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INTRODUCCION



No sélo en la alimentacidn las plantas y las flores han jugado un papel importante
en la vida de los mexicanos, desde los tiempos prchispénicos hasta el presente, ya los
conquistadores cspafioles escribfan sobre sus valores y magnificenciss, tentando a los
botsnicos del viejo mundo a estudiar yerbas y plantas 1. Actualmente es inncgable Ia

existencia de una medicina popular emincntemente herbolaria como una realidad cultural

que requiere ser estudiada y valorada. La resp a lal cir ia ha sido un "retorno”

a los aspectos naturales del hébitat; por lo que las grandes industrias farmacéuticas han
desviado recursos destinados a la obtencién de formacos sintéticos, para dedicarlos a
iniciar una "nueva era", la de los medicamentos naturales; promovicndo un adecuado
desarrollo de los estudios cicntificos tendientes a impulsar un nuevo y diferente
aprovechamiento de nuestros recursos. Por lo que no es raro que los ya olvidados
curanderos, brujos y herbolarios, vuclvan a recibir Ia visita de los exploradores cientificos
que hurgan en sus costumbres y tradiciones, colectando cientificamente Ia flora medicinal

de los pueblos "atrasados”.

Hoy en dia no menos de 100 principios activos dc cstructura definida derivados de
plantas, son usados en ¢l mundo; menos de la milad de estos son aceptados como
férmacos de uso generalizado y ain es més importante que menos de 10 de estas drogas,

P

como la atropina, digitoxina, morfing, etc., son producidas c al por is2,

Asli, las plantas permanccen como fuente potencial innagotable de componentes

activos, cuyo estudio ademés puede ayudar a comprender los procesos qufmicos y



biol6gicos que ocurren cn cllas. Esto requeriré sin cmbargo una colaboracién
multidisciplinaria, buena planeacién, creatividad, dedicacién, tacto y una gran pacicncia.

En sf, el presente trabajo: "Estudio quimico dc Stevia laxiflora " pretende

contribuir al conocimicnto de los mctabolilos secundarios p en la vegetaci6n de
nuestro pafs, recurriendo al uso de¢ métodos quimicos, cspectroscépicos y

espectrométricos.
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La familia Compositac o Asteraceac ha atrafdo la i6n por su abundancia y

diversidad, ya que alberga cerca de 20 000 especics. Debido a cllo ha tenido que ser

dividida en trece tribus, para asf facilitar su estudio.

Dentro de estss, la tribu Eupatorieac se divide en 19 grupos o subtribus, abarcando
2 000 especies dentro de 160 géncros 3. En especial Ia subtribu que nos interesa es la
Piqueriinae, pues dentro de clla sc encuentra cl géncro Stevia , tipicamente americano, A
su vez €ste presenta tres subdivisiones de acuerdo a su situaci6n geogréfica
(Podocephalae, Corymbosac y Fructicosac ). Este género se aloja cn Jos climas tropicales
y subtropicales de América, albergando entre 150 y 300 especies, siendo

aproximadamente 70 de cstas originarias de México 4.

Uno de {os procedimientos que ayuda a la clasificacién de las especics y que va
tomando mayor importancia es la quimiotaxonomfa, la cual se basa cn la presencia de
ciertos metabolitos secundarios como posibles marcadores para caracterizar tribus, géneros

y en ocasiones hasta especics.

No podfan quedar exentas las compucstas, las que producen una amplia gama de
metabolitos secundarios entrc los que sc cncuentran sustancias terpenoidcs,
particularmente Iactonas sesquiterpénicas cuyo aislamicnto ha contribufdo a esclarecer su

taxonomfa 5.

Estas moléculas constan de quince ftomos de carbono y se ha propuesto un
esquema biosintético para su formacidn a través de la condensacién de tres unidades de

isopreno con subsecuentes ciclizaciones y transformaciones oxidativas para formar un



anillo dc lactona cis o trans 6. Estas sustancias han despertado interés debido a que gran
nimero de cllas presenta cierta actividad bioldgica como anticancerfgenos, inhibidoras del

crecimicnto microbiano y vegetal, etc. 7.

Con el descubrimicnto de glucdsidos ditérpenicos con intenso poder cdulcorante en
Stevia rebaudiana Bertoni ( Paragiiay ) sc intensifico ¢l estudio de otros representantes
de este género americano, que aunque se encuentra bien definido morfol6gicamente,

quimi tc cs complct heterogenco, como lo demuestra la gran varicdad de

sustancias que han aparecido desde entonces en diversas especies, como los diterpenos del
tipo labdano ( 1) 19, kaurano (2 ) 3% clerodano ( 3 ) 17; lactonas sesquiterpénicas del tipo
guayano (4 ) !, germacrano ( 5,6,7 ) 12.13:14 pscudoguayano ( 8 ) 16, xanthano (9 ) 16,
eudesmano ( 10 ) 27, elemano ( 11 ) 27 y cremofilano ( 12 ) 27; asf como sesquiterpenos
derivados del longipineno (13 ) 18 y del bisaboleno ( 14 ) 19; ademés de derivados del

