sd.

La mas polar de estas substancias fue obtenida como un
aceite Incoloroc de olor agradable, que se identificé como el
epdxido de cariofijleno 43>, caracterizado tambien de E,

nesiotica.

La tercera mezcla (fracciones 28-45 de la cromatografia
iniciald, estuvo constituida por tres substancias, de acuerdo con
su analisis cromatografico. La resoluclén de ¢ g de la misma se
intentd por cromatografia en columna con resultados negativos.
' 170 mg de la mezcla Se aplicaron a dos placas
cromatograficas preparativas, las que se eluyeron con el sistema
n-hexano-cloroformo—acetona €45 : S0 : 8>, lo que permitic la

obtencién en forma pura de dos de los componentes.
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El menos polar de estos compuestos se obtuvo come un
aceite incoloro, que corresponde ak promedio de
(2,2,2,2,2,Z,E,E,Ed)-decaprenol €403, caracterizado anteriormente
como la fraccién alcohédlica del éstexr de poliprenol ailslado de las

fracciones inlciales <705 mg, 0.027 %O.

El (#)-espatulenol (56> fue aislado como un aceite
incoloro de olor agradable y caracterizado como el segundo de

o7
estos compuestos,

Rendimiento: 68 mg €0.0026 D.

tedd®: + 14.2° <197 mg/ml ELOHD,

IR <Cpeliculad: 3393; 2926, 2864,1634, 1453, 1374, 1096,
914, 889 cm .

RMN *H <CDCls, 300 MHz, espectro 12); 4.69 <«1H, s, Hisd,
4.67 «(H, s, Hisd, 243 UH, dd, Joce=THz, Jofemid4Hz, Ho@d, 2.2
¢, m, Hiad, 201 CH, m, Head, 1.54 CiH, m, Head, 1.80 <iH, m,
Hz3>, 3.76 <1H. m. Ha», 164 <H. m, Hzed, 155 (1H, m, Haxd,
131 C(H, m, HsE. 126 (3H, s. Hied. 1.04 (3H.s. Hizd, 102 <3SH,
s, Hizd, 081 CiH, m, HsD, 071 14, ddd, Jeazam9 5, J7cecmio,
J7enimS5.2 Hz, H7ad, 045 (UH, dd, Jsfcam Joaro=9.5 Hz, Hood.

RMN *%C <CDGls, 75 MHz, espectro 13 15377 (s, Cio0d,
106.65 ., GCisl, 8Bl.44 s, Ced, 5472 <, Cs), 53.81 <d, C1d,
4213 <&, €33, 39.27 (t, Co), 3033 (d, Cs). 2008 (g. C13ad, 27.90
«d, <¢7>, 2744 <t, C€2d, 2648 (g, Cued, 2549 (L, Ced. 2069 (s,

C112, 16.76 <q, Ci2>.
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EM: 220 (M1 C1>, 205 [M'-CHsl <63, 187 ' IM'-CHa-H203
€43, 177 [M'-CHs-COl (<25, 119 <33, 107 €3>, 105 (3>, 91 <63, 79
€6>, 77 &B> 43 100>, 41 &9).

La cuarta y ultima mezcla de la cromatografia iniciat,
estuvo compuesta por las fracciones 57-72, de las «cuales fue

posible aislar y caracterizar fridelancl (88> y f3-sitosterol (42>,

Los 143 g de los extractos cloroférmico y de acetato de
etilo reunidos fueron adsorbidos en 150 g de sillce y aplicades a
una columna empacada con 750 g de gel de silice para cromatografia
en placa fina suspendida en n-hexano, mismo disolvente con el que
se inicia la elucién. Los eluatos obtenidos fueron de
aproximadamente 500 ml, Se utilizé cromatografia a presion
reducida.

De las fracciones 9-25 fue posible obtener en forma pura
fridelina <45).

En las fracclones 27-34 eluidas con n-hexano-acetato de
etilo <9:10, sme logrdé la separacion por cristalizacién fraccionada

de fridelanol (38) y f-sitosterol (42).