cromeno ( 15 ) 19y flavonoides ( 16 ) 20,

Sicndo las lactonas scsquiterpenicas los caracteristicos metabolitos secundarios de
muchos géncros dc la tribu Eupatoricac, sc ha cncantrado que estén presentes en sélo 16
de Jas 42 especics de Stevia cstudiadas. Las del tipo guayano se encucntran ¢n s6lo 13

decstas, (Tabla i)
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TABLA 1

ESPECIE

. achalensis

. amambayensis
andina

aristata
berlandieri

boliviensis

. breviaristata
. caracasana
cuzcoensis

. eupatoria
galeopsidifolia
isomeca
lemmonia
liacida
mandonii
mercedensis
microchaeta
monaerdifolia
myriardenia

hhhhhh Luhh L

nelsonii
nepetifolia
origanoides
ovata
paniculata

. phlebobhylla
pilosa

thin hhhhnnh

Nt

ORIGEN

( Argentina )

( Paragliay )
( Paragiay )
( Paragiiay )
( México)

( Bolivia )

{ Honduras )
{ Venezucla )
(Perit)

( México )
(Penii)

( México )

{ México)

( México)
(Perit)

{ Argentina )
(México )

{ México )

( Brasil)

TIPOS DE COMPUESTOS AISLADOS

guayano, eudesmano, ¢lemano, eremofilano;

longipineno
germacrano
labdano
labdano

taraxasterol
longipineno
ayano
ureno
{lavonas
estachano
flavonas
pseudoguayano, xanthano
guayano, germacrano; longipineno
clerodano
germacrano; longipineno

yatio, g o

&

flavonas

germacrano; labdano; flavonas
guayano, g ; clerod

bisabolcno

kaureno

flavonas

flavonas

kaureno

kaureno; taraxasterol
kaureno

guayano

REFERENCIA
21,27

14
b
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TABLA 1

ESPECIE

S. polycephala
S. polyphilla

S. procumbens
S. purpurea
S. rebaudiana
S. rhombifolia
S. salicifolia

S. samaipatensis
S. sarensis

S. satureiaefolia
S. serrata

S. setifera

S. soratensis

S. subpubescens
S. triflora

8. yacomensis

(*) Cultivadas

( México )

( Bolivia)

( Perii)

( México )

( Venczuela)
( Bolivia)

TIPOS DE COMPUESTOS AISLADOS

clerodano

guayano, germacrano

guayano, germacrano; flavonas
bisabolcno

kaureno; flavonas
pscudoguayano; longipineno

labdano, clerodano; longipineno
Chdano: bisabol

Bvey 1O

guayano, germacrano; labdano
guayano; flavonas

guayano, germacrano; Cromeno
guayano; kaureno

flavonas

kaureno

longipineno

guayano; longipineno

" REFERENCIA

36

37
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38

9,39, 40
18, 41
17,19, 42
37

37

40

10, 12, 18,45
z
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46
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Sucesivas separacioncs por cromatografia en columna de los extractos hexénico y
aceténico de Stevia laxiflora dicron como resultado el aislamiento de sicte metabolitos
secundarios, siendo caracterizados como: un esterol, dos flavonas y cuatro lactonas
sesquiterpénicas. Tres de las lactonas sesquiterpénicas representan nucvos productos

naturales.

Todos los compucstos aislados dc esta planta fucron identificados por anélisis
espectroscépicos como Ultravioleta, Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y
Espectrometrfa de Masas. Los compucstos ya descritos fucron identificados por
comparacién de sus datos fisicos y espectroscépicos con los ya cxistentes cn la literatura

quimica. A continuacién se describe la determinacién estructural de estas sustancias.

El primer compucsto que sc aislé de las fracciones menos polares de ambos
extractos fue un esterol. Se le aislé como cristales blancos con pf. 137-138°C al
recristalizar de AcOELt. Las placas cromatogréficas clufdas en diferentes sistemas de
disolventes muestran una mancha color gris oscuro caracterfstico al revelar con sulfato
cérico, lo que nos hizo presuponer que sc trataba de un csterol. Sus datos
espectroscépicos permiticron establecer que sc trataba de la mezcla de f-sitosterol y
estigmasterol. Esto se corroboré por la determinacién de un punto de fusidn triple y la
comparaci6n dirccta mediante cromatografia en capa fina con una muestra auténtica, Estos
esteroles son compucstos de amplia distribucién en el reino vegetal y han sido descritos un

sinnGmero de veces en la literatura.

Hay que hacer notar que de las fracciones donde se aislé el §-sitosterol, se logré

aislar una minima cantidad de cristales blancos con pf. 219-221°C, los cudles
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desarrollaron un color morado-azuloso en la cromatoplaca analftica al revelarse con sulfato
cérico. Su espectro de RMNIH mostré que se trataba de una compleja mezcla que no pudo

ser resuclia.

De las siguicntes fracciones de mediana polaridad del extracto hexénico (13-39), se
aisl6 una pequeiia cantidad de un polvo amarillo que al recristalizar de hexano-AcOEl (8:2)
produjo unas agujus amarillas con pf. 205-208°C, las cuales se analizaron

espectroscépicamente y correspondicron con la siguiente descripcion,

El espectro de IR muestra una banda ancha entre 3200 y 3600 cm-!
correspondiente a grupos hidroxilo, una banda en 1659 em-! que corresponde al grupo

carbonilo de y-pirona, asi como otra banda en 1246 cm-! asignable a metoxilo aromético.

La espectroscopfa de RMNIH ( Espectro # 1 ) muestra un tipico sistema A2B2

constitufdo por dos dobletes centrados en §7.82 y 6.89 con una c« de acoplamiento
de 8 Hz, que integra para cuatro protones que corresponden a los hidrégenos 2,6' y 3,5
del anillo B p-sustitufdo de una flavona. En 66.57 y 6.54 sc observan dos singuletes
asignables a los protoncs H-8 y H-3. Un par de singuletes en 84.06 y 3.9, que integran
para scis protones, se asignan a los metoxilos sobre C-4'y C-6. La scfial para hidroxilo
quelatado se localiza fuera dc campo. En base a lo anteriormente descrito se propone [a

cstructura i,

En cspectrometria de masas se observa un ién molccular de 314 que corresponde a
a férmula molecular propucsta (C17H1406); éste s¢ encuentra como ¢l pico base. Otros
ragmentos de interés, tales como 271 [Mt - C7H;10), 167 [M* - C10H1003] coinciden

con ¢l esquema general de fragmentacidn de flavonas 32,
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Al revisar la literatura sc encuentra que los datos fisicos y espectrosc6picos de
nuestra flavona coinciden con los reportados para el compuesto I, para el cual describen
dos puntos de fusi6n [ pf. 206-208°C (benceno) y 217°C (McOH) ] 47, hecho que
coincide con el presente trabajo, pues al recristalizar de MeOH se observé un pf. de 220-
222°C, Dc esta forma se establece la estructura de cSta flavona como 5,7-dihidroxi-6,4'-

dimetoxiflavona, ya descrita como pectolinarigenina 47

De las fraccioncs menos polares del extracto accténico (16'-29') se obtuvo, al
purificar la pectolinarigenina (I) por cromatograffa en calumna, un tercer compuesto que
cristaliza en forma de agujas amarillas, que funden a 174-175°C, comporténdose

espectroscépicamente de la siguientc mancra,

En el espectro de RMNIH ( Espectro # 2 ) se aprecia un sistema ApBp cuyas ramas
estén centradas en 67.82 y 7.0 con una constantc de acoplamiento de 9 Hz y que integra
para cuatro hidrégenos, asignables a los protones localizados sobre los carbonos 24,6' y

3',5' de un anillo B p-sustitufdo dc una flavona. En 66.56 aparecc un singulcte que intcgra
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para un protén de tipo vinilico que s¢ encucntra adjunto a un grupo clectroatrayente y que
cs asignablc al hidrégeno que sc encucentra cn ¢l C-3. El par de dobleles centrados en
06.47 y 6.34 con una constante de acoplamicnto de 3 Hz y que intcgran para dos
hidrégenos son asignados a los protoncs H-8 y H-6, respectivamente. Asimismo se
obscerva un singulete en 63.89 que integra para scis protones que corresponden a los

mcloxilos sobre C-7 y C-4'.

Por cspectrometria dc masas sc cstablece un peso molecular de 298 que
corresponde a la férmula molecular propucsta(Ci7H40s). Sc obscrvan otros fragmentos

caracterfsticos de m/z 283 [M* « CH 3 |, usf como de m/fe 132 [M* - CgHgOy4 |.

Dc csta mancri s¢ propone para cste compuesto la estructura de 5-hidroxi-7,4'-
dimectoxiflavona, la cual ya habfa sido descrita como 7, 4'-dimetil apigenina 48,49
pucs los datos {isicos y espectroscopicos de cstu sustancia concuerdan con Jos del

compucslo II.

El cuarto producto aislado cs el ue se presentd cn mayor abundancia en la planta.
Sc aislé un aceitc incoloro, lucgo de extremar cuidados cn lus condiciones de aistamicnto

por scr un producto I8bil. Este compucsio sc aislG de las fraccioncs medianamente polarcs
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(55'+76") del extracto acetémico y sc le asign6 la estructura de una guayanélida ( 11I') con

base en los siguicntes datos espectroscépicos.

OH

1

Su peso molccular es de 360 uma obtenido por espectrometria de masas por

impacto electrénico y esta de acuerdo para la férmula molecular CaoH2406.

Su espectro en el IR presenta una banda de absorci6n en 3610 cm-! caracterfstica
de grupos hidroxilo, asf como bandas en 1761 y 1709 cm-! debidas a la absorcién del
grupo carbonilo de una Y-lactona «,P-insaturada y de un éster insaturado,

respectivamente. En el ultravioleta presenta una fuerte absorciénen 210 nm ( € = 18 695 ).