Con la polaridad n-hexano-acetato de etile (32>, a
partir dJde la fraccion 100 y hasta la 132, fue posible obtener una
substancia como polvo blanco que presenta absorciéon al ser
expuesta a la luz ultravioleta. La observacién minuciosa del
sédlUdo obtenido de recristalizaciones sucesivas de estas

fraccliones perndtié discernir la presencla de dos tipos de

20



productos sélidos, uno amorfo vy el otro cristalino, los cuales
fueron separados manualmente y analizados por cromatografia en
capa fina, observandose el mismo valor de Rf y el desarrollo de la
misma coloracién para ambos al revelar con luz ultravioleta. Con
el objeto de determinar si se trataba del mismo compuesto con dos
formas cristalinas diferentes, se obtuvieron los espectros de IR
en soluclén y en forma paralela para ambos soldos, observandose
diferencias significativas en la zona de 1650 a %00 cm*, lo que

indicd que se trataba de dos substancias diferentes.

El solido amorfo fue recristalizado de acetona,
obteniéndose cristales incoloros en forma de agujas. Esta
substancia fue identificada como el alcaloide furoquinolinico

findersiamina (_3_0_).57'“

Rendimiento: 1850 mg <0.191 %),

Pr. 208-210°C

UV (ELOH, espectro 14> 249 (6868T>, 295 T329), 307
€10723>, 317 <10241), 334 (6185,

IR <C(CHCls>: 3000, 2940, 2905, 1630, 1455, 1440, 1370,

1330, 1100, 1065, 985, 950 cm™*.

1

RMN 'H (CDCls, 80 MHz, espectro 15> 753 (H, d, J = 3

Hz, Hid, 724 C(H, s, Hs), 698 CH, d, J = 3 Hz, Hz>, 602 C2H,
s, -OCH20->, 437 <(3H, s, ~OCHs en C43, 425 «3H, s, -OCHs en

(o3 St

13

RMN C <CDCls, 75 MH=z, espectro 16> 16259 s, C2),

156.03 (s, Cad, 14669 (s, Cod), 14296 4, Ci1), 14240 (s, Csad,
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. 137.99 (Is. Csd, - 13768 (s, .C7), 11493 (s, C3), 104.34 «d, Cz2,
102.86 s, .Ccn), 10151 <t, -OCH20->, 92.3% d, Cs), 60.60 (q,
~OCHs en Cs¢), 58.92 <q, ~OCHa en Cs).

EM: 273 [M'1 <100>, 272 I[M'-H1 <635, 259 13>, 257
€22), 245 43>, 244 (85>, 230 (35>, 228 52>, 213 13>, 200 13),

198 15>, 157 <162, £42 13D, 129 <165, 100 (14.6D>.

El mismo analisis efectuado a las propiedades fisicas y
espectroscopicas del sélido eristalino, permitié identificar a
6ste como el alcaloide kokusaginina ¢285.%°7*

Rendimiento: 785 mg <0.031 %5D.

Pr. 211-214°G

uv  (MeOH>: 241 (77868), 247 (76229>, 305 145075, 317
146373, 330 <10362),

IR <CHClad: 1625, 1590, 1480, 1430, 1370, 1320, 1185,
1090, 1010, 945, 850.

RMN *H (CDCls, 80 MHz, espectro 17> 752 C(H, d, J = 3
Hz, Hid, 743 UH, s, Hsd), 7.33 CiH, =, Hed), 7.0 CH, 4, J = 23
Hz, Hz>, 442 (3H, s, -OCHs en  C¢>, 404 <3H, s, -OCHs en Cod,
4.02 (3H, 5, ~OCHs en G, R :

EM: 259 [M'] <1005, 244 (M'-GHsl <45, ;;‘16 12>, 201
153, 1B6 (21>, 173 (13D,

En Llas Lracciones obtenidas cun las mezclas de
n~hexano-acetato de etilo de mayor polaridad y hasta el lavado de
la columna con acetato de etilo, no se observé la elucién de otras

substancias.
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111.- DETERMINACION DE L.AS CONDICIONES DE OXIDACION DE
ALCALOIDES FUROQUINOLINICOS. PROPIEDADES FISICAS Y

ESPECTROSCOPICAS DE LOS PRODUCTOS DE OXIDACION.