El espectro de RMN!H ( Espectro # 3 ) ( Tabla I1 ) exhibe un par de dobletes
centrados cn 86.26 (J = 3.8 Hz ) y 5.54 (J = 3 Hz ) caraclerfsticos de los protones
vinilicos de un metileno exociclico conjugado con el carbonilo de una Y-lactona o,f-
insaturada y que deben corresponder a los protones sobre el C-13 de una laclona

sesquiterpénica, a su vez cstos se encuentran acoplados con el protdn alflico H-7, cuya
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sciial aparcce en 63.24 como un multiplete. Sc observa una sciial parcialmente sobrepucsta
cn 064.42 que cs asignablc, por su desplazamicnto quimico, al hidr6geno base dc lactona,
La multiplicidad de esta sciial indica un cicrre lactonico hacia C-6. De lss constantes de
acoplamicnlo Js6 = 9 e, 6,7 = 9 iz, sc inficre una relaciGn trans-diaxial cntre H-6 y los
proloncs cn C-5 y C-7. Ya quc biogenéticamente H-7 ticne una oricnlacion a, H-6 debe

scrlyH-5 a.

En 65.66 aparcce una sciial doble, dc doble, de doble quc sc asigna por su
desplazamicnto al protén H-8 busc dc éster. El par de singuleics anchos quc sc obscrvan
cn 85,02 y 4.89 corresponden al metileno exocielico sobre ¢l C-10. En 61.91 sc aprecia
un singulete ancho quc intcgra para tres protones, correspondientes a un meltilo unido a un
carbono vinflico y que debe corresponder a los hidrégenos sobre C-15. La sciial del

protén vinflico aparcee sobrepuesta con las de -8 y 1H-13 cn 85.53.

Sc caraclerizd cl grupo éster unido a C-8 como un dihidroxitiglato por la sciial
triplc cn 86.84 (J = 6 11z ) correspondiente al protin vinitico H-3' y dos seiiales més, un
doblcte en 84.92 (J = 6 Hz: 211 ) y un singulete en 64.34 (2 H ) asignables a los protoncs
alilicos H-4' y H-5' geminales a grupos hidréxilo. De estd mancra se cstablecid la

cstructura de la guayan6lida como I11.

En el cspectro de masas de 11, se observan tres fragmentos guc comprucban la
presencia del éster descrito, Bl primera de m/z 115 corresponde al acilo del éster
|CsH703}*, cf segundo de m/z 97 corresponde a la pérdida de Ha0 a partir del fragmento
anterior [CsHsO2] y ¢l tercero de m/z 69 [Cali5O]* que con&spéndc alu pérdida de CO

partirde m/z 97.
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Una revisién de la literatura nos permite aseverar que las constantes ffsicas y

espectroscpicas del compuesto 11 sislado de Stevia laxiflora coinciden con las

cncontradas para una sustancia llamada cupahake ina-B. Esta ia fué aislada por
primera vez de Stevia setifera 23 y descrita entonces como guayan6lida-18H.

Posteriormente un grupo japonés aisl6 la cupahakonenina-B de Eupatorium chinense

50, Mediante comrelacién de ests ia conlac brina-A, un producto aislado de
Crysanthemum ornatum 51, demuestran quc la oricntacién de H-8 y H-1 en
cupahakonenina-B ¢s a. Recientemente estd guaian6lida ha sido aislada de Stevia
satureiaefolia 40 y dc Stevia mercedensis 27, Los autores de estos trabajos

corroboran la estercoquimica asignada por cl grupo japonés.

Por otro lado sc procedi6 a la obtencién de derivados del compuesto IlI para

confirmar la estructura propuesta.

De 1a oxidaci6n del compuesto I con el Reactivo de Jones, se obtiene un producto

11I-A ( Esquema 1) como un accite incoloro, que se analiz6 espectroscépicamente.

En el espectro de RMN1IH de 111-A, ( Espectro # 4 ) ( Tabla II ) sc obscrvé un
triplete en 86.74 (J = 2.5 Hz ) y un doblete en 84.93 (J = 2.5 Hz; 2H ). Estas sciialcs

evidenciaron la formacién de una butenélida f-sustitufda.y se atribuycron a los protones

en C-3' y C-5, respectiva El despl iento quimico de la seiial triple (H-3),

permitié establecer que cl carbonilo de la nueva lactona esté en C-4' 27,52,53,54, ya que

cuando esté en C-5' dicha seiial aparcce a campo més bajo 55.56.57,
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De esta mancra sc establece para el producto oxidado la estructura III-A. Estc
compuesto también fué obtenido de cupahakonenina-B. Los datos epectroscépicos de III-

A coinciden con los reportados.

La formacién del acet6nido 111-B, se produjo al agregar acetona y fcido p-
toluensulfénico a una muestra de cupahakonenina-B ( 111 ). De la mezcla de reaccién se

ais{6 un compuesto cristalino, al quc sc asigné la estructura 11]-B ( Esquema 1), con base

en su andlisis espectroscépico.

cupahakonenina
B

o
\ acctona /H*
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La espectroscopfa IR muestra sefiales en 1762 y 1707 cm! debidas a las sefiales del

carbonilo de una Y-lactona o,f-insaturada y de un éster conjugado, respectivamente.

E} espectro de masas scfiala un peso de 400 que corresponde a la férmula
molecular Ca3H250¢. Este ademads, muestra entre otros fragmentos, ¢l correspondiente a

Ia pérdida de acctona.

El espectro de RMNIH de IHI-B ( Espectro # 5 ) ( Tabla II ) presenta pardmetros
similares a los de IIl. Exhibe ademés un singulete agudo en 61.43 que intcgra para seis
protones y que debe corresponder a los dos metilos geminales, caracterfsticos de un
acet6nido. Ademés sc aprecian dos multipletes, uno en 86.74 asignable al prot6n vinflica

H-3'y otro en 84.25-4.50 que debe corresponder a Jos protones C-4'y C-5'.

Se ha descrito cn la literatura 5@ Ja formacién de acet6nidos en presencia de
Me2CO/p-TsOH a partir de dihidroxitiglatos presentes en guayan6lidas, El anflisis

»schpico de estos compucstos cetélicos concuerda con los datos encontrados para el

{

aceténido I11-B. La formaci6n del derivado I11-B de Ja cupahskonenina-B no se ha descrito

anteriormente.

De las fracciones 30'-35' del extracto aceténico, se aisla un aceite incoloro que
mostré ser homogéneo en cromatograffa en capa fina. Sin embargo su anélisis
espectroscopico revel6 que se trataba de una mezcla de dos sustancias para las que se
proponen las cstructuras IV y V, asi como los nombres de laxifléridas A y B,

respectivamente.
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La labilidad dc estos compuestos y la poca cantidad que de cllos se aisl6, no
permiti6é su separacién por lo que su clucidacion estructural se hizo en base a los datos

espectrales de la mezcla.

5

El espectro de IR presenta absorciones en 1770, 1730 y 1692 cm-! debidas a la

presencia de los grupos carbonilos de una Y-Jactona a,B-insaturada, de un éster insaturado

y dc un aldehfdo. La sciial cn 1645 cm*! sc debe a las dobles ligaduras.

El espectro dc RMNIH de [V y V ( Espectro # 6 ) ( Tabla I ) muestra sefiales
similares a las dcl compuesto III, a excepcién de aquellas correspondicntes al grupo éster
sobre C-8, mostrando adem4s, que ambos productos difieren entre sf, sélo cn la geometria
en ¢! doble enlace del cstér. Las seiales correspondicntes al éster del compuesto 1V (el
més abundante ) son: un doblete en 810.15 (J = 7 Hz ) asignable al protén de un aldchido
sobre C-4', un doblete de cuartcto cn 66.64 ( J = 7, 2 Hz ) que corresponde al protén
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vinflico H-3' y una sefial més en $2.25 como un doblete (J = 2 Hz ) que se asigna a los

protones del metilo vinflico sobre C-2'.

La caracterizacién de Ia cadena lateral del compuesto V sc hizé de igual mancra, en
basc a tres sciiales que aparccen en 610.05 ¢n forma de doblete (J = 7 Hz ) para el prot6n
H-4', en 86.11 como un doblete de cuarteto (3 = 7, 2 Hz ) que sc asigna a H-3' y en

62.03 una seiial doble debida a los tres protones sobre C-5'.

Por el desplazamicnto a campo més alto de las seiiales del éster de V, a 6ste se le

asigna la configuracién Zy alde IV Ia L.

En Ia literatura se describe a la 4'-dehidrochromolaénida, una heliangélida aislada
de Chromolaena glaberrima 58 quc contiene en su estructura al éster con geometrfa E.
Este tipo de ésteres son poco usuales en la naturaleza. De hecho sélo sc ha descrito el de
chromolaénida y ahora los presentes en laxifléridas A( IV ) y B( V), sicndo ésta la

primera vez que sc aisla el éstcr con geometria Z.

Finalmente, en las fracciones mis polares 55'-76' del cxtracto accténico se

encuentra un producto mds, que sc aislé y purificé quedando como un aceite incoloro.

Subsecucntes anélisis espectroscépicos nos permiten proponer la estructura Vi,

para este compuesto al que s¢ nombrd laxifiérida C.

El espectro IR exhibe schales de absorcién en 1762 y 1721 cm-! debidas a la
presencia del grupo carbonilo de una Y-lactona a,B-insaturada y de un éster insaturado

respectivamente. Las bandas en 1667 y 1640 cm! se deben a las dobles ligaduras, ademés
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se aprecian bandas en 1575, 1508 y 874 cm-! originadas por la presencia de un anillo

heterociclico de furano.

A

El cspectro de RMNIH de VI ( Espectro # 7 ) ( Tabla II ) muestra bastante
similitud con ¢l de 1II, diferencidndose de €ste por las sefiales correspondicntes al
sustituyente sobre C-8, que para ¢l compuesto VI es un 8-furoiloxi, caracterizado por las
sefiales en §7.91 como un doble de doblc (J = 1,1.5 Hz ) que se asigna a H-5', un tripletc
en 87.39(J = 1.5 Hz ) quc correspondc al protén H-4'y un doble de doble en 86.64 (J =
1.5,1 Hz ) asignable a H-3'.