Durante el procese de recristalizaciéon practicado a los
dos  alcaloldes <(keokusaginina 28 y flindersiamina 30>, fue posible
dbsex-var la formacién, en ambos casos, de una substancia de mayor
polaridad, asi como de otras substancias minoritarifas, las que
presentaban absorclén al ser reveladas con luz ultraviocleta. Con
el objeto de determinar las condiclones bajo las cuales se estaba
llevando a cabo la transformacién espontanea de estos alcaloides,
se analizd el efecto de los siguientes factores: disolvente,
silicagel, alre y luz, para lo cual muestras de ca. 10 mg de cada
alcaloide se sometieron a la (nfluencfia de los mismes, de acuerdo
con los sigulentes experimentos.

1, Las muestras disueltas en cuatro diferentes
disolventes (hexano-AcOEt (3:2), AcOEL. CHCla v acetona., ca. 2
mll, en ausencla de iuz, en atmdésfera inerte y a temperatura
ambiente, ne se transforman después de 24 horas.

2. Las muestras disueltas en los disolventes
mencionados, en presencla de silice {ca. 20 mg), en ausencia de
ll;lz Yy en atmdésfera inerte., no se descomponen al término de 24
horas.

Estos ensayos sugleren gque la naturaleza del disolvente
v la presencia de la silice no influyen en la transformacién. Por

lo que. disolviendo las muestras de 28 y 30 {ca. 10 mgd) en acetato
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de etilo C ca. 10 hu), se "anallza la Influencia de la luz y el

aire en la Lx;ansforn@cldn. La tabla & esquematiza los resultados

obtenidos.
Silico . ) Alre ‘ Luz Observacién
- - - No se transforma
“+ - : - No se transforma
- : 4+ - No se transforma
- i f = + No se transforma
+ +. . . - No se transforma
+ ot + No se transforma
- + + Si se transforma
+ + + Si se transforma

De acuerdo con las anteriores observaciones, muestras de
200 mg de ambos alcaloldes se disolvieron en acetato de etilo (ca.
20 ml> y se dejaron transformar en presencia de luz y alre. El
control de la reacclén se reallzé por cromatografia en capa fina,
Se observéd que ésta no proseguia después de 24 y 48 horas para
kokusaginina y flindersiamina respectivamente. Sin embarge, en
ambos casos el producto natural permanecta como compuesto

mayoritario.

La mezcla de kokusaginina ¢28> y su producto de
transformacién (892> se adsorbleron sobre 05 g de silice y se
aplicaren a una columna empacada con 12 g de silice 70:230
suspendida en la mezcla n-hexano-acetato de etilo 9:1). Con la
polaridad n-hexano-acetato de etilo ((8:2>, a partir de la fraccién

32 y hasta la 42 eluye kokusaginina (28> en forma pura (ca. 150
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mgd. De las fracclones 61-?76 eluidas con n-hexano-acetato de etllo
{6:4) se obtlene una mezcla compleja <ca. 33 mg? que incluye al
producto <592) y a partir de la fraccion B1 se obtiene el producto
3-formil-4,6,7-trimetoyd-2-quinolona (59> puro {ca. 7 mgd.

Pf. 190-192°C

Uv  <MeOH, espectro 18> 217 <22815>, 233 €236405,260
101943, 315 (6743>,337 C4852), 355 (4572), 383 (4851).

IR CCHCla): 2740, 1683, 1647, 1518, 1462, 1265, 1009
em™t.

RMN 'H <CDCls, 80 MHz, espectro 49> 1035 <H, s,
~-COHY», 7.25 CiH, s, Hs), 679 <C1H, s, Hed, 414 (3H, s, -OCHs en’
Ced, 396 (3H, s, -OCHs en Cs>, 3.85 (3H, s, -OCHs en C?).

EM: 263 [M'1 ¢47>, 288 (51>, 234 060>, 220 <74>, 189

<23).

Con el objeto de obtener iInformacién acerca de I1a
estructura de los productos ‘minoritarios o intermediarios de la
reaccién de oxidacién, la mezcla obtenlda en las fracclones 61-76,
que es un polvoe amarillo, fue analizada espectroscépicamente, De
acuerdo con los datos obtenidos de los espectros de RMN ;| y RMN
*%c de estas fracciones fue posible establecer la presencia de
4,8,7-trimetoxi-1',2’-dihidro-1’,2"-peroxi-{2,3bl-furoquinolina
€AY y de 59.