La estereoquimica del compucsto Vi se estableci6 tomando ¢n consideracién que

Sus C de acoplamiento son muy similares a los de 111

Sc ha descrito un compucsto de estructura muy similar a VI. Este compuesto

liamado bshifolina-C y aislado de Bahfa oppositifolia 59, s6lo dificre de V1 en poseer
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un espiro epéxido en C-10. Las seifiales correspondientes al furoflo en ambos compucstos

resultaron casi idénticas.

Por los anélisis espectroscépicos y teniendo cn cuenta la estrecha relacién
biégenetica entre 11 y VI, proponcmos la cstructura VI para la laxiflorida C, que vienc a
ser un nuevo producto natural y que puede formarse por una reaccién de ciclizacién y

deshidratacién del éster presente en 111



" TABLA 11

Datos de RMNIH de los compuestos 1-VI ( CDCl3, 80 MHz, TMS como referencia interna )

m m-A
H-1 324 326"
H-2 24m 247m
H-3 553 553°
H-5 282t 0) (9 28410) (%)
H-6 451dd (9) 4.44dd 9)
H-7 324m 3.26m
H-8 5.664ddd (5,3,3) 5.71ddd(5,3,3)
H-9 2584 (5) 2.63d(5)
H-13 6.26d (3.8) 6.31d (3.8)
H-13 5544 (3) 5564 (3)
H-14 5.02s () 505s()

1B

316*
245m
555¢*
28110) (9)
438dd (9)
316m
555
255d(5)
6.28d (3.8)
551d(3)
499s()

v

315
248m
55+
2.82t() (%)
447dd (9)
315m
5.68ddd (5, 3, 3)
2584 (5)
627d (3.8)
5514(3)
5015 ()

315+
248m
55*
2.8210)(9)
4.47dd (9)
315m
5.68ddd (5, 3, 3)
2.58d (5)
6.27d (3.8)
551d(3)
501s()

3.16*
248m
55*
2.8310) (9)
4.53dd (9)
316m
5.7ddd (5, 3, 3)
2624 (5)
6.284d (3.8)
5584 (3)
5025 ()

Lz



TABLA 11

Datos de RMN'H de los compuestos II-VI ( CDCl3, 80 MHz, TMS como referencia interna )

m m-A HI-B v v Vi
H-14 4885 () 4.89s () 4.865 () 485s() 485s () 4885 ()
H-15 1.87s () 1.89s () 1.885s () 1.87s () 1.87s () 1.89s ()
-0COR
H-% 6.841(6) 6.651 (2.5) 6.74m 6.64dq (7, 2) 611dq (7, ) 6.64dd (1.5, 1)
H-4 4424 (6) — 10.15d (7) 10.05d (7) 7391 (1.5)

425-45m

H-5§ 434s 4.93d (2.5) 2254 (2) 2034 (2) 7.914dd (1.5,1)

Dmplazzmncmm qufmicos estin dados en ppm

500 1 de iento en Hz
( *) Scnales sobrepuestas
(') Seiiales anchas

82
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Las de refc ia del espéeil en estudio sc depositaron en el Herbario del Instituto de

Bioclogfa de 1a UNAM, nfimero de registro: AOH-209. La idemtificacién corrid a carge del M. en C.

QOsvaldo Téllez del Departamento de Bolfnica del mismo Instituto, s quién expresamos nucstro

agradecimiento.

Los puntos de fusi6n sc determinaron en un aparate Fischer-Johns y no estan corregidos. Las

't en seck con sflica-gel, La pureza de fos p s, B$f como ¢l

de las reacciones se siguié por cromatoplacas de sllica-gel Merck F-254 (4 x 5 cm, 0.25 mm de espesor),

usando como revelador sulfato crico al 1% cn fcido sulfirico 2N y/o Juz ultravioleta.

Los esp de UV se d ©ft un osp Perkin-Elmer, Modelo 202, Ls

rotaci6n Gptica sc efectud en un polarfmetro digita) Perkin-Elmer, Modclo 241. Los cspeciros de IR s¢

en esp Perkin-Elmer, Modelos 283 y Nicolet FT-5-SX, rccurriendo a
técnicas de pastilla de KBr o soluci6n cloroférmica. Los espectros dc RMNIH sc detcrminaron en cl

aparato Varian FT-80A, usando tetrametil sliano como referencia interna. Los cspectros de masas s¢

e un esp HP-5085-B, usanda técnicas de | lectrénico (IE) y/6

P

fonizaclén quimica (1Q).
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La plants Stevia laxiflora D.C., fu€ recolcctada en Septiembre de 1988, en las

cercanfas de fa Ciudad de Cuernavaca, Morelos.

1.12 kg dc las partcs aéreas de la planta, completamente seca y molida, se
someticron a extraccién por percolacidn en frfo, con hexano y posteriormente con acetona
hasta agotar la planta. Después se elimind cl disolvente por destilacién a presion reducida;
sc obtuvieron dos extractos: hexfinico y de acetona, con un peso de 36.8 gy 56.32 g,

respectivamente.

Cada uno de los extractos fué adsorbido cn celita para luego {raccionarlo por

grafia en col empacada con sflica-gel cn una relacién 1:20 con respecto al

extracto. La elucion se inicié con hexano al 100% aumentando la polaridad gradualmente
con AcOEt hasta legar al 100% de ésic. Se recolectaron cluatos de 500 mi, los que una
vez concentrados y analizados por CCF, se reunieron en fracciones de composicion

semejante, como e indica en la Tabla 111

De la cromatografia en columna de las fracciones de menor polaridad de ambos
extractos 1-12 y 1-15%, en un sistema de elucién hexano-AcOEt (95:05) se aisi6 un
polve blanco que al recristalizarlo con acetato de ctilo forma unas agujas blancas de pf.
137-138°C. Est4 sustancia se identificé como f-sitosterol mediante punto de fusién triple
y por comparacién directa por CCF con una muestra attentica en varios sistema de
elucidn.

De las fracciones de mayor polaridad (hexano-AcOEt 7:3) de ambos extractos 1-

12 y 1'-15' dc la columna anterior, se aisld un polvo blanco amorfo, que recristalizado de

AcOEt, forma agujas blancas de pf. 219-221°C. Estos cristales se supusieron puros de
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acuerdo al anélisis por CCF, sin embargo, ¢l espectro de RMNIH revel6 la presencia de

una compleja mezcla que no pudo ser resuclta.

TABLA 111
% #
Hexano - AcOEt de Fracciones Fracciones afines
100: 00 1-5
Extracto hexanico
95:05 6-15
1-12
90:10 16-29
13-39
85:15 30-40
80:20 41 -50
40-58
70:30 51-60
60: 40 61-63
59-64
40: 60 64 - 66
00 : 100 67 -69
100: 00 1
Extracto aceténico
95:05 2!
90:10 3-9

1-1s
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TABLA 111
85:15 0 -27
80:20 28 - 38
75:25 39' - 49
16' - 29
65:35 50" - 65
50:50 66' - 76'
40: 60 77 - 88
30 - 36
30:70 89' - 94'
0:100 95' - 107

Las fracciones 13-39 del extracto hexénico sc separan por cromatografia en

columna y esta s¢ eluyé con un sistema hexano-acetona (9:1). Por cristalizacién

espontfinca sc obtuvieron unas agujas amarillas con p.f. de 205-208°C, desarrollando en

la cromatoplaca una mancha amarilla homogénea, después de revelar con sulfato cérico.

Esta sustancia s¢ identific6 como pectolinarigenina ( 1) por sus datos fisicos y

espectroscopicos.
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IR ( CHCl3 ) cm-1: 3498, 1659, 1623, 1759, 1510, 1467, 1372, 1305, 1159,
1102. RMNIH ( CDCl3, espectro # 1 ): 87.82 (d, J = 8 Hz, H-2' y H-6'), 6.98 (d, ] =
8 Hz, H-3' y H-5"), 86.57 (5, H-8), 86.54 (5, H-3), 84.06 (s, 3H, -OMe), 83.9 (5, 3H,
-OMc). EM LE., 70 cv m/z (%): 314 [M*] (100); 299 [M* - CH3] (71); 296 [M* - H20]
(9); 286 [M* - CO] (3); 271 [M* - CO — CH] (61); 182 [M* - CgHgOs] (1); 167 [M* -
CgHgOs — CHa] (16); 69 [M* - CoH707 ~ H20] (67).

- Al fraccionarse por cromatograffa en columna las fracciones 16'-29' del extracto
de acetona en un sistema de elucién hexano-AcOEt (6:4), sc aisl6 una sustancia amorfa
que al purificarse por cromatograffa en columna, dié un polvo amarillo que al ser
recristalizado de McOH en frfo, form6 agujas amarillas con pf. 220-222°C. La CCF
revel$ una mancha homogénca con rf idéntico al del compuesto I, por lo que la sustancia

se identificé como pectolinarigenina (1).

Al purificar por cromatograffa en columna con un sistema de elucién hexano-
AcOEt (8:2), las aguas madres de pectolinarigenina (1) aislada del extracto de acetona
16'-29', se obtuvo por cristalizacion fraccionada del producto, 8 mg de una segunda
sustancia que formé6 cristales amarillos que fundieron a 174-175°C. Estf sustancia se

identific6 como 5-hidroxi-7,4'-dimetilflavona 48,49,

RMNIH ( CDCl3, espectro # 2 ): 87.82 (d, H-6' y H-2), 87.0 (dHH, J = 9 Hz,
H-3' y H-5"), 86.56 (5, H-3), 86.47(d, ] = 3 Hz, H-8), 86.34 (d, J = 3 Hz, H-6),
$3.89 (5, 6H, -OMe). EM LE. 70ev (%): 298 [M*] (100); 283 [M* - CH3] (3); 270 [M*
- COJ (8); 269 [M* - CO — H] (28); 166 [CgHs04] (13); 132 [CoHgO] (15); 117 [CgHgO
~ CH3J* (11); 89 [M* - C7HgOz — OCH3] (16).
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Las fracciones 30'-35' del extracto de acclons, se sometieron a un proceso de
decoloracién a través de una columna de carb6n activado. Las fracciones decoloradas se
concentraron y sc volvieron a fraccionar en columna empacada con sflica-gel en un

sistema de elucién hexano-AcOEt (9:1).