Los datos espectroscopicos para esta mezcla son los

siguientes,
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RMN ' <CDCla, 300. MHz, espectro 20 117 <sa, -NHD,
104 (s, -CHO>, 7.28-6.87 C4s, Hs y He de A y 59>, 618 4, J = 6
Hz, Hid, 558 ¢d, J = 6 Hz, H2), 4.14-3.90 (65, ~OCHsD.

RMN *3C «CDCls + DMSO, 75 MHz): 189.00 <d, -CHO de 593,
16821-163.31  (2s), 154.63-14427 <45y, 13694 y 13343  (2s),
110.14-108.55 <3s), 106.12-93.37 (8s), 6327-54.91 (6q, -OCHs de A

y 593

La misma metodologia de purificacién descrita para
kokusaginina <«28) permiti¢ aislar a partir de f{a mezcla de
transformacion de flindersiamina (30> 4 mg de su producto oxddado
que pudo ser caracterizado como
3-formil-4,8-dimetoxi-6,7-metilendioxd- 2-quinolona <§05.

Pf. 276°G <desc.>

IR <CHCia>: 1715, 1682, 1640, 1457, 1090, 1045 em™t,

RMN *H <CDCls, 300 MHz, espectro 20> 1044 CH, s,
-COH>, 8095 <1H, sa, ~-NH>, 7.06 dH, s, Hs, 604 OH, s,

~OCHz0-5, 4.48 <3H, s, -OCHs en Ced, 4.16 (3, s, -~OCHa en Cad.
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CONCLUSIONES
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Los resultados generados a partir de la presente
investigacion y su comparacién con los previamente informados para
especies del género Esenbeckia permiten establecer las siguientes

conclusiones.

Los metabolitos secundarios caracterizades de Esenbeckia
nesiotica y E. belizencis pertenecen a los grupos de
gsesquiterpenos, esteroles, triterpenos pentaciclicos y alcaloides,
aislados anterformente de Rutaceae, sin embargo, esta es la
primera ocasion que se aislan Yy caracterizan conipwestos
poliisoprenoides de esta familia de plantas. Los poliisoprenoides
son compuestos conocidos de las famillas Euphorbilaceae, Solanaceae

y Pinaceae entre otras.

E. nesiotica Y E. belizencis bilosintetizan
sesquiterpenos y Lriterpenos pentaciclicos, en contraste con las
especies previamente analizadas de este género. Los alcaloides 28
y 30 presentes en E. belizencls, son constituyentes de otras
especies del mismo. Por otro lado, Ios floroglucinoles
caracterizados de E. nesiotica 37, 48 y 49 son un nuevo tipo de

metabolitos secundarios de Esenbeckia.

Los sesquiterpenos, esteroles, triterpencs pentaciclicos
y poliisoprenoles son constituyentes comunes a ambas especies. Sin
embargo, E. belizencis biosintetiza alcaloides, mientras que E.

nesiotica contiene floroglucinoles.
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El floroglucinol 47, alslado de E. nesiotica representa

un nuevo producto natural.

Durante el proceso de resoclucion de los constituyentes
de E. belizencis se observé que los alcaloides kokusaginina (28> y
flindersiamina (&<t b] se oxddan espontéaneamente a las
3-formil-2-quinolonas 5¢ y 60 respectivamente. Ensayos
experimentales indicaron que este proceso se efectia en solucién y

en presencia de luz y alre.

El mecanismo por el cual procede dicha transformacién
invelucra como etapa inicial una clcloadicién (n2a + 126l de
oxigeno a la doble ligadura disubstituida del anillo furanicoe con
la formaciédn del dioxetano correspondiante, el cual es un
intermediario reactivo que sufre apertura para generar un segundo
Intermediario, que contlene a los grupos formiate y formilo en
las posicicnes 2 y 3 de! anillo quinolinico. La perdida de
monéxido de carbono de este ultimo intermediario conduce a la

obtencién de los productos antes indicados.
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