De cstas cromatografias se reunicron fas fracciones que presentaron una mancha
color pirpura en CCF. Estas fracciones se purificaron por cromatograffas sucesivas,
hasta obtener 21 mg dc 1a mezcia de laxifléridas A (IV ) y B ( V ) como un aceite

incoloro.

IR { CHCIl3) cm-l: 2950, 1760, 1690, 1645, 1445, 1380, 1325, 1205, 1050,
1015, 950, 915. RMN!H ( CDCla, espectro # 6 ): ver Tabla I1.

Las fracciones 55'-76' del extracto de acctona, se volvieron a fraccionar en una
columna cromatogrifica empacada con sflica-gel, usando hexano como eluyente inicial y

aumentando la polaridad con acetona.

De las fracciones elufdas con hexano-acetona (8:2), se obtuvo un compuesto que
se purificé por cromatografias sucesivas con un sistcma de elucién hexano-AcOEt (9:1),
hasta obtener 15 mg de VI como un accite incoloro, que en CCF revelada con sulfato

cérico, presentS una coloracién café oscura,

IR ( CHCl3) cm-1: 3037, 2927, 2855, 1762, 1721, 1667, 1640, 1575, 1508,
1161, 874. RMN!H ( CDCl3, espectro # 7 ): ver Tabla 11,

Las fracciones 21-34 elufdas con hexano-acetona {75:25) de esta cromatograffa

presentaron una mancha homogénea al ser analizadas por CCF, por lo que se juntaron y
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concentraron (20g). Se tomo 1g y se hizo pasar por una columna empacada con carbén
activado para decolorarla. La sustancia sc purificé por cromatograffas sucesivas en
sistemas de elucién hexano-acctona (8:2), tenicndo cuidado de no usar temperaturas altas
para concentrar los eluatos. El compuesto puro (0.42g ) ¢s un aceite incoloro que reveld
con sulfato cérico como una mancha homoagénca de color piirpura. Por sus datos fisicos
y espectroscipicos la sustancia aislada sc identific como eupahakonenina-B ( II ): [alp:
+23° (0.27 mg/100 m!, McOH). UV (McOH): 210 nm (¢ = 18 695 ). IR (CHCl3) cm"
1: 3610, 1454, 1761, 1709, 1643, 1444, 1376, 1244, 1018. RMNLH (CDCl3, espectro
# 3 ): ver Tabla 1. EM LE. 70 ev m/z (%): 360 [M]* (3); 348 [M - Hz0]* (0.7); 228
[M* - CsHgO4] (67); 213 [M - CsHgO4 — CH3]* (18): 210 [M+ - CsHgO4 — H20] (15)%;
183 [M+ - CsHgO4 — COzH] (35); 115 [CsH703]* (31); 97 [CsHsO2]* (88); 91 (51); 69
[C4HsOJ* (100); 41 [C3H5]* (74).

i6én de _eupahakopenina

Se divolvicron 100 mg de cupahakonenina-B en acctona. La soluci6n sc enfri6 a
0°c y se agreg6 Reactivo de Joncs gota a gota hasta persistencia del color naranja del
reactivo. El producto de reacci6n sc pas6 por una columna empacada con tonsil y se lavé
con una mezcla hexano-AcOEt (7:3). Se concentrd y se purificé por sucesivas re-
cromatograffas en columna sflica-gel, hexano-AcOEt (8:2). Sc obtuvieron 68 mg de un

aceite incoloro que correspondié al compuesto con estructura II-A.

RMNH ( CDCl3, espectro # 4 ): ver Tabla 1L
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n_de cu akonening—

A una solucién de 100 mg de Eupahakonenina-B ( 11l ) cn acctona ( 10 mi ) se
agregaron 10 mg de icido p-toluensulfénico; la solucién se torné de color verde.
Cuando la reacci6n sc complctd, la solucién colorida se ncutralizé con NaHCO3 y se
filtr6. El producto se purificé por columna cromatografica en sflica gel; se obtuvicron
cluatos de 25 mi dc acetona-hexano (5:95). Se reunieron las fracciones afines y se
concentran para oblener 51 mg de cristales blancos, que recristalizaron de acelona con pf.

185-188°C.

IR ( CHCI3 ) em! : 2993, 2945, 1762, 1707, 1659, 1449, 1378, 1251, 1045,
RMNLH (CDCl3, espectro # 5 ): ver tabla 1. EM LE. 70 ev m/z (%): 400 [M¥] (1); 385
[M* - CH3] (0.4); 342 [M* - C3HgO] (1); 97 [CsHsO2]* (100); 69 [C4H5O]* (57); 69
[C4HSOJ* (57); 43 [CaHy]* (89); 41 [C3Hs[* (81).
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